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-  IX  -La salmonelosis se refiere a una infecciôn causada por 
bacterias del género Salmonella. Ha constituido a lo largo del 
tiempo y aûn constituye en todos los paises del mundo, en mayor 
o menor grado, un problema de gran importancia, con un gran im- 
pacto social y econômico.

A pesar de que la salmonelosis humana de huésped espe- 
cifico ha disminuido fuertemente en todos los paises, incluido 
Espana, todavia no se ha conseguido su erradicaciôn como causa 
de infecciôn, ya que por ejemplo solamente en Espana se siguen 
declarando anualmente alrededor de 2.500 casos; por el contra­
rio, la salmonelosis humana de huésped no especifico ha aumen- 
tado fuertemente en todo el mundo, por lo que ambos tipos de 
salmonelosis humana merecen una gran atenciôn y una vigilancia 
intensa.

La presencia de Salmonellas en las aguas residuales 
humanas es un hecho admitido y demostrado desde hace muchos a- 
nos. Muchos trabajos recientes ponen de manifiesto su gran au- 
mento. Para Prost y Riemann, 1967, las Salmonellas son tan co- 
munes en el tracto intestinal del hombre y de muchas especies 
de animales de sangre caliente, que probàblemente se las consi- 
deraria como a los coliformes, si no fuera por su patogenicidad; 
en la misma linea se encuentra Leclerc, 1971, para el que las 
Salmonellas podrian ser por excelencia la bacteria test de una 
poluciôn peligrosa en las aguas.

En vista de elle, nos hemos propuesto como objetivo 
principal de la présente Tesis Doctoral, conocer la frecuencia 
de detecciôn de Salmonellas en las aguas polucionadas del Canal 
del Jarama, su distribuciôn mensual, cuâles son los serotipos y 
dispersiôn cronolôgica, averiguar la relaciôn que se da entre 
la frecuencia de aislamiento de Salmonellas y los niveles de las 
bacterias indicadoras de poluciôn, estudiar la relaciôn existen- 
te entre la ecologia descrita y la salmonelosis observada en cli- 
nica humana, y observar la evoluciôn de las caracteristicas bac­
teriolôgicas y fisico-quimicas del agua del Canal del Jarama a 
lo largo del tiempo que abarca nuestro estudio.



— X —Las metodologîas descritas hasta ahora en relaciôn con 
el aislamiento de Salmonellas en las toxi-infecciones, es decir, 
coprocultivo, hemocultivo y anâlisis de alimento, han constituido 
la base de su investigaciôn en el medio hidrico, pero deben ser 
mejoradas y adaptadas a éste habitat, el agua, sobre todo cuando 
su nûmero es pequeno en comparaciôn con el total de la flora sa- 
profita del agua, que es un gran inconveniente, ya que compiten 
con êxito enmascarando la posible presencia de Salmonellas.

Por tanto, nos hemos propuesto como uno de los objeti­
vo s de la présente Tesis Doctoral, la bûsqueda de una metodologia 
apropiada para la detecciôn y aislamiento de Salmonellas en el 
agua, ya que todavia no se ha encontrado una metodologia que ten- 
ga una aceptaciôn universal, aunque se han producido grandes con- 
tribuciones desde que el microorganismo fué identificado por pri­
mera vez y le fué atribuido un papel en la patogenia de la salmo­
nelosis, con la idea de que pueda contribuir positivamente a re­
solver en la prâctica éste gran problema.

" Ecologia y Epidemiologîa de las Salmonellas en las 
aguas polucionadas del Canal del Jarama. Nueva Metodologia de De­
tecciôn ", consta de très partes. La primera la forma un conjunto 
de datos de las Salmonellas y de la enfermedad que producen, as! 
como se hace referenda al papel del agua en el ciclo de su trans­
misiôn. La segunda comprende una revisiôn de los principios de su 
aislamiento, los ensayos de laboratories para seleccionar la me- 
todologla mâs adecuada para la detecciôn de Salmonellas en aguas 
y por ûltimo la metodologia que recomendamos para su aislamiento. 
La tercera parte la forma la ecologia y epidemiologîa de las Sal- 
monellas en las aguas polucionadas del Canal del Jarama.

El estudio que nos ocupa, lo creemos interesante y de 
gran utilidad, ya que a través de él se puede:
- vigilar la posible apariciôn de brotes epidémicos.
- vigilar el estado de la epidemiologîa de la salmonelosis.
- vigilar los serotipos que afectan a la poblaciôn.



— XI —- verificar la eficacia de los tratamientos de depuraciôn de las 
aguas polucionadas.

- verificar la peligrosidad del uso del agua para riego.
Esperamos que todo ello contribuya a disminuir el Im- 

pacto social que hoy dla causa ésta enfermedad, traducido en pér- 
didas econômicas, morbilidad y mortalidad.
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1. S A L M O N E L O S I S .  C LASI F ICACI ON PE S A L M O N E L L A S ,  P R O C E S O  P A T 0 L 0 6 I C 0 .

La salmonelosis es una enfermedad ûnica que tiene una 
distribuciôn mundial y que se refiere a infecciones causadas por 
bacterias del género Salmonella. El microorganismo causante es tan 
comûn en el tracto intestinal de los humanos y en muchas especies 
de animales que probàblemente se les considerarîa como a los coli­
formes, si no fuera por su patogenicidad ( Prost y Riemann, 1967). 
El término salmonelosis,no diferencia entre infecciôn asintomâtica 
y sintomâtica, taies como enterocolitis, bacteremia, infecciôn lo- 
calizadas, tifoidea o fiebres paratifoideas. La enfermedad se 
transmite de los animales al hombre b de hombre a hombre, causando 
infecciones que son normalmente breves, autolimitadas y benignas 
(Hoeprich, 1977).

Las bacterias del género Salmonella son bacilos, Gpam ne 
gativos, aerobios, anaerobios facultativos, no capsulados, no for- 
madores de esporas, la mayorîa môviles, de tamaho de 2-3 micpas 
por 0,6 micras, crecen râpidamente en medios de cultivo simples, 
fermentan la glucosa con producciôn de âcido o âcido y gas, no fer 
mentan la lactosa ni la sacarosa (Edwards y Ewing, 1972; Manual 
Bergey, 1974).

La identificaciôn presuntiva del género se basa en tests 
bioquimicos que nos permite clasificarlas en très especies, S. ty­
phi, S. cholerae-suis y S. enteritidis. La identificaciôn définit^ 
va se establece con tests serolôgicos. La clasificaciôn serolôgica 
se realiza por medio de antîgenos somâticos (0) y antigenos flage- 
lares (H).

En 1829, Louis fué el primero en emplear el término ti­
foidea (Harrison, 1973; Nelson y Cols, 1975), aplicândolo a un 
cuadro clinico compuesto por una variada sintomatologîa en la que 
destacaba lesiones intestinales y un estado de estupor (tifo). En 
1836, Willian Gerhard, de Filadelfia, un antiguo alumno de Louis, 
présenté la primera diferencia clara y definida entre el tifo y la 
tifoidea, basândose en datos clînicos y anatômicos (Nelson y cols, 
1975). Entre los ahos 1856 y 1870, Budd, médico inglés, sugiriô



— 4 —que la enfermedad era contagiosa y estableciô la importancia del 
contagio por las heces y orina de las personas infectadas. La con­
firmaciôn de su hipôtesis no se realizô, hasta que Pfeifer, en 
1885, aislô por primera vez el gërmen en una muestra de materia fe 
cal (Harrison, 1973) .

Se le acredita el descubrimiento del bacilo a Eberth en 
188 0, cuando aislô el microorganismo en frôtis de ganglios mesenté 
ricos y del bazo. En 1885, Salmon y Smith aislaron del cerdo, S. 
cholerae-suis. En 1888, Gaertner aislô S. enteritidis (Edwards y 
Ewing, 1972; Harrison, 1973).

El aislamiento de bacterias de origenes muy diverses y 
estrechamente relacionados, condujo inevitablemente a la confusion.

En 1897, Smith y Stewart establecieron que estos microor- 
ganismos pertenecian a un gran grupo o especie en virtud de la 
identidad de su morfologia y caractères biolôgicos. Los estudios 
de Smith y Roger en 1905 y los de Félix y Weil en 1917 acerca de 
los constituyentes antigênicos de alguna Salmonella (typhi, paraty­
phi A y B) y otras Enterobacterias, llegan a la conclusiôn de que 
estan constituidos por antigenos somâticos y flagelares totalmente 
distintos. Esta afirmaciôn describe el estado de conocimiento del 
género hasta que Schuetze en 1921 publicô un trabajo que diô una 
visiôn de los numerosos serotipos dentro del género y la posibili- 
dad de distinguirlos usando antisuero absorbido. En 1925 y 1926 
White, quien reconociô la necesidad de considerar la importancia 
de los descubrimientos concernientes a la variaciôn antigénica, 
taies como los de Andrews, clasifica las Salmonellas atendiendo a 
sus componentes antigênicos. Este trabajo fué confirmado por Kau- 
ffmann, 1930-1940 y gracias a los trabajos de éste con White, no 
sôlo se clasifican y ordenan todos los serotipos existentes en su 
momento, sino que sientan las bases têcnicas para la identifica­
ciôn -antigénica de las Salmonellas que se han descubierto después 
y que se seguirân descubriendo (Edwards y Ewing, 1972). En la ac- 
tualidad hay mâs de 1800 serotipos distintos (Youmans y cols,
1975; Morse y Duncan, 1976; Mandell y cols, 1979).



-  5 -La Salmonella es un caso tîpico de microorganismo zootéc 
nico, debido a su variedad de huespedes y a su patogenicidad tanto 
en hombre como en animales.

Atendiendo a los rasgos patolôgicos que presentan, la ma 
yorîa no muestran una asociaciôn especîfica con un huésped dado o 
especie determinada.

No todas las Salmonellas son capaces de producir un mis- 
mo cuadro clinico. Segûn sus propiedades patolôgicas, las Salmone- 
llas se pueden dividir en:
- especialmente patôgenas para el hombre productoras de la fiebjre 

tifoidea. Se incluyen S. typhi, S. paratyphi A, S, paratyphi B, 
S. paratyphi C, S. cholerae-suis, S. sendai, S. panama. Hemos in 
cluido en éste grupo a los très ûltimos serotipos, ya que produ­
cen cuadros semejantes a la tifoidea (Prost y Riemann, 1967; Ba- 
quero 1972; Alcantara, 1975; Hoeprich, 1977; Mandell y cols, 
1979).

- especialmente patôgenas para los animales. S. abortus-equi, S. 
abortusovis, S. gallinarum-pullorum. Este ûltimo, se incluye 
aquî a pesar de que ciertos autores citan que en algunas ocasio- 
nes han producido en el hombre por la ingestiôn de huevos conta- 
minados un cuadro gastroenteritico que recuerda a las toxi-infec 
ciones alimentarias, pero que por su rareza, su benignidad y por 
no ser etiolôgicamente bien encuadrada séria inadvertida. (Prost 
y Riemann, 1967; Hoeprich, 1977; Mandell y cols, 1979).

- de huésped no especifico. Por definiciôn podriamos incluir aqui 
a la mayoria de los serotipos que produce cuadros patolôgicos en 
el hombre y animales. Son de destacar S. typhimurium y S. enteri 
tidis.

El proceso patogénico no esté del todo claro. Se piensa 
que es debido a la acciôn yuxtapuesta de la célula bacteriana y 
endotoxina. Parece ser que en la salmonelosis de huésped especi­
fico, la patogenicidad es debida a la célula bacteriana, mien- 
tras que por el contrario en las de huésped no especifico, la en 
dotoxina séria la responsable (Prost y Riemann, 1967). Como vere
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mos, ademâs de los dos factores citados también influyen las cond^ 
ciones ambientales y fisiolôgicas del huésped.

Como norma consideramos a la boca como la puerta de en- 
trada y el intestine delgado es el lugar de accién. La evoluciôn 
posterior no sôlo va a depender del nûmero de bacterias invasoras 
sino que también de las condiciones fisiolôgicas, de su propia flo 
ra y a la presencia de coproanticuerpos. Pueden permanecer locali- 
zadas o extenderse. Si es asî penetran en los nôdulos linfâticos 
principalmente en los mesentéricos, y de aquî se trasladarîan al 
higado por la vena porta. La Salmonellas pueden permanecer acanto- 
nadas por grandes periodos de tiempo en el higado, nôdulos mesenté 
ricos y vesîcula biliar. Desde ésta puede haber suelta intermiten- 
te en sujetos portadores. (Prost y Riemann, 1967; Hoeprich, 1977).

El climax de una enfermedad es la bacteremia. Una vez 
que los microorganismos estân en la sangre éstos aumentan râpida­
mente en nûmero y por via sanguînea se difunden a todo el organis­
me produciendo cambios patolôgicos.

Entre los factores que se cree que influyen en el curso 
patolôgico estân:
- los tejidos de proliferaciôn râpida y especialmente el sistema 

reproductive son altamente susceptibles a la infecciôn. Este es 
importante con respecte a los serotipos patolôgicos de huésped 
especîfico como abortus equi y ovis y a veces con S. gallinorumy 
pullorum en polios. Sin embargo ésto no ocurre con la mayorîa de 
los serotipos.

- los individuos jôvenes son los mâs susceptibles debido a la baja 
inmunidad, a los tejidos jôvenes proliférantes y al apareamiento 
que facilita la transmisiôn de la infecciôn.

- déficit de determinados componentes quîmicos del alimento cçf[)0 
el âcido nicotînico y vitaminas.

- concomitancia de otras enfermedades que debilitan al individuo.
Teoricamente la ingestiôn de una célula causarîa la en­

fermedad, pero en la prâctica es bastante improbable. Experimen-



-  7 -tos con voluntarios han demostrado que la cantidad de bacterias ne 
cesarias para producir lesiones o enfermedad, es decir, la dosis 
infectiva minima, varia entre cientos de miles y millones segûn el 
serotipo de Salmonella (Prost y Riemann, 1967; Jay, 1973; Baquero 
y cols, 1975; Hoeprich, 1977; Mandell y cols, 1979).

No todas las personas expuestas al mismo riesgo contraen 
la enfermedad, sino que algunas enferman y otras no. Un ejemplo lo 
constituye un brote de fiebre tifoidea en Croydon, U.S.A., donde 
solamente el 0,75% de la poblaciôn contrajo la enfermedad (Taylor, 
1958; Holden, 1970).

Hay autores que sostienen que cêlulas muertas son capa­
ces de producir la enfermedad. La presencia de células viables en 
las heces de los enfermos habla en favor del papel de las cêlulas 
vivas de Salmonellas en la presentaciôn de la enfermedad (Jay, 
1973).



w 32. S A L M O N E L O S I S  H U M A N A .
En el hombre se pueden observar diferencias en la ac­

ciôn patôgena de las Salmonellas de huésped especîfico y de hués­
ped no especîfico.

2.1. SALMONELOSIS HUMANA DE HUESPED ESPECIFICO.
La salmonelosis por tifoidea es caracterîstica del hom­

bre y como tal ha sido reconocida, constituyendo una entidad pa - 
tolôgica separada, siendo producida por S. typhi.

S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi C, S. sen­
dai, S. panama y algûn otro serotipo, producen en el hombre unos
sîntomas parecidos a la tifoidea ( fiebres paratifoideas) (Prost-y 
Riemann, 1967: Baquero, 1972: Alcantara, 1975; Hoeprich, 1977;
Mandell y cols, 1979).

La apariciôn en los animales de las Salmonellas de hués­
ped especîfico humano es un fenômeno muy raro, que puede ocurrir 
sôlo ocasionalmente como parte del trânsito de la microflora de 
animales. ( Hoeprich, 1977 ).

2.1.1. Morbilidad.
El nûmero de aislamientos de Salmonellas de huésped es­

pecîfico ( S. typhi ), como muestran las grâficas de las figuras 
1, 2 y 3 ha disminuido fuertemente, pero a pesar de la regresiôn 
todavia se siguen declarando en Espana entre 2000 y 2500 casos de 
fiebre tifoidea al aho, de entre los que mueren aproximadamente - 
unos 30 ( Prieto, 1971; Alcantara, 1978; Anuarios Estadîsticos de 
la Secciôn de Epidemiologîa e Informaciôn Sanitaria, 1970-1979 ); 
sin embargo en 1949 el nûmero de afectados fué de 22000 de los que 
1566 murieron. ( Prieto, 1971 ).

Fijando nuestra atenciôn en Madrid, lugar elegido para 
nuestro estudio, y observando los datos, obtenidos a partir de - 
1945 ( Prieto, 1971 ) ano en que se considerô a la fiebre tifoi­
dea enfermedad de declaraciôn obligatoria, observâmes un descenso 
muy marcado desde 1945 a 1979 ( Prieto, 1971; Anuarios Estadîsti-
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— 12 —cos, 1970-1979 ). Esta regresiôn no se ha efectuado de manera uni­
forme sino que ha sufrido algunos altibajos. ( Fig, 3).

En el periodo comprendido entre los ahos 1945-1964, se - 
reduce a la mitad el nûmero de casos declarados y se pasa de 1700 
a unos 800 casos en el periodo de 15 ahos. En el aho 1965 se redu- 
jo la cifra anterior al 50%, y desde éste a 1972, la cifra se ha - 
reducido a unos 300 casos. A partir de éste aho parece estabilizar- 
se el nûmero de afectados, y as£ en el periodo 1972-1979 el nûmero 
ha oscilado entre 200-300 casos.

En Espaha, desde el aho 1949, en el que se declararon - 
22000 casos, se pasa a 7500 en el aho 1964. En el aho 1965 nos en- 
contramos de nuevo con una gran reduccién, casi del 50%, del nûme­
ro de casos declarados, 4000, para seguir disminuyendo hasta el a- 
ho 1972, en el que se declararon unos 2200 casos. A pesar, de la 
tendencia descendante observada en las ûltimas dêcadas, parece es- 
tabilizarse en los ûltimos ahos, en particular a partir de 1972.
De 1972 a 1979 el nûmero de casos ha oscilado entre 2235 en 1972 y 
2462 en 1979. (Anuarios Estadîsticos, 1970-1979 ). ( Ver Fig.2 ).

Como hemos visto la mâxima reduccién del nûmero de casos 
declarados, tiene lugar en el aho 1965, a raiz de la instauracién 
de la primera campaha de vigilancia sanitaria de abastecimientos de 
agua, que en principle comprendié 25 provincias incluyendo Madrid 
y posteriormente se amplié hasta 40 provincias. ( Prieto, 1971 ).

2.1.2. Mortalidad.
Se acepta que la tasa de mortalidad en la actualidad es 

del 2-3% de los enfermes (Prost y Riemann, 1967: Prieto, 1971; Ha- 
rrisôn, 1973: Hoeprich, 1977 ); aunqué algunos autores no la con - 
sideran superior al 1% gracias a la ventaja que ha supuesto el use 
del cloranfenicol ( Serico, 1972; Alcantara, 1975 ). Antes de su - 
empleo, la mortalidad oscilaba entre el 15-25% ( Prieto, 1971; Se­
rico, 1972; Harrisôn, 1973; Alcantara, 1975; Hoeprich, 1977 ).

Ya que gracias a él se redujo tan drâsticamente la mor­
talidad, bien raerece alguna mencién.
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2.1.3. Cloranfenicol.

Fué descubierto en el aho 194 7 por Barkholder, que lo - 
obtuvo a partir del Streptomyces venezuelae ( Prieto, 1971; Kucers 
y Bennet, 1975 ).

Desde su comercializaciôn, se ha producido un aumento en 
su empleo en todo el mundo, asî en Espaha desde 1952, fecha de su 
iatroducciôn, se ha pasado del consume en ese aho de 500 Kg. a 
90000 Kg. en 1970 ( Prieto, 1971 ).

Se sabe que su mécanisme de acciôn es interferir 6 inhi- 
bir la biosintesis de proteinas. Actûa frente a Ricketsias, gran - 
cantidad de gêrmenes Gram negatives, siendo también active frente 
algunas cepas de gêrmenes Gram positives, como Estafilococos, Es- 
treptococos y Neumococos ( Prieto, 1971; Kucers y Bennet, 1975 ).

Como punto negative, se puede decir que debido a su gran 
espectro y a su gran eficacia, ha side indiscriminadamente utiliza— 
do por los mêdicos, como tratamiento de sindromes infecciosos, en- 
mascarando muchas fiebres tifoideas y otras producidas por Salmo- 
nellas, sin la posibilidad de conocer el agente etiolôgico, con lo 
que han pasado desapercibidas.
2.1.4. Portadores.

Hay très tipos de portadores, los eliminadores biliares 
65%, los entéricos 30% y les unrinarios 5% (Prieto, 1971; Hoeprich, 
1977).

Del 3-5% de éstos enfermes se convierten en portadores 
crônicos, definiêndose a estes, como aquellas personas que despuês 
de un aho de haber pasado la enfermedad siguen excretando S. typhi 
en heces, orina, a diferencia de los portadores temporales que ex- 
cretan el bacilo por un periodo no mayor de 4-6 ,eses, siendo la 
tasa de ëstos de 2-20% (Prost y Riemann, 1967; Informe Oficial de 
la Asociaciôn Panamericana de Salud Pûblica, 1970; Prieto, 1971; Se 
rico, 1972; Harrison, 1973; Nelson y cols, 1975; Hoepriech, 1977).

El estado de portador crônico aumenta con la edad y es ma 
yor en mujeres que en hombres (Prieto, 1971; Serico, 1972; Harrison, 
1973; Nelson y cols, 1975; Hoeprich, 1977).



— 14 ""2.1.5. Vacuna.
Conviene recordar que la eficacia de la vacuna antitîfi- 

co-paratîfico, utilizada por primera vez en 1910 por Wright, estS 
fuera de toda duda, reduciendo la morbilidad hasta 1/3 de los vacu- 
nados. ( Taylor, 1958; Holden, 1970; Serico, 1972 ).

En Espaha se utilizô mucho durante el periodo 194 0-1957, 
a partir del cual se ha reducido su empleo y hoy dia ha pasado a 
tener menos importancia qued^ndose detrâs de la vigilancia del me­
dio ambiente. ( Prieto, 1971 ).

2.1.6. Distribuciôn por edades.
En cuânto al grupo de edad mâs afectado por ësta enfer­

medad, es el comprendido entre los 15-30 ahos, el 75% de los casos 
de fiebre tifoidea ocurren en éste grupo, êsto es, se considéra - 
una enfermedad de nihos y adultos jôvenes, con poca incidencia en 
la primera infancia donde la mortalidad es mucho mâs elevada.
( Prieto, 1971; Youmans y cols, 1975; Hoeprich, 1977 ).

2.1.7. Distribuciôn estacional.'
La fiebre tifoidea es una enfermedad que se da a lo lar­

go de todo el aho, aunque aumentando su frecuencia durante los me- 
ses de verano y otoho, por lo que se le ha llegado a denominar - 
fiebre estîo-otohal. ( Taylor, 1958; Holden, 1970; Prieto, 1971;
Serico, 1972; Harrison, 1973; Nelson y cols, 1975; Mandell y cols, 
1979 ).

En Espaha la frecuencia estacional de la enfermedad es 
muy Clara, siendo la incidencia mayor en los meses de agosto y 
septiembre, sin quedar atrâs los inmediatos a éstos, circunstan- 
cia nada particular, dada la condiciôn subtropical de Espaha y el 
caracter endemo-epidêmico de la enfermedad. Dentro de Espaha hay 
regiones como Andalucia, Levante y otras donde la incidencia es 
similar a lo largo de todo el aho. ( Prieto, 1971; Anuarios Esta- 
dîsticos, 1970-1979 ).

Segûn algunos autores a medida que disminuye el nûmero



—  15 •“de portadores, la frecuencia estacional de la enfermedad va dismi­
nuyendo. ( Harrison, 1 9 7 3  ).

Es una enfermedad extremadamente rara en los paises nôr- 
dicos y frecuente en los paises mediterrâneos. ( Nelson y cols, 
1 9 7 3  ).

El descenso progresivo de la incidencia estâ muy relacio- 
nado con la higiene, profilaxis, control de los abastecimientos de 
agua potable y los nuevos métodos terapéuticos que han disminuido 
no s61o la mortalidad sino también la morbilidad.

2.2. SALMONELOSIS HUMANA DE HUESPED NO ESPECIFICO.
El nûmero de aislamientos de Salmonellas de huésped no 

especîfico, por el contrario que las de huésped especîfico, ha au- 
mentado en frecuencia, como muestra la grâfica de la figura 1. -
Este aumento progresivo puede ser debido a mûltiples factores, en­
tre ellos :
- aumento real de la incidencia de la enfermedad
- aumento de la vigilancia por la comunidad médica
- aumento de los alimentos producidos en masa con amplia distribu­

ciôn mundial
- aumento de la costumbre de comer alimentos crudos o cocinados - 

insuficientemente
- aumento de la poluciôn en general y en particular del agua
- disminuciôn de la resistencia a las infecciones, como consecuen-

cia de las mejores condiciones de higiene
- métodos mâs sensibles para la detecciôn y aislamiento del micro- 

organismo causante.

2.1.2. Morbilidad.
Los datos manejados para construir las grâficas de sal- 

monelosis humana de huésped especîfico y no especîfico, no refle- 
jan la incidencia real, y ésto puede ser debido a que, a veces, - 
los sîntomas de la enfermedad pasan inadvertidos al paciente o aûn



- 16 -cuando éste acude al médico, se le suministra un antibiético indis­
criminadamente, sin haberles hecho antes un hemocultivo o mejor un 
coprocultivo, con lo que el agente etiolôgico queda desconocido, - 
habiéndose demostrado una correlaciôn positiva entre la incidencia 
y el nûmero de cultivos analizados. ( Ryder y cols, 1976 ).

Por todo ello, solamente son reportados una parte del nû­
mero total de casos. Segûn algunos autores sôlo el 1% ( Ryder y 
cols, 1976; Vanderpost y Bell, 1977; Mandell y cols, 1979 ), mien- 
tras que otros lo amplian al 10%. ( Prost y Riemann, 1967 ).

2.2.2. Mortalidad.
A pesar de que los sîntomas son leves y la mortalidad es 

baja, mueren anualmente 500 personas en U.S.A. de entre todos los 
afectados por la enfermedad que asciende a mâs de dos millones al 
aho ( Prost y Riemann, 1967; Jay, 1973; Wells y cols, 1974; Morse 
y Duncan, 1976; Hoeprich, 1977 ).

Las cifras de las tasas de mortalidad y de portadores - 
crônicos y temporales son parecidas a las dadas para S. typhi.

Hay que hacer la salvedad de S. cholerae-suis, que tiene 
una mayor tasa de mortalidad, 21% ( Prost y Riemann, 1967; Mitchell 
1972; Jay, 1973 ).

2.2.3. Portadores.
Segûn Harrison, 1973, la cifra de portadores asintomâti- 

cos, se estima que es el 0'2% de la poblaciôn general en U,S,A,, 
por lo que no es de extrahar el nûmero tan eleyado de salmonelosis. 
Morse y Duncan,) 1976;Wray y Sojka, 1977, estiman que el 1% de la 
poblaciôn humana excreta Salmonellas en un tiempo dado, mientras - 
que Hoeprich, 1977, calcula que en U.S.A. la incidencia de portado­
res fecales en un 2-5/1000.

2.2.4. Serotipos.
Aunque el nûmero de serotipos capaces de producir enfer^ 

medad en el hombre es muy elevado, mâs de 1800 ( Youmans y cols, 
1975; Morse y Duncan, 1976; Wray y Sojka, 1977; Mandell y cols, -



— 17 —1979), muy pocos serotipos son los responsables de la mayorfa de 
los casos. Segûn los mismos autores menos de 40 serotipos son los 
responsables del 95-98% de los casos.

Su frecuencia no es siempre la misma, sino que puede va­
rier de aho en aho y de pais en pafs.

2.2.5. Distribuciôn estacional.
Al igual que la fiebre tifoidea, la salmonelosis de hués­

ped no especîfico, se da a lo largo de todo el aho, mostrando tam­
bién una frecuencia estacional de finales de verano-otoho. ( Par- 
very y cols, 1972; Jay, 1973; Harrison, 1973; Hoeprich, 1977; Man­
dell y cols, 1979 ). Para Ryder y cols, 1976, ésta frecuencia esta­
cional es mâxima en marzo, abril y mayo,

2.2.6. Manipuladores de alimentos.
Un peligro a tener en cuenta en la propagaciôn de la - 

salmonelosis son los manipuladores de alimentos. Se deberîa ejer- 
cer una vigilancia sanitaria constante sobre ellos. Esto comenzô a 
realizarse en Espaha a partir del aho 1965.

Distintos tipos de manipuladores como personal de hote- 
les, bares, restaurantes..., fueron analizados por la técnica de - 
hemoaglutinaciôn Vi. De 4911 analizados durante las cuatro primeras 
campahas en toda Espaha, se encontraron 179 positives, lo que cons- 
tituye un 3'64% de presuntos portadores de Salmonellas. En Madrid 
se analizaron 1152, resultando 47 positives (4%). Los serotipos - 
mâs frecuentemente aislados fueron por orden de frecuencia : S. ty­
phi, S. typhimurium, S. enteritidis. ( Prieto, 1971 ).

2.2.7. Frecuencia de serotipos en distintos paises.
En Inglaterra y Gales ;
Durante el periodo 1955-1960, los siete serotipos mâs - 

frecuentes fueron : S. typhimurium ( 15808 ), S. heidelberg (1013)
S. enteritidis (734), S. newport (667), S. thompson (623), S.saint- 
paul (282) , S. anatum (279). ( Jay, 1973 ).



—  18 —Durante el periodo 1969-1972, el 80% de los casos de gas­
troenteritis eran producidas por Salmonellas. En el periodo 1968-
1973 se aislaron 137 serotipos de los 21000 casos de salmonelosis. 
S. typhimurium, S. dublin, S. cholerae-suis y S. abortus ovis fue­
ron los responsables del 91% de todos los casos. ( Reasoner, 1976)

Durante el periodo 1973-1975, las Salmonellas fueron la
causa mâs comûn de las toxi-infecciones, 21428 casos, que represen- 
tan el 74% del nûmero total de los casos reconocidos causados por 
bacterias. Los 20 serotipos mâs frecuentemente aislados del hombre 
en éste periodo fueron ( Vernon, 1977 ) :

serotipo
S . typhimurium 
S . agona 
S. enteritidis 
S. heidelberg 
S . anatum 
S. Indiana 
S . newport 
S. infantis 
S . hadar 
S . bredney 
S. virchow 
S. Stanley 
S . panama 
S . saint-paul 
S . derby 
S. haifa 
S. livingstone 
S . kapemba 
S . braederup 
S . brandengur

SUMA
otras Salmonellas 

TOTAL

nûmero aislamientos
8396
3685
2602
1178
1009
931
908
698
512
494
471
463
374
364
293
273
215
210
203
180

%
32
14
10
4
4
4
3
3
2
2
2

2

23459
3115

26574

88
12
100



—  19 —En Dinamarca durante el periodo 1960-1968 se aislaron 81 
serotipos, siendo los 10 mâs importantes: S. typhimurium (2951),
S. paratyphi B (126), S. enteritidis (124), S. newport (115), S.  -  

typhi (56), S. infantis (56), S. indiana (43), S. montevideo (33), 
S. blokley (29), S. muenchen (27). ( Grunnet y Nielsen, 1969 ).

En el Hospital de Angers, Francia, durante el periodo de 
septiembre de 1969 a octubre de 1971, se aislaron 14 serotipos por 
coprocultivos ( Parvery y cols, 1972 ) :

serotipo nûmero aislamientos %
S. typhimurium 28 49
S. typhi 7 12*3
S . brandenburg 5 8*8
S . newington 5 8*8
S . paratyphi B 4 7
S . panama 3 5*3
S. heidelberg 3 5*3
S. enteritidis 2 3*5
S . havana 2 3*5
S . newport ,1 1'75

SUMA 60 89*45
otras Salmonellas 7 10*55

TOTAL 67 100
En Suecia en el periodo 1968-1972 se aislaron 96 seroti­

pos siendo S. typhimurium, S. dublin, S. cholerae-suis, S. monte­
video, S. thompson y S. infantis los responsables del 85% de los -
casos. ( Reasoner, 1976 ).

En Estados Unidos :
Durante el periodo abril 1962 a abril 1963, los cuatro se

rotipos mâs frecuentes fueron: S. typhimurium, S. heidelberg, S. -
saint-paul y S. oranienburg. ( Jay, 1973 ).

En el aho 196 3, los seis serotipos mâs frecuentes fueron: 
S. typhimurium, S. derby, S. heidelberg, S. newport, S. infantis; y 
S. enteritidis. ( Spino, 1966).
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En el aho 1965, los 10 serotipos mâs frecuentes fueron:

S. typhimurium, S. heidelberg, S. newport, S. infantis, S. enteri­
tidis, S. saint-paul, S. typhi, S. derby, S. oranienburg y S. thom­
pson. ( Mitchell, 1972 ).

En el aho 1970 ( Alcantara, 1975 ):
serotipo

S . typhimurium 
S. enteritidis 
S . newport 
S. heidelberg 
S. infantis 
S. saint-paul 
S. thompson 
S. blokley 
S . typhi 
S . derby

SUMA
otras Salmonellas 

TOTAL

nûmero aislamientos
5917
2504
1700
1699
1214
1157
958
660
533
490

16832
7386

serotipo
S . typhimurium 
S. newport 
S. enteritidis 
S. infantis 
S. saint-paul 
S. heidelberg 
S . agona 
S . typhi 
S . derby 
S. javiana

SUMA
otras Salmonellas 

TOTAL

24218
En el aho 1971 ( Youmans y cols, 1975 ) 

nûmero aislamientos
8607
2058
1462
1376
1198
1155
864
680
558
549

18506
8187

26693

%
24*4
10*3
7
7
5
4*8
4
2*7
2*2
2

69*5
30*5

100

%
32
8
6
5
5
4
3
3
2
2

70
30
100



21 —Durante el periodo 1968-1974 ( Ryder y cols, 1976 )
serotipo

S . typhimurium 
S. enteritidis 
S . newport 
S. heidelberg 
S. infantis 
S. saint-paul 
S . thompson 
S . typhi 
S . derby 
S. javiana

SUMA
otras Salmonellas 

TOTAL

nûmero aislamientos
44395
13026
12139
9844
8961
7307
5112
4065
3497
3431

111777
55680

167457

26*5
7*8
7*2
5*9
5*4
4*4
3
2*4
2*1
2

66*7
33*3

100
Durante 1974 se declararon 21980 casos, siendo los 10 - 

serotipos mâs frecuentes: S. typhimurium, S. newport, S. enteriti­
dis, S. infantis, S. heidelberg, S. agona, S. saint-paul, S. typhi, 
S. derby y S. oranienburg. ( Hoeprich, 1977 ).

Segûn Mandell y cols, 1979, se declaran anualmente en - 
U.S.A. alrededor de 25000 casos de salmonelosis humana, siendo los 
10 serotipos mâs importantes en el aho 1976 los siguientes:

serotipo
S . typhimurium 
S. heidelberg 
S . agona 
S . newport 
S. enteritidis 
S. infantis 
S. saint-paul 
S . typhi 
S. oranienburg 
S . muenchen

SUMA

nûmero aislamientos
7847
1962
1461
1336
1219
1014
545
529
460
379

16474

%
33
8
6
5
5
4
2

2
2
1

71
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otras Salmonellas 6811 28*1
TOTAL 23285 100

Durante 1974 se declararon 21980 casos, siendo los 10 se­
rotipos mâs frecuentes: S. typhimurium, S. newport, S. enteriditis, 
S. infantis, S. heidelberg, S. agona, S. saint-paul, S. typhi, S. - 
derby y S. oranienburg. ( Hoeprich, 1977 ).

En Espaha:
En el Hospital del Rey durante el periodo 30-VI-1968 al 

30-IX-1976, se analizaron 5732 coprocultivos de los que 1286 (22*5%) 
resultaron positives para patôgenos, de los que 1007 fueron Salmo­
nellas. ( Los datos que ha continuaciôn vamos a citar nos han sido 
cedidos por el D. G. Baquero ).

Serotipo nûmero aislamientos %
S. typhimurium 423 42
S. typhi 401 39*8
S. enteritidis 140 13*9
S. 17 1*6
S. paratyphi B 9 0*89
S. E^ 8 0*79
S. 4 0*39
S. heidelberg 2 0*19
S. h 1 0*09
S. no identificada 1 0*09

SUMA 1006 99*01
otras Salmonellas 1 0*09

TOTAL 1007 100
Los datos que a continuaciôn se citan han sido facilita- 

dos por el Centro Nacional de Referenda de Enterobacterias •
Serotipo aho 1974-1979 1977 1978 ‘'979

S. typhimurium 1 536 31 1 59 27*3 1 61 32 1 281 57*5
S. enteriditis 2 312 18 2 38 17*6 3 32 17*9 2 108 22
S. paratyphi B 3 276 16 7 6 2*8 5 21 11 5 12 2*5
S. typhi 4 213 12*4 3 33 15*3 4 24 12*7 3 33 6*8

cont. pâg.23
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S. paratyphi C 5 90 5*2 5 18 8*4
S. thompson 6 68 4 — —
S. blockley 7 30 1*8 4 27 12*5
S. weltevreden 8 2.4 1*4 9 5 2*4
S. arizona 9 14 0*8 6 7 3*3
S . zega 10 13 0*8 8 6 2*8
S . muenchen —
S. paris ——
S. essen —
S. saint-paul • ——
S . kentuky 10 5 2*4
S. schwering —
S. budapest —
S . tourney ——
S. dublin ——

SUMA 1576 91*2 204 94*4
otros serotipos 151 8*8 12 5*6

TOTAL 1727 100 216 100

38 20 15

1
0'5

10

3 1'6

0*5

0*8
1*3

10

6
7

3 0*6

10
7

2
1*5

185 97*4 
5 2*6

479 97*9 
10 2*1

190 100 489 100
Segûn los datos facilitados por el Centro Nacional de Mi­

crobiologie, Virologie e Inmunologia Sanitaria y los suministrados 
por el Boletin Epidemiolôgico Semanal nûmero 1408, se confeciona la 
siguiente liste:

serotipo Espaha 1979 Madrid 1979
S . typhimurium 161 38*7 101 38*6
S. enteritidis 141 33*8 95 36*3
S . typhi 43 10*3 24 9*1
S. wirchow 8 1*9 6 2*2
S. paratyphi B 7 1*6 3 1*1
S . montevideo 7 1*6 6 2*2
S. Ohio 6 1*4 2 0*9
S. sintorf 5 1*2 4 1*5
S . derby 5 1*2 5 1*8

SUMA 389 93*5 249 95*4
otras Salmonellas 27 6*5 12 4*6

TOTAL 416 100 261 100
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Como sehalamos anteriormente, las listas nos muestran que 

solamente una minoria de serotipos son los causantes de la mayorîa 
de los casos de salmonelosis identificada en un pafs.

También se observa que los serotipos mâs frecuentes en un 
aho, en un periodo, no se mantienen constantes sino que se producen 
pequehas variaciones. Al igual que si comparâmes los serotipos mâs 
frecuentes en distintos paises, vemos que aunque no hay una identl- 
dad total, hay una cierta correlaciôn que hace pensar que pocos se­
rotipos son los responsables de la mayorîa de los casos de salmone­
losis en el mundo entero.

S. typhimurium es el serotipo mâs frecuentemente aislado, 
cifrândose entre el 25-50% de todos los aislamientos, segûn el pals 
y el aho.
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.3. S A L M O N E L O S I S  A N I M A L .

3.1. SALMONELOSIS ANIMAL DE HUESPED ESPECIFICO.
Las Salmonellas de huésped especîfico animal, como S. 

abortus equi, S. abortus ovis y S. gallinarum-pullorum, al igual 
que las Salmonellas de huésped especîfico humano, juegan un papel 
comparativamente insignificante en la epizootiologîa y epidemiolo- 
gîa de la salmonelosis.

3.2. SALMONELOSIS ANIMAL DE HUESPED NO ESPECIFICO.
Las Salmonellas de huésped no especîfico, son las que 

producen zoonods tîpica, constituyendo un serio factor etiolôgico 
en las toxi-infecciones, produciendo pérdidas valoradas alrede­
dor de 100 millones de dôlares por aho. Solamente en la indus- 
tria avîcola, éstas pérdidas ascienden a 10 millones de dôlares 
por aho (Prost y Riemann, 1967).

3.2.1. Morbilidad
La salmonelosis de huésped especîfico animal, ha dismi­

nuido en frecuencia y se atribuye a las medidas profilâcticas y 
terapéuticas. En cambio la salmonelosis de huésped no especîfico 
ha aumentado en frecuencia, pudiendo ser debida a:
- aumento de la producciôn masiva de alimentos para engorde
- intercambio mundial de ganado y piensos
- engorde de animales en granjas pequehas, que siendo desde el pun 

to de vista econômico bueno, favorecen el contagio de los anima­
les sanos

- mataderos
- agua de lavado

3.2.2. Portadores y Serotipos.
El ganado vacuno es muy susceptible, especialmente duran­

te las primeras semanas de vida, pudiendo llegar la morbilidad al
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85% y la mortalidad al 33%. En los adultos la morbilidad disminuye 
fuertemente siendo entonces la salmonelosis rara. El porcentaje de 
animales infectados varia ligeramente, asî en Estados Unidos, es 
el 13% y en Holanda el 14% (Prost y Riemann, 1967; Mitchell, 1972).

Se puede citar que alrededor del 45% del contenido de la 
panza del ganado vacuno contiene Salmonellas y el 57% en el ambien­
te donde se encuentra éste ganado que va a ser sacrificado (Jay, 
1973) .

Los serotipos mâs frecuentes en el ganado vacuno son S. 
typhimurium, S. dublin, aunque la distribuciôn de éstos dos serot^ 
pos difiere segûn los paîses (Prost y Riemann, 1967; Vernon, 1977).

Entre el 3,5 y 15% de las ovejas y cabras son portadoras, 
siendo los serotipos mâs frecuentes S. typhimurium, S. java, S. 
oranienburg y S. dublin, que representan el 66% de los serotipos 
(Mitchell, 1972).

Los cerdos son mâs susceptibles, sobre todo en los indi- 
viduos de menos de seis meses. La frecuencia de portadores varia 
de pais en pais,asî, 22% en Bélgica, 15-20% en Holanda, 13,4 en In 
glaterra, 7% en Francia, siendo los serotipos mâs frecuentes en to 
dos los paîses S. cholerae suis y S. typhimurium (Prost y Riemann, 
1967; Mitchell, 1972). Las Salmonellas pueden estar présentes en 
la piel del animal entre un 0,5-1,9% (Prost y Riemann, 1967).

Se cita que el 2,7% de los caballos son portadores, sien 
do los serotipos mâs frecuentes S. typhimurium, S. anatum y S. du­
blin (Prost y Riemann, 1967; Jay, 1973; Anderson y Lee, 1976).

En aves y polios los serotipos mâs frecuentes son S. gar* 
llinarum-pullorum que puede presenter una mortalidad hasta del - 
100% y S. typhimurium. El porcentaje de portadores se cifra en 14% 
en Alemania, 12% en Francia (Prost y Riemann, 1967). Se estima que 
los canales de polio son portadores entre el 53,4% y 69% (Jay,
1973) . Los huevos y productos derivados se sehala que el 2-7% es- 
tân contaminados, sobre todo con S. typhimurium (Jay, 1973). Segûn 
Hoadley y cols, 1974, hay una gran asociaciôn entre presencia de 
Salmonellas y las aguas residuales de las industrias de la polie-
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•Se han encontrado portadores en el 2,6%-55% de patos,

35% en palomas, 5,2% en gaviotas, ademâs de en faisanes, canarios, 
gansos y pavos (Prost y Riemann, 1967; Jay, 1973). Siendo los sero 
tipos mâs frecuentes S. typhimurium y S. essen.

Otros animales en los que se han detectado Salmonellas 
son: tortugas, 49-70%. Se estima que el nûmero de salmonelosis 
asociadas con tortugas en Estados Unidos asciende a 300.000 por 
ano (Reasoner, 1973; Wells y cols, 1974; Bartlett y Trust, 1976; 
Reasoner, 1976; Bartlett y cols, 1977). Segûn Siebeling y cols, 
1975, en Lousiana, USA, la primera industria es la venta de tor­
tugas que asciende a 2,5 millones de dôlares anualmente. Para Pa­
go n y cols, 1974, las tortugas juegan un papel muy importante en 
la salmonelosis humana, sobre todo en los nihos.

Caracoles, ranas, gatos, perros, ratas, ratones, cone- 
jos, elefantes, camellos y peces son portadores de Salmonellas 
(Andrews y cols, 1974; Bartlett y Trust, 1976; Andrews y cols, 
1977; Bartlett y cols, 1977). Ostras, mejillones y almejas, hasta 
en el 50% estân contaminadas, si son recogidas cerca de los colec- 
tores. (Alcantara, 1975).

3,2.3 Distribuciôn estacional.
Al igual que la salmonelosis humana, la salmonelosis an^ 

mal présenta un claro patrôn estacional mâximo en verano y otoho y 
mînimo en invierno (Youmans y cols, 1975).

Estudios epidemiolôgicos demuestran que las Salmonellas 
son frecuentemente aisladas de los animales, sobre todo en los que 
el hombre utiliza como alimento.

3.2.4. Frecuencia de serotipos en distintos paîses.
S. typhimurium y S. dublin constituyen los dos serotipos 

mâs frecuentemente aislados en el ganado vacuno, aunque la distri­
buciôn de éstos dos serotipos difiere entre paîses asî, segûn 
Wray y Sojka, 1977:
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En Inglaterra y Gales durante el periodo 1958-1974 se 

realizaron 29294 aislamientos, de los que 27981 (85,4%) correspon 
dieron a dos serotipos, S. dublin 74,4% y S. typhimurium 21%.

En Alemania durante el periodo 1961-1965, S. dublin con^ 
tituyô el 49,3% y S. typhimurium el 36,5%.

En Suecia en el periodo 1968-1972, S. dublin constituyô 
el 59,7% y S. typhimurium el 30,5%.

En Holanda durante el periodo 1969-1971. S. typhimurium 
se aislô el 62,9%, S. dublin el 35,9% y S. panama el 2,2%.

En Estados Unidos durante el periodo 1933-1973 los très 
serotipos mâs comunes fueron S. typhimurium 72,2%, s» newport 
10,1% y S. dublin 7,5%.

En Dinamarca durante el periodo 1960-1968 los 10 seroti­
pos mâs frecuentes segûn Grunnet y Nielsen, 1969, fueron:

serotipo nûmero aislamientos %
S. e n t e r i t i d i s  1367 53,8
S. t y p h i m u r i u m  1048 41,3
S. d u b l i n  64 2,5
S. i n d i a n a  10 0,4
S. k e n t u c k y  8 0,3
S. i n f a n t i s  7 0,27
S. n e w p o r t  4 0,15
S. o r a n i e n b u r g  4 0,15
S. C h i c a g o  3 0,11
S. d e r b y  3 0,11

SUMA 2518 99,2
otras 20 0,8
TOTAL 2538 100

Los 10 serotipos mâs frecuentes en Estados Unidos duran­
te el periodo 1986-1974 de origen no humano segûn Ryder y cols, 
1976, fueron:



serotipo nûmero 29 -aislamientos %
S . typhimurium 2330 20,7
S. heidelberg 1207 10,7
S . anatum 859 7,6
S. saint-paul 809 7,2
S. infantis 807 7,2
S . montevideo 748 6,7
S. seftenberg 625 5,6
S . thompson 561 5
S . derby 521 4,6
S. einsbuettel 480 4,6

SUMA 8947 79,6
otras 2294 20,4
TOTAL 11241 100

Segûn Mandell y cols1, los 10 serotipos mâs frecuentes
Estados Unidos en el aho 1976 de origen no humano fueron:

serotipo nûmero de aislamientos %
S . typhimurium 1125 20,7
S. cholerae-suis 293 5,4
S . anatum 257 4,8
S . agona 223 4,1
S. heidelberg 222 4,1
S. enteritidis 167 3
S. Johannesburg 157 2,9
S. saint-paul 148 2,7
S . infantis 146 2,7
S. dublin 122 2,2

SUMA 2858 52,8
otras Salmonellas 2551 47,2

TOTAL 5409 100
Dada la similitud entre los serotipos aislados de origen 

humano y no humano, se pone de manifiesto el papel de los animales 
como reservorio en la transmisiôn de la enfermedad a los humanos.

También es de notar que hay serotipos particulares que
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A1 igual que la salmonelosis humana, pocos serotipos son 

los responsables de la mayorîa de los casos de salmonelosis de or^ 
gen no humano.

S. typhimurium sigue a la cabeza de los aislamientos, 
siendo el responsable del 20% de todos los casos en un paîs, aun­
que en algunos otros como en Inglaterra y Gales el serotipo mâs 
frecuente fué S. dublin (74%) seguido por S. typhimurium (21%).
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Aunque cada uno de los serotipos de Salmonellas producen 

cuadros clinicos similares, algunos aspectos de la infecciôn por 
serotipos determinados son diferentes a los de la infecciôn produ- 
cida por otros.

Difieren epidemiolôgicamente en: su especificidad, Ya he 
mos visto que la mayorîa de las Salmonellas no muestran una asocia 
ciôn especîfica con un huésped dado o especie determinada. El e.jem 
plo clâsico es el de S. typhimurium que tiene gran cantidad de 
huéspedes.

Podemos clasificarlas en:
- especialmente patôgenas al hombre como S. typhi
- especialmente patôgenas a los animales como S. abortus equi, S. 

abortus ovis, S. gallinarum pullorum, S. dublin parece estar es­
pecialmente adaptada al ganado vacuno, aunque no quiere decir no 
se aisle en otras especies de animales e incluso en el hombre.

- su habilidad para infectar al hombre. Hay serotipos bien conoci- 
dos como S. typhimurium que son los principales agentes causan­
tes de la salmonelosis humana y animal. Otros serotipos raramen- 
te infectan al hombre como S. abortus ovis, S. abortus equi, S. 
gallinarum pullorum y S. dublin.

- distribuciôn geogrâfica. Ciertos serotipos son mâs frecuentes en 
unos paîses que en otros, incluso dentro de un paîs pueden exis- 
tir âreas endémicas. Puede ocurrir por ejemplo que un serotipo 
sea muy frecuente y otro muy escaso, pero cuando el primero esté 
ausente, el otro se convierta en prédominante.
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El principal reservorio de Enterobacterias y de otros a- 

gentes causantes de enfermedades infecciosas es el tracto intesti­
nal de los vertebrados.

Para Leclerc, 1971, de todas las Enterobacterias, las - 
Salmonellas son las mâs representatives, y que como hemos visto - 
dan lugar a la salmonelosis, que es una entidad patolôgica que - 
présenta una distribuciôn mundial, cuyo microorganismo causal es 
tan comûn en el tracto intestinal del hombre y muchas especies de 
animales de sangre caliente, que probablemente se las considerarla 
como a los coliformes si no fuera por su patogenicidad. ( Prost y 
Riemann, 1967 ).

En el tracto intestinal, éste patôgeno invasor se multi- 
plica râpidamente desde dônde es expulsado en heces, orina y en - 
menor nûmero por boca y sudor de los enfermos y portadores, pasan- 
do al ambiente, agua, suelo, comida, etc., en cantidad de millones 
pudiendo a partir de aquî invadir a otros huéspedes.

Los portadores, permaneciendo la mayorîa de las veces en 
el anonimato, son los que perpetuan la enfermedad, actuando como 
reservorio y siendo los responsables en muchos casos.

A continuaciôn vamos a ver los distintos eslabones de la 
cadena entero-hidro-entérica en la transmisiôn de la salmonelosis.

Primer eslabôn. Lo constituye las heces y orina de los
enfermos y portadores.

Segundo eslabôn. Aguas que reciben éstas heces y orina. 
Desde aquî pueden seguir dos rutas. En una de ellas el agua es el - 
segundo eslabôn y final, a través del cual se transmite el agente 
etiolôgico. En la otra el agua actûa como agente infectante del ter* 
cer eslabôn.

Tercer eslabôn. Lo constituye el alimento humano y animal
que una vez consumido por el hombre o animal susceptible puede pro-
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Para erradicar la salmonelosis es necesario identiflcar 
los principales reservorios y romper las uniones en la cadena de 
transmisiôn del microorganismo al hombre y animal.

La fig.4 resume el ciclo de las Salmonellas y nos da una 
idea de la importancia del agua en la transmisiôn de la salmonelo­
sis.
Fig. 4. Ciclo de transmisiôn de las Salmonellas.
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El agua es un excelente medio de transporte de las Sal­
monellas y de otros microorganismos, al cual acceden a través de 
las heces del hombre y animales enfermos o portadores, pero no es 
un medio de multiplicaciôn, aunque grandes cantidades de materia 
orgânica, pH ôptimo, bajas temperaturas, falta de depredadores, etc. 
alargan la permanencia de éstos patôgenos. ( Taylor, 1958; Prost y 
Riemann, 1967; Holden, 1970; Prieto, 1971; Mitchell, 1972; Smith y 
cols, 1973 ). Debido a que las aguas no cumplen éstas condiciones, 
podemos decir que el agua es un mal habitat, por lo que pronto de- 
sapareceran de ella éstos gêrmenes patôgenos.



—  34 —El agua ha jugado y juega un papel muy importante en la 
extensiôn de muy variadas enfermedades. Los agentes causales produc- 
tores de enfermedad que pueden ser portados por el agua, van desde 
sustancias quîmicas tôxicas a microorganismos patôgenos, virus, bac­
terias, protozoos, hongos.

Algunas de estas enfermedades pueden ser debidas a la 
ausencia, deficiencia, en comunidades cerradas, o aumento excesivo 
de sustancias o compuestos portados por el agua.

Hay un grupo de enfermedades que se sirven de éste medio 
para su difusiôn. A éste grupo llamado "hidrico" pertenecen Vibrio 
cholerae. Shigella disenteriae y Salmonella typhi.

4.1. BROTES DE ENFERMEDADES PORTADAS POR EL AGUA EN U.S.A. EN EL 
PERIODO 1936-1976.

Cuando hablamos de brotes portados por el agua, hacemos 
referenda nada mâs, al agua utilizada para bebida o para uso do- 
mêstico. Se considéra que ha existido un brote, cuando por lo menos 
dos casos de enfermedad infecciosa pueden ser citados. ( Weibel y 
cols, 1964; Graun y McCabe, 1973; Commitee Report, 1975; Grauh y -
cols, 1976; Graun y Guun, 1979 ).

La investigaciôn de los brotes generalmente es incomple- 
ta, llevândose a cabo un tiempo después de producirse, por lo que 
no se puede demostrar que la causa de ellos sea el agua, a pesar - 
del esfuerzo puesto en ello.

Pocas veces, el agente etiolôgico ha sido aislado del -
agua. Esto puede ser debido a que el tiempo transcurrido, entre el
periodo de latencia de la enfermedad, su diagnôstico y su relaciôn 
con la fuente de infecciôn, ha sido lo suficientemente grande para 
que las condiciones de supervivencia hayan variado, con lo que el 
agente causante ha podido desaparecer y/o las técnicas empleadas 
para su aislamiento no son lo suficientemente sensibles para poder- 
le aislar. Muchas veces el agua estaba bacteriolôgicamente o quimi- 
camente polucionada.

A pesar de todo ésto, la hipôtesis de que el agente eau-
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aceptada. Es decir, el agua ha sido implicada epidemiolôgicamente 
como el vehîculo de transmisiôn de las enfermedades. ( Weibel y cols 
1964; Graun y McCabe, 1973; Comitee Report, 1975; Graun y cols,
1976; Graun y Guun, 1979 )✓
Fig. 5. Promedio anual del nûmero de brotes de enfermedades porta- 
das por el agua en U.S.A. en el periodo 1938-1976. ( Recopilaciôn
de Weibel y cols, 1964; Graun y McCabe, 1973; Comitee Report,1975; 
Graun y cols, 1976; Graun y Guun, 1979 )•

50

40

30

20

10

19 38 1941 1946 Î95Ï 1956 1961 1966 1971 1975-1976
-40 -74-45 -70-50 -55 —6 0 -65

Como muestra la grâfica de la Fig. 5, se observa un des­
censo del promedio anual de brotes en el periodo 1938-1945, hacién- 
dose muy marcado en la década 1945-1955, pasandose de 45 brotes en 
1938-1940 a 10 en 1951-1955.

Desde el periodo 1951-1955, no solo no hay nuevos des - 
censos sino que hay un ligero aumento, que se hace mâs marcado en
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de 25 y 30 brotes respectivamente. Una de las razones para éste au 
mento puede ser debido a una mayor informaciôn.

Los brotes se han clasificado atendiendo al sistema de 
agua. Asi se agruparon en;
- sistemas pûblicos. Son los sistemas de suministro de tipo munici 

pal, y sirven a grandes comunidades.
- sistemas privados. Incluyen a los sistemas de agua individuales 

como para pequenas residencias en zonas sin sistemas municipales; 
a los sistemas semipûblicos, localizados en zonas sin sistemas 
municipales como grupos de residencias, parques, camping, indus­
trias, hoteles, etc.

Tabla 1. Promedio anual de brotes en el periodo 19 38-76.

ABOS SISTEMAS PUBLICOS SISTEMAS PRIVADOS TOTAL SISTEMAS
1938-45 12 26 38
1946-50 6 17 23
1951-55 3 7 10
1956-60 5 7 12
1961-65 3 8 11
1966-70 4 10 14
1971-74 8 17 25
1975-76 8 22 30
Total 49 114 163

La tabla 1 muestra que el promedio anual de brotes en el 
periodo 1938-1976 es mayor en los sistemas privados que en los pû­
blicos. Sin embargo el nûmero de enfermos por brote en igual perio 
do, tabla 2, es mayor en los sistemas pûblicos que en los privados 
(Weibel y cols, 1964; Graun y McCabe, 1973; Comitee Report, 1975; 
Graun y cols, 1976; Graun y Guun, 1979).

Las diferencias de cifras son lôgicas, ya que los siste­
mas de agua pûblicos estân mâs vigilados y controlados, por lo que
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AROS SISTEMAS PUBLICOS SISTEMAS PRIVADOS TOTAL SISTEMAS

1938-45 1000 50 340
1946-50 292 43 114
1951-55 333 33 125
1956-60 207 23 103
1961-65 2603 39 680
1966-70 166 93 114
1971-74 365 82 171
1975-76 739 137 270

el nûmere de bretes serâ mener, sin embargo cuande se produce un 
brote, éste serâ mayor ya que sirve a mayor nûmere de personas. 
Per le tante, muchos de les bretes ocurren en sistemas privados,pe 
ro la mayorîa de les cases de enfermedad portada per el agua ocu­
rren en sistemas pûblicos.

Durante el période 1946-1976 se dieron 516 bretes conec^ 
dos atribuidos al agua de bebida, dando el saldo de 105255 enfer­
mes (Weibel y cols, 1964; Werner y cols 1969; Graun y McCabe 1973; 
Comitee Report, 1975; Graun y cols, 1976; Graun y Guun, 1979).

En la tabla 3 se dâ la relaciôn de seis enfermedades 
(agrupaciones etiolôgicas) comunes en el période 1946-1976, bretes 
y tamano de elles

En la tabla 4 se observa que en les sistemas pûblicos, 
tante en el période 1946-1974, como en el 1975-1976, hay una rela­
tive distribuciôn uniforme a le largo de les meses del ano, mien- 
tras que en les sistemas privados en iguales périodes hay una C l a ­

ra distribuciôn estacional, presentando su mâximo en verano y oto- 
no, es decir, las enfermedades portadas por el agua muestran una 
distribuciôn estacional. ( Weibel y cols, 1964; Werner y cols, - 
1969; Graun y McCabe, 197 3; Comitee Report, 1975; Graun y cols, - 
1976; Graun y Guun, 1979 ). Puede ser debido a que en ésta época 
se produce un aumento en la contaminaciôn en les suministros de - 
agua o a que estando les suministros siempre contaminados, en éste
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Periodo 1946 -70 1971 -76 1946 -76
Enfermedad brotes casos brotes casos brotes casos
Gastroenteritis 181 45336 89 19221 270 64557
Hepatitis 53 1833 14 368 67 2201
Shigilosis 30 7319 16 4978 46 12297
Veneno quîmico 12 60 15 546 27 606
Typhoidea 53 610 4 222 57 832
Salmonelosis 13 16730 3 787 16 17517
Suma 342 71888 141 26115 483 98010
Otras 16 470 17 6782 33 7245
Total 358 72358 158 32897 516 105255

Tabla 4. Distribuciôn estacional de los brotes portados por el 
agua en el periodo 1938-1976.

Sistemas pûblicos/100 pûblicos privados/100 privados/100
Meses 1946-70 1946-74 1975-76 1946-70 1946-74 1975-76
Enero 6 5 0 5*8 5 1
Febrero 9*1 8 1 2*9 3 1
Marzo 8*1 8 3 3*7 4 0
Abril 10*1 8 2 6*6 7 3
Mayo 9*1 8 2 7*8 8 5
Junio 6 6 1 10*7 12 12
Julio 9*1 10 2 24*3 22 8
Agosto 9*1 12 2 14*8 16 4
Septiembre 8*1 ? 0 9*9 10 1
Octubre 7*1 6 1 8*2 7 2
Noviembre 7*1 9 1 2 3 1
Diciembre 11*1 10 0 3*3 3 1
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4.2. BROTES DE SALMONELOSIS DE RECONOCIDO ORIGEN HIDRICO EN OTROS 
RAISES :Y ESPARA.

En el mes de octubre de 1914, se produjo en Barcelona 
una epidemia de origen hidrico, casi todos los casos se dieron en 
la zona baja de la ciudad, abastecida con agua de la mina munici­
pal de Moncada, que habîa sido contaminada durante los trabajos de 
canalizaciôn. ( Prieto, 1971 ).

Croydon, 1937. Un empleado de los depôsitos del agua, 
que résulté ser un portador urinario fué el causante de la polu- 
ciôn del agua. ( Prieto, 1971 ).

En Glion, en 1945, el suministro de agua de una poblaciôn 
de 800 personas résulté estar contaminada por el desague de un ho­
tel, que habia sido utilizado como campo de refugio en 1945. Se 
piensa que algunos de los refugiados eran portadores. ( Taylor, - 
1958; Holden, 1970 ).

En 1946, en Nenotting, el gérmen causante de la epidemia 
fué aislado en el suministro de agua de la ciudad. Taylor, 1958; 
Holden, 1970 ).

En Klafeld-Geisweid, 1946-47, los anâlisis de una plan­
ta de tratamiento de aguas residuales de una ciudad de 10000 habi­
tantes, demostraron la presencia del gérmen causante de la epide­
mia. ( Taylor, 1958; Holden, 1970 ).

En 1947 en Kolkura, la causa de la epidemia fué la leche 
que fué contaminada con agua polucionada de un arroyo. ( Taylor, 
1958; Holden, 1970 ).

En Montpellier en 1947, el suministro de agua de un sa- 
natorio con capacidad para 45 personas estaba contaminado por un 
desague. ( Taylor, 1958; Holden, 1970 ).
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DISTINTOS PAISES •
Nacién Ano Ciudad n*Casos Enfermedad
Espana 1914 Barcelona S .typhi
Inglaterra 1937 Malton S .typhi
Inglaterra 1939 Croydon 3100 S .typhi
Suiza 1945 Glion 101 S .typhi
Alemania 1945 Nenotting 415 S.paratyphi B
Alemania 1945-46 Klafeld-Geisweid 300 S .typhi
Nueva Zelanda 1947 Kaikonra 78 S .typhi
Francia 1947 Montpellier 25 S.paratyphi B
Checoslovaquia 1948 37 S.paratyphi A
Alemania 1948 Coppingen 251 S .typhi
Hungria 1950 Hajduboszormeny 44 S .typhi
Holanda 1950-51 Waalwigk 172 S.paratyphi B
Yugoslavia 1951 Podgora 21 S.paratyphi B
Sicilia 1951 Augusta 695 S .typhi
Espana 1951 Malaga 1349 S .typhi
Alemania 1953 Wurzburg 198 S .typhi
Sicilia 1954 Monreale 58 S .typhi
Espana 1959 Madrid 1563 S .typhi
Suiza 1964 Zermatt 437 S .typhi
Me jico 1972 Hidalgo y en el 6342 S .typhi

distrito federal
En 1948 en Checoslovaquia, algunos de los pacientes de 

un hospital mental cogîan agua de un arroyo. Por encima de éste 
punto del arroyo desembocaban los efluentes del hospital que era 
evidentemente la fuente de la infeccién. C Taylor, 1958; Holden, 
1970 ).

En Hajduboszormeny en 1950, la causa de la infeccién 
fué un pozo artesano contaminado por un portador que vivîa cerca. 
En los lados del pozo se aislé el germen causal. ( Taylor, 1958; 
Holden, 1970 ).

En Waalwigk 1950-51, se pensé que los primeros casos no 
fueron portados por el agua, pero que el brote fué mantenido por
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la infeccién de la leche por el agua polucionada. ( Taylor, 1958; 
Holden, 1970 ).

En Padgora, en 1951, la causa fué un pozo mal construido 
que permitié el acceso de la polucién superficial. ( Taylor, 1958; 
Holden, 1970 ).

Augusta, en 1951, las fuentes de suministro del agua de 
una ciudad de 25000 habitantes, fueron contaminadas por las aguas 
residuales de otra ciudad, situada a mayor altitud, como consecuen- 
cia de lluvias torrenciales, que sucedieron dos semanas antes.
( Taylor, 1958; Holden, 1970 ).

Malaga, en Enero de 1951, se produjo una contaminaciôn 
del suministro del agua por aguas residuales dando lugar a un bro­
te de 1349 casos. ( Pumarola y cols, 1975; Pumarola y cols, 1980).

En 1953, en Wurzburg, el brote ocurrié a partir de très 
portadores de una residencia de ancianos, cuyas aguas residuales 
iban a una planta de tratamiento y de ahî al rîo, cuyas aguas se 
utilizaban como regadfo. ( Taylor, 1958; Holden, 1970 ).

En Monreale, 1953, el suministro de agua de una ciudad 
de 2000 habitantes, consistîa en seis fuentes, no protegidas, que 
se contaminaron con las aguas residuales de un campamento. ( Tay­
lor, 1958; Holden, 1970 ).

Zermat, 1964, se dié un brote epidémico, cuando habfa 
10000 turistas, para celebrar un concurso internacional de esquf.
( Prieto, 1971; Pumarola y cols, 1975; Pumarola y cols, 1980 ).

En el estado de Hidalgo y en el distrito federal de Me-
jico, en el curso de un brote epidémico, se aislaron cepas de S.
typhi resistentes al cloranfenicol. ( Alcantara, 1978; Pumarola y
cols, 1975; Pumarola y cols, 1980 ).

En Espana se considéra que el 80-90% de los casos de fie- 
bre tifoidea se dan en las comunidades rurales, ( Prieto, 1971 ), 
donde los abastecimientos del agua se realiza por medio de pozos 
localizados muy cerca de los pueblos, que muchas veces escapan a 
un control sanitario adecuado, mientras que los grandes nûcleos



— 42 —cuentan con abastecimientos de agua provistos de instalacioneg de- 
puradoras, sistemas de alcantarillado, lo que va a dificultar que 
se origine algûn brote epidémico.

Segûn Pumarola y cols, 1975, la situacién en Espana era 
la siguiente.

BROTES DE FIEBRE TIFOIDEA Y PARATIFOIDEA DE ORIGEN HIDRICO EN ESPARA
Ano Localidad(1) nûmero brotes nûmero casos
1955 AL,HU,V,B,A 85 1521
1956 AL,GR,V,A 51 1126
1957 HU,T,V,S,AL,PM 58 947
1959 M,B,A,BI 40 2300
1960 HU,GR,B,V,BI 42 475
1961 GR,HU,B,V,BI 42 977
1962 HU,SS,M,V 55 7419
1963 HU,BI,M,V 33 867
1964 M,B,MA,MÜ,0 5 188

(l)M=Madrid; B=Barcelona; AL=Almeria; HU=Huelva; V=Valencia; A=Alican- 
te; GR=Granada; T=Tarragona; S=Santander; PM=Baleares; BI=Vizcaya; 
SS=Guipuzcoa; MA=Malaga; MU=Murcia; )=Oviedo.

La disminuciôn de brotes de S. typhi y otras Salmonellas 
ademâs de otros gérmenes portados por el agua se debe a varios fac- 
tores:
- establecimiento de una red de abastecimiento de agua
- adopcién de sistemas de depuracién
- cloracién del agua
- depôsitos y conducciones de agua estrechamente vigilados
- eliminaciôn sanitaria de las heces humanas

Mills Lawrence y Rexhke en Hamburgo, comprobaron caSi si- 
multâneamente en 189 3, que la filtraciôn y depuracién de las aguas 
de abastecimiento producen un descenso, de la mortalidad por fie- 
bre tifoidea, y mâs acusado aûn sobre la mortalidad general " fené- 
meno de Mills-Reinke ". Esto condujo a Hazen a postular el teorema
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se evitan de dos a très muertes debidas a otras causas " teorema 
de Hanzen ( Prieto, 1971 )•

La disminuciôn del tifus en Gran Bretana, constituye une 
de los triunfos de la medicina preventiva, habiéndo sido debido a 
una mejora de las condiciones de la higiene y a la disponibilidad 
de agua potable abundante. La fiebre tifoidea se emplea como tasa 
del indice de la eficacia de las medidas sanitarias de la comuni- 
dad. ( Taylor, 1958; Holden, 1970 )•



II. N U E V A  M E T O D O L O G J A  DE D E T E C C I O N  DE S A L M O N E L L A S
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Para poder estudiar la ecologîa y epidemiologia de las

Salmonellas en las aguas polucionadas del Canal del Jarama,lo pri-
mero que hicimos fué realizar una revisién bibliogrâfica, acerca 
de los medios y metodologîas existentes para el aislamiento de SajL 
monellas.

Al realizar la revisién, nos dimos cuenta que el aisla­
miento del microorganismo perteneciente al género Salmonella es 
muydificil y complejo, especialmente cuando su nûmero es relativa- 
mente pequeno en comparacién al total de la poblaciôn bacteriana 
présente en la muestra, ya que las metodologîas no son ni muy fia­
bles ni presentan una gran reproductividad; es decir, todavîa no 
se ha encontrado la metodologîa lo suficientemente sensible para 
tener una aceptaciôn universal.

Creemos que la recopilaciôn que présentâmes de los prin­
ciples de aislamiento de Salmonellas, es interesante ya que no es
fâcil encontrar un estudio comparative de elles. En el apartado 
1.9, présentâmes las conclusiones prâcticas mâs interesantes a te­
ner en cuenta a la hora de intentar detectar Salmonellas. Son el 
resultado de comparer y sopesar las distintas recomendaciones da­
das por los investigadores interesados en el tema.

A pesar de los grandes avances logrados, desgraciadamen- 
te todavîa no se ha encontrado ni el medio ideal, ni la metodolo­
gîa adecuada que permitan el crecimiento de todos los serotipos de 
Salmonellas, en la actualidad mâs de 1.800 (Youmans y cols, 1975; 
Morse y Duncan, 1976), y que al mismo tiempo suprima el crecimien­
to de otros microorganismos relacionados con ellos, que suelen es­
tar y en gran nûmero en las muestras a analizar.

A continuaciôn vamos a ver las condiciones, que de acuer
do con la revisién y actualizaciôn de la bibliografîa sobre los te
mas creemos son mâs importantes para el aislamiento de Salmonellas, 
es decir, los principios que hacen que un medio de enriquecimiento, 
una metodologîa pase de ineficaz a eficaz o simplemente aumente su 
rendimiento y si es posible, hallar las condiciones mâs ôptimas
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Para ello, se ha recogido la informaciôn anterior al ano 

1966 en distintos tratados de bacteriologia (Veratti y Bianchi, 
1953; Buttiaux y cols, 1966; Georgola y Boothroyd, 1969; Ministère 
Afaires Sociales, 1969; Le Minor, 1972; Edwards y Ewing, 1972; Le- 
nette y cols, 1974; Manual Bergey, 1974; Pharm, Acta Helvetica, 
1976) y se ha actualizado la informaciôn a partir de 1966 mediante 
la revisiôn de separates, ademâs de haberse consultado algunas an- 
teriores a ésta fecha por encontrarlas de interés para nuestro tra 
bajo. Se han agrupado por factores comunes, con arreglo a un orden 
metodolégico, generalmente seguido por los distintos investigado­
res interesados en el tema, que es la forma que nos proporciona la 
mayor fuente de informacién y de la manera mâs clara, ordenandola 
del siguiente modo:
- pre-enriquecimiento
- enriquecimiento
- medios de aislamiento
- identificacién

1.1. PRE-ENRIQUECIMIENTO EN MEDIOS NO SELECTIVOS.
El uso de medios lîquidos no selectivos para recuperar 

organismes que estân danados y que son incapaces de multiplicarse, 
si son inoculados directamente en los caldos de enriquecimiento se 
lectivos, se debe entre otros autores a Thomson que en 1953 consi- 
guiô aislar S. paratyphi B a lo largo de un ano, cuando se inocula 
ban muestras de harina contaminadas previamente, en caldo nutrien- 
te antes de sembrarla sobre el agar de MacConkey verde brillante y 
solamente durante cinco meses, cuando la muestra de harina se ino- 
culaba en caldo de selenito F (Harvey y Price, 1979).

Actualmente lo que se hace es utilizer una combinacién 
de cultivo en medio no selectivo, seguido por enriquecimiento en 
medio selectivo, para posterior aislamiento sobre los medios s61i- 
dos. A éste conjunto de pasos se denomina pre-enriquecimiento.
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res que han estudiado la misma problemâtica.

Taylor y Sillike, 1961, analizando muestras de huevos 
observaron que el pre-enriquecimiento en medio no selectivo segui­
do por enriquecimiento en medio selectivo, se mostraba muy supe- 
rios al enriquecimiento directo en SC o TBG. Recomiendan que se 
use para aceptar el inôculo del pre-enriquecimiento el TBG. Com- 
parando medios no selectivos, dulcitol, manitol, lactosa, compro­
baron que el carbohidrato anadido no tiene iraportancia.

Taylor, 1961, estudiando muestras de huevo, comparé dos 
métodos para el aislamiento de Salmonellas, Los resultados mues­
tran que el pre-enriquecimiento en caldo de manitol, seguido por 
enriquecimiento en medio selectivo, se muestra superior al enri­
quecimiento directo. Da mejores resultados el TBG que el SC como 
medio selectivo.

Edel y Kampelmacher, 1968, 1969, realizaron un estudio 
comparative en ocho y nueve laboratories respectivamente, papa de- 
terminar si el mêtodo de pre-enriquecimiento en un medio no selec­
tivo, seguido por enriquecimiento en medio selectivo que utiliza­
ban algunos laboratories , era superior al enriquecimiento directo. 
Para ello utilizaron très tipos de muestras;
- heces contaminadas artificialmente
- carne contaminada artificialmente
- carne contaminada naturalmente.

Con las muestras de heces, en algunos expérimentes, no 
se encontraban diferencias entre laboratories, mientras que en 
otros el enriquecimiento directo se mostraba superior al pre-enri­
quecimiento.

Con las muestras de carne contaminadas artificialmente, 
excepte un laboratorio que utilizaba el caldo de enterobacterias 
como medio no selectivo, que présenté resultados similares a los 
que utilizaron enriquecimiento directo, en los demâs el enriqueci-
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Con las muestras de carne naturales, las diferencias fue 

ron mayores entre laboratories que cuando utilizaron las muestras 
contaminadas artificalmente. El método de enriquecimiento se mos- 
trô superior al pre-enriquecimiento, excepte en un laboratorio que 
mostrô resultados similares. Este utilizaba el caldo de enterobac­
terias como medio selectivo.

A la vista de los resultados proponen como método stan­
dard, el enriquecimiento directo en TMK incubado a 4 3^C, durante 
4 8 horas,

Leclerc y cols 1970, b, a partir de muestras de aguas re­
siduales compararon dos metodologîas:
- pre-enriquecimiento en un medio no selectivo seguido por enri­

quecimiento selectivo
- enriquecimiento directo en medio selectivo.

Aunque el nûmero de muestras analizadas no es el mismo, 
si lo es su origen y por tanto a la vista de los resultados se pue 
de decir:
- que el pre-enriquecimiento en caldo ordinario con novobiocina in 

cubado a 37^C, 24 horas se muestra algo superior al enriqueci­
miento directo sobre selenito F o SBG incubado a 37^C, 24 horas 
(27%,16% y 20% respectivamente).

- que el enriquecimiento directo con selenito F incubado a 40^C, 
durante 4 8 horas es igual de eficaz que el pre-enriquecimiento 
(27%).

- que el enriquecimiento directo sobre selenito F a 43&C, durante 
48 horas es el método mâs eficaz (70%).

Edel y Kampelmacher, 1973, realizaron un estudio compara 
tivo en el aislamiento de Salmonellas dahadas en nueve laborato­
ries, para determinar si el método de pre-enriquecimiento en agua 
de peptona incubado a 37^C, 24 horas, seguido por un enriquecimien­
to en TMK incubado_a 43&C, 24 horas, era mâs eficaz que el método
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Los resultados del anâlisis de las 120 muestras de carne 

contaminadas artificialmente, muestran que con el método de pre-en 
riquecimiento todos los laboratories aislaron las Salmonellas, 
siendo la media del 95%, presentando pequehas variaciones entre la 
boratorios. Por el método de enriquecimiento directo, la media ba- 
jô hasta el 51,7% y aunque todos los laboratorios las aislaron las 
variaciones entre laboratorios fueron grandes.

Los resultados del anâlisis de las 150 muestras de carne 
contaminada naturalmente, muestran que el nûmero de muestras posi­
tivas descendié fuertemente, siendo positivas por el método de pre 
enriquecimiento 33 muestras, y por el método de enriquecimiento d^ 
recto 25 (16,7%).

Cuando se prolonge el tiempo de incubacién del medio de 
enriquecimiento de 24 a 48 horas, se obtienen mejores resultados.

Como vemos el método de pre-enriquecimiento se muestra 
superior con las muestras contaminadas artificalmente, pero con 
muestras naturales la diferencia es muy pequeha.

Andrews y cols, 1974, analizando muestras de alimentes 
para caracoles y los propios caracoles, llegaron a las mismas con­
clusiones que Andrews, 1973, a partir de muestras de rana, es de­
cir, que el pre-enriquecimiento en caldo lactosado seguido por el 
enriquecimiento en SC o CT era menos eficaz que el enriquecimiento 
directo sobre SC o CT y que ambos caldos daban resultados simila­
res.

Sayler y cols, 1976, analizaron 131 muestras de agua y 
sedimento en la Bahia de Upper Chesapeake, para comparar la efica­
cia de très metodologîas en el aislamiento de Salmonellas;
- enriquecimiento selectivo incubado a 35&C, durante 24 horas
- enriquecimiento selectivo incubado a 41,5*C, durante 24 horas
- pre-enriquecimiento no selectivo en caldo de lactosa incubado a 

25&C, durante 4 horas, seguido por una incubacién a 35^C durante
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durante 24 horas.
En el primero y segundo método, los medios selectivos em 

pleados fueron el caldo de selenito F, SC, y el tetrationato.
Las Salmonellas ûnicamente fueron aisladas con el tercer 

método, siendo el nûmero de muestras positivas el de cuatro (3%).
Thomason y Dodd, 1976, a partir de muestras de carne ob­

servaron que el pre-enriquecimiento en caldo lactosado, no mostra­
ba ninguna ventaja para detectar Salmonellas sobre la técnica de 
enriquecimiento directo o la técnica de anticuerpos fluorescentes.

Una vez determinado que el método de pre-enriquecimiento 
era mâs efectivo que el enriquecimiento directo, Kaper y cols,
1977, prosiguieron sus estudios en la Bahia de Chesapeake, compa- 
rando très caldos de enriquecimiento no selectivos, para determi­
nar cual era mâs efectivo. De las 72 muestras analizadas, 17 resu^ 
taron positivas (23,6%). Aunque el caldo de dulcitol e inositol, 
mostraron igual de eficacia, a partir del primero se obtuvieron 
mâs serotipos. El caldo de lactosa fué el menos eficaz y el que 
produjo mayor interferencias, por permitir el sobrecrecimiento de 
otras bacterias entéricas.

Suen y Hartemen, 1977, analizaron cinco tipos de alimen­
tes para determinar cuâl es el método mâs eficaz, si el pre-enri­
quecimiento en caldo de lactosa incubado a 35*C, durante 24 horas, 
seguido por enriquecimiento en SC o CT, incubados a 35*C,durante 
24 horas o el método de "timed release capsule". En éste método la 
muestra se inocula en caldo de lactosa y a la vez se coloca la ca£ 
sula de selenito o tetrationato, incubândose a 35&C,durante 24 ho­
ras. El método convencional se mostrô superior al de las câpsulas 
y los dos caldos de enriquecimiento se comportaron por igual.

Tamminga y cols, 1978, por la técnica de pre-enriqueci­
miento en BPW, incubado a 37&C, 16-18 horas y enriquecimiento en 
T14K incubado a 42^C, durante 24-48 horas, detectaron Salmonellas 
en 23 de las 103 muestras de vegetales analizadas (22,3%).
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Thomason y Dodd, 1978, examinando muestras de carne ob­

servaron que el pre-enriquecimiento en caldo de lactosa o en agua 
de peptona, seguido por enriquecimiento en CT, se mostraba menos 
eficaz que el enriquecimiento directo en CT.

Como se ve, los intentos de mejorar los resultados ob- 
tenidos por los medios selectivos de enriquecimiento normalmente 
utilizados, han dado poco fruto para alimentos contaminados natu­
ralmente, mejorando a veces su rendimiento en los alimentos con­
taminados artificialemente. En cuânto a su utilizaciôn en el estu­
dio de la contaminaciôn de las aguas por Salmonellas, de los auto­
res que hemos encontrado, Leclerc y cols, 1970, mejoran sus resul­
tados por el enriquecimiento directo, Sayler y cols, 1976, asî como 
Kaper y cols, 1977, encuentran mejores resultados con el pre-enri­
quecimiento. Creemos que ésta disparidad es debido a los distintos 
tiempos de incubacién de los medios de enriquecimiento empleados.

1.2. MEDIOS SELECTIVOS DE ENRIQUECIMIENTO.
Se cita como la primera referencia de un método de enri­

quecimiento, el trabajo de Vicent, que en 1890 utilizô cingo gotas 
al 5% (W/V) de fenol en 10 ml de caldo. Este era inoculado 5-10 go 
tas de agua polucionada por aguas residuales, incubândose a 42*C. 
Si a las 8-12 horas de incubacién se habia producido crecimiento, 
se hacia un subcultivo en nuevos tubos de fenol. Estos se incuba- 
ban de nuevo a 42*C y subcultivados en caldo nutriente y en plaças 
de agar nutriente (Harvey Price, 1979).

El uso de medios lîquidos de enriquecimiento, se conside 
ra necesario para el aislamiento de Salmonellas en cualquier tipo 
de muestra, especialmente an aguas, donde su nûmero es pequeno en 
comparacién al total de la flora bacteriana présente en la misma.

De los diversos medios de enriquecimiento utilizados por 
diversos autores como, ruys, sulfito, rapapport, bilis los dos me­
dios que se recomiendan en la mayorîa, por no decir la totalidad 
de los trabajos encaminados a detectar Salmonellas en cualquier t^ 
po de muestras, son los medios con selenito o tetrationato.
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Se atribuye a Guth en 1916, ser el primero en usar el calL 

do de selenito de sodio para aislar S. typhi (Leifson, 1936). Se 
basé en los trabajos de Klett que en 1910 encontré que el selenito 
de sodio al 0'1% ténia propiedades inhibitorias en el crecimiento 
bacteriano (Harvey Price, 1979). Sin embargo, no se empezô a usar 
de manera general, como caldo de enriquecimiento hasta que Leifson, 
1936, desarrollô varios caldos que contenian diferentes concentra- 
ciones de selenito de sodio.

Desde entonces se han producido muchas modificaciones, 
con el intento de lograr una mayor eficacia en el aislamiento de 
Salmonellas, pero todas siguen manteniendo al selenito como ele- 
mento base que da nombre al medio.

A continuaciôn vamos a citar los resultados obtenidos 
por los diversos autores que han usado el medio de selenito.

Harvey y Price, 1969, analizaron las aguas superficiales 
y residuales de un estado en el que habitaban 4.000 personas em- 
pleando el caldo de selenito F, como medio de enriquecimiento. No 
aislaron Salmonellas de las muestras de aguas superficiales mien­
tras que se aislaban frecuentemente de las aguas residuales. Sus 
quince lugares de muestreo resultaron positives.

Smith y Twedt, 1971, utilizaron el dulcitol selenito co 
mo medio de enriquecimiento para detectar Salmonellas en los rios 
Saline y Huron, en USA. En el rîo Saline, analizaron 126 muestras 
tomadas en 10 lugares de muestreo, resultando positives cuatro. En 
el rio Huron, analizaron 169 muestras tomadas en 20 sitios, resul­
tando dos positives.

Leclerc, 1971, realizô un estudio a lo largo de los anos 
1966-1970, para detectar la presencia de Salmonellas en afluentes, 
lodos y efluentes de distintas plantas de tratamiento de aguas re­
siduales en Francia, empleando el caldo de selenito F como medio 
de enriquecimiento. En el periodo 1966-1968, aislô Salmonellas en 
cuatro muestras de 27 afluentes, en 13 de 27 lodos y en cuatro de
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25 de 40 lodos y en 30 de 39 afluentes.

Pervery y cols, 1972, analizando 2.372 muestras de aguas 
superficiales, residuales, afluentes y efluentes de plantas de tra­
tamiento en Francia, empleando el SBG-sulfa detectaron Salmonellas 
en el 5% de las muestras.

Nabbut, 1973, detectô Salmonellas en todas las muestras 
de aguas residuales analizadas en la ciudad de Beirut. Utilizando 
el mismo medio de enriquecimiento, el caldo de selenito, analizô 
150 muestras de heces, de las que resultaron 12 positivas (8%).

Smith y cols, 1973, continuando los estudios de 1971 y 
empleando el dulcitol selenito, analizaron 226 muestras de agua 
del rio Saline de las que resultaron positivas 28 (12%) y 226 mue£ 
tras del rio Huron resultando 26 positivas (11%).

Phirke, 1974, utilizando el jSBG como caldo de enriqueci­
miento detectô Salmonellas en las 17 muestras de aguas residuales 
analizadas.

Coleman y cols, 1974, analizando muestras de agua de rio, 
aislaron Salmonellas solamente en una muestra empleando el caldo de 
selenito como medio de enriquecimiento.

Brisou y Boudon, 1974, estudiando 69 muestras de aguas 
residuales de la ciudad de Toulon de 185.000 habitantes, aislaron 
65 cepas de Salmonellas pertenecientes a 17 serotipos, empleando 
el caldo de selenito F.

Sayler y cols, 1976, analizaron 131 muestras de agua y 
sedimento de la Bahia de Upper Chesapeake, utilizando la técnica 
de pre-enriquecimiento no selectivo seguido por enriquecimiento 
en selenito cistina, resultando positivas cuatro muestras (3%).

Kaper y cols, 1977, con la técnica de pre-enriquecimien­
to en caldo no selectivo y utilizando el selenito cistina como me­
dio de enriquecimiento, analizaron 7 2 muestras de las que resulta­
ron 17 positivas.
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1.2.2. Medios de enriquecimiento con base de tetrationato.

Se atribuye a Muller en 1923, el empleo del caldo de te­
trationato sôdico como medio de enriquecimiento. En los anos 1930 
y 1935 Kauffman modified el caldo de Muller por adiciôn de sales 
biliares y verde brillante para suprimir el crecimiento de espe­
cies de Proteus (Harvey y Price, 1979).

Desde entonces se han producido muchas modificaciones 
con el intento de lograr una mayor eficacia en el aislamiento de 
Salmonellas, pero todas siguen manteniendo al tetrationato como 
elemento base que da nombre al medio.

A continuaciôn vamos a citar a diversos autores que usa- 
ron el medio de tetrationato.

Selijman y Reitter, 1965, utilizaron el TMK para anali­
zar 400 muestras de agua de pozo en Israel. Solamente detectaron 
Salmonellas en nueve muestras (2,2%).

Grunnet y Nielsen, 1969, analizaron diversos tipos de 
agua en Dinamarca, empleando el caldo de tetrationato, obteniendo 
los siguientes resultados:
- de 26 3 muestras de agua de golfo de Aarthus aislaron Salmonellas 

en 120 (45%).
- de 28 muestras de efluentes de plantas de tratamiento, 24 resul­

taron positivas (85%).
- de 2 3 muestras de afluentes de plantas de tratamiento, 22 resul­

taron positivas (95%).
Kampelmacher y Noorle Jansen, 1971, utilizaron el TMK pa 

ra analizar 1.176 muestras de estiërcol, heces y agua, resultando 
positivas 514 (43%). Los peores resultados los obtuvieron al anal^ 
zar las muestras de agua que presentaron Salmonellas en el 30%.

Kampelmacher y Noorle Jansen, 1973, estudiaron la inci- 
dencia de Salmonellas en dos plantas de tratamiento, empleando el 
TMK. En la primera planta analizaron 38 muestras de efluentes, re-
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te en las 13 (100%) detectaron Salmonellas.

Posteriormente ampliaron sus estudios, analizando mues­
tras de las aguas residuales de una factoria de polleria cercana a 
la planta, liquide circulante y el efluente. Solamente se detecta­
ron Salmonellas en el liquide circulante y no en las aguas residua­
les. En la segunda planta analizaron 46 muestras del efluente, re­
sultando positivas 12 (30%). Posteriormente analizaron las aguas 
residuales de una factoria de cerdos cercana a la planta, el li­
quide circulante y el efluente de la planta. Se detectaron Salmo­
nellas en los très lugares estudiados.

Luppi y cols, 1973, utilizando el caldo de tetrationato 
aislaron Salmonellas en 48 muestras (19'7%) de las 243 analizadas 
de las aguas del rio Po en Italia.

Wuthe, 1973, analizô 1036 muestras de aguas dulces y sa- 
ladas que presentaron distinto grado de poluciôn, utilizando el 
caldo de tetrationato. Detectô Salmonellas en 491 muestras (47*5%)

Wells y cols, 1974, a partir de 50 muestras de tortugas, 
empleando el TBG, aislaron Salmonellas en el 72% y 98% atendiendo 
si era la tortuga entera o heces y ôrganos respectivamente.

Trichopoulos y cols, 1975, analizaron las aguas residua­
les de la ciudad de Atenas, Grecia, usando el TMK. De 50 muestras, 
36 resultaron positivas (72%).

Dondero y cols, 1977, realizaron un estudio de las aguas 
superficiales de seis arroyos tributaries del lago Cayuga y del 
propio lago en USA, empleando el caldo de tetrationato. De 332 
muestras, 129 resultaron positivas (39%).

Goyal y cols, 1977, analizaron las aguas y sedimentos de 
canales comunales en Texas, USA, utilizando el CTBG. Detectaron 
Salmonellas en una muestra de agua y en el 17% de las muestras de 
sedimento.

Stelzer y cols, 1977, analizaron 378 muestras del rio 
Weissen Elster, DDR, empleando el caldo de tetrationato. Résulta-
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Tamminga y cols, 1978, utilizando el TMK como medio de 

enriquecimiento, detectaron Salmonellas en 23 de las 103 muestras 
vegetales analizadas (22'3%).

Thomason y Dodd, 1978, a partir de muestras de carne a- 
nalizaron 208 muestras de las que 36 resultaron positivas con el 
caldo de tetrationato (17%),

1.2.3. Comparaciôn entre los dos medios de enriquecimiento.
Como vamos a ver algunos autores, se han interesado en 

conocer qué medio era mâs adecuado para el aislamiento de Salmone­
llas. Con tal finalidad hacian anâlisis simultâneos comparativos.

Taylor y Selliker, 1961, al igual que Taylor, 1961, com- 
parando dos caldos de enriquecimiento, SC y TBG, observaron que 
mientras uno era superior en un experimento, en el siguiente, el 
otro medio se mostraba mâs eficaz. Es decir no hay diferencias 
claras entre los dos medios, al examinar muestras de huevos.

Spino, 1966, al analizar las aguas superficiales dé va­
rios arroyos en USA, obtiene mayor nûmero de colonias sospechosas 
de ser Salmonellas y posteriormente confirmadas cuando el inôculo 
procédé del SBG-sulfa que desde el TBG, 60% y 40% respectivamente.

Edel y Kampelmacher, 1968, 196 9, utilizando como muestras 
heces y carne contaminadas artificialmente, realizaron un estudio 
comparativo inter-laboratorios para el aislamiento de Salmonellas. 
De los distintos caldos de enriquecimiento empleados, tetrationato^ 
TMK, selenito F, SC. A la vista de los resultados proponen como 
caldo de enriquecimiento el TMK,

Brezenski y Russomanno, 1969, analizaron 150 muestras de 
agua de estuario en USA, utilizando el tetrationato y el selenito, 
como medios de enriquecimiento resultando positivas'62 muestras 
(41%). Se obtuvieron mejores resultados con el tetrationato.

Leclerc y cols, 1970 a, realizaron un estudio comparati­
vo sobre aguas contaminadas artificialmente, para ello utilizaron
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Los resultaros muestran que los dos primeros medios se comportan 
iguales y superiores al sulfito.

Leclerc y cols, 1970 b, estudiando aguas contaminadas na­
turalmente comprobaron que el selenito F y el tetrationato se com- 
portaban igual que cuando habia un pre-enriquecimiento, 27% de 
muestras positivas. Con la técnica de inoculaciôn directa el SBG 
se mostraba algo mâs eficaz que el selenito F, 20% y 16,5% respec­
tivamente, con la temperatura de incubacién de 37&C. Con la tempe- 
ratura de 40^C, el nûmero de muestras positivas, con el selenito F, 
era el 15% y con la temperatura de 43&C, 8,7%.

Cherry y cols, 1972, comprobaron que al analizar 75 mues 
tras de aguas superficiales de varios arroyos en USA, cuando se 
utilizaba el tetrationato se obtenla mayor nûmero de muestras po­
sitivas (65,3%) que cuando se empleaba el caldo de selenito cisti­
na (34%) .

Baquero, 1972, realizé un estudio comparativo de dos ca^ 
dos de enriquecimiento para determinar cual era el mâs eficaz en 
los anâlisis de coprocultivos de enfermos y portadores. De cada 
100 coprocultivos positivos en el aislamiento de S. typhi, con el 
TBG se aislô 60 veces, mientras que con el SBG se aislô 83 veces.
De cada 100 coprocultivos positivos en el aislamiento de otras . 
Salmonellas distintas a S. typhi, el TBG las aislô 73 veces y el 
SBG 90 veces.

Dutka y Bell, 1973, para estudiar la incidencia de Sal­
monellas en las aguas superficiales de la Bahia de Quite y del rîo 
St. Lawrence, USA, analizaron 552 muestras tomadas de 46 lugares, 
de las que 165 resultaron positivas (31%). Aunque se mostrô mâs 
eficaz el tetrationato que el selenito, el nûmero de colonias sos­
pechosas y después confirmadas, era mayor cuando la siembra proce- 
dia del selenito.

Pollock y Dahlgren, 1974, analizando 455 coprocultivos 
obtuvieron mejores resultados cuando utilizaron el caldo de selen^ 
to que el caldo de tetrationato, ademâs observaron que éste medio
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se sembraban los medios sôlidos de aislamiento.

Kenner y Clark, 1974, realizaron un estudio sobre aguas 
residuales, para comparar la eficacia de varios caldos de enrique­
cimiento para el aislamiento de Salmonellas. Estos resultados fue­
ron el tetrationato con o sin verde brillante, selenito F, SC, SBG 
con o sin sulfa y el caldo gram negative. El medio que présenté me­
jores resultados fué el SBG-sulfa que de 13 muestras analizadas 
seis resultaron positivas (46%) . Posteriormente analizaron 28 mues­
tras de aguas residuales empleando el dulcitol selenito, resultan­
do positivas las 28 (100%). Por lo que seleccionaron el medio de 
dulcitol selenito frente a todos los demâs. con éste medio analiza 
ron 183 muestras de las que resultaron positivas 114. Los resulta­
dos parciales fueron para aguas residuales 100%, rios 75%, efluen­
tes de lodos activados 80%, los mismos efluentes dorados O, cis- 
ternas suburbanas 40% y agua de tormenta 50%. Como vemos el medio 
aumenta su rendimiento al aumentar el grado de polucién.

Andrews y cols, 1974, analizaron 27 0 muestras de alimen­
tos utilizando el SC y el CT como medios de enriquecimiento. El 
31% de las muestras resultaron positivas, mostrândose los dos me­
dios igual de eficaces.

Harvey y cols, 1975, realizaron un estudio comparativo 
de seis lotes de dos diferentes medios de enriquecimiento, el cal­
do de tetrationato y el selenito F, en très tipos de materiales, 
aguas residuales, desperdicios de polios y cultivos puros de Salmo 
nellas. Los resultados muestran que con cultivos puros, los lotes 
de selenito se comportan por igual. Con aguas residuales, los lo­
tes de los dos medios no se comportan por igual, presentando el 
CT mayores variaciones. Con desperdicios de polio se producen meno 
res variaciones.

Sayler y cols, 1976, utilizando tres medios de enriqueci 
miento el selenito F,SC y CT, no consiguieron aislar Salmonellas 
al analizar 131 muestras de agua y sedimento de la Bahia de Upper 
Chesapeake, USA.
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mento, peces y almejas de dos rios en USA, utilizando el SC y CT 
aislaron 131 cepas de Salmonellas.

Andrews y cols, 1977, analizando muestras de rana y a- 
gua de acuario, comprobaron que el selenito f presentaba mejores 
resultados que el tetrationato.

Kafel y Bryan, 1977, a partir de muestras de carne con­
taminadas artificialmente, estudiaron la eficacia de tres medios 
de enriquecimiento, selenito F, TMK y caldo de bilis. Los resulta­
dos muestran que el selenito F y el TMK se presentaron igual de e- 
ficaces, 35% de muestras positivas y superior al caldo de bilis, 
30% de muestras positivas. De los 11 serotipos estudiados, S. ty- 
phimurium fué el que mâs frecuentemente se aislé, pero ninguno de 
los medios lo détecté en mâs del 60%. S. abortus ovis, fué el me­
nos frecuente.

Vanderpost y Bell, 1977, analizando 30 muestras de agua 
de una planta empaquetadora de carne, aislaron Salmonellas en el 
19% de las muestras, no encontrando diferencias entre el CT y el
es.

Kaper y cols, 1977, al analizar 44 muestras de agua y 
sedimento por la técnica de pre-enriquecimiento y la técnica de 
enriquecimiento directo, no encontraron diferencias entre los dos 
medios de enriquecimiento, el CT y el SC, aunque si entre las dos 
técnicas, con la primera resultaron positivas 11 muestras y con 
la segunda ninguna.

Estos dos medios de enriquecimiento, no se comportan por 
igual frente a la gran variedad de serotipos de Salmonellas, ya 
que uno ejerce un efecto téxico mayor que el otro sobre algunos 
serotipos. Asi:

Leifson, 1936, demostré propiedades téxicas del caldo 
selenito F en S. cholerae-suis.

Banwart y Ayres, 195 3, observaron que el tetrationato 
ejercia un efecto téxico sobre S. paratyphi A, mientras que no era 
inhibido por selenito F.
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SBG sobre S. pullorum.

Raj, 1966, observé un pequeno efecto téxico del dulcitol 
sobre S. montevideo, S. enteritidis y S. Worthington.

Baquero, 1972, observé que el tetrationato se mostraba 
menos téxico para S. paratyphi B y S. typhimurium que para S. ty­
phi y S . enteritidis. El caldo de SBG se mostré nada téxico para
S. enteritidis y si algo para S. typhimurium y S. typhi. Aunque 
los dos medios presentaban algo de toxicidad para S. typhi, el e- 
fecto era mucho mayor con el tetrationato que con el selenito.

Nabbut, 1973, estudiando muestras de heces contaminadas 
artificialmente, encontré que el SBG se mostraba algo téxico para 
S. typhi, S. typhimurium y S. paratyphi B, tanto a 37°C como a la 
temperatura de 41°C, si bien la toxicidad era mayor a 41°C. Con 
cultivos puros observé que el SBG a 41°C era inhibitorio para S. 
typhimurium y nada para S. paratyphi A y muy téxico para S. typhi.

Kafel y Bryan, 1977, en un previo trabajo, observaron e- 
fectos téxicos del selenito en S. typhimurium, S. abortus ovis, S. 
typhi suis, S. newport, S. rostock, S. enteritidis y S. montevideo 
En el presente trabajo encontraron que el caldo de tetrationato y 
selenito eran téxicos para S. typhimurium, S. london, S. anatum y 
S. montevideo, y muy téxicos para S. newport, S. pullorum, S. a- 
bortus ovis y S. cholerae-suis, si bien el selenito era menos té­
xico para S. cholerae-suis que el tetrationato.

1.3. TECNICA DE SUBCULTIVOS EN MEDIOS SELECTIVOS.
A pesar del aumento del rendimiento en el aislamiento de 

Salmonellas, producido sobre todo por la técnica de elevada tempe­
ratura y en menor grado por la prolongacién del tiempo de incuba­
cién, no se ha conseguido los resultados apetecidos, por lo que se 
prosiguieron los estudios, introduciendo nuevas variantes como la 
técnico de subcultivos.

Taylor y Silliker, 1961, observaron que para el aisla­
miento de Salmonellas a partir de muestras de huevo, se mostraba
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subcultivo en el mismo medio o en el otro. Todos los caldos se in- 
cubaron a 37°C, durante 24 horas.

Kruger, 1972, analizô 184 muestras de plantas de trata­
miento de aguas residuales, lagos y playas en la zona de Berlin, 
para determinar si el enriquecimiento del caldo de tetrationato 
incubado a 37®C, 24 horas, era mâs eficaz en el aislamiento de Sal­
monellas que cuando se hacla un subcultivo del caldo de tetratio­
nato en el caldo de selenito, incubândose a su vez a 37°C durante 
24 horas. Con la combinacién de los dos métodos se aislaron Salmo­
nellas en 46 muestras, 25%, aislândose 98 cepas pertenecientes a 
18 serotipos. Con el enriquecimiento directo de tetrationato, se 
aislaron el 50% de los serotipos y el 26% de las cepas, mientras 
que con el método de subcultivo en selenito se aislaron el 88*8% 
de los serotipos y 86*7% de las cepas.

Como vemos el método de subcultivo aumenta, no sélo el 
nûmero de muestras, sino que aumenta el nûmero de cepas y el de 
serotipos.

En el periodo de 1965 a 1970, Wuthe, 1973, en Alemania 
analizô 10.346 muestras de aguas dulces y saladas que presentaban 
distinto grado de poluciôn, para comparar dos metodologîas, la tra- 
dicional de incubar el caldo de tetrationato a 37°C, 24 horas (a) 
y la de subcultivos, a las 24 horas de incubacién se hacîa un pase 
a tetrationato que se incubaba a 37°C, 24 horas (b), volviéndose 
a hacer otro pase a tetrationato e incubândose a 37°C, 24 horas 
(c). Antes de hacer el pase se sembraba sobre los medios de aisla­
miento por ellos seleccionados. Se detectaron Salmonellas en 491 
muestras ( 4*75% ) por las dos metodologîas. Los resultados en 
las distintas fases fueron:
- en a, 26% de las muestras positivas.
- en b, 45% de las muestras positivas.
- en c, 68% de las muestras positivas.

Asî podemos concluir que con la técnica de subcultivos
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phi no se aislô en las muestras de agua. En ensayos de laboratorio 
no crece bien en caldo de tetrationato, a pesar de que no se aislô 
por el método de subcultivos, con la temperatura de incubaciôn de 
37°C, en las primeras fases, si que se aislô en la ûltima fase (c)•

Trichopoulos y cols, 1975, analizaron las aguas residua- 
les de la ciudad de Atenas, Grecia, para comparar très métodos de 
enriquecimiento para el aislamiento de Salmonellas. Sumergiô 50 
compresas duplicadas durante dos dias y despues:
- las compresas eran inoculadas en TMK que se incubaba a 4 3®C, 24 

horas
- se hace un subcultivo en caldo de rappaport desde el TMK, incu- 

bândose a 37°C, 24 .horas,
- las compresas se inoculan en HI que se incuba a 4 3°C, de 16 a 18 

horas y se hace un subcultivo en caldo de rappaport, incubândose 
a 37°C, 24 horas.

Con la combinaciôn de los très métodos, el 96% de las 
compresas resultaron positivas para el aislamiento de Salmonellas. 
Usando el primero, fueron positivas 36 ( 72% ), con el segundo 44 
( 88% ) y empleando el tercero 46 resultaron positivas C 92% ).

Aunque con el tercer método, el nûmero de muestras posi­
tivas era mayor, se aislaron menos serotipos que con los otros dos.

Kafel y Bryan, 1977, a partir de muestras de carne conta- 
minadas artificialmente, realizaron un estudio comparative para 
ver si el enriquecimiento directe en TMK, selenito F y en caldo de 
bilis, era superior a un segundo enriquecimiento o subcultivo en 
selenito F o en TMK. A pesar de la gran variaciôn de los resultados 
obtenidos, se puede concluir que un segundo enriquecimiento sobre 
el mismo medio primario o sobre otro, aumenta la eficacia del ais­
lamiento.

Stelzer y cols, 1977, analizaron las aguas del rio Wei- 
ssen Elster, DDK, a lo largo de seis puntos de muestreo por el mé­
todo de subcultivos y el enriquecimiento directo en caldo de jrâ-
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utilizando el tetrationato incubado a 37®C, a partir de él se rea­
lizaron dos subcultivos consecutivos. El total de muestras anall- 
zadas fué de 378, siendo 63 las muestras analizadas en cada lugar. 
Los resultados en cada punto fueron 44'4%, 22%, 57%, 19%, 38*1% 
y 51%.

1.4. TEMPERATURA DE INCUBACION
Muchos investigadores han comprobado que independiente- 

mente del medio de cultivo empleado, la temperatura de 37®C se pré­
senta como la temperatura ôptima de crecimiento de los diferentes 
serotipos de Salmonellas. También se ha comprobado que al aumentar 
la temperatura de incubaciôn, se disminuye la velocidad de creci­
miento y el tamaho de la poblaciôn. Hay que resaltar que no todos 
los serotipos presentan el mismo comportamiento. Un ejemplo muy 
claro es el S. typhi, que es uno de los serotipos que mâs afectado 
se ve su crecimiento a partir de 37®C.

El uso de las temperaturas de incubaciôn por encima de 
los 37°C para los medios lîquidos se desarrollô muy pronto. En 
1889, Rodet realizô un estudio para comprobar los limites superio- 
res de temperaturas a las que podia crecer S. typhi. Describiô un 
método de elevada temperatura para aislarla a partir de agua polu- 
cionada. Vicent en 1890, tuvo poco éxito con la técnica de Rodet, 
pero notô que obtenfa mejores resultados, si la temperatura la des­
cendra a 42®C y el caldo ordinario lo sustituia por el caldo de 
fenol. ( Harvey y Price, 1979 ).

A pesar de algunos intentes realizados por debancar, la 
temperatura de 37°C, como la temperatura de incubaciôn de elecciôn 
de los medios de enriquecimiento a partir de muestras naturales, 
ésto no se realizô hasta muy tarde.

1.4.1. Ensayos simulténeos de comparaciôn de temperatura para el 
aislamiento de Salmonellas.

El primer investigador que demostrô de una manera clara
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la superioridad de elevar la temperatura de incubaciôn fué Spîno, 
1966, que con la técnica de las compresas sumergidas durante cinco 
dias en las aguas superficiales de varios arroyos en USA, consl- 
guiô aislar Salmonellas, cuando los caldos de enriquecimiento, SBG- 
sufa y TBG, eran incubados a 41'5°C durante 24 horas, y no consi- 
guiô aislarlas cuando los dos caldos eran incubados a 37°C, 24 ho­
ras. En éste trabajo, la temperatura de 41'5°C se mostrô tan esen- 
cial, que convirtiô a los dos medios de enriquecimiento de inefica* 
ces en eficaces.

A continuaciôn vamos a citar a otros investigadores que 
han estudiado la misma problemâtica y han confirmado las ventajas 
de elevar la temperatura de incubaciôn.

Edel y Kampelmacher, 1968, utilizando heces y carne como 
muestras, realizaron un estudio comparativo con el aislamiento de 
Salmonellas en ocho laboratories. Todos los laboratories eran ca- 
paces de aislar Salmonellas, cuândo las muestras eran contaminadas 
con 10 Salmonellas por muestra y habia pocos microorganismos com- 
petidores. Pero tan pronto como estaban présentes gran cantidad de 
elles, los resultados eran muy divergentes. La eficacia del aisla­
miento disminuîa en todos, excepte en uno que era el ûnico que in­
cubaba el caldo de enriquecimiento a 4 3®C, mientras que los demâs 
lo hacian a 37°C. Cuândo éstos laboratories aumentaban la tempera­
tura de incubaciôn a 4 3°C, obtuvieron mejores resultados, Proponen 
el TMK como caldo de enriquecimiento incubado a 37°C durante 48 
horas, como método standard.

Edel y Kampelmacher, 1969, compararon la eficacia del 
método standard propuesto por elles en 1968, con el método proplo 
de cada uno de los nueve laboratories, que simultâneamente realiza­
ron el estudio de aislar Salmonellas a partir de muestras de car­
ne y heces. Los diferentes resultados, mostraron que mientras unos 
laboratories con su propio método eran mâs capaces que con el mé­
todo standard, otros por el contrario eran menos eficaces. En és­
tos la temperatura de incubaciôn era de 37®C y en los primeros de 
43®C.
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la elevaciôn de la temperatura de incubaciôn de 37®C a 43®C, se 
mostrô esencial para el aislamiento de Salmonellas, aunque otros 
factores como tiempo de incubaciôn, subcultivos y naturaleza del 
medio también tienen su influencia.

Leclerc y sols, 1970, a partir de muestras de agua pota­
ble poco cargadas de microorganismos y contaminadas artificialmen­
te con Salmonellas, siguiendo la metodologîa clâsica de enriqueci­
miento en un medio selectivo, obtuvieron unos resultados que les 
llevaron a destacar entre otras conclusiones referentes a natura­
leza del medio de enriquecimiento y tiempo de incubaciôn, que la 
temperatura de 4 3°C représenta el factor de selecciôn mâs rlgu- 
roso.

En un trabajo posterior y anâlogo al anterior, Leclerc 
y cols, 1970, a partir de muestras de aguas residuales y lodos con- 
taminados naturalmente, ademâs de comparar dos metodologîas, pre- 
enriquecimiento y enriquecimiento directo, dos caldos de enriqueci­
miento, comparan très temperaturas de incubaciôn, 37®C, 4 0®C y 
43®C.

Al igual que en el anterior trabajo, siguen reafirmândo- 
se en que el factor mâs importante para favorecer el aislamiento 
de Salmonellas en aguas polucionadas, es la elevaciôn de la tem­
peratura de incubaciôn de 37°C a 43®C.

Cherry y cols, 1972, en sus primeros experimentos utill- 
zaron dos temperaturas 37°C y 41'5°C, para analizar aguas superfi- 
ciales. Posteriormente todas las muestras eran incubadas a 41®C, 
porque se obtuvieron mejores resultados con la elevaciôn de la 
temperatura.

Nabbut, 1973, analizô las aguas residuales de la eluded 
de Beirut, Lfbano, con la técnica de las compresas sumergidas du­
rante cinco dias. Cada mitad de ellas las inoculô en caldos de se­
lenito incubândose unos a 37®C y los otros a 41°C durante 24 horas. 
Analizô con el mismo método 150 muestras de heces contaminadas ar­
tificialmente y 150 contaminadas naturalmente. Con el prijt\et gjcupp
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laron Salmonellas en el 22%, mientras que con la de 41®C resulta­
ron positivas todas las muestras, 100%. Con el segundo grupo de 
muestras, obtuvieron mejores resultados a 37°C que a 41®C. Con el 
tercer grupo, el nûmero de muestras positivas fué superior a 41*C,
8'6% que con la de 37®C, 6'7%. Asi podemos concluir, a la vista de 
los resultados, que la temperatura de 41°C, représenta el factor 
de selecciôn mâs riguroso, para las muestras contaminadas natural­
mente que para las muestras contaminadas artificialmente y que si 
se trata de aguas residuales, es necesario aumentar la temperatura 
de incubaciôn de 37°C a 41°C, mâs que cuando se trata de heces.

Tomando muestras de las aguas del rio Po, Italia, Luppi 
y cols, 1973, compararon dos metodologias para determinar cual era 
la mâs eficaz en el aislamiento de Salmonellas. En las dos se fil- 
trô la misma cantidad de agua, a través de membranas filtrantes, 
inoculândolas en caldo de tetrationato. La diferencia de metodolo- 
gia estriba, en que la primera la temperatura de incubaciôn es de 
37°C y en la segunda de 43°C. Los resultados muestran que con la 
primera resultaron positivas el 3'3% de las muestras y con la se­
gunda el 13'6%. Es decir, que al aumentar la temperatura de 37®C 
a 4 3°C, aumenta el rendimiento del mismo medio, También comproba- 
ron que al alargar el tiempo de incubaciôn de 24 a 48 horas, au- 
mentaba el rendimiento del medio del 13% al 16%. Vemos que el fac­
tor de selecciôn mâs riguroso es la elevaciôn de la temperatura.

Con la técnica de las diluciones al décimo, Phirke, 1974, 
realizô un estudio de las aguas residuales en la India, para de­
terminar el NMP de Salmonellas/100 ml. Para ello analizô 17 mues­
tras, por el método convencional de incubaciôn del SBG a 37°C du­
rante 48 horas y por el de incubaciôn del mismo medio a 41'5°C du­
rante 48 horas. Aunque las 17 muestras resultaron positivas con 
las dos temperaturas, el procedimiento de la elevada temperatura 
daba mejores recuperaciones de Salmonellas, asi la media geométri- 
ca del NMP/100 ml era 10 veces superior a 41'5°C que a 37®C.

Al analizar 69 muestras de las aguas residuales de Tou­
lon, Francia, Brisou y Boudon, 1974, al comparar los resultados
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ras, con los obtenidos al incubar el mismo medio a 37°C durante 
4 8 horas, observaron no s61o que el nûmero de muestras positivas 
era mayor con la temperatura de 4 3®C que con la de 37°C, sino que 
también era mayor el nûmero de serotipos detectados.

Kenner y Clark, 1974, realizaron un estudio sobre aguas 
residuales, para comparar la eficacia de varios caldos de enrique­
cimiento a dos temperaturas 37°C y 41'5°C. Observaron que ninguno 
de los medios daba buenos resultados con la temperatura de 37®C, 
pero que al elevarla a 41'5°C aumentaban el rendimiento. Poste­
riormente como consecuencia de un estudio comparativo, eligleron 
el dulcitol selenito como medio de enriquecimiento. Una vez selec- 
cionado el medio, quisieron comprobar, si la temperatura de Incu­
baciôn afectaba la selectividad del dulcitol selenito. Para ello 
analizaron 26 muestras de aguas residuales incubândolas a 37, 40 
y 41'5°C, encontrândose que a 40°C todas las muestras fueron posi­
tivas, 100%, que a 41'5°C el 50% y a 37°C solamente dos muestras. 
Como vemos la temperatura de 37°C, es la que da peores resultados 
y que al elevarla se aumenta el rendimiento de los medios. En és­
te trabajo la de 40°C se muestra mâs eficaz que la de 41*5®C.

Sayler y cols, 1976, analizaron muestras de agua y sedl- 
mento de la Bahia de Upper Chesapeake, USA, para comparar la efi­
cacia de dos temperaturas, 35 y 41®C, comprobando que a ninguna 
de las dos temperaturas les permitieron detectar Salmonellas.

Kafel y Bryan, 1977, estudiaron el efecto de dos tempe­
raturas, 37 y 4 3°C, sobre très caldos de enriquecimiento, TMK, se* 
lenito F y caldo de bilis, observando que la temperatura de 43®C 
es la que presentô mejores resultados, ya que aumentaba el rendi­
miento de los dos medios.

1.4.2. Resultados de distintos investigadores con el empleo de 
una temperatura de incubaciôn.

J.4.2.I. Con Za ttmpaKataKa. dz 11-C,

A pesar de las pruebas de las ventajas ofrecidas por la
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elevaciôn de la temperatura de incubaciôn, todavîa hay autores que 
siguen utilizando la temperatura de 37&C. Sus resultados son los 
siguientes;

Parvery y cols, 1972, analizaron 2.372 muestras de aguas 
residuales, afluentes y efluentes de plantas de tratamiento en An­
jou, Francia, utilizando el SBG-sulfapiridina como medio de enri­
quecimiento incubado a 37^C, 24 horas. consiguieron aislar 109 ce- 
pas de Salmonellas pertenecientes a 21 serotipos del 5% de mues­
tras positivas.

Kruger, 1972, analizô 184 muestras de aguas superficia- 
les y aguas residuales en Berlin, utilizadno el caldo de tetratio­
nato incubado a 37*C. Resultaron 491 muestras positivas, 4,75%.

Well y cols, 1974, analizaron muestras de ranas utilizan 
do el TBG incubado a 37^C. Resultaron positivas el 98% de las mues 
tras.

Andrews y cols, 1977, a partir de ranas y usando el cal­
do de selenito como caldos de enriquecimiento, incubado a 37&C, 
aislaron Salmonellas en el 13% de las muestras.

Stelzer y cols, 1977, analizaron 378 muestras, tomadas a 
lo largo de seis puntos del rio Weissen Elster, DDR, en cada uno 
de ellos tomaron 6 3 muestras. Utilizaron el caldo de tetrationato 
incubado a 37^C. Los resultados fueron por lugar de muestreo, 19%, 
44,4%, 38,1%, 22,2%, 57,1% y 50,8% de muestras positivas.

1.4,2,2, Con la tzmpzA,atuA.a de 41-C.

Grunnet y Nielsen, 1969, utilizando el caldo de tetratio 
nato, incubado a 41,5&C durante 24 a 96 horas, consiguieron aislar 
Salmonellas en:
- 120 muestras, 45%, de las 263 del Golfo de Aarthus, Dinamarca
- 24 muestras, 95%, de las 88 de entrada de plantas de tratamiento
- 22 muestras, 95%, de las 23 de salida de plantas de tratamiento

Smith y Twedt, 1971, utilizando el caldo de dulcitol se-
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en cuatro lugares de muestreo de los 10 estudiados en el rio Sali­
ne y en dos lugares de 20 en el rio Huron.

Smith y cols, 1973, continuando el estudio de 1971, de­
tectaron Salmonellas en 28, 12%, de las 226 muestras analizadas en 
el rio Saline y en 26, 11%, de las 226 del rio Huron.

Vanderpost y Bell, 1977, empleando el caldo de tetratio­
nato y caldo de selenito incubado a 41,5^C, 24 horas, aislaron Sa^ 
monellas en 19 muestras de las 30 analizadas.

Goyal y cols, 1977, aislaron Salmonellas en el 17% de 
las muestras de sedimento y en una muestra de agua de los canales 
comunales de Texas, USA, utilizando el TBG incubado a 41,5% duran­
te 48 horas.

Dondero y cols, 1977, aislaron Salmonellas en el 39% de 
las 3 32 compresas de agua superficial de seis arroyos tributarios 
del lago Cayuga y del propio lago en USA. El caldo de tetrationato 
empleado fué incubado a 41,5*C. durante 24 horas.
1.4.2.3. Con Za tzmpz^ataxa dz 43-C.

Harvey y Price, 1969, empleando el caldo de selenito F, 
incubado a 4 3^C, durante 24 horas, no aislaron Salmonellas de las 
muestras de aguas superficiales, mientras que frecuentemente se 
aislaron de las aguas residuales.

Kampelmacher y Noorle Jansen, 1971, utilizaron el TMK in 
cubado a 43^C, 24 a 48 horas, para analizar 1.176 muestras de es-, 
tiêrcol, heces y agua, resultando positivas 514, 43%. Los peores 
resultados los obtuvieron al analizar muestras de agua que presen- 
taban Salmonellas en 30%.

Kampelmacher y Noorle Jansen, 1973, empleando el TMK 
cubado a 43&C, 24 a 48 horas, detectaron Salmonellas en los ^flue£V 
tes, efluentes y liquides circulantes de varias plantas de trata^ 
miento.

Carney y cols, 1975, no aislaron Salmonellas, ni en las
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utilizando el caldo de selenito cisteina, incubado a 43&C, 24 ho­
ras.

Trichopoulos y cols, 1975, estudiando las aguas residua­
les de la ciudad de Atenas, detectaron Salmonellas en el 96% de 
las muestras incubândose en los medios de enriquecimiento TMK y HI 
a 43&C.

1.5. TIEMPO DE INCUBACION.

1.5.1. Ensayos simultâneos de comparaciôn de tiempo de incubaciôn 
para el aislamiento de Salmonellas.

Edel y Kampelmacher, 196 8, 1969, del resultado del estu­
dio comparativo entre laboratories, proponen que el caldo de enri­
quecimiento, el TMK, se incube a 43*C, durante 48 horas,

Leclerc y cols, 1970, a partir de aguas contaminadas ex- 
perimentalmente, estudiaron el efecto del tiempo de incubaciôn so­
bre très caldos de enriquecimiento, obteniendo los siguientes re­
sultados:
- con el medio de selenito, el tiempo puede ser prolongado de 24 a 

4 8 horas, ya que aumenta su rendimiento.
- con los medios de tetrationato y sulfito, el tiempo mâs favora­

ble es el de 24 horas.
Luppi y cols, 1*973, tomando muestras de las aguas del 

rîo Po en Italia, compararon dos tiempos de incubaciôn, 24 y 48 
horas, para determinar cual era mâs eficaz para el aislamiento de 
Salmonellas. Utilizaron la técnica de filtraciôn ÿ como medio de 
enriquecimiento el caldo de tetrationato, incubândolo a 43&C. Los 
resultados muestran que a las 24 de incubaciôn, de 80 muestras 
analizadas, seis resultaron positivas, 7,5%, mientras que a las 48 
horas, de 80 muestras, en 13 se aislaron Salmonellas, 16%. Es de­
cir, la prolongaciôn del tiempo de incubaciôn de 24 a 48 horas au- 
mentô al doble el rendimiento del medio.
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tivo en nueve laboratories, comprobaron que cuando el medio de en­
riquecimiento el TMK, incubado a 43*C, se prolonge de 24 a 49 horas 
el tiempo de incubaciôn, aumenta la tasa de aislamiento.

Kafel y cols, 1977, analizando muestras contaminadas ar­
tificialmente, comprueban que con la temperatura de 37*C, los me­
dios de TMK, selenitos F y caldo de Bilis, cuando se prolonge el 
tiempo de incubaciôn de 24 a 48 horas, no se ven afectados en su 
rendimiento, pero que cuando los mismos medios se incuban a 43*C, 
se aumenta el rendimiento al alargar el tiempo de incubaciôn de 24 
a 4 8 horas,

Suen y Hartman, 1977, analizando muestras de alimento 
contaminadas artificialmente por el método de "timed release capsu 
le", comprobaron que con la prolongaciôn a 48 horas del tiempo de 
incubaciôn, se aumenta el rendimiento.

1.5.2. Resultados de distintos investigadores con el empleo de un^ 
tiempo de incubaciôn

J.5.2./. Con zt tZzmpo dz 24 ho^a6.

Selijman y Reitfer, 1965, utilizando el TMK, incubado a 
37-̂ C, analizaron 400 muestras de agua de pozo y aguas superficia- 
les en Israel, de las que nueve resultaron positivas, 2,2%.

Spino, 1966, consiguiô aislar Salmonellas a partir de 
aguas superficiales de varios rios, cuando los caldos eran incuba­
dos a 41,5^C, durante 24 horas y no cuando eran incubados a 37*C, 
durante 24 horas.

Harvey y Price, 1969, analizando las aguas superficia­
les y aguas residuales, siendo el medio de enriquecimiento el se­
lenito F, incubado a 43*C, no aislaron Salmonellas de las muestras 
de agua superficiales, mientras que si lo hicieron de las aguas re 
siduales.

Parvery y cols, 1972, analizaron 2.372 muestras de aguas 
residuales en Francia, utilizando el SBG-sulfa, incubado a 37*C,
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Nabbut, 1973, utilizando el medio de selenito F, como 

caldo de enriquecimiento incubado a 41^C, analizaron 150 muestras 
de heces, resultando positivas el 8,6%. Cuando estudiaron las 
aguas residuales de la ciudad de Beirut, Libano, resultaron todas 
positivas,

Corney y Cols, 1975, no consiguieron aislar Salmonellas 
cuando analizaron agua y sedimento del rio Rhode, USA, utilizando 
el selenito cistina, incubado a 43-®C, 24 horas,

Andrews y cols, 1977, a partir de ranas y utilizando el 
Caldo de tetrationato y de selenito, incubados a 35-C, 24 horad, 
aislaron Salmonellas en el 13% de las muestras,

Dondero y cols, 1977, analizando las aguas superficie- 
les de seis arrOyOs tributarios del lago Cayuga y del propio la­
go, USA, siendo el medio de enriquecimiento del caldo de tetE3t&0 
nato incubado a 41'5-C, 24 horas, aislaron Salmonellas en el 39% 
de las 332 muestirââ,

7,5,2,2. Con zt':tZzmp0 dz 4S hon,a4i'

BriSou y Boudon, 1974, utilizan dos temperaturas dé îrl- 
cubâciÔn, 37 y 4 3-C, para un mismo medio, el selenito F, al anal_i 
zar làs aguas residuales de la ciudad de Toulon, Francia, solâmén 
te empleando un tiempo de incubaciôn, 4 8 horàs,

Wells y Cols, 1974, à partir de muestras de toftugàs,é# 
pleando el TBG a 37-C, durante 48 horas, aislaron Salmonellas eh 
el 72% y 98%, atendiendo si éstâ es tortuga entera o heces, u ôtf- 
gahOë,

Coleman y cols, 1974, solamente detectaron Salmonellas 
en una muestra de agua de rîo, empleando el selenito e incubâridô- 
lo a 37-C, 4 8 horàs,

Siebeling y cols, 1975, detectaron Salmonellas a paftif 
de muestras de tOftugas empleando el TBG, a 37-C, 48 horas,
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Otros autores por el contrario no son partidarios de ut^ 
lizar solamente un tiempo de incubaciôn, ya sea el de 24 o 48 ho?—  
ras, sino que lo que hacen es sembrar sobre los medios de aisla­
miento a las 24, 48 e incluso también a las 72 y 96 horas de incu­
baciôn de los medios de enriquecimiento, para tener una mayor segu 
ridad de detecciôn de las Salmonellas.

A continuaciôn vamos a citar a algunos investigadores 
que emplean dicho sistema. Tienen el incoveniente de no citar cûal 
fué el tiempo de incubaciôn que les fué mejor, ya que dan los re­
sultados globalmente.

Gurnnet y Nielsen, 1969, analizaron las aguas del Golfo 
de Aarthus, afluentes y efluentes de plantas de tratamiento en Di­
namarca, utilizando como medio enriquecimiento el caldo de tetra­
tionato, incubado a 41.5&C. A partir de las 24 horas de incubaciôn
y cada 24 horas, hasta las 96 horas, realizaban una siembra sobre 
el medio de aislamiento. Detectaron Salmonellas en el 45% de las 
263 muestras de agua del Golfo, en el 85% de 28 muestras de afluen 
tes y en el 95% de las 23 muestras de efluentes.

Brezenski y Russomanno, 1969, analizaron 150 muestras de 
aguas de estuario, en USA, empleando los caldos de TBG y selenito 
incubado a 37^C, A las 24, 48, 72, 96 horas, de incubaciôn se ha- 
cîan siembras sobre los medios de aislamiento. Aislaron Salmone­
llas en 62 muestras, 41%.

Claudon y cols, 1971, detectaron Salmonellas en 35 mues­
tras, 54,6%, de las 64 analizadas de las aguas del lago Mendotta,
USA, empleando el caldo de tetrationato y el SBG-sulfa, incubado a 
41,5&C, durante 24 a 48 horas.

Smith y Twedt, 1971m analizaron las aguas de los rios Sa 
line y Huron, USA, utilizando el dulcitol selenito, incubado a 
41,5*C, 24 a 48 horas. Detectaron Salmonellas en cuatro lugares de 
muestreo de los 10 analizados en el rio Saline, siendo el nûmero 
de muestras total de 126, y en dos lugares de los 20 en el rio Hu-
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Smith y cols, 197 3, continuando sus estudios de 1971, ob 

tuvieron los siguientes resultados:
- rio Saline. Se eligieron ocho lugares de muestreo, siendo el nû­

mero de muestras de 226, de las que 28 resultaron positivas, 12% 
pertenecientes a seis lugares.

- rio Huron. Se eligieron 10 lugares, siendo analizadas 226 mues­
tras, pertenecientes a siete lugares de muestreo, dândo un 10% 
de positividad.

Kampelmacher y Noorle Jansen, 1973, realizaron estudios 
en dos plantas de tratamiento, empleando el caldo de tetrationato 
incubado a 4 3^C de 18 a 48 horas.

1.6. MEDIOS SOLIDOS SELECTIVOS Y DIFERENCIALES DE ASILAMIENTO

1.6.1. Combinaciones de medios sôlidos mâs recomendados.
Spino, 1966, aunque empleô dos caldos de enriquecimiento, 

el TBG y el SBG-sulfa para analizar las aguas superficiales de va­
rios arroyos en USA, el medio de aislamiento fué siempre el mismo, 
el BGA. Se obtuvieron mâs colonias sospechosas y posteriormente 
confirmadas, cuando el inôculo procedia del caldo de selenito que 
desde el tetrationato, 60% y 40% respectivamente.

Brenzeski y Russomanno, 196 9, analizaron 15 0 muestras de 
agua de estuario en USA, empleando dos caldos de enriquecimiento, 
el CT y es y très medios de aislamiento SS,BS y BGA. Resultaron po 
sitivas el 41% de las muestras. La combinaciôn que presentô mejo­
res resultados fué CT-BS.

Edel y Kampelmacher, 1968, 1969, del estudio comparativo 
entre laboratories proponen el BGA como emdio de aislamiento, mâs 
aûn proponen la combinaciôn TMK-BGA.

Smith y Twedt, 1971, estudiaron cuâl de los cuatro me-i 
dios de aislamiento MC, SS, BGA y XLD, era el mâs eficaz cuando se 
inoculabân desde el dulcitol selenito. La combinaciôn que presentô
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fué la utilizada por Smith y cols, 1973.

Cherry y cols, 1972, analizando aguas superficiales en 
USA, comprobaron que el BGA era mâs eficaz que el BS, cuando se 
inoculabân desde el caldo de tetrationato, mientras que eran de 
eficaces cuando se inoculabân desde el caldo de selenito cistina.

Baquero, 1972, realizô un estudio comparativo de cuatro 
medios de aislamiento BGA, SS, BS y DCLS. De cada 100 coproculti- 
vos portadores de S. typhi, con el BGA se aislô 65 veces, con el 
SS 40, con el BS 30 y con el DCLS 50. De cada 100 coprocultivos 
portadores de otras Salmonellas que S. typhi, con el BGA se las 
aislô 76 veces, con el SS 42 y con el DCLS 50.

Dutka y Bell, 1973, analizando aguas catalogadas como 
moderadamente polucionadas, comprobaron que con el caldo de tetra­
tionato era mâs eficaz el BGA que con el XLD, mientras que con el 
caldo de selenito era mâs eficaz el XLD que el BGA.

Edel y Kampelmacher, 1973, realizaron un estudio compa­
rativo entre nueve laboratories. La diferencia entre laboratories 
estriba en el medio de aislamiento; éste era doble, uno obligato- 
riamente era el BGA y el otro se dejaba a elecciôn de cada labora­
torio. Con muestras contaminadas artificialmente se mostrô el BGA 
que el elegido por cada laboratorio. Con muestras contaminadas na­
turalmente, no se encontrô diferencia entre el BGA y el propuesto 
por cada laboratorio.

Pollock y Dahlgren, 1974, analizando coprocultivos estu­
diaron el efecto de dos caldos de enriquecimiento, el tetrationato 
y el selenito, y cuatro medios de aislamiento, SS, HE, XLD y MC.
La combinaciôn que se mostrô mâs eficaz fué selenito-XLD.

Bartlett y cols, 1977, observaron que desde el tetratio­
nato, el BS y SS, se presentaban igual de eficaces, mientras que 
desde el caldo de selenito era mayor el SS que el BS.

Andrews y cols, 1977, utilizando dos caldos de enriqueci 
miento, el TBG y SC, y cinco medios de aislamiento, BGA, SS, BS,
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sentaba mayor eficacia el BS, seguido de cerca por el XLD. Cuando 
el inôculo procedia del SC, presentaba mayor eficacia el HE, segud^ 
do muy de cerca por el XLD.

1.6.2. Relaciôn de medios sôlidos mâs empleados.
A continuaciôn vamos a citar medios de aislamiento util^ 

zados por distintos autores, que nos van a dar una idea de la difi 
cultad que lleva la elecciôn de los medios de aislamiento.

Cuando el inôculo procédé del caldo de selenito:
Harvey y Price, 1969, emplean el MC y DCA. Sato y cols, 

1974, usan nada mâs que el BGA.
Leclerc y cols, 1970 a y b; Leclerc, 1971, al igual que 

Parvery y cols, utilizan el DCL.
Smith y Twedt, 1971; Smith y cols, 1973, junto con Ken­

ner y Clark, 1974, usan el XLD, Kaper y cols, 1977, ademâs del 
XLD, emplean el BGA y SS.

Nabbut, 1973; Coleman y cols, 1974, son partidarios del 
SS. Phirke, 1974; Brisou y Boudon, 1974; Pagon y cols, 1974; Car­
ney y cols, 1975, ademâs del SS, utilizan el BGA.

Cuando el inôculo procédé del caldo de tetrationato:
Selijman y Reitfer, 1965, Kampelmacher y Noorle Jansen, 

1971, 1973; Goyal y cols, 1977; Dondero y cols, 1977; Tamminga y
cols, 1978, emplean el BGA.

Grunnet y Nielsen, 1969, utilizan el LSBGA.
Luppi y cols, 1973, emplean el HE y WB.
Wuthe, 1976, usa el BS y el MCL.
Trichopoulos y cols, 1975, utilizan el BG-sulfapiridina- 

deoxicolato agar.
Stelzer y cols, 1977, el WB y el agar de Leifson.
Otros autores en sus trabajos utilizan conjuntamente y



-  77 -simultâneamente, dos caldos de enriquecimiento, el tetrationato y 
selenito, y uno o varios medios de aislamiento, sin citar qué com­
binaciôn es la mâs efectiva. Entre ellos, tenemos:

Claudon y cols, 1971, emplean BGA, BS y SS.
Kruger, 1977, el agar de Leifson.
Cook y cols, 1974, el BGA.
Sayler y cols, 1976, BS, SS y BGA.
Morse y Duncan, 1976, MC, EMB, BS, BGA y HE.
Vanderpost y Bell, 1977, Xilosa-lactosa-deoxicolato agar

y BGÀ.
A pesar de la gran variedad existente de medios sôlidos 

de aislamiento, de cuando en cuando surgen nuevos medios, o simple
mente se modifican los ya existantes, con la idea de aumentar su
rendimiento en la detecciôn de Salmonellas. Asi, Shanson, 1975, 
réportô el desarrollo de un nuevo medio de aislamiento, basado en 
agar de MacConkey, para la detecciôn de otras Salmonellas que S. 
typhi. La evaluaciôn de éste medio por Davis, 1975, indicô que el 
medio era mâs eficaz que el DCA, aunque las tasas de aislamiento 
de Salmonellas en ambos medios eran aproximadamente iguales. La 
aplicaciôn de éste medio para la detecciôn de Salmonellas en el 
agua, no ha sido procesadâ.

Los medios sôlidos de aislamiento llevan en su composi- 
ciôn colorantes e indicadores. En dichos medios, los colorantes co 
mo el verde brillante, violeta de cristal azul de metileno, fucss^ 
na bâsica, pueden actuar como agentes bacteriostâticos, como inhi- 
bidores del crecimiento o como indicadores de cambios en el grado 
de acidez o alcalinidad del sustrato.

El verde brillante, que forma parte de la composiciôn 
del BGA, pierde propiedades inhibitorias por calentamiento (Moats 
y cols, 1974). Las sales biliares y el sulfito de sodio, reducen 
la toxicidad del verde brillante frente a las Salmonellas (Moats y 
Kinner, 1974)*
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caldos de enriquecimiento, también los hay partidarios de ahadir- 
los a los medios sôlidos de aislamiento, con la finalidad de au­
mentar su redimiento. Moats y Kinner, 1974 y Restaino y cols,1974, 
demostraron sobre cultives in vitro, los primeros al ahadir sulfas 
en el BGA y los segundos novobiocina en el XLD y HE, que se aumen­
taba el rendimiento de aislamiento de Salmonellas, debido al efec­
to inhibitorio de estes antibiôticos sobre Enterobacterias no per­
tenecientes al género Salmonella,

1.7 OTRAS TECNICAS DE DETECCION DE SALMONELLAS.

De cuando en cuando surgen nuevas técnicas de aislamien­
to de Salmonellas, en un intente de mejorar los resultados.

Cherry y cols, 1972, estudiaron las aguas superficiales 
de varios arroyos en USA, para comparar si la técnica convencional 
de cultivo, es mâs eficaz que la técnica de anticuerpos fluorescen 
tes. De 159 muestras analizadas, 145 resultaron positivas con la 
de anticuerpos, lo que da el 91%, mientras que 91 muestras, 57% lo 
fueron con la técnica convencional de cultivo.

Chau y Huang, 1974, proponen para detectar Salmonellas 
en heces un nuevo método. El procedimiento se basa, en la selecti­
vidad del movimiento retardado de Enterobacterias a través de un 
medio semisôlido. El aislamiento de Salmonellas se aumenta en un 
28%, comparândolo con el procedimiento convencional de cultivo. No 
se detectô S. typhi debido a su lenta migraciôn a través del medio 
semisôlido.

Tomason y cols, 1975, analizando muestras ambientales de 
todo tipo, agua, algas, musgos, raices de ârboles, hierba, suelo, 
observaron que se obtenîan mâs muestras positivas con la técnica 
de anticuerpos fluorescentes que con la convencional de cultivo. 
Asi, de 156 muestras examinadas, 26 resultaron positivas por cult^ 
vo, 16'6%, y 48 muestras por anticuerpos fluorescentes, 31%.

Munson y cols, 1976, analizando 4.000 muestras de alimen 
to, obervaron una ligera superioridad de la técnica de cultivo, so
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positivas por cultivo y 615 por anticuerpos. La diferencia de es 
tas cuatro muestras, se debiô a la existencia en ellas de gran can 
tidad de flora competitiva.

Thomason y Dodd, 1976, a partir de muestras de carne, ob 
servaron que la técnica de anticuerpos fluorescentes, no muestra 
ninguna ventaja sobre la de cultives.

Para Krysinski y cols, 1977, la técnica de anticuerpos 
fluorescentes, es menos fiable que la técnica convencional de cul­
tives, ya que produce un alto percentage de falsos resultados posl 
tivos y negatives. Describen una nueva técnica, para detectar Sal­
monellas en alimentes, que consiste en el uso de enzimas marcadas 
por anticuerpos, ELAT. Esta téncina se mostrô mâs sensible que la 
de anticuerpos fluorescentes, y reduce el tiempo de anâlisis res­
pecte a la de cultivo.

Mohit, 1975, decribiô un nuevo método, basado en la inmu 
noinmovilizaciôn en plaça,para detectar Salmonellas môviles en pre
sencia de gran nûmero de otras bacterias. El método combina movili
dad en SS y posterior inmunoinmovilizaciôn con antisuero polivalen 
te H. Se mostrô experimentalmente diez veces mâs sensible que méto 
do de placage sobre medios sôlidos de aislamiento.

Ryan, 1972, propone que cuando se intente aislar Salmone 
lias de las aguas residuales, el caldo de enriquecimiento se incu­
be en condiciones anaerobias, no siendo necesaria cuando se exami- 
nen heces. Esto se debe a dos factores: 1^. La diferencia entre la 
flora bacteriana présente en las heces (Gorbach, 1975) y en las 
aguas residuales (Holden, 1970). 2*. Que las Pseudomonas, présen­
tes en mayor nûmero en las aguas residuales, no son inhibidas, 
cuando dichas aguas se inoculan en caldo de tetrationato (Dunds- 
trup, 1974) o en caldo de selenito F (Ryan, 1972).

1.8. PREPARACION DE MUESTRAS PARA INOCULAR.
En cuânto a la forma de inoculaciôn de la muestra en los

medios de enriquecimiento selectivos o no selectivos, bâsicamente
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- concentraciôn de la muestra por medios fisicos.

- compresas
- menbranas filtrantes

- inoculaciôn directa de un volumen determinado de la muestra.
Desde que Moore, 1948, preconizô su técnica, muchos auto 

res han utilizado las compresas sumergidas varios dias, obteniendo 
muy diferentes resultados: entre ellos podemos citar:

Spino, 1966; Harvey y Price, 1969, Grunnet y Nielsen, 
1969; Cherry y cols, 1972; Nabbut, 1973; Cook y cols, 1974; Tricho 
poulos y cols, 1975; Dondero y cols, 1977; Vandeporst y Bell, 1977.

Al utilizer la técnica de compresa, no se conoce el volu 
men de agua de dônde se aislan las Salmonellas. Teôricamente, las 
compresas absorbiendo bacterias constantemente aumentan las proba,"̂  
bilidades de recolectar una gran variedad de serotipos; en la prâc 
tica, sin embargo, estos cambios pueden quedar negativizados por 
colmataciôn de los filtros, mâs râpido cuânto mayor es la carga 
del agua en materia orgânica, lodos, detritus y algas, que disminu 
yen su permeabilidad y ejercen un efecto negativo sobre el creci­
miento de Salmonellas, por crecimiento de las propias algas y pro­
tozoos y por la toxicidad del agua.

La técnica de inoculaciôn directa y de filtraciôn presen 
tan la ventaja, frente a la técnica de compresas, de conocer el vo 
lumen de agua de la muestra que se usa, lo que permite realizar e^ 
tudios semicuantitativos, ya que nos dice si en ese volumen de 
agua se detectan o no Salmonellas.

Autores como Cheng y cols, 1971; Luppi y cols, 1973; Car 
ney y cols, 1975; Sayler y cols, 1976, utilizan la técnica de fil­
traciôn, mientras que Parvery y cols, 1972; Kruger, 1972; Wuthe, 
1973; Coleman y cols, 1974; Goyal y cols, 1977; Stelzer y cols, 
1977, entre otros usan inoculaciôn directa.

La técnica de inoculaciôn directa también se utiliza pa-
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ra realizar anâlisis cuantitativos. Este tipo de estudio es muy po 
CO utilizado, ya que no se ha encontrado ni el medio, ni la têcnl- 
ca, ni la metodologia adecuada y sus resultados no compensan la 
gran cantidad de trabajo que exigen.

Esta técnica se ha utilizado por Kampelmacher y Noorle 
Jansen, 1973; Phirke, 1974; Brisou y Boudon, 1974; Smith y cols, 
1973; Leclerc y cols, 1970; Smith y Twedt, 1971.

En los trabajos de Leclerc y cols, 1970; Phirke, 1974; 
Brisou y Boudon, 1974, se comprueba que la técnica de inoculaciôn 
directa, présenta una problemâtica distinta, ya que el volumen de 
la muestra a inocular no favorece siempre la bûsqueda de Salmone­
llas; esto es interpretado como que el agua, por un lado ejerce 
un efecto tôxico sobre las Salmonellas y por otra parte produce 
una alteraciôn de las propiedades inhibitorias del medio de enri­
quecimiento, mayor, cuânto mayor es el volumen de la muestra.

Para Kruger, 1972, el volumen de agua de la muestra a 
analizar, tiene mayor importancia en las aguas superficiales que 
en las aguas residuales.

A lo largo de la revisiôn bibliogrâfica, hemos encontra­
do pocos trabajos en los que se compare los distintos tipos de to- 
ma de muestras.

Para Brezenski y Russomanno, 1969, la técnica de filtra­
ciôn, es mejor que la de compresas después de dos dias de inmer- 
siôn, ya que aumenta el nûmero de serotipos.

Claudon y cols, 1971, al analizar las aguas del Lago Men 
dotta, USA, obtienen que de las 58 compresas sumergidas de cuatro 
a siete dias, 29 resultaron positivas, 50%. De las 16 muestras fil̂  
tradas, las 16 resultaron positivas, 100%. Aunque el nûmero de 
muestras no fué igual para cada técnica, concluyen que la técnica 
de filtraciôn se mostrô superior a la de compresas.

Dutkâ y Bell, 1973, realizaron un estudio de la inciden- 
cia de las Salmonellas, en las aguas superficielas no muy polucio­
nadas de la Bahia de Quito y del rio St. Lawrence, USA. Las Salmo-
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- compresas sumergidas de uno a ocho dias
- filtraciôn de 18,9 litres, a través de membranas filtrantes
- filtraciôn de 189 litres, a través de membranas filtrantes.

Con la primera técnica, de 149 muestras analizadas, 48 
resultaron positivas, 32%. Con la segunda, de 88 muestras, 21 re 
sultaron positivas, 24%; posteriormente se analizaron 134, de las 
que 27 fueron positivas, 20%. Con la tercera, se analizaron 67 de 
las que 37 resultaron positivas, 4 0%; posteriormente se ahadieron 
114 muestras, resultando 32 positivas, 28%. Los resultados mues-. 
tran que la técnica de compresas y filtraciôn, se mostraron mâs o 
menos igual de eficaces, aunque al aumentar el volumen a filtrar, 
aumenta las probabilidades de aislar Salmonellas.

Brisou y boudon 1974; Hoadley y cols, 1974, observaron 
al analizar aguas residuales, que se obtenfa mejores resultados, 
cuando se filtraban las muestras que cuando se inoculaban directa- 
mente sobre el medio de enriquecimiento. Para los primeros la téc­
nica de compresas aumenta el nûmero de serotipos por muestra, en 
comparaciôn a cuando se hace la toma directa.

1.9. CONCLUSIONES PRACTICAS.
A lo largo de la revisiôn bibliogrâfica que hemos reali- 

zado, se ha puesto de manifiesto y de manera clara, que el aisla­
miento de Salmonellas con éxito, a partir de muestras contamina­
das naturalmente, especialmente aguas polucionadas, es un procedi­
miento multifactorial y complejo. Algunos de sus factores estân 
bien conocidos, mientras que otros son menos conocidos.

Todo ello, se ha logrado a lo largo de los ahos y a par^ 
tir principalmente de los medios de enriquecimiento clâsicos, el 
selenito y el tetrationato, en los que se han ido introduciendo va 
riantes, al igual que en las condiciones de cultivo, con la final_i 
dad de aumentar su eficacia y su reproductividad.

A pesar de la gran diversidad de resultados encontrados.
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dado resultados mâs favorables.

Trataremos de resumirlos por apartados.

1. Pre-enriquecimiento en medios no selectivos.
En los anâlisis de alimentes contaminados artificialmen­

te, el método de pre-enriquecimiento se ha mostrado en algunos ca­
ses superior al método de enriquecimiento, mientras que con ali­
mentes contaminados naturalmente, el método de enriquecimiento se 
ha mostrado similar al pre-enriquecimiento y en algunos cases, su­
perior.

La diferencia de actitud puede ser debida, a que en los 
alimentes contaminados artificialmente, es imposible reproducir 
las condiciones a menudo difîciles de supervivencia, en las que 
se encuentran las Salmonellas en las muestras naturales.

Solamente se recomienda el pre-enriquecimiento, para re 
cuperar lo que se ha venido llamando " Salmonellas dahadas ", des­
de los materiales que han sido sometidos a tratamientos fisico- 
qufmicos para destrozar patôgenos, anâlisis de alimentes.

Respecte a su utilizacién en las aguas polucionadas, el 
empleo de medios no selectivos, como caldos peptonados, lactosa- 
dos o de otros azûcares, que permiten el crecimiento de colifor- 
mes, Proteus y de otros grupos de organismes asociados a las a- 
guas polucionadas, sobre todo en las residuales, van a producir 
un sobrecrecimiento de la flora saprofita, enmascarando la posl- 
ble presencia de Salmonellas en las aguas. Por ello no se reco­
mienda su empleo en éste tipo de muestras.

2. Medios selectivos de enriquecimiento.
Los medios lîquidos de enriquecimiento, presentgn dos 

grandes ventajas frente a los medios sôlidos de aislamiento;
- soportan un mayor inôculo.
- son capaces de hacer que las Salmonellas crezcan mâs eficaz-
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Se acepta que los caldos de enriquecimiento, son parte 

necesaria para la detecciôn de Salmonellas, cualquiera que sea el 
tipo de muestra a analizar, sobre todo cuando su nûmero es peque- 
ho, en comparaciôn al total de la flora bacteriana saprofita pré­
sente en la muestra.

Los medios de enriquecimiento presentan una doble fina­
lidad;
- inhibir el crecimiento de la flora bacteriana saprofita.
- favorecer el crecimiento de Salmonellas.

A lo largo de la revisiôn, hemos comprobado que aunque 
se han introducido nuevos medios de enriquecimiento, como los cal­
dos de sulfito, ruys, bilis, infusiôn de corazôn, gram-negative, 
enterobacterias, rappaport, todavîa no han conseguido desbancar a 
los clâsicos, que tienen como componente principal el tetrationa­
to y el selenito.

A la vista de la gran diversidad de resultados encontra­
dos, la elecciôn de un medio de enriquecimiento es bastante difî- 
cil, y nunca un medio puede ser completamente descartado en favor 
de otro. Lo que si hay, es una cierta preferencia a emplear el te­
trationato para anâlisis de alimentes y el selenito para agua y 
coprocultivos, Baquero, 1972; Brisou y Boudon, 1974; Harvey y Pri­
ce, 1979.

3. Subcultivos en medios selectivos.
Se ha podido ver que al realizar un subcultivo en el 

mismo medio de enriquecimiento o en otro distinto, se aumenta con- 
siderablemente la frecuencia de aislamiento. Esto es debido a que 
en el medio primario, el microorganismo en el que estâmes intere- 
sados, quizâs todavîa no ha podido pasar a ser dominante y al e- 
fectuar un subcultivo, por el efecto renovador del segundo medio, 
se vuelve a producir una nueva reducciôn en la flora saprofita a- 
compahante, mientras que nuestro microorganismo tiene mâs posibi-
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de aislarse.

4. Temperatura de incubaciôn.
Hemos podido comprobar, que hay un consenso en la opi- 

niôn de que se eleva la temperatura de incubaciôn de 37®C a 40 o 
41'5°C, mostrândose ademâs como el factor de selecciôn mâs rigu­
roso, para el aislamiento de Salmonellas, independientemente del 
medio de enriquecimiento empleado.

La temperatura de 4 3®C, se descarta por ser demasiado 
limitante, frente a las temperaturas de 40 a 41'5®C.

Una de las ventajas, mâs sobresalientes de la técnica 
de elevada temperatura, es que las Salmonellas resultan menos per- 
judicadas, que el resto de los microorganismos que las acompanan 
en las muestras polucionadas, por lo que se consigue una mayor pu- 
reza en los medios de enriquecimiento, simplificândose y acelerân- 
dose el trabajo de examiner las plaças de aislamiento.

5. Tiempo de incubaciôn.
La finalidad de incubar durante un tiempo determinado los 

caldos de enriquecimiento, consiste en que la muestra a analizar 
contiene una mezcla de microorganismos y como generalmente se sue- 
le estar interesado en uno particular, que normalmente estâ en ml- 
norîa, se incuba durante un tiempo, el necesario para que éste 
pueda pasar a ser dominante, teniéndose asî la seguridad de que el 
asa de inoculaciôn, contiene el microorganismo, por lo que se le 
podrâ aislar, cuando se siembre sobre los medios sôlidos de aisla­
miento.

Clâsicamente, se han incubado los medios de enriqueci­
miento durante 24 horas, pero como hemos visto al prolongar el 
tiempo de incubaciôn a 48 horas, se aumenta considerablemente la 
eficacia de éstos medios.

6 . Medios sôlidos, selectivos y diferenciales de aislamiento.
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sôlidos de aislamiento, es distribuir por toda la superficie de la 
plaça los organismos depositados por el Inôculo, de manera que las 
colonias estën lo mâs individualizadas posible, para que se desa- 
rrollen bien.

Si la fase de enriquecimiento fuera tan selectiva que s6- 
lo permitiera el crecimiento de Salmonellas, cualquier medio de 
aislamiento aunque no fuese selectivo, valdrîa; sin embargo en la 
prâctica no es asl. Por eso se emplean los medios selectivos de 
aislamiento, cuya finalidad es doble;
- eliminar o reducir al mâximo la incidencia de falsos positives.
- producir la mayor diferenciaciôn posible, entre las colonias 

sospechosas y las no sospechosas de ser Salmonellas.
En cuânto a la elecciôn del medio de aislamiento, es re-

lativamente diflcil decidirse por uno determinado, ya que han si­
do recomendados una gran gama de ellos.

Lo mâs aconsejable, es utilizer dos medios de aislamien­
to con distintos tipos de selectividad, y en el caso de que se es­
té interesado en detectar S. typhi, se recomienda que uno de ellos 
sea el BS, siendo el segundo medio vâlido para cualquier serotlpo 
de Salmonellas, uno de los cuatro siguientes, XLD, BGA, DCL y SS.

El BGA, es uno de los medios que présenta buenos resul­
tados cuando es inoculado desde el tetrationato y selenito, y se 
le prefiere cuando el medio de enriquecimiento es el tetrationato 
y en cambio, se prefiere el XLD cuando proviene del selenito.

7. Otras técnicas.
Ya hemos visto cômo de vez en cuândo surglan en un inten­

te de mejorar los resultados, pero todavîa no han conseguido des­
bancar a la técnica convencional de cultivo.

8 . Preparaciôn de muestras para inoculaciôn.
Las técnicas de inoculaciôn directa y de filtraciôn, pre-
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volumen de agua de las muestras utilizada para detectar la posl- 
ble presencia de Salmonellas. Ademâs permiten realizar estudios 
semicuantitativos y Quantitatives, mientras que con las compresas 
se realizan solamente trabajos cualitativos•
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A D E C U A D A  EN LA D E T E C C I O N  PE S A L M O N E L L A S  EN AG U A S .

A1 mismo tiempo que se hacla la revisiôn bibliogrâfica, 
se comenzaron les primeros ensayos de laboratorio para valorar 
les distintos medios y las metodologîas propuestas en la litera- 
tura. Al ser el tetratoniato de Muller-Kauffman ( TMK ) y el se­
lenite verde brillante ( SBG ) les dos medios de enriquecimiento 
mâs empleados, se iniciaron con ellos las primeras pruebas para 
estudiar su comportamiento en cuanto a eliminar la flora bacte- 
riana concurrente, présente en las muestras de agua en nûmero 
mucho mayor que el de Salmonellas, que pudieran incidir en las 
muestras.

2.1. EFECTO INHIBIDOR DE LOS CALDOS DE ENRIQUECIMIENTO ( TMK Y 
SBG ) SOBRE BACTERIAS HETEROTROFAS.

El primer grupo de ensayos se realizô con una muestra 
de agua de fuente cuyas caracterîsticas bacteriolôgicas fueron 
las siguientes;

nûmero/100 ml
- bacterias heterôtrofas crecidas en agar

nutriente a 37°C, 24 horas 4.100.000
- bacterias indicadoras de contaminaciôn fecal

( coliformes totales, E. coli, E. fecal, C. welchi ) 0
El mêtodo que se empleô fué filtraciôn de porciones de 

300 ml de agua por membranas de 0*45 micras de tamano poro, para 
concentrar las bacterias présentes en la muestra, mâs de 12 mi- 
llones.

Después de la filtraciôn, cada membrana se sumergiô en 
50 ml de TMK y SBG, agitândolas para desprender las bacterias y 
asî facilitar su crecimiento o inhibiciôn. La temperatura de in- 
cubaciôn de los dos medios fué de 40°C. A las 24 horas, desde los 
caldos se hicieron siembras sobre plaças selectivas, XLD y BGA, 
incubândolas a 37°C, durante 24 horas, no manifestândose ningûn 
tipo de crecimiento bacteriano. Igualmente a las 24 horas de in-
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cultive sobre los mismos caldos y de éstos a las 24 horas de incu- 
baciôn se realizô otro subcultivo del mismo modo que el primero, 
siendo la temperatura de incubaciôn de 4 0^C, resultando también ne 
gativas las siembras de 48 y 72 horas sobre los medios sôlidos de 
aislamiento, XLD y BGA.Es de remarcar que a pesar de los dos sub- 
cultives en medio de enriquecimiento no se manifesté ningûn tipo 
de crecimiento bacteriano. Por tanto, se deduce que las combinacio 
nés TMK-XLD y BGA y SBG-XLD y BGA, inhiben el crecimiento de la
flora présente en el agua sin contaminaciôn fecal.

2.2. EFECTO INHIBIDOR DEL TMK SOBRE BACTERIAS HETEROTROFAS Y BACTE
RIAS INTESTINALES EN AGUAS CONTAMINADAS, SOSPECHOSAS DE POR-
TAR SALMONELLAS.

El segundo grupo de ensayos se encaminaron a estudiar el 
efecto del caldo de TMK como medio de enriquecimiento y del BGA ce 
mo medio sôlido de aislamiento para observar su acciôn inhibitoria 
sobre bacterias heterôtrofas y bacterias intestinales no pertene- 
cientes al gênero Salmonella y su eficacia para detectar Salmone­
llas. Para ello se eligieron aguas del rîo Jarama y rio Henares, 
contaminadas en distinto grado por aguas residuales urbanas y rura 
les. Las caracterîsticas bacteriolôgicas de las muestras fueron 
por milîmetro:

aerobios coliformes totales E. coli
- Paracuellos 25.000.000 30.000 11.000
- Puente de San Fernando 100.000.000 28.000 440
- La Poveda 20.000.000 16.000 190

Del primer punto se filtraron 300, 100 y 10 ml, de agua 
a travês de membranas de 0,45 micras de tamano de poro y se inocu- 
laron directamente 1 y 0,1 ml. de agua. Del segundo punto, se fil­
traron 50 y 10 ml. Del tercer punto se inocularon 100,20 y 10 ml. 
de agua en 100, 20 y 10 ml. de TMK (2X) y 1 y 0,1 en 10 ml. de TMK. 
Cada membrana se sumergiô en 25 ml. de TMK y los inôculos de 1 y 
0,1 se pusieron en 10 ml. del mismo medio. Los caldos se incubaron
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a 43^C hasta 72 horas. A las 24, 48 y 72 horas se realizaron siem­
bras en BGA que se incubaron a 37*C, 24 horas. Todas las plaças de 
BGA pesentaron crecimiento bacteriano, apareciendo 14, 1 y 17 colo 
nias sospechosas de ser Salmonellas, de la primera, segunda y ter- 
cera muestra respectivamente.

En las pruebas de confirmaciôn ninguna de las 15 colo- 
nias sospechosas de las dos primeras muestras result# ser Salmone­
llas, ya que todas eran ureasa positiva y el 100% de las Salmone­
llas son ureasa negativa (Edwards y Ewing, 1972; Mauanl Bergey, 
1974).

La 17 colonias procedentes de la tercera muestra se ino­
cularon en TSI, 14 aunque no fermentaron la lactosa y/o sacarosa, 
no produjeron SH2 y no formaron gas de la glucosa, por lo que se 
descartaron como Salmonellas. Una aunque no ferment# la lactosa 
y/o sacarosa, produjo SH2 y gas de la glucosa, pero se descart# ' 
igualmente al ser ureasa positiva. Dos fermentaron la lactosa y/o 
sacarosa y ademâs no formaron SH2 y gas de la glucosa por lo que 
también se descartaron. El 92% de las cepas de Salmonellas son for 
madoras de SH2 y de gas de la glucosa, aunque S. typhi no lo produ 
ce, el 94% de sus cepas son productoras de SH^ (Edwards y Ewing, 
1972; Manual Bergey, 1974).

En resumen, la combinaciôn TMK-BGA ensayada no permit!# 
detectar Salmonellas y si el crecimiento de otras bacterias, proba 
blemente se origen fecal como Coliformes y Proteus.

: ' . . I. -

2.3. EMPLEO DE SUBCULTIVOS PARA AUMENTAR EL EFECTO INHIBIDOR DEL , 
CALDO DE ENRIQUECIMIENTO SOBRE ENTEROBACTERIAS NO PERTENECIEN 
TES AL GENERO SALMONELLA.

El tercer grupo de ensayos se dirigieron a observar si 
se mejoraba el crecimiento de las Salmonellas y aumentaba el poder 
inhibidor sobre otras bacterias por el uso del medio de TMK, me- 
diante dos subcultivos sucesivos en TMK (2X) para dar una concen- 
traciôn final en el primer subcultivo de 1,5 X y en el segundo 
1,77 X. Cada cultivo se incub# a 40^C, 24 horas, sembrândose al 
nal de éste periodo de incubaciôn en los medios de BGA y agar de
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selectivas.

Segûn se observa en la tabla 5, los resultados de la 
muestra de heces de gallina, al sembrar en profundidad un ml. de 
las diluciones mâs apropiadas en MC fueron las siguientes: en el 
cultivo directo, el nûmero de colonias fermentadoras de lactosa 
fué tan abundante que impidiô la observacién de las colonias sos- 
pechosas de ser Salmonellas, en el primer subcultivo no aparecie- 
ron colonias fermentadoras de lactosa y sî sospechosas, en el se­
gundo subcultivo aumenta ligeramente el nûmero de colonias sospe- 
chosas y volvieron a aparecer algunas colonias fermentadoras de 
lactosa.

Tabla 5. Siembra en profundidad en MC y BGA.

medio MC 37^C, 24 horas BGA 374C, 24 horas
diluciôn - 2 -1
tipo colonias L + L - NS S
cultivo directo 400 0 18000 220
primer subcultivo 0 9 40 2
segundo subcultivo 8 25 700 7

L + fermentadoras de lactosa 
L - no fermentadoras de lactosa

NS no sospechosas 
S sospechosa

Al sembrar en profundidad en BGA, los resultados como se 
muestran en la tabla 5, fueron los siguientes: en el cultivo direc 
to, el nûmero de colonias no sospechosas fué muy abundante, pero 
apesar de ello se observaron colonias sospechosas de ser Salmone­
llas, en el primer subcultivo aparecieron algunas colonias de los 
dos tipos, y en el segundo subcultivo aumentô el nûmero de colo­
nies no sospechosas manteniéndose la baja cantidad de colonias so^ 
pechosas.

Segûn se observa en la tabla 6 , los resultados de la 
muestra de agua de bebedero al sembrar en profundidad en BGA, fue-
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fué tan abundante que no se pudieron contar, en el primer subcul­
tivo disminuyô el nûmero total de colonias, fundamentalmente las 
sospechosas, en el segundo subcultivo prâcticamente desaparecieron 
ambos tipos de colonias.

Tabla 6 . Siembra en profundidad de agua de bebedero en BGA.

medio BGA 37^C, 24 horas bacterias/1 ml
diluciôn 1 ml sin diluir
tipo colonias NS S
cultivo directo incontables
primer subcultivo 1.300 60
segundo subcultivo 1 0

En resumen, en el cultivo directo se produce abundante 
crecimiento bacteriano, al realizar subcultivos, aunque disminuye 
intensamente el nûmero de bacterias, aumenta la proporcién de colo 
nias sospechosas sobre las no sospechosas a lo largo de los sub­
cultivos. En cuânto a los medios de aislamiento, el MC, cuândo hay 
abundante crecimiento bacteriano no permite una buena diferencia- 
ci6n entre fermentadoras y no fermentadoras de lactosa, mientras 
que el BGA, sf lo permite.

A partir de los subcultivos se realizaron siembras en su 
perficie sobre plaças de BGA que se incubaron a 37^C, 24 horas, 
aislândose un total de 34 colonias sospechosas de ser Salmonellas.

Se tomaron 24 colonias sospechosas de la muestra de he­
ces, resultando ser todas ureasa positivas, descartândose coiho Sa]̂  
monellas. De la muestra de agua de bebedero se tomaron 10 colonias 
sospechosas, que al realizar las diversas pruebas de indentifica- 
ciôn, aunque presentaron ureasa negativa, al no formar SH2 en el 
TSI y al dar reacciones negativas en el Rojo de Metilo se descarta 
ron como Salmonellas.
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2.4. APLICACION DEL METODO DE SUBCULTIVOS EN AGUAS CON FUERTE'CON- 

TAMINACION FECAL Y SOSPECHOSAS DE PORTAR SALMONELLAS. •
En el cuarto grupo de ensayos se insiste en el TMK como 

caldo de enriquecimiento, que aunque inhibe a bacterias no feca- 
les, permite el crecimiento de bacterias intestinales de modo in- 
discriminado, tanto de fermentadoras de lactosa y sacarosa como 
de no fermentadoras de lactosa y sacarosa, en sospechosa y sospe- 
chosas respectivamente de ser Salmonellas. Para corregir éste de- 
fecto se usa el método de subcultivos que aumenta la proporciôn 
de sospechosas frente al de no sospechosas.

Debido a que el BGA, aunque permite el crecimiento de 
colonias sospechosas, éstas al confirmarlas bioquîmicamente, se 
descartaban como Salmonellas, por ello se amplié el nûmero de me­
dios sôlidos de placaje. Se eligieron el XLD y el BS, el primero 
aumenta el nûmero de caractères diferenciales entre las colonias 
sospechosas y no sospechosas. Estos caractères son la descarboxi- 
laciôn de la lisina y la formaciôn de SH^, el 100% y el 98% de las 
cepas de Salmonellas, respectivamente utilizan la lisina y produ- 
cen SH2 ( Edwards y Ewing, 1972; Manual Bergey, 1974 ). El BS se 
escogiô por ser un medio recomendado para el aislamiento del ba- 
cilo tifico. Para éste ensayo se utilizô agua del rîo Manzanares, 
Vaciamadrid, que presuntivamente sospechâbamos contenla Salmone­
llas.

Se emplearon volûmenes de 500, 100, 10, 1, O'I y 0*01 
ml de agua de la muestra, que se inocularon directamente en el me­
dio de enriquecimiento, utilizândose la técnica de subcultivos co­
mo se describe en el tercer grupo de ensayos. A partir del culti­
ve directo y primer subcultivo se realizaron siembras en XLD y del 
segundo subcultivo en XLD, BGA y BS. De cada siembra se tomaron 
colonias aisladas para estudiar sus caractères bioquîmicos.

Del XLD se tomaron 12 colonias fermentadoras de xilosa 
y que descarboxilaban la lisina y 23 que ademâs producîan SH^. Del 
BGA, très colonias lactosa y sacarosa negativas y del BS, ocho 
formadoras de SH^. En el XLD, aparecieron menos colonias y mâs 
aisladas que en el BGA*
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Las 46 colonias seleccionadas presentaron las siguien­

tes caracterîsticas bioquîmicas:
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+ 14...34
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+ 42,43
+ 44
+ 45
+ 46

Como se ve, la combinaciôn TMK-XLD, BS, BGA, inhibiô el 
crecimiento de bacterias gram positivas, pero permitiô el creci­
miento de Enterobacterias y otras bacterias. Ninguna de ellas se 
pudo incluir en el género Salmonella.

2.5. ENSAYO DEL METODO DE SUBCULTIVOS CON DOS CALDOS DE ENRIQUECI­
MIENTO ( TMK Y SBG ) CON Y SIN SULFAS PARA INTENTAR UNA MAYOR 
SELECTIVIDAD.

Quinto grupo de ensayos que se dirigieron a aumentar la 
selectividad del caldo de enriquecimiento, el TMK, mediante el em- 
pleo de sulfanilamida. Simultâneamente se empleô el SBG, para ver
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lizando el método de subcultivos con la temperatura de incubaciôn 
de 40®C y como medios de aislamiento el XLD, BGA y BS.

Se usé una muestra de agua del rîo Manzanares, Vacîama- 
drid; se filtraron très litros de agua a través de una membrana 
de 0*22 micras de tamano poro para concentrar las bacterias pré­
sentes en la muestra. El filtre se cortô en cuatro porciones igua- 
les y cada porciôn se inoculé en 50 ml del caldo de enriquecimien­
to, SBG con o sin suifa al O'I %, TMK con y sin sulfa al O'I %. A 
partir del segundo subcultivo de las cuatro combinaciones de los 
caldos de enriquecimiento, se seleccionaron 26 colonias para su 
estudio bioquîmico, procedentes de los très medios sôlidos de ais­
lamiento.

De las 26 colonias, solamente seis procedentes del SBG 
sin sulfa, cuatro tomadas en el XLD y dos en el BS, permitieron 
seleccionarlas como posibles Salmonellas, por presentar las si­
guientes caracterîsticas, formadoras de SH^ en el TSI, ureasa ne­
gativas, catalasa positivas, oxidasa negativa, indol negative, ro­
jo de metilo positive, acetoina negativa, utilizaciôn del citrate, 
fenil alanina deaminasa negativa y reducir los nitrates a nitri­
tes.

En vista de estos resultados, para su confirmaciôn e i- 
dentificaciôn como bacterias pertenecientes al género Salmonella 
se realizaron estudios morfolôgicos y bioquîmicos reconmendados en 
Edwards y Ewing, 1972; Manual Bergey, 1974, Los resultados se 
muestran en la tabla 7.

Posteriormente se realizaron pruebas de aglutinaciôn 
somâtica con suero polivalente, confirmândolas como Salmonellas 
pertenecientes al grupo somâtico B.

El ûnico caldo de enriquecimiento que encontramos capaz 
de detectar Salmonellas a partir de aguas polucionadas, fué el 
SBG sin sulfa, mediante el método de subcultivos con la tempera­
tura de incubaciôn a 40°C.

Para estudiar la eficacia de la sulfanilamida, anadida
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Tabla 7. Pruebas de identificaclôn.

nûmero colonia 10 11 12 15 18 26
forma, gram B - B - B - B - B - B -

tamano ( micras ) 1'5-3x0'7 2x0'5 1x0'5 l'5x0'7 l'5x0'7 3-4x1
movilidad movil movil movil movil movil movil
catalasa + + + + + +
oxidasa - - - - -
oxidacciôn + + + + + +
fermentaciôn + + + + + +
red. nitratos + + + + + +
urea - - - - -

SH^ C TSI I + + + + + +
fenil alanina- 
deaminasa - - - - -
manitol +g +g +g +g +g +g
lactosa - - - - -
sacarosa - - - - - -
glucosa +g +g +g +g +g
maltosa +g +g +g +g +g +g
trehalosa +g +g +g +g +g +g
dulcitol +g +g +g +g +g +g
sorbitol +g +g +g +g +g +g
arabinosa +g +g +g +g +g +g
malonato - - - - - -
citrato + + + + + -

rojo de metilo t + + + + -

acetoina - , - - - - -

indol - - - - - -
decarboxilaciôn Lys + + + + + +
dehidrolisis Arg + + + + . + +
decarboxilaciôn Orn + + + + + +
licuefaciôn gelatina - - - - - -

crecimiento a 44®c regular no no bien regular regulàr
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rrollo de las Salmonellas, para ello se realizô a las 24 horas 
de incubaciôn de los cultivos directos una siembra en profundidad 
en XLD y BGA cuyos resultados se exponen en la tabla 8 . Los dos 
medios de aislamiento se incubaron a 37°c, 24 horas.

Tabla 8 . Siembra en profundidad en XLD y BGA.

medio SBG SBG- S TMK TMK-S
diluciôn -3 2 -3 -2
tipo colonia S NS S NS S NS S NS
BGA 2 5200 0 5800 52 320 3 522
XLD 0 3480 0 2900 812 30 331 14

Dado que el nûmero de bacterias présentes en la dilu­
ciôn es muy elevado, el margen de error en las cifras puede ser 
muy grande, sin embargo creemos que sirven de orientaciôn. Como 
se ve en la tabla 8 , la sulfa inhibe el crecimiento tanto de bac­
terias sospechosas como el de no sospechosas de ser Salmonellas. 
Estos resultados parecen corroborer que la adiciôn de sulfa al me­
dio de enriquecimiento, no favorece el aislamiento de Salmonellas, 
como se comprueba por el hecho de que el SBG sin sulfa fué capaz 
de detectarlas y el que contenla sulfa, no.

Como se demuestra en la tabla 7, hay que realizar mur 
chas pruebas bioquîmicas para determiner si una bacteria pertene- 
ce al género Salmonella. Por lo tanto se recomienda, pensando en 
el costo, trabajo y mayor rapidez, que se realicen pocas pruebas 
bioquîmicas, para continuer con la prueba de aglutinaciôn somâti­
ca con suero polivalente.

2.6. PROPUESTA Y JUSTIFICACION DE UN NUEVO MEDIO DE ENRIQUECI_ 
MIENTO.

De la revisiôn bibliogrâfica y principalmente en los en­
sayos expérimentales, se observé que el medio de selenito es el 
mâs eficaz para intenter el aislamiento de Salmonellas en el agua. 
Sin embargo, al obtenerse con el empleo de éste medio resultados
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tudio de la actividad de los distintos componentes que conforman 
los variados medios, que contienen el selenito como components 
principal y que da nombre al medio, con la finalidad de solucio- 
nar éstos inconvenientes.

2.6.1. Antecedentes.
Handle y Theodorascu observaron que E. coli era mâs sus­

ceptible a la toxicidad del selenito sôdico que S. typhi. En 1910, 
Klett encontrô que el selenito sôdico al 0,1%, presentaba propieda 
des diferenciales en el crecimiento bacteriano (Harvey y Pruci, 
1979).

Leifson, 1936, ampliô las observaciones de Guth y élabo­
ré un agar con selenito y un caldo de enriquecimiento para usarlo 
en el aislamiento de bacilos del tifus y paratifus en heces y ori- 
na.

El nuevo medio descrito por Leifson, el selenito F, tie- 
ne por fôrmula por 100 ml. de agua destilada.

triptona 0,5 gr.
lactosa 0,4 gr.
fosfato disôdico 1 gr.
selenito sôdico 0,4 gr.

Por medio de curvas de crecimiento demostrô que el medio 
aunque no era lo suficientmente tôxico para inhibir completamente 
el crecimiento de Enterococos y E. coli, produce una reducciôn de 
sus nûmeros durante las 12 primeras horas de incubaciôn, mientras 
que los bacilos del tifus eran capaces de multiplicarse râpidamen- 
te desde las primeras horas de incubaciôn, sobrepasando a los orga 
nismos competidores que interfieren en su aislamiento e identifies 
ciôn. El medio mostrô una falta de inhibiciôn sobre el género Pro­
teus.

Leifson cité varios factores que afectaban a las propie- 
dades inhibitorias de las sales de selenito, entre ellas la in-! 
fluencia de los fosfatos, tipo de peptona utilizado y cantidad de
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Nort y Bartram 195 3, comprobaron que se originaban dife- 

rencias en el crecimiento de Salmonellas usando distintos tipos de 
peptonas en el caldo de selenito F, producidas por diferentes ca­
sas comerciales e incluso entre los lotes de la misma casa.
- la falta de alguna sustancia nutritiva en la peptona
- la deficiencia de algûn factor por envejecimiento de la peptona

Es posible que las dos causas estên muy interrelaciona- 
das, tenienco como efecto el aumento de la toxicidad del medio pa­
ra Salmonellas.

Determinaron los niveles ôptimos de fosfatos en el caldo 
de selenito F y reportaron que la reducciôn del contenido de fosfa 
tos del medios del 1% al 0,25% aumentaba la selectividad y repro- 
ductividad del medio.

La ediciôn de jextracto de levadura al 0,01% al caldo de 
selenito F que contenîan lotes de peptona que no soportaban el cre 
cimiento o producîan una pobre recuperaciôn de Salmonellas, ténia 
como efecto la compléta recuperaciôn de las Salmonellas anadidas.

Stokes y Osborne, 1955, describieron un nuevo medio de 
enriquecimiento, el selenito verde brillante (SBG), que tiene como 
fôrmula por 100 ml. de agua destilada:

peptona 0,5 gr.
estracto de levadura 0,5 gr.
manitol 0,5 gr.
selenito sôdico 0,4 gr.
taurocolato sôdico 0,1 gr.
tampôn fosfato pH=7 0,025 molar
verde brillante 0,0005 gr.

Los niveles de fosfato en el medio son tan importantes 
que cuando se suprimen no se produce crecimiento, a pesar de que 
la peptona y el extracto de levadura llevan fosfatos como impure- 
zas. Se ha visto que los requerimientos de fosfatos aumentan con
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los ingredientes del medio, particularmente con los componentes in 
hibitorios como el selenito y el verde brillante. Concentraciones 
altas de fosfato, como 0,1 molar estimulan el crecimiento de Pro­
teus, mientras que inhibe parcialmente algûn serotipo de Salmone­
lla, Adoptaron la concentraciôn de 0,025 molar, que era la que pro 
ducia mayor estimulo en el crecimiento de Salmonellas y mayor inh^ 
biciôn sobre Proteus.

Las propiedades inhibitorias del medio se basan en la su 
ma de las actividades del selenito, verde brillante y taurocolato 
sôdico.

El medio completo produce menor crecimiento de Salmone­
llas que el medio basal, sin los componentes inhibitorios, mien^ 
tras que inhibe completamente el crecimiento de E. coli y P. vulga 
ris,

Osborne y Stokes, 1955, comprobaron al igual que Banwart 
y Ayres en 1953, que los caldos de enriquecimiento disminuian sus 
propiedades selectivas de inhibiciôn, cuando se intentaba aislar 
Salmonellas de huevos.

Encontraron que la pérdida de selectividad del SBG por 
el huevo residia en la yema y muy poco en la albûmina. Encontraron 
que con la adiciôn al medio de pequenas cantidades de sulfapiridi- 
na al 0 ,1% se recuperaban las propiedades inhibitorias del medio, 
aûn en presencia de huevo entero. La sulfapiridina aumenta la pro- 
tecciôn del medio contra la materia orgânica que tiende a neutral! 
zar las propiedades del medio.

Taylor y cols, 1958, fueron incapaces de confirmer la 
ventaja de la sustituciôn del manitol por la lactosa, ya que el 
SBG era menos eficiente que el selenito F o una modificaciôn, el 
selenito cistina descrito por North y Bartran, 1953.

H. Raj, 1966, estudiô la eficacia de cinco medios de en­
riquecimiento, selenito F, selenito F mâs cistina, SBG, selenito 
de North y Bastran y el medio de Rappaport, sobre cinco serotipos 
de Salmonella y organismes competidores como Proteus, E. coli y 
Psudomonas.
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Sus resultados le llevaron a desarrollar un nuevo medio 

de cultivô que fuera muy sensible y selective en el aislamiento de 
Salmonellas. Para ello ideô distintas combinaciones que probô con 
cinco serotipos de Salmonellas y ocho organismes competidores. La 
combinaciôn que presentô los mejores resultados tiene como fôrmu­
la por 100 ml. de agua destilada:

proteosa peptona 0*4 gr.
extracto de levadura 0*15 gr.
dulcitol 0*4 gr.
selenito de sodib 0*5 gr.
PO^HNag 0*125 gr.
PO^HgK 0*125 gr.
pH 6*9

2 .6 .2 .Propuesta del nuevo medio de enriquecimiento.
A lo largo de los ahos 1977 y 1978 estudiamos la eficacia 

de varios caldos de enriquecimiento, el SBG de Stokes y Osborne y 
el tetrationato de Muller-Kauffman, dos de los medios mâs frecuen- 
temente usados en la detecciôn de Salmonellas, sobre muestras de 
agua contaminadas artificial y naturalmente y en cultivos puros de 
très serotipos de Salmonellas, S. typhi, S. typhimurium y S. ente- 
ritidis.

Como consecuencia de los resultados obtenidos en los di^ 
tintos ensayos de laboratorio, comprobamos que el SBG era mucho 
mâs eficaz que le TMK, ya que mientras que con el primero se detec 
taron Salmonellas en las muestras contaminadas natural y arrificial 
ente y permitia el crecimiento de los cultivos puros de Salmonellas, 
con el TMK no se detectaron Salmonellas y no permitia el crecimien­
to de los cultivos puros.

Ahora bien con el SBG obtuvimos resultados muy dispares, 
tanto con la muestra contaminada artificial como naturalméntè y 
con los cultivos puros; respecto a éstos ûltimos, en un ensayo no 
permitiô el crecimiento de dos serotipos de los très estudiados, S. 
typhi y S. typhimurium.
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Estos resultados, los cinco primeros grupos de ensayos, 

nos llevaron a desarrollar una nueva fôrmula como medio de enrique 
cimiento, modificando la propuesta por Raj, 1965, en la que sustl- 
tuimos el dulcitol por sorbitol como hidrato de carbono en el me­
dio, manteniendo los demâs componentes.La justificaciôn de nuestra 
propuesta, basada en las caracterîsticas bioquîmicas diferenciales 
del género Salmonella se expresa en el pârrafo siguiente y la con­
firmaciôn de los buenos resultados obtenidos con su empleo se dé­
termina en los grupos de ensayos sexto, séptimo, octavo y noveno. 
El medio se describe en el apartado 3.

2.6.3. Justificaciôn basada en las caracterîsticas bioquîmicas di­
ferenciales de las Salmonellas.

Respecto a los componentes del nuevo medio podemos decir;
1.- Como hemos visto los niveles de fosfato del medio son muy im­
portantes. North y Bartram. 1953, determinaron los niveles ôptimos 
de los fosfatos en el caldo de selenito. La reducciôn del conteni­
do de fosfato del 1% al 0,25%, que fué la concentraciôn adoptada, 
estimula el crecimiento de Salmonellas, inhibiendo al Proteus, es 
decir, aumenta la selectividad y productividad del medio.
2.- El uso de las peptonas se remonta a 1914, y desde entonces son 
utilizadas no sôlo en los medios de cultivos générales, sino tam­
bién en estudios espéciales de investigaciôn.

Contienen titrôgeno, aproximadamente un 15%, que es uti­
lizado facilmente para el desarrollo de bacterias, ademâs de los 
siguientes elementos: aminoâcidos como triptofano, tirosina y cis­
tina, amonio, amina, amida, azufre orgânico, azufre inorgânico hie 
rro y una cantidad pequeha de proteasas.
3.- Hay lotes de peptona que no soportan el crecimiento de Salmone 
lias. North y Bartram, 1953, mostraron que la adiciôn de extracto 
de levadura es una fuente de vitaminas del complejo B, y suminis- 
tra algunas coenzimas necesarias para la utilizaciôn del sorbitol 
por las Salmonellas (Raj, 1966}.
4.- Smith, 1959, estudiô el mecanismo de acciôn del selenito. Este
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seleno-sulfurosos que selctivamente actûan como agentes inhibito­
rios del crecimiento, ya que los organismos difieren en su capaci- 
dad para utilizar las fuentes de sulfuro.
5.- Las sucesivas modificaciones de los caldos de selenito, difie­
ren en la variaciôn del hidrato de carbono, que es la lactosa en 
el selenito F, el manitol en el SBG, dulcitol en el dulcitol sele­
nito y el sorbitol en el sorbitol selenito.

La raz6n para el uso del hidrato de carbono en el caldo 
de selenito fue claramente explicada por Leifson, quien en 1936 
propuso la lactosa. La lactosa en el medio sirve para mantener un 
pH uniforme. Cuando el selenito es reducido por el crecimiento de 
las bacterias se produce un âlcali que incremente el pH, disminu- 
yendo la toxicidad del selenito, lo que produce un sobrecrecimien- 
to de organismos competidores. El âcido producido por la fermenta­
ciôn de la lactosa, por enterococos, coliformes, etc, sirve para 
neutralizar o disminuir ligeramente el pH del medio.

Se fue en busca del hidrato de carbono que fuera sôlo 
fermentado por las Salmonellas, ya que serviria para favorecer el 
crecimiento solamente de ellas, y ademâs ayudarîa a mnatener el pH 
Sin embargo, no se encontrô un hidrato de carbono con tales propie 
dades. Se rechazô la lactosa porque sôlo es fermentada por el 0,8% 
de las cepas de Salmonellas.

Stokes y Osborne, 1955,seleccionaron el manitol porque 
es fermentado por prâcticamente por todas las cepas de Salmonellas 
(99,7%) y aunque es fermentado por la mayoria de cepas de Escheri­
chia (96,8%), solamente es fermentado por una especie de Proteus,
P. rettgeri (88,5%).

Raj, 1966, propuso la sustituciôn del manitol por el du_l 
citol, ya que es fermentado por el 86% de las cepas de Salmonellas, 
aunque muy lentamente por S. typhi y S. choleras suis. No es fer­
mentado por ninguna especie de proteus y por el 50% de las cepas 
de Escherichia.

Nosotros proponemos el empleo del sorbitol como hidrato
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de carbonô, ya que es fermentado râpidamente por el 94,1% de las 
cepas de Salmonellas, incluida S. typhi y aunque es fermentado por 
el 93% de las cepas de Escherichia, solamente es fermentado por el 
1,2% de cepas de P. rettgeri,

Como se puede observar el sorbitol se asemeja al manitol 
en el tanto por ciento de cepas de Salmonellas que lo fermentan pe­
ro tiene la ventaja que sôlo es fermentado por el 1 ,2% de las ce­
pas de P. rettgeri frente al 88,5% de las cepas por el manitol.

El sorbitol es superior al dulcitol, ya que es fermentado 
râpidamente por el 8,1% mâs de cepas de Salmonellas incluida S. ty­
phi y los dos se pueden considerar que no son fermentados por Pro­
teus.

Los datos de tanto por ciento de cepas fermentadoras han 
sido sacados del libro "Identificaciôn de Enterobacterias" (Edwards 
y Ewing, 1972).

2.7. ESTUDIO IN VITRO DE TRES SEROTIPOS DE SALMONELLAS EN TRES CAL­
DOS DE ENRIQUECIMIENTO. '

Sexto grupo de ensayos. En vista de los resultados obten^ 
dos en los ensayos anteriormente realizados y al creer que los me­
dios de selenito pueden ser mâs ûtiles para el aislamiento de Salmo 
nellas en aguas polucionadas, probamos uno de los medios mâs emplea 
dos, el SBG, y para evitar los efectos inhibitorios de algunos de 
los componentes de éste medio, eliminamos el verde brillante, que 
también forma parte del TMK con tan malos resultados, poniendo como 
ûnico inhibidor de otras bacterias no pertenecientes al género Sal­
monella, el selenito de sodio, para observar su efecto individual 
y poniendo como hidrato de carbono el sorbitol.

Para determinar la sensibilidad de cada medio y la efica­
cia del método de subcultivos, se ensayaron aguas contaminadas artl 
ficialmente con très serotipos de Salmonellas (S. typhi, S. typhiu- 
rium y S. enteritidis), estudiando su crecimiento in vitro en très 
caldos de enriquecimiento (TMK, SBG y sorbitol selenito).
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de Salmonella debian permanecer 72 horas en nevera. Por tanto, se 
debiô comprobar si se producîa aumento o disminuciôn del nûmero de 
células viables en las diluciones mantenidas a 4-5*Q en nevera. Pa 
ra ello, se cultivaron en tubos de caldo nutriente cada uno de los 
très serotipos, incubândose a 37^C, 18 horas. Para obtener pequehos 
nûmeros de Salmonellas por milîmetro se hicieron diluciones al dé- 
cimi en soluciôn Ringer al cuarto, determinândose su nûmero median 
te siembras en dos plaças de agar nutriente por cada diluciôn, que 
se incubaron a 37^C, 24 horas. Para comprobar la permanencia de un 
pequeho nûmero de Salmonellas en el agua de diluciôn conservada a 
4“5^C, se détermina el nûmero de Salmonellas/ml cada 24 horas de 
permanencia en la nevera, por siembra en dos plaças de agar nu­
triente que se incuba a 37&C, 24 horas.

En los dos ensayos que se exponen en las tablas 9 y 10, 
se observa que el nûmero de células viables de los tubos de dilu­
ciôn permanece constante. Es decir, no hay evidencia de muerte o 
multiplicaciôn después de permanecer los tubos de diluciôn en ne­
vera 24, 4 8 y 72 horas.
Tabla 9. Pirmer ensayo de supervivencia de Salmonellas en soluciôn 
Ringer a 4-5*C.

SEROTIPO Gel/ml 24
HORAS

48
EN NEVERA 

72
Gel/ml Gel/ml Gel/ml

S . typhi 7 3 7 4
S . typhimurium 28 27 30 29
S. enteritidis 19 24 24 23

En las pruebas de enriquecimiento y aislamiento de Salmo 
nellas, se usô como inôculo una porciôn de la suspensiôn deluida 
en soluciôn Ringer al cuarto, para dar aproximadamente el nûmero de 
cédulas viables que nos interesaba, comprobândose el nûmero real de 
Salmonellas en el inôculo por siembra de dos plaças de agar nutrien
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Tabla 10. Segundo ensayo de supervivencia de Salmonellas en solu­
ciôn Ringer a 4-5&C.

\ HORAS EN NEVERA
SEROTIPO Cel/ml 24 48 72

Cel/ml Cel/ml Cel/ml
S . typhi 26 31 24 27
S . typhimurium 17 24 24 20
S. enteritidis 16 13 11 11

La marcha analîtica que se siguiô con los très caldos y 
los très serotipos fué la siguiente:

Primer dîa. Un nûmero conocido de cédulas de cada serot^ 
po de Salmonellas, se inoculô en tubos para cada medio de enrique­
cimiento por duplicado, incubândose a 4*C, 24 horas. El volumen de 
cada medio era de 5 mil. (2X) , al que se anadîa 1 ml. de la diluciôn
de Salmonellas y 4 ml. de agua destilada estéril resultando una con
centraciôn final de cada uno de los medios de enriquecimiento de 
X, con un volumen de 10 ml.

Segundo dîa. A las 24 horas de incubaciôn del cero pase, 
se determinô el nûmero de Salmonellas por milîmetro de cada tubo 
del medio de enriquecimiento haciendo diluciones al décimo, inocu- 
lândose cada una de ellas en plaças de agar nutriente, incubândose 
a 37-̂ C, 24 horas. A continuaciôn se inocularon 5 ml. de cada caldo 
en 5 ml. (2X) de caldo recién preparado (primer pase), incubândose
en las mismas condiciones que el dîa anterior.

Tercer dîa. A las 24 horas de incubaciôn del primer pase, 
se determinô el nûmero de Salmonellas por milîmetro de cada tubo 
del medio de enriquecimiento, haciéndose diluciones al décimo, in­
cubândose cada una en plaças de agar nutriente e incubândose a 37^ 
C, 24 horas. A continuaciôn se inocularon 5 ml. de cada caldo en 5
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las mismas condiciones que en los dfas anteriores.

Cuarto dia. A las 24 horas de incubaciôn del segundo pa­
se se determinô el nûmero de Salmonellas por milîmetro de cada tu­
bo de caldo de enriquecimiento, haciéndose diluciones al décimo e 
inoculândose cada diluciôn en plaças de agar nutriente incubândose 
a 37^C, 24 horas.

Los resultados de las pruebas realizadas se muestran en 
la tabla 11. En ella se ve que:
- de los très caldos de enriquecimiento estudiados, el TMK fué tan 

inhibitorio que no permitiô el crecimiento de los très serotipos 
de Salmonellas en ninguno de los dos ensayos. El SBG inhibiô corn 
pletamente a dos serotipos de los très en un ensayo, mientras 
que el sorbitol selenito permitiô el crecimiento de los très sero 
tipos en los dos ensayos.

- el comportamiento de S. typhi fué distinto con cada inôculo.
Asî, cuando éste fué de 10 células por tubo, el SBG inhibiô su 
crecimiento, mientras que el sorbitol selenito lo permitiô. En 
éste medio, en el pirmer pase se produjo un aumento para reducir 
se ligeramente en el segundo pase, aunque sigue siendo el nûmero 
mâs elevado que en cero pase.

Cuando se usô como inôculo 21 células por tubo, el crecjL 
miento fué similar en los dos medios en el cero pase. En el pri­
mer pase se produce una reducciôn siendo ésta mayor en el SBG 
que en el sorbitol selenito. En el segundo pase, mientras que en 
el SBG sufre una ligera reducciôn, llegândose a obtener la cifra 
mâs baja de los très pases, en el sorbitol selenito se produce 
un aumento, siendo el nûmero de células doble que en el primer > 
pase y superior al cero pase. Aunque el nûmero de células por m^ 
lîmetro, en el segundo pase es pequeho (2 .10^/ml.) es suficiente 
para tener la oportunidad de aislarse cuando se siembre un asa 
de cultivo sobre los medios sôlidos de aislamiento.

- el serotipo S. typhimurium se inhibiô en un ensayo por el SBG y
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no por el sorbitol selenito. En un segundo ensayo presentô un 
comportamiento similar en los dos medios e igual al primer en­
sayo en el sorbitol selenito, asî, el nûmero de células por mi- 
lilitro sufre una gran reducciôn en el primer pase, mientras que 
en el segundo pase se incrementa de manera muy notoria para lle- 
gar a la cifra mâs alta de todos los pases.

- el serotipo S. enteritidis presentô un comportamiento similar en 
los dos medios, teniendo un aumento progresivo y continuado en 
cada pase, si bien el SBG permitiô un mayor crecimiento en todos 
los pases que el sorbitol selenito.

- el método de subcultivos con la temperatura de 40°C, no sôlo no 
reduce el nûmero de cêlulas/ml, sino que lo aumenta de manera 
significativa, Al ser mayor el nûmero de Salmonellas/ml en el 
caldo de enriquecimiento, aumenta la probabilidad de detectarlas, 
cuândo se siembra un asa del caldo en los medios sôlidos de ais­
lamiento.

Resumiendo, 1.- A la vista de los resultados in vitro y 
en los primeros ensayos de laboratorio descartamos el TMK como 
caldo de enriquecimiento, 2.- El sorbitol selenito, se mostrô co­
mo el medio mâs y el de mayor reproductividad. 3.- Con el método 
de subcultivos empleado por nosotros, con la temperatura de 40®C, 
se aumenta de manera significativa el nûmero de células/ml.

2.7.1. Valoraciôn del método de subcultivos en sorbitol selenito.
En cuanto a la valoraciôn del método de subcultivos en 

sorbitol selenito, como se muestra en la tabla 11 se ye que respec­
to a S. typhi se observan diferencias con los dos inôculos, con 
el de 10 cél/tubo, que équivale a 1 cél/ml, a las 24 horas de in­
cubaciôn se obtienen 1000 cél/ml, mientras que con el de 21 cél/ml, 
équivalente a 2 cél/ml, se llega a 1.400.000 cél/ml. Al realizar 
el primer subcultivo nos encontramos que en el primer caso se pro­
duce una multiplicaciôn y en el segundo una pequeha reducciôn pa­
ra llegar a 3.10^ cél/ml y 1.10^ cél/ml, respectivamente. Al rea­
lizar un segundo subcultivo se observa un proceso inverso, peque-
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. de enriquecimiento.

Medio Serotipo
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ha reducciôn y multiplicaciôn respectivamente, para en los doS 
casos alcunzar la cifra de 2.10^ cél/ml. Es decir, se pasa de
1.000 y 1.400.000 cél/ml a las 24 horas de incubaciôn a 2.10^ 
cél/ml al realizar los dos subcultivos.

El serotipo S. typhimurium presentô un comportamiento 
similar con los dos inôculos ( 11 y 16 cél/tubo, lo que équivale 
en los dos casos a menos de 2 cél/ml ). Al ser las cifras simi- 
lares en todos los pases, tomando la media aritmética de los dos 
ensayos en cada pase como la cifra representativa, se tiene que 
a las 24 horas de incubaciôn, el nûmero de cél/ml, es de 145.10^. 
En el primer subcultivo se produce una gran reducciôn para llegar 
a 65.10^ cél/ml ( los nûmeros aparecen divididos por 2'2 ). En el 
segundo subcultivo se produce un gran aumento para situarse en 
350.10^ cél/ml ( los nûmeros aparecen divididos por 5'4 ). Es de­
cir, los nûmeros de S. typhimurium al realizar dos subcultivos

6 6aparecen multiplicados por 2'4; asî se pasa de 145.10 a 350.10 
cél/ml.

El serotipo S. enteritidis presentô un comportamiento 
similar con los dos inôculos ( 15 y 17 cél/tubo, lo que équivale 
a menos de 2 cél/ml ). Al ser las cifras similares en todos los 
pases, usaremos la media aritmética de los dos ensayos en cada pa­
se como la cifra mâs representativa. Asî, se tiene que a las 24 
horas de incubaciôn, el nûmero de cél/ml es de 15.10^. En el pri­
mer subcultivo se produce un aumento; los nûmeros aparecen multi­
plicados por cuatro y en el segundo subcultivo se vuelve a produ- 
cir un aumento, los nûmeros se multiplican por cinco. Es decir, 
los nûmeros de S. enteritidis al realizar dos subcultivos apare­
cen multiplicados por 20, asî se pasa de 15.10^ a 300.10^ cél/ml.

Respecto a las proporciones entre los très serotipos, 
tenemos que a las 24 horas de incubaciôn, con el inôculo de 10 
células de S. typhi por tubo, los nûmeros de S. typhimurium y S. 
enteritidis/ml respecto a los de S. typhi/ml, son de 145000 y
15.000 veces mayores respectivamente. Con el inôculo de 21 célu­
las de S. typhi por tubo, los nûmeros son 103 y 10*7 veces mayo-
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res. Los nûmeros de S. typhimurium/ml, a las 24 horas de incuba­
ciôn son 9 '6 veces superiores a los de S. enteritidis/ml. En el 
primer subcultivo, al ser los nûmeros de S. typhimurium y S. ente­
ritidis/ml del mismo orden, tenemos que con el inôculo de 10 cé­
lulas de S. typhi/ml, los nûmeros de S. typhimurium y S. enterl- 
tidis/ml, son 20 veces mayores que los de S. typhi/ml, mientras 
que con el inôculo de 21 células de S. typhi por tubo los numé­
ros son 6 0 veces superiores.

En el segundo subcultivo, los nûmeros de S. typhimurium 
y S. enteritidis/ml, vuelven a ser del mismo orden y al no exis- 
tir diferencias entre los dos inôculos de S. typhi, los nûmeros 
de los dos serotipos/ml, son 150 veces superiores a los S. ty­
phi/ml .

Podemos decir, por tanto, que el método de subcultivo 
en sorbitol selenito:
- aumenta de manera sigi)ificativa el nûmero de cél/ml.
- que, si bien, a las 24 horas de incubaciôn, la proporciôn de 

S. typhimurium es 9 '6 veces superior a la de S. enteritidis, 
en el primer subcultivo, prâcticamente llegan a aproximarse, 
manteniéndose dicha proporciôn en el segundo subcultivo, si 
bien los nûmeros de los dos serotipos en dicho pase, son cinco 
veces superiores a las del primer subcultivo.

- que las proporciones de S. typhi con los dos inôculos frente a 
los dos serotipos son menores en el primer subcultivo, por lo 
que puede merecer la pena a partir de éste subcultivo realizar 
una siembra sobre los medios sôlidos de aislamiento para inten- 
tar detectar dicho serotipo.

La caracterîstica del método de subcultivo efectuado 
por nosotros es que cada subcultivo se realiza sobre caldo doble- 
mente concentrado ( 2X ), por lo que se tiende a lo largo de los 
subcultivos a que el medio se vaya concentrando gradualmente. Por 
dicha razôn, a éste método de subcultivo lo llamamos método de 
concentraciôn graduai.
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2.8. COMPARACION ENTRE UN NUEVO MEDIO DE ENRIQUECIMIENTO, EL SOR­

BITOL SELENITO Y EL SELENITO VERDE BRILLANTE.
Séptimo grupo de ensayos. Se prosiguieron los estudlos 

comparando el SBG y el sorbitol selenito con el método de concen- 
traciôn gradual con la temperatura de incubaciôn de 40°C, para la 
detecclôn de Salmonellas e inhibiciôn de otras bacterias, a partir 
de agua del rîo Manzanares y rio Jarama sln inocular e inoculadas 
artificialmente. Se utilizô como medio sôlido de aislamiento el 
XLD.

De una muestra de cada rio se tomaron très porciones de 
10 ml, haciêndose las siguientes operaciones con cada una de ellas.
- la primera porciôn, se inoculô con 1 ml de una diluciôn en so- 

luciôn Ringer que contenia 15 células viables de S. enteritidis 
( grupo somâtico D ).

- la segunda porciôn, se inoculô con 1 ml de una diluciôn en solu- 
ciôn Ringer que contenia 18 células viables de S. typhimurium
( grupo somâtico B ) y con 1 ml de una diluciôn en soluciôn Rin­
ger que contenia 21 células viables de S. typhi ( grupo somâti­
co D ) .

- la tercera porciôn, se utilizô sin inocular.
El tiempo de contacte de cada inôculo con la porciôn de 

agua fué de 12 minutes. Cada porciôn se sembrô en caldo de enri- 
quecimiento ( 2X ) para dar una concentraciôn final de ( X ). Al 
caldo de sorbitol selenito se le anadiô un cultive de S. typhi,
S. typhimurium y S. enteritidis ( 10% en volûmen ) en sorbitol 
selenito incubado a 37°C, 18 horas y matadas por calentamiento a 
88°C, durante 10 minutes segûn Kenner y Clark, 1974.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
- en la primera porciôn de las muestras de agua del rio Manzana­

res y rio Jarama inoculadas con S. enteritidis ( grupo somâti­
co D ) , tante con el método de SBG como el de sorbitol seleni­
to, no pennitieron el aislamiento de Salmonellas grupo somâtico 
D, pero si del grupo somâtico B, que no habian side inoculadas.
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- en la segunda porciôn de las muestras de agua de los dos rlos, 

inocula'das con S. typhi ( grupo somâtico D ) y S. typhimurium
( grupo somâtico B ), con el método de sorbitol selenito se 
aislaron, en la muestra del rio Manzanares Salmonellas del gru­
po somâtico B y D ( S. typhi ) y en la muestra del rio Jarama 
solamente del grupo B. Con el método de SBG se aislaron Salmo­
nellas del grupo somâtico B de los dos rios, hay que resaltar 
que no permitiô detectar S. typhi.

- en la tercera porciôn de las muestras de agua de los dos rios, 
no inoculadas, se aislaron Salmonellas del grupo somâtico B, 
con los dos métodos.

Resumiendo, si bien con los dos métodos se detectaron 
Salmonellas grupo somâtico B de las muestras de agua de los rios 
inoculadas, también fueron capaces de detectarlas en las muestras 
de los dos rios sin inocular.

El método de sorbitol selenito se mostrô mâs eficaz 
que el SBG, ya que con el se recuperô S. typhi en la muestra de 
agua del rio Manzanares que habia sido inoculada con éste seroti- 
po y no se recuperô con el método de SBG.

2.9. CONFIRMACION DE LA EFICACIA DEL SORBITOL SELENITO COMO MEDIO 
DE ENRIQUECIMIENTO.

Octavo grupo de ensayos. A partir de otra muestra del 
rio Manzanares se realizÔ otro ensayo utilizândose los mismos me- 
dios de enriquecimiento, la misma técnica y la misma metodologia 
que se usô en el séptimo grupo de ensayos.

Se tomaron dos porciones de 10 ml de la muestra del rio 
Manzanares, con las que se realizaron las siguientes operaciones:
- la primera porciôn, se inoculô con 20 células viables de S, en­
teritidis, 21 células viables de S. typhi y 26 células viables de 
S. typhimurium.
- la segunda porciôn, se utilizô sin inocular.
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^ en la primera porciôn de la muestra inoculada previamente se ais* 

laron Salmonellas grupo somâtico B pero no del grupo D, con los 
dos métodos.

- en l4 segunda porciôn de la muestra de agua sin inocular no se 
aislaron Salmonellas cuândo se empleô el método de SBG, pero si 
se aislaron cuândo se utilizô el método de sorbitol selenito, 
siendo éstas del grupo somâtico B.

Resumiendo, el sorbitol selenito a partir de agua del 
rio Manzanares sin inocular, fué capaz de detectar Salmonellas 
del grupo somâtico B, sin embargo en la muestra de agua natural 
que ya contenia Salmonellas grupo somâtico B, inoculadas con Sal­
monellas del grupo somâtico B y D, permitiô detectar Salmonellas 
del grupo B pero no del grupo D, presumiblemente entre otras ra- 
zones por ser mayor el nûmero inicial de Salmonellas del grupo B 
en el agua del rio Manzanares ensayada.

El SBG fué capaz de detectar Salmonellas del grupo so­
mâtico B en la muestra de agua que habia sido inoculada preyia- 
mente con éste serotipo, pero no en la muestra sin inocular.

2.10, ENSAYOS DE CAMPO PARA CONFIRMAR LA BONDAD DE LA METODOLOGIA 
QUE SE RECOMIENDA PARA LA DETECCION DE SALMONELLAS EN AGUAS.

Si considérâmes como noveno grupo de ensayos la deter^ 
minaciôn de Salmonellas en el agua del Canal del Jarama, que nos 
sirviô de base pgra su estydio ecolôgico y epide^iolôgico. Se 
confirmé la eficacia del método de concentraciôn graduai con la 
temperatura de incubaciôn de 40°C, empleando como medio de enri^ 
quecimiento el sorbitol selenito.

De las 69 muestras de agua polucionada del Canal del 
Jaramaf analizadas entre Abril y Octubre de 1978, 57 resultaron 
positivas C 82'6% ), aislândose un total de 266 cepas de Salmo^ 
nellas, pertenecientes a cinco serotipos, distribuyéndose de la 
siguiente formas
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234 S. typhimurium
13 S. enteritidis
5 S. essen
3 S . typhi
1 S. paratyphi B

10 S. sin identificar
En 44 muestras solamente se aisl6 un serotipo, en 11 se 

detectaron dos, y en dos muestras hasta très serotipos conjunta- 
mente ( para mayor detalle ver ecologia y epidemiologîa de Salmo­
nellas en las aguas polucionadas del Canal del Jarama ).

Resumiendo, la metodologia seguida por nosotros nos per­
mitiô:
- detectar Salmonellas muy frecuentemente ( 82'6% ).
- aislar mâs de un serotipo conjuntamente en la misma muestra, 

incluso hasta très.
- detectar très cepas de S. typhi.

En el apartado siguiente expondremos detalladamente la 
metodologia que recomendamos para la detecciôn de Salmonellas en 
aguas.
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EN A G U A S .

Como consecuencia de los ensayos de laboratorio realiza- 
dos por nosotros, creemos que la metodologia mâs adecuada para de«- 
tectar Salmonellas es la que propugnamos a continuacîôn.
3.1. ENRIQUECIMIENTO.
3.1.1. Nuevo medio de enriquecimiento, el sorbitol selenito, p a r a  

el aislamiento de Salmonellas.
La composiciôn del nuevo medio, el sorbitol selenito, es 

la siguiente:
peptona 0,4 gr.
extracto de levadura 0 , 1 5  gr.
sorbitol 0,4 gr.
selenito sôdico 0,5 gr.
fosfato disôdico 0 , 1 2 5  gr.
fosfato monopotâsico 0 , 1 2 5  gr.
agua destilada 100 ml.

El medio se prépara disolviendo todos los ingredientes 
en agua destilada con un pequeno calentamiento y posteriormente 
aumentândose la temperatura a unos 90*C, manteniêndola durante 10 
minutes. Se debe evitar el calentamiento excesivo y no se debe e s -  
terilizar en el autoclave. La racciôn final del medio serâ de un 
pH de 6,9 a 7. Se distribuye en tubos de cultives estériles y se
guardan en nevera hasta su empleo. Una hora antes de su use se s a -
can de la nevera y meten en la estufa a 40*C.

3.1.2. Adiciôn de un extracto de cultive de Salmonellas inactive^
das por el caler.

Para incrementar el rendimiento del medio de enriqueci­
miento, antes de inocular el agua o el filtre a analizar, se anade 
a los tubos, un cultive de S. typhimurium, S. enteritidis y S. ty­
phi, al 10% en volumen inoculadas previamente en caldo de sorbitol 
selenito incubado a 37*C, 18 horas y matadas por calentamiento a
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3.1.3. Método de concentraciôn graduai.
El método de concentraciôn graduai incluye fundamental- 

mente très pasos. Como éstos coinciden en su realizaciôn con dîas 
para una mayor asequibilidad, los expondremos dia a dîa.

En el caso de presencia de nûmeros bajos de Salmonella, 
el tamano de la muestra serâ como mînimo de 60 ml. recomendândose 
su concentraciôn mediante el empleo de membranas filtrantes de 47- 
50 mm. de diâmetro y 0,45 micras de tamano de poro. Cuândo la pre­
sencia de Salmonellas se prevee detectar en volûmenes del orden de 
10 ml. o menores, se recomienda la inoculaciôn directa al caldo de 
enriquecimiento.

Segûn se emplee un tipo de inôculo u otra, la marcha a 
seguir es la siguiente (ver Fig. 6 ) ;

Primer dîa. Cuândo se usa filtraciôn, el filtro se inocu 
la en 50 ml. (X) del medio de enriquecimiento para, por una parte, 
cubrir la membrana y poder agitarla, y por otra, para salvar los 
efectos de competencia por el alimento de la flora intercurrente. 
Cuândo se usan volûmenes de un ml. éstos se inoculan en 10 ml.(X) 
del medio de enriquecimiento; si se trata de volûmenes de 10 ml., 
éstos se ahaden a 10 ml.(X) del caldo de enriquecimiento.

Todos los caldos inoculados se incuban a 40&C, l&C, du­
rante 24 horas.

Los pasos a realizar en los siguientes dîas son comunes 
cualquiera que sea el tipo de inôculo.

Segundo dia. A las 24 horas de fncubacfôn del cefo pa^e, 
cinco ml, de caldo de enriquecimiento se inocula en cinco n\l C2X) 
del nuevo medio, primer pase, que se incuban a 40 1*C, 24 horas.

Tercer dîa. A las 24 horas de incubaciôn del primer pase^ 
cinco ml del caldo se inoculan en cinco ml (2X) del nuevo medio, 
segundo pase, que se incuban a 4 0 1*C, 24 horas.
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3.2. AISLAMIENTO.

Cuarto dîa. A las 24 horas de incubaciôn del segundo pa­
se, s© siembran los medios sôlidos de aislamiento, XLD y BS, una o 
dos plaças cada uno, que se incuban a 37&C, 24 horas.

3.3 IDENTIFICACION BIOQUIMICA.
Quinto dîa. Después de la incubaciôn, las colonias sos- 

pechosas de ser Salmonellas crecidas sobre los medios sôlidos de 
aislamiento se confirman en primer lugar mediante pruebas bioquî- 
micas, TSI y urea.

3.4. IDENTIFICACION SEROLOGICA SOMATICA.
Las colonias confirmadas se enfrentan con un pool de 

suero polivalente para observar si se produce agiutinaciôn somâ- 
tica.

3.5. IDENTIFICACION SEROLOGICA FLAGELAR.
En caso de estar interesados en estudios ecolôgicos y 

epidemiolôgicos, se debe realizar una identificaciôn a nivel de 
serotipo. Esta identificaciôn se recomienda que se realice en cen­
tres de referencia, como el Centro Nacional de Referenda de Ente 
robacterias.



III. ECOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA DE LAS SALMONELLAS EN LAS AGUAS 
POLUCIONADAS DEL CANAL DEL JARAMA.
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1. M A T E R I A L E S  Y M E T O D O S .

Aquî hacemos referencia a todo lo concerniente al mate­
rial y métodos empleados para la determinaciôn de Salmonellas, a- 
si como los utilizados para la cuantificaciôn de:

- los parâmetros bacteriolôgicos
- los parâmetros fîsico-quîmicos

Estos se seleccionaron en funciôn de las caracterîsti- 
cas implicadas en el planteamiento de la présente Tesis Doctoral.

También se trataron aquellos aspectos referentes a las 
caracterîsticas del Canal del Jarama y a los puntos de muestreo.

1.1. TOMA DE MUESTRAS
Las muestras de agua fueron cogidas en los puntos se- 

leccionados del Canal del Jarama y toma contra corriente, previo 
enjuague de los recipientes en el agua a muestrear. Véase 2.6.

En el punto A, la toma de las muestras para anâlisis 
bacteriolôgicos, gases, grasas, detergentes y fosfatos, se efec- 
tuô a un métro del borde izquierdo del Canal, mientras que para 
los restantes anâlisis se efectuô mâs cerca del borde.

En los puntos B y C, las tomas se efectuaron en mitad 
del cauce del Canal.

Las muestras destinadas para anâlisis quîmicos se toma­
ron en botellas de plâstico y de vidrio, lavadas con agua y de­
tergentes, enjuagadas posteriormente y antes con una mezcla de â- 
cido clorhîdrico y metanol en una proporciôn de 1:3 y en segundo 
término con abundante agua destilada.

Para los anâlisis de gases se emplearon recipientes de 
vidrio de 250 ml de capacidad, para el anâlisis de amonio, la ca- 
pacidad era de 50 ml, mientras que para grasas, detergentes y 
fosfatos el recipiente de vidrio contenia un litro.

Los restantes anâlisis quimicos se efectuaron a partir
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tros.

Las muestras destinadas para los anâlisis bacteriolô­
gicos, se efectuaron con botellas de vidrio de 0 '5 litros de ca­
pacidad convenientemente esterilizadas, con las que se llenaba 
una botella de un litro, igualmente esterilizada. El nûmero de 
veces necesario para llenar la botella era de très veces.

Todas las muestras se transportaron en los mismos reci­
pientes de toma a temperatura ambiente, ya que el tiempo transcu- 
rrido desde la toma hasta su anâlisis posterior en el laboratorio 
era desde el punto A de muestreo, dos horas y desde el punto B ô 
C, alrededor de una hora.

Algunos de los parâmetros se midieron en el mismo lu­
gar de muestreo como temperatura del agua, del aire, color, mien­
tras que otros se fijaron como oxîgeno, sulfuro de hidrôgeno, el 
resto se analizaron en el laboratorio.

En el mismo dîa de toma se realizaron los siguientes 
anâlisis para evitar su evoluciôn, D.Q.O., D.B.O^, nitritos, amo­
nio, gases y los bacterianos, el resto se analizaron en dîas su- 
cesivos.

1.2. ANALISIS BACTERIOLOGICOS.
1.2.1. Determinaciôn de Salmonellas.

Para el aislamiento de Salmonellas, se utilizaron dos 
procedimientos:
- el de filtraciôn a través de membranas filtrantes Millipore de 

47 mm de diâmetro y 0'45 micras de tamano de poro.
- el de inoculaciôn directa de un determinado volumen de la mues­

tra en el caldo de enriquecimiento seleccionado.
En ambos procedimientos se siguiô el método de concen­

traciôn graduai, ( apartado 3 ).
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- filtraciôn. El volumen de agua filtrada fué en las cuatro prime­

ras muestras de 100 ml, mientras que en las 24 muestras siguien­
tes se filtrô 70 ml.

- inoculaciôn directa. El volumen de agua inoculada fué de 10 ml 
en 34 muestras y de un ml en siete muestras.

Las membranas se inocularon en 50 ml del caldo de enri­
quecimiento ( X ), mientras que la inoculaciôn de 10 ml del agua 
polucionada se efectuô sobre 10 ml del caldo de enriquecimiento 
( 2X ) y la de un ml sobre 10 ml del caldo ( X ).

Siempre se utilizô el sorbitol selenito como caldo de 
enriquecimiento al que se le anadia un cultivo de S. typhi, S. ty­
phimurium y S. enteritidis, en un 10% de volumen, inoculadas en 
caldo de sorbitol selenito incubado a 37°C, durante 18 horas y ma­
tadas por calentamiento a 88°C, durante 10 minutos.

Todos los caldos inoculados se incubaron a 40±1®C duran­
te 24 horas.

Segundo dfa.
A las 24 horas de incubaciôn del cero pase, cinco ml del 

caldo se inocula en cinco ml de sorbitol selenito ( 2X ). Esto 
constituye el primer pase que se incuba a 40°C, durante 24 horas.

Tercer dîa.
A las 24 horas de incubaciôn del primer pase, cinco ml 

del caldo se inocula en cinco ml de sorbitol selenito ( 2X ). Es­
to constituye el segundo pase, que se incuba a 40°C, durante 24 
horas.

Cuarto dîa.
A las 24 horas de incubaciôn del segundo pase, se sfe#^ 

bran los dos medios sôlidos de aislamiento seleccionados, XLD y
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BS que se incuban a 37°C, durante 24 horas,

Quinto dîa.
Después de la incubaciôn, las colonias sospechosas de 

ser Salmonellas crecidas sobre los medios sôlidos de aislamiento 
se inoculan en TSI. A las que presentan un aspecto caracterîstico 
del género Salmonellas, se las détermina la actividad de la ure- 
asa.

Las colonias ureasa negatives eran inoculadas en tubos 
de manitol, lisina decarboxilasa, indol, que se incubaban a 37®C, 
24 horas.

Los cultivos que mostraron reacciones tîpicas del géne­
ro Salmonella, como se describe en " Identificacicfh de Enterobacte- 
rias " de Edward y Ewing, 1972, se confirman serolôgicamente me­
diante la prueba de agiutinaciôn somâtica con antisuero poliva­
lente O.

Los cultivos que presentan reacciones positivas se tes- 
tan con antigenos flagelares H, por un test de mûltiple agiutina­
ciôn usando 0'5 ml de soluciôn de formalina y BRI y 0'5 ml de di­
luciôn 1:200 de los antisueros H.

Las reacciones antigeno-anticuerpo se incubaron una ho­
ra a 50°C, al baho Maria.

Cultivos representativos se enviaron al Centro Nacional 
de Referencia de Enterobacterias para su confirmaciôn.

1.2.2. Determinaciôn cuantitativa de Enterobacterias, coliformes 
totales ( CT ), y coliformes fecales ( CF ).

Tal como se recomienda en las normas internacionales pa­
ra el agua potable ( OMS, 1964, 1972 y Estandar Métodos, 1975 ), 
se utilizô la técnica de membranas filtrantes. Los filtros emplea­
dos fueron Millipore de 47 mm de diâmetro y 0'45 micras de tama­
no de poro.
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A partir de las muestras de agua se realizaron dilucio- 

nes al décimo en soluciôn Ringer estéril, siendo las diluciones 
seleccionadas las que se filtraron.

Las membranas se colocaron sobre compresas previamen­
te impregnadas con el medio de m-Endo broth M.F., para determi- 
nar el nûmero de coliformes totales, incubândose a 37°C, 24 ho­
ras y en m-F.C. broth, para los coliformes fecales que se incu­
baron a 44*5°C, durante 20-22 horas.

1.2.3. Determinaciôn cuantitativa de bacterias intestinales, es- 
treptococos fecales ( EF ) y clostridios sulfito reducto- 
res ( CSR ).

Un mililitro de las diluciones seleccionadas se sembra- 
ron sobre 15 ml del medio de m-Enterococcus agar por el sistema 
de los aerobios.

Para los clostridios, un ml de la diluciôn se ponîa en 
un vaso sobre el que se anadîa 15 ml del medio de Sulfito Polimî* 
xina Sulfadiazina ( SPS ). Las condiciones de anaerobiosis se 
crean al anadir parafina liquida hasta formar un espesor de un 
centîmetro ( segûn Laboratorio Centro Investigaciôn del Agua ).

1.2.4. Determinaciôn de bacterias heterôtrofas ( aerobios ).
Las diluciones seleccionadas se inoculan en plaças Pe­

tri sobre las que se anadia 15 ml del medio agar nutriente, in­
cubândose a 37°C, durante 24 horas, segûn Standard Methods,1975.

1.3. ANALISIS FISICO-QUIMICOS.

1.3.1. Determinaciôn de temperatura, conductividad, pH, color, 
materia en suspensiôn a 110°C, materia en suspensiôn a 
700°C, residuo seco a 110°C, residuo seco a 700°C.

Temperatura del agua y aire. Se utilizô un termômetro 
de mercurio.
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Conductividad. Câlculo a partir de la resistividad me- 

dida por el Puente de Wheatstone.
pH. Método potenciométrico.
Color. " De visu ".
Materia en suspensiôn a 110°C. Filtraciôn y determina­

ciôn gravimêtrica.
Materia en suspensiôn a 700®C. Por calcinaciôn de la 

materia en suspensiôn a 110°C y determinaciôn gravimêtrica.
Residuo a 110°C. Filtraciôn y en el filtrado evapora- 

ciôn al baho Marfa y determinaciôn gravimêtrica del residuo.
Residuo a 700°C. Calcinaciôn del residuo a 110°C y de- 

terminaciôn gravimêtrica.

1.3.2. Determinaciôn de aniones y cationes.

Aniones.
Cloruros, Método volumétrico de Mohr.
Sulfatos. Método colorimétrico con cromato de barlo.
Carbonates y bicarbonates. Acidemetrîa con ClH.
Nitrates. Colorimetrîa con el método del âcido fenol 

disulfônico.
Silice. Colorimetrîa con molibdato amônico.
Cationes.
Calcio y magnesio. Complexometrîa con EDTA.
Sodio y potasio. Fotometrîa de llama.

1.3.3. Determinaciôn de los indicadores quîmicos de poluciôn.
Oxidabilidad al permanganate. Método de 10 minutos a 

ebulliciôn con exceso de reactive y valoraciôn al retroceso del 
permanganate consumido.
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a reflujo.

D.B.Og. Método de diluciôn, incubaciôn y determinaciôn 
del oxîgeno por Winkler,

Nitrôgeno Kjeldahl. Digestiôn âcida y destilaciôn.
Amoniaco. Método de Nesslerizaciôn directa.
Nitritos. Colorimetrîa con griess A y B.
Grasas y aceites. Extracciôn con eter de petrôleo y 

gravimetrîa.
Detergentes aniônicos. Formaciôn del complejo con azul 

de metileno, extracciôn con cloroformo y colorimetrîa.
Fosfatos. Colorimetrîa con molibdato y âcido ascôrbîco.
CO2 . Volumetrîa con NaOH.
Sulfuro de hidrôgeno ( SH2 ). Colorimetrîa con para a- 

mino dimetil anilina y con hierro férrico.
Oxîgeno. Método de Winkler.
Las têcnicas utilizadas para los anâlisis fisico-quîml- 

cos son los descritos en Standard Methods, 1975 y Rodier, 1971.



— 128 —
2. L U G A R  DE M U E S T R E O .

2.1. LOCALIZACION Y ENTORNO DEL CANAL DEL JARAMA.
La boca del Canal del Jarama estâ situada en la finca de 

nominada "El Forçai", perteneciente al término Municipal de Argan- 
da del Rey, provincia de Madrid. Dista ocho Km. de Arganda y 23 de 
Madrid.

Las coordenadas geogrâficas del Canal, referidas a su bo 
ca son Longitud 3-̂ 32' 10" 6 y Latitud 40^ 18' 10" 8 . Altura sobre 
el nivel del mar 570 m.

El embalse esté situado en la cuenca del rîo Jarama, de 
cuyas aguas se nutre ûnicamente, ver Fig. 7 y 8 .

2.2. ORIGEN Y FINALIDAD.
Segûn datos facilitados por la Confederacién Hidrogrâfl- 

ca del Tajo (M.O.P.U.), Felipe II en el aho 1578, diô al arquitec- 
to Herrera la orden de ejecuciôn, siendo su finalidad solamente la 
de llevar agua a unas caballerizas que tenîa en esos lugares. En- 
tonces s6 lo constata de cinco Km. el recorrido. En ahos posteriores 
se fué ampliando, asî como su cometido, ya que se le usé para rega 
dîo.

En el aho 1740, bajo el reinado de Felipe V, se doté del 
primer reglamento para regadîo, al ir adquiriendo mayor importan- 
cia.

En sucesivas ampliaciones, se ha llegado hasta la longi­
tud actual de 71 Km.

Desde el aho 1910, se le comienza a revestir de hormigon 
pero siempre respetando el cauce primitive.

Aunque nacié simplemente con la finalidad de lleyar agua 
a las caballerizas, pronto se vié la posibilidad de utilizer sus 
aguas como regadîo, siendo actualmente éste su ûnico cometido, es 
decir, conducir las aguas que se emplean para regar parte del Va-



Fig 7   Croquis de la locolizociôn del CANAL DEL JARAMA.
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Fig. 8.- MAPA DE LA LOCALIZACION DEL CANAL DEL JARAMA.
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’

Monts de/\fraile^

fSJP\

in
Ltr-*r' :' >1*a(6 / /\/"60

>v ^
, A  \ -jBo<ftam9>.  ̂tr "-jLv-j
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Estâ disenado para poder regar 12000 hectâreas de terre­

ne, siendo hoy dia 10000 las hectâreas de terreno que riega.
El tipo de cultivo a los que va destinada el agua son: 

patatas, remolacha, tomates, pimientos, espârragos, alcachofas, co 
liflor, judias verdes, repollo, mafz, trigo, cebada y alfalfa.

La campaha oficial de riego comienza el 1 de abril y fi- 
naliza el 31 de octubre, siendo la dotacidn del riego de 1 1/seg. 
por hectârea.

2.3. CARACTERISTICAS TECNICAS DEL CANAL DEL JARAMA.
El Canal del Jarama tiene su origen en la Presa del Rey, 

presa de derivaciôn, construida en 1977 y situada en la cuenca del 
Rio Jarama.

Présenta en su origen las siguientes caracteristicas:
- anchura cauce superficial 4,80 ra.
- anchura cauce profundidad 3,80 m.
- altura cauce 2,50 m.
- caudal 9 m^/seg.

-4- pendiente 3.10
- velocidad del agua 0 ,88-1 m/seg.

A lo largo de los 71 Km, de recorrido, va aumentando la . 
anchura de la superficie y disminuyendo la anchura de profundidad 
y altura y manteniendo la pendiente.

Desemboca en el rio Tajo en el término Municipal de Mo- 
cejôn, encontrândose la desembocadura a 4 Km del pueblo y 15 Km 
de Toledo.

Présenta en su final las siguientes caracteristicas:
- anchura cauce superficial 6'10 m
- anchura cauce profundidad 2*10 m
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- altura cauce 2 m
- caudal 3*5 m^/ seg

-4- pendiente 3*10
- velocidad del agua 0*88-1 m/ seg

2.4. CALIDAD DEL AGUA QUE VEHICULIZA EL CANAL DEL JARAMA Y CAU­
DALES DE LOS RIOS MANZANARES Y JARAMA.

A unos 20 Km de Madrid, en la direcciôn sur-este, tie­
ne lugar la confluencia del rîo Manzanares con el rîo Jarama, 
vertiendo las aguas del primero en el segundo.

Aproximadamente a 250 metros de dicha confluencia, a- 
guas abajo y en el curso del rîo Jarama se encuentra la Presa 
del Rey, que es una presa de derivaciôn, situada en la finca 
" El Porcal ", perteneciente al término Municipal de Arganda del 
Rey. A 10 metros de la cabecera de la presa y en su mârgen dere- 
cha, surge el Canal del Jarama.

3Rîo Manzanares. Présenta un caudal de 2*5 m / seg. a 
la entrada de Madrid. A su paso por la ciudad recoge las aguas 
residuales de todo tipo producidas por la poblacién ( 4.10^ ha­
bitantes ) que se cifran en unos 16 m^/seg, con lo que nos encon-
tramos que es el agua del rîo Manzanares la que se diluye en las
aguas residuales de Madrid, siendo la relaciôn de 2*5/16.

Podemos considerar que el rîo Manzanares a la salida 
de Madrid présenta un caudal constante a lo largo del aho, sien­
do tornado como rîo urbano.

Rîo Jarama. Es un rîo que a lo largo de su curso atra- 
viesa zonas rurales, semi rurales y alguna zona industrial, estan* 
do sometido su caudal a grandes fluctuaciones, épocas secas, épo- 
cas de Iluvias. Por todo ello el agua que vehiculiza el Canal del 
Jarama podrâ presentar calidades distintas, segûn sea el caudal 
del rîo Jarama con relaciôn al del rîo Manzanares.
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A causa de la distancia tan corta a la que se encuentra 

el Canal del Jarama, no ha dado tiempo a que se mezclen de una 
manera total los dos tipos de agua.

Asî podemos decir que el Canal del Jarama transporta 
principalmente las aguas residuales de la poblaciôn de Madrid, al­
go diluidas por las aguas del rîo Jarama, menos polucionadas.

Estas aguas han comenzado el proceso de putrefacciôn, 
que en el Canal sufrirân un aumento, manifestândose ya al princi­
ple por el olor caracterîstico de las aguas residuales en putre- 
facciôn. Su color va a depender del grado de diluciôn de las a- 
guas del Manzanares, por las del Jarama, presentando tonalidades 
que van desde el gris al negro.

Particularidades de los caudales de los rîos Manzanares 
y Jarama. Segûn datos facilitados por el Servicio de Aforos de la 
Comisaria de Aguas del Tajo ( M.O.P.U. ). No se dispone de los 
caudales correspondientes al mes de Octubre.
Fecha de Manzanares Manzanares Jarama Jarama
Muestreo Parque-Sin- Vacîa-Madrid Mejorada del El Porcal

dical m^/seg m^/seg Campo m^/seg m^/seg
22-V-78 l'55 13 27*4 40*4
29-V-78 l'34 100 36 136
5-VI-78 l'19 15*4 30 45*4

12-VI-78 1*12 15*4 37*8 53*2
19-VI-78 1*19 15*8 30 45*8
26-VI-78 1*12 13 30 43
3-VII-78 1*70 16*2 49*2 65*4

lO-VII-78 1*70 14*2 37*8 52
17-VII-78 2*10 13 39*5 52*5
5-IX-78 1*70 13*8 22*5 36*3

12-IX-78 1*55 13 35 48
18-IX-78 1*41 14*2 7*4 21*6
25-IX-78 1*41 13 15 28
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2.5. PUNTOS DE MUESTREO; ELECCION Y JUSTIFICACION DE LOS MISMÔS.

La elecciôn de los puntos de muestreo se realizô de a- 
cuerdo a los aspectos que considérâmes de interés destacar en la 
présente Tesis Doctoral.

Dicho interés radica principalmente en poner de manl- 
fiesto la presencia de Salmonellas, asî como su posible correla- 
ciôn con:
- enterobacterias, bacterias intestinales, bacterias heterôtrofas
- salmonelosis observada en patologîa humana

Esto tiene su importancia en un curso de agua cuya fina­
lidad es de servir como regadîo a parte del Valle del Jarama y Ve­
ga de Aranjuez.

Se escogieron como lugares de muestreo dos puntos del 
Canal del Jarama, que guardan entre sî cierta distancia, por reu­
nir las siguientes caracterîsticas:
- recoger las aguas residuales de todo tipo producidas por la po- 

blaciôn de Madrid,con loque existe la posibilidad de vehiculi- 
zar patôgenos como Salmonellas.

- no tener aportes latérales entre los dos puntos de muestreo que 
alterarîan las poblaciones bacterianas y las condiciones fîsi- 
co-quîmicas del agua en los dos puntos.

- posible incidencia de éste tipo de agua en la epidemiologîa de 
las Salmonellas.

2.6. DESCRIPCION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO.
De acuerdo con los objetivos que nos fijamos, los pun­

tos de muestreo los situamos en los lugares que nos pudiesen dar 
una mayor informaciôn sobre el problema planteado.

Primer punto de toma. El primer punto de toma de mues­
tras denominado por nosotros punto A, se encuentra en la boca del 
Canal del Jarama. En éste punto como vimos en el apartado 2.4, nos
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encontramos con calidades de agua distintas segûn sea el caudal 
del rio Jarama con relaciôn al del rîo Manzanares,

Segundo punto de toma. Aunque éste segundo punto de to­
ma no fué constante en todas las muestras, ya que los dos primeros 
se realizaron en el punto que nosotros denominamos como punto B, 
que se encuentra al800 m de distancia del punto A, los restantes 
se realizaron en el punto denominado como C, que se encuentra a 
3400 m del punto A. Los hemos englobado bajo el término de segun­
do punto de muestreo por ser el segundo lugar de toma en cada fecha 
de muestreo.

2.7. CARACTERISTICAS Y FRECUENCIA DE LOS MÜESTREOS.
Ya que no habia aportes latérales sobre el Canal del Ja­

rama, que pudieran alterar las poblaciones bacterianas y las con­
diciones fisico-quimicas del agua que fluye entre los dos puntos 
de muestreo, nos propusimos analizar " la misma masa de agua " en 
los dos lugares de muestreo.

Para ello la toma de todas las muestras se realizaron 
en los dos puntos en las siguientes condiciones;

Toma en el primer punto.
- se lanzaban al agua cuatro botes de plâstico vacio con un inter- 

valo entre ellos de un minuto.
- inmediatamente se procedia a la toma de muestras.
- una vez terminada ésta, se lanzaban de nuevo dos botes con un 

intervalo de un minuto.
Toma en el segundo punto.

- se esperaba la llegada del primer lote de botes, que seguian 
manteniendo los mismos intervalos de tiempo que al ser lanzados. 
Los tiempos que tardaban en hacer el recorrido se muestra en la 
tabla 12.

- inmediatamente se procedia a la toma de muestras.
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- 157 -- se recogîa el segundo lote de botes que se comportaba igual 
que el primer lote.

En el quinto muestreo, para comprobar si la velocldad 
superficial del agua medida con los botes, se alejaba de la velo- 
cidad media de la masa de agua que vehiculiza el Canal, simult^- 
neamente al lanzamiento de los botes, introdujimos en el agua, con 
un intervalo de un minuto, dos tubos de plâstico huecos, de 128 
y 118 cm de longitud, que fueron lastrados previamente con arena 
para conseguir que el extremo del tubo fuera arrastrado por la zo­
na de mâxima velocidad, quedando aproximadamente verticales al 
piano del agua. Los tubos sobresalîan del agua entre 10 y 20 cm.

Como el tiempo que tardaron en realizar el recorrido 
fué prâcticamente idëntico al de los botes, decidimos emplear el 
sistema de los botes solamente por comodidad.

Frecuencia de muestreo. La toma de muestra en los dos 
puntos se realizô semanalmente durante los meses de Abril, Mayo, 
Junio, Julio, Septiembre y Octubre.

La fecha, dîa de la semana y hora del muestreo figuran 
en la tabla 12.

Las muestras del primer punto figuran con los nûmeros 
del 1 al 17 y las del segundo punto del 18 al 34.
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3. ECOLOGIA DE LAS SALMONELLAS EN EL AGUA DEL CANAL DEL JARAMA.

3.1. FRECUENCIA DE DETECCION DE SALMONELLAS EN LAS AGUAS POLUCIO- 
NADAS DEL CANAL DEL JARAMA.

Bajo una panorâmica general podemos ver que en las 34 
muestras efectuadas entre Mayo y Octubre de 1978, se tomaron una, 
dos 6 tres volûmenes de las muestras originales, analizândose ca- 
da una por una técnica distinta ( materiales y mêtodos ).

Los resultados aparecen en la tabla 13, como se puede 
apreciar, en las 28 primeras muestras originales fuimos capaces de 
detectar Salmonellas bien desde una porciôn, de las dos e incluso 
desde las tres porciones, comprobândose de éste modo la presencia 
de Salmonellas en las 28 muestras, lo que constituye un 100 % de 
resultados positivos.

En las seis muestras correspondientes a los seis ûltimos 
muestreos, efectuados durante el mes de Octubre, que no se subdi- 
vidieron en porciones, se aislaron Salmonellas en cuatro de ellas, 
lo que résulta un 66'6 % de aislamientos.

Resumiendo, de las 34 muestras efectuadas se detectaron 
Salmonellas en 32, con lo que résulta en conjunto un 94’2 % de 
aislamientos positivos de Salmonellas.

Agrupando las muestras originales por meses, como se pue­
de apreciar en la tabla 14, durante los meses de Mayo, Junio, Julio 
y Septiembre se detectaron Salmonellas en todas las muestras, lo 
que constituye un 100 % de resultados positivos. Durante el mes de 
Octubre de ocho muestras originales, seis fueron positivas, lo que 
résulta un 75 % de aislamientos positivos^

Como se observa en la tabla 15, al menos en una muestra 
de las efectuadas en el mismo mes se aislaron dos serotipos.

Mientras que en los meses de Mayo, Junio y Octubre sola­
mente se llegaron a detectar dos serotipos en una misma muestra.



— 13.9 —Tabla 13,- Volumen de muestra y serotipos de Salmonellas aislados.

MUES­ VOLUMEN/ COLONIAS COLONIAS SEROTIPOS AISLA-
TREO ml. 50SPECH0SAS, CONFIRMADAS IDENTIFICADOS MIENTO

1 100 6 31 10 5 4 If i.îyJtkÔMtirCum +
100 . 6 3

2 10 5 2 Z +
70 6 6 f 1 4. S-u»

3 10 5 5 .T£./yyjkcvuMmMi +
70 6 6 ( S* fy/tiiiUlunViNi

4 10 7 5 2 C.ly/rAiVuuriuut 2 S.typU»,* i 5«n« û(«<tW/û«e(ê +
70 6 6

5 10 _ 7 _ 0 +

70 6 3 3 & >
6 10 7 0 +

70 6 4 3£.̂ r̂ui«nUiM &.HO vclf
7 10 7 5 3s.i//Jn'ujUŸtum 1 4 S. c4S«a +

70 6 3 2 S.fy^iWunum 4 S»'fŷ4t'

8 10 7 0 +
1 7 7

70 6 0
9 10 7 4

1 7 7
70 6 4 kS.fyffiiiuarttiuuk

10 10 7 5 4 î. 4 S • »M> Ĉi»l<(îie%JL«̂ +
1 7 2 Z S

70 6 6 SS-̂ /U*i**uftuiu 4S<u» iA€tA\f(<̂ 4o>,
11 10 7 4 L/i. tiiu +

1 7 6 i S.

70 6 0
12 10 7 5 3 &.fy/UwH*uirtUIM 2 +

1 7 6
70 6 0

13 10 7 5 S S.iŷ {||U4UV«M«H
1 7 6 S A>iypi*cwuunuM 4L &• u«

70 6 4 4 s • î pintMariu/M.
14 10 7 6 4 5 * iypkiwuunU»̂  3 S. «.ccKYC-k'cUs +

1 7 0
15 10 7 0 -

16 10 7 3 +

17 10 7 4 4 &.^pluvuuntMM +
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MUES­ VOLUMEN/ COLONIAS COLONIAS SEROTIPOS AISLA-
TREO. ml. SOSPECHOSAS CONFIRMADAS IDENTIFICADOS MIENTO.

100 6 2 2 & +18 10 5 5 Sd.̂ /Uiiu«t4Wuu4 2 &
100 6 519 10 5 4
70 6 4 4 lŷ AcVuavcuHt

20 10 5 5
21 70

10
6
7

0
7 jf +

70 6 422 10 7 5
n23 f U

10
g

7
u

4 3S.̂ ffiniuUttVlM 4 &. +

70 6 2 X Ŝ î pIntmvriutAA
24 10 7 6 € 6 +

70 - 6 4 4s>
25 in 7 7 +

26 70
10

6
7

3
0 +

70 6 027 10 7 7 *» rtUA  ̂5 • cwma

70 6 5 f  5.4/»4'MMir<*UM28 10 7 5 4 5 . ^ U« <.c«̂ Ck

70 6 429 _ _ 10 _ 7 6
70 6 4 ^ S,fy/*̂ rcMtiruiU430 10 7 7 t̂S-iyphHuuttutM Zi.ttJkftKdis $

70 6 4 k s3l 10 7 6 C S. fyj»AcU4t4X*UIM +

32 10 7 6 4 S< jyyp̂ MUir̂ utM 2S«css«(̂ +

33 10 7 0 m -

34 10 7 1 4, s. +
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durante los meses de Julio y Septiembre no s61o se detectaron dos 
serotipos, sino que se llegaron a aislar hasta tres serotipos si- 
multâneamente.
Tabla 14. Frecuencia de aislamiento de Salmonellas en las muestras 
originales.

MES n°muestras
analizadas

n°muestras 
positivas

%

Mayo 4 4 100
Junio 8 8 100
Julio 6 6 100
Septiembre 8 8 100
Octubre 8 6 75
Total 34 32 94*2

Tabla 15. Serotipos por muestra.

MES 1 serotipo 2 serotipos 3 serotipos n°muestras 
analizadas

Mayo 3 1 - 4
Junio 5 3 - 8
Julio 4 1 1 6
Septiembre 4 2 2 8
Octubre 4 2 - 8
Total 20 9 3 34

Los aislamientos fueron :
en Mayo: 3 muestras: S. typhimurium

1 muestra: S. typhimurium-S. enteritidis.
en Junio: 5 muestras: S. typhimurium

2 muestras: S. typhimurium-S. enteritidis 
1 muestra: S. typhimurium-S. typhi

- en Julio : 4 muestras: S. typhimurium
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1 muestra: S. typhimurium-S. typhi 
1 muestra: S. typhimurium-S. enteritidis—

S. essen
- en Septiembre: 4 muestras: S. typhimurium

2 muestras: S. typhimurium-S, enteritidis
1 muestra: S. typhimurium-S. enteritidis-^

S. essen
1 muestra: S. typhimurium-S. enteritidis—-

S. paratyphi B
- en Octubre: 4 muestras: S. typhimurium

1 muestra: S. typhimurium-S. enteritidis
1 muestra: S. typhimurium-S. essen

Asî, de los 32 muestreos que resultaron positivos para el 
aislamiento de Salmonellas, en 20 se detectaron un serotipo, en 
nueve dos serotipos y en tres se llegaron a aislar hasta tres sero­
tipos .

Ampliando y estudiando en profundidad la metodologîa se- 
guida, vemos como se observa en la tabla 13, que las muestras ori­
ginales de agua tomadas en cada punto del Canal del Jarama, una vez
que llegaban al laboratorio, se agitaban y se dividîan en porciones
que se analizaron como si se trataran de muestras independientes 
para el aislamiento de Salmonellas. Como la muestra original se 
subdividîa en mâs de una porciôn, cada una de ellas se sometiô a u- 
na técnica distinta. Asî, veintiuna ( 21 ) muestras se subdividie- 
ron en dos porciones, que se analizaron por dos técnicas en parale- 
lo: Filtraciôn e inoculaciôn de 10 ml.

Siete ( 7 ) muestras originales se subdividieron en tres 
porciones y se analizaron por tres técnicas en paralelo: Filtraciôn, 
inoculaciôn de 10 ml é inoculaciôn de un ml.

Seis ( 6 ) muestras originales que no se subdividieron, 
fueron analizadas ûnicamente por la técnica de inoculaciôn de un ml.

Por todo ello podemos decir que se analizaron 6 9 muestras, 
o porciones, para el aislamiento de Salmonellas por tres técnicas
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- filtraciôn de 70 a 100 ml.
- inoculaciôn de 10 ml.
- inoculaciôn de un ml.

Aunque el nûmero de muestras no es el mismo utilizado en 
cada técnica, si se pueden comparer, ya que tienen en comûn:
- su oriqen. Se trata de aguas polucionadas sin tratar.
- cada porciôn procédé de la misma muestra original.
- en todas las técnicas, el caldo de enriquecimiento empleado es el

sorbitol selenito.
- en todas se siguiô el método de concentraciôn graduai.
- la temperature y el tiempo de incubaciôn de los caldos de enrique­

cimiento fueron los mismos.
- los medios de aislamiento empleados fueron el XLD y el BS.

Como se observa, en los resultados expresados en la tabla 
16, del total de 69 porciones de las muestras analizadas, 57 resul­
taron positivas para el aislamiento de Salmonellas, lo que équivale 
al 82'6 %.
Tabla 16. Frecuencia de aislamiento de Salmonellas.

Técnica Filtraciôn Inoculaciôn 
10 ml

Inoculaciôn . 
1 ml

Total

n°muestras 28 34 7 69
analizadas -

n°muestras 23 28 6 57
positivas .

% 82'1 82'5 85'7 82'6
En cuânto a los resultados obtenidos por las diversas

técnicas:
- de las 28 muestras analizadas por la técnica de filtraciôn, 23 

fueron positivas ( 82*1 % ).
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- de las 34 analizadas por la técnica de inoculaciôn de 10 ml, 28 

resultaron positivas ( 8 2 ' 5  % ).
- de las 7 analizadas por la técnica de inoculaciôn de in ml, 6 fue­

ron positivas ( 8 5 ' 7  % ).
A simple vista, la técnica de inoculaciôn de un ml, es la 

que presentô mejores resultados, mientras que las otras dos presen- 
taron resultados idénticos.

Aunque la detecciôn de Salmonellas, en el présente traba- 
jo se ha realizado por un método cuantitativo, ya que analizamos 
volûmenes de agua con una relaciôn de un décimo aproximadamente, no 
nos ha sido posible establecer una cuantificaciôn por dicho método, 
a causa de:
- se detectaron Salmonellas en la mayoria de las porciones de un 

ml, que corresponden a los volûmenes mâs pequehos de agua analî- 
zados.

- la frecuencia media de detecciôn no esté en proporciôn inversa a 
la relaciôn de los volûmenes analizados, sino que la frecuencia 
de aislamiento se puede considerar del mismo orden en los tres 
volûmenes.

- al igual que Leclerc y cols, 1970 b, hemos tenido la ocasiôn de 
constater la presencia de Salmonellas en pequehas cantidades de 
la muestra original y su ausencia en volûmenes mayores.

Asî en el muestreo nûmero ocho no aislamos Salmonellas 
cuando analizamos 10 ml de la muestra y sî en cambio las detectamos 
cuando analizamos uno y 70 ml de la muestra.

En los muestreos 9, 12 y 13 no aislamos Salmonellas cuan­
do analizamos 70 ml de la muestra y sî en cambio las detectamos 
cuando analizamos 10 y un ml de la muestra.

En los muestreos 21 y 27 no aislamos Salmonellas cuando 
analizamos 70 ml y sî cuando lo hicimos con 10 ml.

I A qué se debe que en los muestreos 9, 12 y 13, 21 y  27 
detectamos Salmonellas cuando analizamos 10 ml v no 70 ml ?.
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de filtraciôn y con el volûmen de 10 ml, la técnica de inoculaciôn 
directa. Esto se puede interpreter lôgicamente como producto del e- 
fecto negative que producen las sustancias en suspensiôn retenidas 
en la membrane, mucho mâs marcado con volûmenes mayores, descartân- 
dose el posible efecto de las sustancias en estado disuelto que pa- 
san a través de la membrane.

Este efecto negative se origine al alterar y modificar 
los caldos de enriquecimiento, dando lugar a una pérdida de sus pro- 
piedades sélectives inhibitorias. Esto puede explicar una parte de 
los aislamientos negatives; otros se pueden haber producido como 
consecuencia del sobrecrecimiento en los medios de enriquecimiento 
de bacterias saprofitas présentes en el agua, cuyo efecto es el en- 
mascaramiento de la probable presencia de las Salmonellas en los 
medios sôlidos selectivos y diferenciales de aislamientos por las 
bacterias saprofitas présentes en los medios de enriquecimiento.

Otras causas por las que se detectaron Salmonellas con un 
volûmen determinado y no con otro, puede ser:
- una distribuciôn no uniforme de las Salmonellas en las muestras.
- una distribuciôn no uniforme de las Salmonellas en los caldos 

de enriquecimiento.
Por todo ésto, el volûmen de la muestra de agua a anali- 

zar para el posible aislamiento de Salmonellas, no favorece su bûs- 
queda. J

Si el fenômeno del hallazgo de las Salmonellas indepen- 
dientemente del volûmen elegido es frecuente o sistemâtico, como 
sugieren Leclerc y cols, 1970 b, habria que ser cuidadosos con los 
anâlisis cuantitativos ya que N.M.P, de Salmonellas no tendria ni 
significado ni valor.

Aûn asî, intentaremos valorar la detecciôn de Salmone­
llas desde un punto de vista semicuantitativo, estableciendo para 
ello, la relaciôn entre el nûmero de aislamientos positivos y el 
nûmero de muestras analizadas expresadas en tanto por ciento.
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3.2. DISTRIBUCION MENSUAL DE AISLAMIENTO DE SALMONELLAS.

Los anâlisis de las 69 muestras para el aislamiento de 
Salmonellas se repartieron en la forma expresada en la tabla 17 y 
fig. 9. Como se puede ver, el mes en el que se obtuvo mayores resul­
tados positivos fué Mayo ( 100 % ), a partir del cual se produce 
una lenta y progresiva disminuciôn durante los meses de Junio ( 81*2 
% ) y Julio (78*5 % ). Durante el mes de Septiembre se produce un 
incremento considerable, ( 85 % ), para volver a descender en Octu­
bre hasta el nivel mâs bajo de los meses muestreados ( 72*7 % ).
Tabla 17. Frecuencia mensual de aislamiento.

MES n°muestras
analizadas

n°muestras
positivas

* %

Mayo 8 8 100
Junio 16 13 81*2
Julio 14 11 78*5
Septiembre 20 17 85
Octubre 11 8 72*7

Como sabemos, aunque la salmonelosis se da a lo largo de 
todo el aho, la mâxima incidencia se da a finales del verano y oto- 
no, mientras que en las muestras de agua analizada, la mâxima inci­
dencia que nosotros hemos obtenido se da en Mayo y en secundo lugar 
en Septiembre.

El desfase de meses entre la mâxima incidencia de Salmo­
nellas humanas y la mâxima frecuencia de aislamientc de Salmonellas 
en el agua, nos hace sugerir al igual que a Parvey y cols, 1972, 
que el aumento de la frecuencia de aislamiento de Salmonellas en 
las aguas precede en meses al aumento de la frecuencia de la sal­
monelosis humana en clinica. Como se puede comprobar al comparar el 
tanto por ciento de aislamiento en la tabla 17 y la incidencia men­
sual de salmonelosis humana en Espaha expuesta en el apartado 2.1 
y 2.2 de la Introducciôn.



Fig 9  — Distribuciôn mensual de aislamiento de Salmonellas.
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3.3. SEROTIPOS AISLADOS Y FRECUENCIA.

Como se observa en la tabla 18, se aislaron 266 cepas 
de Samonellas de las 57 muestras positivas pertenecientes a cinco 
serotipos distintos.

Las 266 cepas se repartieron de la siguiente forma:
- de 94 cepas, 88 identificadas pertenecen a tres serotipos. Se 

aislaron en las 23 muestras positivas de las 28 analizadas por 
la técnica de filtraciôn ( 82*1 % ).

- de 138 cepas, 135 identificadas pertenecientes a cinco serotipos. 
Se aislaron en las 28 muestras positivas de las 34 analizadas 
por la técnica de inoculaciôn de 10 ml ( 82'5 % ). •

- de 34 cepas, 33 identificadas pertenecen a un serotipo. Se aisla­
ron en las seis muestras positivas de las siete analizadas por
la técnica de inoculaciôn de un ml ( 85*7 % ).

Tabla 18. Serotipos aislados y frecuencia.

SEROTIPOS
filtraciôn 

n° %
inoculaciôn 

10 ml 
n° %

inoculaciôn 
1 ml 

n° %
total 
cepas 
n° %

S . typhimurium 86 91*4 115 83*3 33 97 234 87*9
S. enteritidis - - 13 9*4 - - 13 4*9
S. essen 1 1 4 2*8 - - 5 1*9
S . typhi 1 1 2 1*4 - - 3 1*2
S . paratyphi B - - 1 0*7 - - 1 0*4
S. no identi- 

ficadas
6 6*4 3 2*1 1 3 10 3*7

S. identifi- 
cadas

88 93*6 135 97*9 33 97 256 96*3

Total 94 100 138 100 34 100 266 100
En la tabla 18 y fig. 10, présentâmes la frecuencia de ais­

lamiento de los diferentes serotipos. En cada columna de la tabla 18 
ponemos las cepas aisladas en nûmero absolute y el percentage en re­
laciôn al conjunte de cepas encontradas por cada técnica.



F ig . 10 _  Serotipos aislados y frecuencia.
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I. Con la técnica de filtraciôn aislamos tres serotipos de Salmo­
nellas de las 23 muestras positivas.
- en 21 muestras solamente aislamos un serotipo, S. typhimurium.
- en dos muestras aislamos simultâneamente dos serotipos. En una 

la combinaciôn fué S. typhimurium-S. typhi y en la otra S. ty­
phimurium-S. essen.

Es decir en el 91'4 % de las muestras que resultaron po­
sitivas, se detectô un serotipo y en el 8*6 % dos serotipos con- 
juntamente. El serotipo comûn en las 23 muestras fué S. typhimu­
rium que représenta el 91*4 %de todas las cepas. S. typhi y S. 
essen représenta el 1 % cada una. Las cepas no identificadas re- 
presentan el 6'4 %.
II. Con la técnica de inoculaciôn de 10 ml aislamos cinco seroti­
pos dé Salmonellas de las 28 muestras positivas.
- en 17 muestras aislamos solamente un serotipo, S. typhimurium.
- en nueve muestras aislamos simultâneamente dos serotipos. 

seis con la combinaciôn S. typhimurium-S. enteritidis. 
una con la combinaciôn S. typhimurium-S. typhi.
dos con la combinaciôn S. typhimurium-S. essen.

- en dos muestras llegamos a aislar simultâneamente tres seroti­
pos.
una con la combinaciôn S. typhimurium-S. enteritidis-S. essen. 
una con la combinaciôn S. typhimurium-S. enteritidis-S. para B.

Es decir, en el 60'8 % de las muestras que resultaron 
positivas, se detectô un serotipo. En el 32*1 %, dos serotipos y 
en el 7'1 % se detectaron tres serotipos conjuntamente.

El serotipo comûn en las 28 muestras fué S. typhimurium, 
que représenta el 83'3 % de todas las cepas. En segundo lugar se 
encuentra S. enteritidis ( 9'4 % ), en tercero S. essen ( 2'8 % ), 
en cuarto lugar S. typhi ( l'4 % ) y por ûltimo S. paratyphi B 
que no llega al 1 %. Las cepas no identificadas representan apro­
ximadamente el 2 %.
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un serotipo en seis muestras positivas. S. typhimurium représenta 
el 97 % de todas las cepas. La cepa no identificada représenta el 
3 %.
IV. Resumiendo de las 266 cepas de Salmonella aisladas por las tres 
técnicas, en 256 se llegô a determinar el serotipo, mientras que 
las restantes 10 cepas no se pudo pasar de género.

Las 256 cepas, que equivalen al 96'3 % del total de ce­
pas, se repartieron en nûmero y frecuencia de la siguiente forma:

234 pertenecen a S. typhimurium que representan el 87*9 %
13 " S. enteritidis " 4*9
5 " S. essen " 1*9
3 " S. typhi ** 1*2
1 " S . paratyphi B " 0*4

10 " S. no identificadas " 3*7
Respecte al nûmero de muestras positivas para el aisla­

miento de Salmonellas, en cuatro se detectô un serotipo, S. typhi­
murium, en 11 se detectô simultâneamente dos serotipos siendo en:
- seis muestras, la combinaciôn S. typhimurium-S. enteritidis.
- en tres la combinaciôn S. typhimurium-S. essen.
- en dos la combinaciôn S. typhimurium-S. typhi.

En dos muestras se llegô a detectar conjuntamente hasta 
tres serotipos formando las siguientes combinaciones:

S. typhimurium-S. enteritidis-S. essen.
S. typhimurium-S. enteritidis-S. paratyphi B.
A la vista de los resultados es de senalar no sôlo que 

con la técnica de inoculaciôn de 10 ml hemos sido capaces de detec­
tar mâs serotipos que con la técnica de filtraciôn, cinco frente a 
tres, sino que en la misma muestra hemos sido capaces de aislar 
frecuente y simultâneamente, dos y hasta tres serotipos diferentes, 
32*1 % y 7*7 % de las muestras positivas frente al 8'6 % y 0 % 
respectivamente.
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3.4. DISPERSION CRONOLOGICA DE LOS SEROTIPOS.

Como se puede comprobar en la tabla 19, se detectaron
cinco serotipos de Salmonella, que se repartieron de la siguiente
forma :
- en Mayo se aislaron dos serotipos, S. typhimurium-S. enteritidis.
- en Junio se aislaron tres serotipos, S. typhimurium-S. enteriti­

dis-S. typhi.
- en Julio se aislaron cuatro serotipos, S. typhimurium-S. enteri­

tidis-S. essen-S. typhi.
- en Septiembre se aislaron cuatro serotipos, S. typhimurium-S. en­

teritidis-S. paratyphi B.
- en Octubre se aislaron tres serotipos, S. typhimurium-S. enteri­

tidis-S. essen.
Tabla 19. Cronologîa de los serotipos.

SEROTIPOS Mayo Junio Julio Sept. Octubre total cepas
S . typhimurium 25 57 48 75 30 234 87'9%
S. enteritidis 2 3 1 5 2 13 4*9%
S. essen - - 1 2 2 5 l'9%
S . typhi - 2 1 - - 3 l'2%
S. paratyphi B - - - 1 - 1 0*4%
S. no identi- 

ficadas
1 3 2 4 10 3'7%

Aunque en ninguno de los meses estudiados se detectaron 
los cinco serotipos, en todos ellos, se aislaron conjuntamente dos 
serotipos, S. typhimurium-S. enteritidis..

Julio y Septiembre fueron los meses en los que se detecta­
ron mayor nûmero de serotipos, cuatro, tres comunes y uno desigual.

S. typhimurium; ocupa el primer lugar entre los serotipos 
detectados por nosotros y représenta el 87'9 % de las cepas iden­
tif icadas. Se aislô en todos los meses muestreados, mâs aûn en to-
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de las tres técnicas empleadas.

S. enteritidis; es el segundo serotipo mâs frecuentemen- 
te detectado y représenta el 4'9 % de las cepas identificadas. Se 
aislô en todos los meses estudiados, aunque solamente en ocho mues­
tras, repartidas de la siguiente forma: una en Mayo, una en Junio, 
tres en Septiembre y una en Octubre.

Se le detectô ûnicamente con la técnica de inoculaciôn
de 10 ml.

S . essen: ocupa el tercer lugar entre los serotipos de­
tectados y représenta el 1'9 % de las cepas identificadas. Se ais­
lô durante los meses de Julio, Septiembre y Octubre, procedentes 
de cuatro muestras, repartidas de la siguiente forma : una en Julio, 
dos en Septiembre y una en Octubre.

Se le detectô una vez por la técnica de filtraciôn, Sep­
tiembre, y tres veces con la técnica de inoculaciôn, Julio, Sep­
tiembre y Octubre.

S . typhi: es el cuarto serotipo, representando el 1*2 % 
de las cepas identificadas. Se aislô en Junio y Julio, procedente 
de dos muestras.

Se le detectô una vez con la técnica de inoculaciôn de
10 ml, Junio, y en Julio con la técnica de filtraciôn.

S. paratyphi B: ocupa el quinto lugar de los serotipos
detectados.

Fué detectado una sôla vez en una muestra recogida du­
rante el mes de Septiembre y utilizando la técnica de inoculaciôn 
de 10 ml.

3.5. RENDIMIENTO DE LOS MEDIOS SOLIDOS DE AISLAMIENTO.
Como sabemos, la finalidad de sembrar un inôculo de los 

caldos de enriquecimiento sobre la superficie de los medios sôli­
dos de aislamiento, es distribuir los microorganismos depositados
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en el inôculo por toda la superficie de la plaça; con ello se in­
tenta individualizar las bacterias, que al multiplicarse obtendre- 
mos colonias bien desarrolladas y separadas unas de otras.

Esta fase es muy importante, ya que nos va a permitir 
diferenciar las colonias sospechosas de ser Salmonellas de las no 
sospechosas.

Los dos medios de aislamiento utilizados fueron el XLD 
y BS. El nûmero de colonias sospechosas seleccionadas por cada me­
dio, que se tomô para su confirmaciôn é identificaciôn posterior 
fué:
- con la técnica de filtraciôn, tres colonias de cada medio.
- con las técnicas de inoculaciôn de 10 y un ml, fueron cinco co­

lonias del medio XLD y dos del BS.
Segûn las técnicas empleadas, los resultados obtenidos 

fueron los siguientes:
Filtraciôn: Se analizaron 28 muestras, que una vez sem- 

bradas en los dos medios de aislamiento, se obtuvieron colonias 
sospechosas en todas, lo que nos permitiô seleccionar como se ob­
serva en la tabla 20, 84 colonias sospechosas de cada medio de 
aislamiento.

De las 84 colonias tomadas del XLD, 42 se confirmaron
posteriormente como Salmonellas ( 50 % ).

De las 84 colonias procedentes del BS, 52 se confirmaron
posteriormente como Salmonellas ( 61*9 % ).
Tabla 20. Colonias aisladas con la técnica de filtraciôn.

Aislamiento Salmonellas XLD BS total
colonias sospechosas 84 84 168
colonias confirmadas 42 52 94

% 50 61'9 55'9

En cuânto al nûmero de muestras positivas, de las 28 ana-
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lizadas, 23 resultaron positivas con los dos medios ( 82*1 % ), si 
bien con el XLD, 19 resultaron positivas ( 67*8 % ) y con el BS,
22 ( 78*5 % ). .

Respecto al nûmero de serotipos obtenidos en cada medio, 
es de resaltar que el XLD nos permitiô aislar dos serotipos, S. ty­
phimurium y S. essen, y el BS otros dos, S. typhimurium y S. typhi. 
El XLD nos permitiô detectar dos serotipos de la misma plaça y el 
BS no.

Como vemos, el rendimiento del BS no sôlo fué superior 
que el XLD respecto al nûmero de muestras positivas ( 10 % mâs ) y 
al nûmero de colonias sospechosas confirmadas ( 12 % mâs ) sino que 
nos permitiô aislar S. typhi.

Inoculaciôn de 10 ml. Se analizaron 34 muestras, una vez 
sembradas en los medios de aislamientos se obtuvieron colonias sos­
pechosas en todas las sembradas en XLD y en sôlo 28 de las sembra­
das en BS, lo que nos permitiô seleccionar 170 colonias en XLD y 
56 en BS como se ve en la tabla 21.

De las 170 colonias del XLD, 104 fueron confirmadas pos­
teriormente como Salmonellas ( 61*1 % ).

De las 56 colonias seleccionadas en BS, 34 fueron confir­
madas posteriormente como Salmonellas ( 60*7 % ).
Tabla 21. Colonias aisladas con la técnica de inoculaciôn de 10 ml.

Aislamiento Salmonellas XLD BS total
colonias sospechosas 170 56 226
colonias confirmadas 104 34 138

% 61*1 . 60*7 61

En cuânto al nûmero de muestras positivas, de las 34 
muestras analizadas, 28 lo fueron con los dos medios ( 82*5 % ), si 
bien con el XLD, 27 resultaron positivas C 79*4 % ) y con el BS, 21 
de las 28 muestras analizadas C 75 %) .
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Frente al nûmero de serotipos obtenidos por cada medio, 

es de senalar que el XLD nos permitiô aislar cuatro serotipos, S. 
typhimurium, S. enteritidis, S. essen y S. paratyphi B, y en el BS 
tres serotipos, S. typhimurium, S. enteritidis, y S. typhi. Desta- 
quemos que el XLD nos permitiô aislar ocho veces dos serotipos y dos 
veces tres serotipos en la misma plaça, mientras que el BS solamente 
una vez permitiô aislar dos serotipos.

Como vemos, el rendimiento del XLD fué ligeramente supe­
rior al BS con respecto al nûmero de muestras positivas ( 4 * 4 %  mâs) 
nûmero de colonias confirmadas ( 0'4 % mâs ) y nûmero de serotipos,
asî como nûmero de serotipos por plaça

Hay que resaltar que el BS nos permitiô aislar S. typhi 
y no el XLD. Sin embargo, con S. paratyphi B nos ocurriô a la in­
versa.

Inoculaciôn de un ml. Se analizaron siete muestras que 
una vez sembradas en los dos medios de aislamiento,^ se obtuvieron 
colonias sospechosas en todas las muestras, lo que nos permitiô re- 
coger 35 colonias sospechosas en XLD y 14 en BS, tabla 22.

De las 35 colonias procedentes del XLD, 26 se confirmaron 
posteriormente como Salmonellas ( 74*2 % ).

De las 14 colonias seleccionadas en BS, ocho se confirma­
ron posteriormente como Salmonellas ( 57*1 % ).
Tabla 22. Colonias aisladas con la técnica de inoculaciôn de un ml.

Aislamiento Salmonellas XLD BS Total
colonias sospechosas 35 14 49
colonias confirmadas 26 . 8 34

% 74*2 57*1 69*3

En cuânto al nûmero de muestras positivas, de las siete 
analizadas, seis resultaron positivas con los dos medios ( 85*7 % ), 
si bien con el XLD, seis resultaron positivas ( 85*7 % ), y con el
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Frente al nûmero de serotipos los dos medios se comporta- 
ron igual, permitiendo solamente aislar un serotipo, S. typhimurium,

Resumiendo de las 44 3 colonias sospechosas aisladas por 
las tres técnicas, 266 fueron posteriormente confirmadas como Salmo­
nellas ( 60 % ). Del total, 289 se tomaron del XLD, resultando ser 
Salmonellas 172 ( 59*5 % ) y 154 del BS, confirmândose 94 ( 61 % ), 
tabla 23.
Tabla 23. Colonias aisladas en los dos medios sôlidos de aislamien­

to.

Aislamiento de Salmonellas XLD BS total
colonias sospechosas 289 154 443
colonias confirmadas 172 94 266

% 59*5 61 60

Aunque globalmente el nûmero de colonias confirmadas es 
ligeramente mayor, 1*5 %, en el BS que en el XLD, hemos visto que 
con las técnicas de inoculaciôn el rendimiento es superior en el 
XLD, 17*5 % superior para inôculos de un ml y 0*4 % para 10 ml, 
mientras que con la técnica de filtraciôn que utiliza volûmenes de 
70-100 ml, el rendimiento es mâs alto, 11*9 %, en el BS que en XLD. 
Lo que parece indicar que la selectividad es mayor en el BS a medi­
da que aumenta los volûmenes de agua ensayadas y disminuye con el 
XLD.

Atendiendo al nûmero de serotipos, de los cinco detecta­
dos, tres se aislan en las muestras de 10 ml en el BS y cuatro en 
el XLD. En los dos medios selectivos es cômûn el aislamiento de S. 
typhimurium en todos los volûmenes de muestra y S. enteritidis en 
los volûmenes de 10 ml. S. essen y S. paratyphi B solamente se de­
tectaron en el XLD en las muestras de 10 ml. Hay que resaltar que 
gracias al BS pudimos aislar tres colonias de S. typhi en dos pla­
ças, procedentes de dos muestras distintas.
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Ademâs hay que destacar que el XLD nos permitiô aislar 

mâs de un serotipo de la misma plaça; asî en ocho plaças detectamos 
dos serotipos y en dos plaças tres serotipos diferentes, mientras 
que el BS solamente nos permitiô aislar en una ocasiôn dos seroti­
pos distintos.

Por ûltimo, refiri^ndonos al nûmero de muestras positivas, 
de las 69 analizadas, en 57 se detectaron Salmonellas, 82'6 %. Si 
bien de las 69 en las que se utilizô el XLD en 52 se aislaron Salmo­
nellas, 75'3 %, mientras que de las 6 3 muestras en que se empleô el 
BS, 48 resultaron positivas, 74'6 %.

3.6. RELACION SALMONELLAS-INDICADORES.
La poluciôn de mâxima importancia, desde el punto de vis­

ta de salud pûblica, es la de los animales de sangre caliente, prln- 
cipalmente la humana y después la de los animales, ya que pueden 
contener en cualquier momento microorganismos productores de enfer- 
medad, especialmente bacterias del grupo entérico. jUa poluciôn de 
los animales de sangre fria représenta una menor incidencia.

Al depender normalmente las infecciones portadas por el 
agua de la poluciôn excremental, la detecciôn de tal contaminaciôn 
es el primer objetivo de su examen bacteriolôgico ( Taylor, 1958; 
Holden, 1970 ).

El uso de la presencia de bacterias como un indicador de 
la calidad sanitaria del agua, comienza en 1.880 con la descripciôn 
de Klebsiella, K. pneumonia y K. rhinoscleromatis, por Von Frist, 
como un microorganismo caracteristico de la contaminaciôn fecal hu­
mana ( Clark y Kables, 1964; Ptark y cols, 1973; Dufour y Cabelli, 
1976 ).

Se ha elegido un indicador de poluciôn bacteriana, porque 
intentar aislar cada patôgeno especîfico, no es prâctico por el 
gran nûmero de ellos y porque los métodos son lentos y muy costosos.

Se propuso el test de coliformes fecales ( CF ), como el 
mejor medio de evaluar la poluciôn fecal y el significado bacterio­
lôgico de las aguas sin tratar, porque son muy abundantes en el
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es decir, estân siempre présentes y en nûmero elevado en la fuente 
de poluciôn ( Geldreich, 1970; Viraragharon, 1973; Katzenlson y 
Kedmi, 1979 ) y han mostrado tener una resistencia similar a la ma- 
yorîa de los patôgenos y porque el test es râpido y econômico 
( Geldreich, 1972; Tate y Trussell, 1977; Dockins y Mcfeters, 1978; 
Berg y cols, 1978 ) . Asî el encontrarnos con un elevado de confor­
mes fecales se atribuye a una poluciôn continua y/o reciente.

Los conformes totales ( CT ) , estreptococos fecales C EF 1 
y clostridios sulfite reductores ( CSR ) también son usados como ±n- 
dicadores de contaminaciôn fecal, ya que se encuentran en gran nû­
mero en heces humanas y de animales ( Clark y Kables, 1964; Geldre­
ich, 1970, 1972; Viraragharon, 1973; Tate y Trussell, 1977; Berg y 
cols, 1978; Katzenlson y Kedmi, 1979 ).

Al ser capaces los conformes totales ( CT ) de sobrevi- 
vir y multiplicarse fuera del cuerpo animal, por ello no son con- 
siderados en igual extensiôn eue los conformes fecales como orga- 
nismos indicadores de poluciôn fecal.

Los estreptococos fecales y los clostridios suifito reduc- 
tores, debido a sus caracteristicas de supervivencia, mayor que la 
de los conformes fecales y de la mayorîa de los patôgenos entéri- 
cos, se recomienda que se usen como tests cuando interese detectar 
la poluciôn lejana en el tiempo y en el espacio.

Los niveles de estreptococos fecales y clostridios suifi- 
to reductores son mayores en animales que en humanos, por eso se 
emplea la relaciôn CF/EF, para indicar la probable fuente de con­
taminaciôn ( Geldreich y Kenner, 1969 ). Podemos por tanto decir:
- si CF/EF es mayor o igual que cuatro, estamos en presencia de 

heces humanas o aguas polucionadas con éstas heces.
- si CF/EF es menor o igual que 0'7, estamos en presencia de heces 
animales o aquas polucionadas con éstas heces.

Muehos autores han tratado de buscar una relaciôn entré 
aislamiento cualitativo de Salmonellas y correspondientes niveles
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de indicadores, principalmente de coliformes fecales.

Este apartado lo vamos a dedicar a estudiar posible re­
laciôn entre aislamiento de Salmonellas y otras bacterias ( tabla 
13 y apartado 5.1. ) como:
- Enterobacterias ( coliformes fecales y coliformes totales )•
- bacterias intestinales ( estreptococos fecales, clostridios sul- 

fito reductores ).
- bacterias heterôtrofas ( aérobics ).

A continuaciôn de ésto, vamos a intentar ver si existe:
- una relaciôn entre presencia de Salmonellas y niveles de las 

bacterias seleccionadas.
- una densidad por encima de la cual la probabilidad de aislar 

Salmonellas séria del 100 %.
- una densidad por encima de la cual no se podrfa aislar Salmone­

llas.
Hay que destacar que la presencia de Salmonellas en el 

agua es muy variable, estando muy relacionada con la incidencia de 
salmonelosis humana y animal y la existencia de portadores sanos 
en esa zona ya que la eliminaciôn por éstos de las Salmonellas no 
es constante sino intermitente.

Por lo tanto, el tipo de relaciones que tengamos noso­
tros y otros autores no se ha de tomar como una ley para predecir 
la presencia de Salmonellas en un momento dado y en un agua deter- 
minada, ya que si ésta no porta Salmonellas o la metodologîa se- 
guida para su aislamiento en inadecuada, la relaciôn no serâ valo- 
rable.

Esto ûltimo, en nuestro caso no nos concierne, ya que 
de las 69 muestras analizadas detectamos la presencia de Salmone­
llas en 57 ( 82*6 % ).

Para determinar el tipo de relaciôn, simultâneamente a 
los anâlisis para la detecciôn de Salmonellas, se realizaron los 
anâlisis cuantitativos de las bacterias indicadoras de contamina-
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unos intervalos que nosotros establecimos.
3.6.1 Relaciôn coliformes totales-Salmonellas.

El grupo de bacterias incluidas en el término de coli­
formes totales ( CT ), estân muy distribuidas en la naturaleza y 
pueden tener acceso al agua procedentes de fuentes no contaminadas 
por materiales de origen fecal. Solamente una fracciôn de ellas es- 
tân normalmente présentes en las heces humanas y animales. Son ca­
paces de sobrevivir y multiplicarse fuera del cuerpo animal, por 
todo ello no son considerados en igual extensiôn que los colifor­
mes fecales como organismes indicadores de poluciôn fecal. Por eso 
su presencia en el agua puede tener poco significado epidemiolô- 
gico.
Tabla 24. Relaciôn coliformes totales-Salmonellas.

CT/ml 20000 50001 100001 200001 300001 400001 total
50000 - - - - 800000

n°muestras 7 10 31 7 4 3 62
n°muestras + 7 9 25 6 2 2 51

% 100 90 80*6 85*7 50 66*6 82*2

Los resultados de las 62 muestras computadas se distri- 
buyeron en seis intervalos. La tabla 24 nos muestra que en ningûn 
caso hubo una densidad menor de 20.000 CT/ml.

Observâmes que en el primer intervalo la probabilidad 
de aislar Salmonellas es del 100 % y a partir del nivel de 50000 
CT/ml se produce una disminuciôn. Esta disminuciôn no es constan­
te sino que sufre altibajos y a pesar de ello en el ûltimo inter­
valo, con tan elevadas densidades la probabilidad es del 66*6 %.

Pocos autores, entre ellos Smith y Twedt, 1971, Dutka y 
Bell, 1973, Carney y cols, 1975, Stelzer y cols, 1977, se han in- 
teresado en estudiar el tipo de relaciôn existante entre los nive­
les de CT-aislamiento de Salmonellas. Ya que no todos los CT pro- 
ceden de fuentes contaminadas por materiales de origen fecal, el 
tipo de relaciôn que se pueda obtener serâ muy variable, depen-
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tes, y por tanto no muy valorable, ni fiable.

Si comparâmes nuestros resultados con los obtenidos por 
Dutka y Bell, 1973, observâmes que mientras elles obtienen una re- 
laciôn rectilinea constante entre niveles de CT-aislamiento de 
Salmonellas, nosotros obtuvimos global.mente una relaciôn inversa.

En principio se podrâ pensar que la diferencia de resul­
tados se debe a que si bien existe una relaciôn rectilinea, a par­
tir de ciertos niveles de CT, la probabilidad de aislar Salmone­
llas disminuye, y que ésta disminuciôn es producto entre otros fac- 
tores de la competencia de la microflora saprofita présente en el 
agua, recordemos que nuestras densidades no sôlo son mucho mayores 
que las de Dutka y Bell, 1973, sino que nuestra menor densidad es 
superior a la mâs alta de ellos.

Profundizando mâs, aunque hemos dicho que habia una re- 
ducciôn rectilinea inversa en nuestros resultados, en realidad no 
es asi, ya que se dan altibajos, tabla 24.

Por ejemplo, observamos que en el intervalo cuarto, que 
présenta mayores densidades que el tercero, la frecuencia de ais- 
lamiento tambiën es mayor e igualmente ocurre en el intervalo sex­
to trente al quinto. Estos resultados son similares a los obteni­
dos por Stelzar y cols, 1977.

Lôgicamente se puede pensar que la diferencia de proba- 
bilidades en los distintos intervalos no se debe achacar directa- 
mente a los niveles de CT, sino que la diferencia es producto de 
los diferentes tantos por cientos de CT de origen fecal que pre- 
sentan las distintas muestras.

Asi, si aumentan los niveles de CT, pero éste aumento 
no procédé de contaminaciôn de origen fecal, no es de extranar que 
la frecuencia de aislamiento no aumente paralelamente.

Esto ûltimo ha podido ocurrir en nuestro caso, y en los 
que el aumento de las densidades de CT ho era debido a un aumento 
de contaminaciôn de origen fecal en la misma proporciôn, por lo 
que es lôgico que la frecuencia de aislamiento de Salmonellas sea
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3.6.2 Relaciôn coliformes fecales-Salmonellas.

La presencia de un gran nûmero de coliformes fecales 
( CF ) en las aguas se atribuye a una poluciôn reciente y/o conti­
nua, ya que las aguas que no estân en contacte directe o indirecte 
con poluciôn humana o animal se encuentran libres de coliformes 
fecales.

Los nûmeros pueden ser considerados como un j-usto indi­
ce de la extensiôn de tal poluciôn.
Tabla 25. Relaciôn coliformes fecales-Salmonellas.

CF/ml 900- 1001 10001 20001 30001 40001 50000 total
1000 - - - - - 80000

n°muestras 2 13 20 13 9 7 5 69
n°muestras + 2 12 18 4 7 6 3 57

% 100 92'3 90 69'2 77'2 85'7 60 82'6

Los resultados de las 69 muestras se distribuyeron en 
siete intervalos. La tabla 25 nos muestra que en ningûn caso hubo 
una densidad menor de 900 CF/ml.

La probabilidad de aislamiento de Salmonellas en los di­
ferentes intervalos no fuê siempre la misma, asi en el primero, la 
frecuencia es del 100 %. Del segundo al cuarto, la probabilidad va 
disminuyendo, mientras que en el segundo y tercero es ligera, la 
reducciôn en el cuarto es fuerte, 69 %. Del cuarto al sexto, la 
frecuencia de aislamiento vuelve a aumentar para llegar en el sex­
to al 85'7 %. Durante el sêptimo y ûltimo se produce una fuerte 
reducciôn para alcanzar la probabilidad mâs baja de todas ellas, 
el 60 %.

Muchos autores han tratado de estudiar la relaciôn exis­
tante entre niveles de CF-aislamiento de Salmonellas cualitativo.
Si nuestros resultados los comparamos con los de Grunnet y Nielsen, 
1969, Brezenski y Russamanno, 1969, Geldreich, 1970, Dutka y Bell, 
1973, y Luppi y cols, 1973, observamos que los cuatro primeros ob-
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tuvieron una relaciôn rectilinea clara y constante entre los nive­
les de CF y aislamiento de Salmonellas,

Luppi y cols, 1973, por su parte observaron el mismo fe- 
nômeno hasta el intervalo de 2.000 CF/100 ml, pero a partir de és- 
te la frecuencia de aislamiento disminuia hasta hacerse cero, acha- 
cando éste procéder a la competencia de la microflora saprofita 
presente en el agua y/o a las limitaciones de su metodologia.

Nosotros obtuvimos una variante nueva, si bien del in­
tervalo primero al cuarto la frecuencia de aislamiento disminuia, 
del cuarto al sexto aumentaba de manera significativa, para volver 
a decaer en el séptimo intervalo.

La primera parte de nuestra relaciôn, descenso, se po- 
dria explicar de manera anâloga a como lo hicieron Luppi y cols, 
1973, pero como explicar enfonces la segunda parte de nuestra re­
laciôn, aumento de la frecuencia de aislamiento con densidades ma­
yores de CF. Tenemos que tener en cuenta que los volûmenes utili- 
zados como inôculos eran del orden de un litro para* Luppi y cols, 
1973, y a los nuestros de 10 y 70jml^ '.

A la vista de los resultados descartamos como causa de 
las diferencias de frecuencia en los distintos intervalos, las li­
mitaciones de nuestra metodologia, ya que si fuera asi la disminu­
ciôn séria constante, es decir, a medida que aumenta los niveles 
de contaminaciôn fecal, disminuirâ la probabilidad y no es asi, 
como hemos visto, sino que a partir del cuarto intervalo vuelve 
a aumentar.

Achacamos las diferencias de frecuencia en los distintos 
intervalos a:
- a la diferencia de niveles de Salmonellas en agua, ya que los 

niveles de êstos microorganismos patôgenos no es constante, sino 
que su presencia, sufre fluctuaciones, estando muy relacionado 
con la incidencia de salmonelosis humana y animal y la existencia 
de portadores, siendo la eliminaciôn por éstos no constante si­
no intermitente.
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que se acentûa en los volûmenes pequenos.

Nuestros resultados no suponen una contradicciôn a la 
admitida relaciôn rectilinea existente entre niveles de CF-aisla­
miento de Salmonellas. Si recordamos los trabajos de Grunnet y 
Nielsen, 1969, Brezenski y Russomanno, 1969, Geldreich, 1970,
Smith y cols, 1973 y Dutka y Bell, 1973, donde la relaciôn era 
Clara, los niveles de CF de sus muestras eran muy pequenos. El in­
tervalo de mayor densidad era de 20.000 CF/100 ml en Brezenski y 
Russomanno, 1969, siendo la probabilidad de aislamiento en dicho 
intervalo del 61'5 %; le seguia el intervalo de 10.000 CF/ 100 ml
en Grunnet y Nielsen, 1969, siendo la frecuencia del 72 %. Los de-
mâs trabajos no superaban el nivel de 2.000 CF/100 ml.

Como se ve, los niveles son extremadamente pequenos en 
comparaciôn a los nuestros, ya que todas las muestras superaban la 
cifra de 900 CF/ml y aûn asi detectamos Salmonellas en el 82*6 % 
de las muestras.

Es de resaltar tambiën algunas de las coincidencias con 
otros autores encontrados cuando se hizo la revisiôn bibliogrâfi- 
ca de los trabajos en los que se plantea ëste tipo de estudio, 
como:
- el aislamiento de Salmonellas en conjunciôn con el grupo CF y el 

aislamiento de ëste grupo solamente resalta la importancia y va-
lided del test de CF como indicador de poluciôn peligrosa para la 
salud, ya que la ausencia de aislamiento de Salmonellas no excluye 
la probable presencia de otros patôgenos.
- que no hay nivel de CF por encima del cual la probabilidad de

aislar Salmonellas séria del 100 %.
3.6.3 Relaciôn estreptococos fecales-Salmonellas.

Debido a sus caracteristicas de supervivencia, mayor que 
la de los coliformes fecales y de la mayoria de los patôgenos en- 
tëricos se recomienda que se use el test de estreptococos fecales 
( EF ), cuando no se realicen frecuentes anâlisis para determiner
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o estudiar la calidad sanitaria del agua.
Tabla 26. Relaciôn estreptococos fecales-Salmonellas.

EF/ml 1500 3001 4501 6001 7501 9001 10501 total
3000 - - - - - 13000

n°muestras 18 10 18 4 8 3 8 69
n®muestras + 17 9 14 3 6 2 6 57

% 94*4 90 77*7 75 75 66*6 75 82*6

Los resultados de las 69 muestras se distribuyeron en 
siete intervalos. En ningûn caso hubo una densidad menor de 1500 
EF/ml como nos muestra la tabla 26.

En el primer intervalo la probabilidad de aislar Salmo­
nellas es del 94*4 %, a partir de éste intervalo y hasta el cuarto 
se produce una disminuciôn. Del cuarto al séptimo podemos conside- 
rar que la probabilidad se mantiene constante en el 75 %.

Pocos autores, entre ellos Smith y Twedt, 1971, Dutka y 
Bell, 1971, y Stelzer y cols, 1977, se han interesado en estudiar 
el tipo de relaciôn existente entre los niveles de EF-aislamiento 
de Salmonellas; otros autores lo mâs que han hecho es citar el ni­
vel de EF de las muestras de agua en las que se détectô Salmone­
llas.

Smith y Twedt, 1971, intentaron relacionar médias aritmé- 
ticas con aislamiento de Salmonellas, mientras que en el rîo Sali­
ne obtienen una relaciôn rectilinea, a medida que aumentan los ni­
veles de EF, aumentan las probabilidades de aislamiento. En el rio 
Huron, sin embargo no obtienen ninguna relaciôn; la frecuencia de 
aislamiento tan pronto aumenta como se hace cero.

Dutka y Bell, 1973, analizaron 169 muestras. Los resul­
tados los distribuyeron en cinco intervalos, observaron que la 
frecuencia de aislamiento aumentaba del primero al tercero, mante- 
niéndose dicha frecuencia en el cuarto. En el quinto y ûltimo in­
tervalo que solamente inclura una muestra, resultô ser positiva 
para el aislamiento de Salmonellas.
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Stelzer y cols, 1977, tomaron seis puntos de muestreo a 

lo largo dfe un rio; en cada punto analizaron el mismo nûmero de 
muestras, asignando a cada punto el valor de los niveles de las 
muestras analizadas, ordenândose en orden creciente. Sus resulta­
dos no permiten dar ningûn tipo de relaciôn; tan pronto aumenta 
como disminuye la frecuencia de aislamiento a medida que aumentan 
los niveles de EF/ml.

Comparando nuestros resultados con los anteriores, pode­
mos decir que el trabajo que muestra resultados similares es el de 
Dutka y Bell, 1973. Mientras que en éste la probabilidad de aisla­
miento se mantiene constante en el 50 %, en el nuestro la frecuen­
cia se mantiene-en el 75%.

A la vista de nuestros resultados podemos concluir que 
no hemos encontrado una estrecha relaciôn entre los niveles de EF 
y la probabilidad de aislar Salmonellas.

3.6.4. Relaciôn CF/EF-aislamiento de Salmonellas.
Los nûmeros de estreptococos fecales son mayores en heces 

animales que en las humanas, por eso se usa la relaciôn CF/EF para 
indicar la probable fuente de contaminaciôn ( Geldreich y Kenner, 
1969 ).
Tabla 27. Relaciôn CF/EF-aislamiento de Salmonellas.

CF/EF £0*7 >0*7 y <4 >4 total
n°muestras 4 29 36 69
n°muestras + 4 25 28 57

% 100 85*2 77*7 82*6

Los resultados de las 69 muestras se distribuyeron de la 
forma en que se observa en la tabla 27. Como se ve, 36 muestras, 
mâs de la mitad de las analizadas, presentaron relaciones CF/EF ma­
yores de cuatro, caracteristicas de la poluciôn de origen humano, 
detectândose Salmonellas en 28 muestras ( 77*7 % ).

29 muestras exhibian relaciones CF/EF entre 0*7 y cuatro
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caracteristicas de una mezcla de poluciôn de origen humano y animal, 
y principalmente del primer tipo, ya que la mayoria de las relacio­
nes eran muy altas, cercanas al valor de cuatro. Se aislaron Salmo­
nellas en 25 muestras ( 85 ,2 % ).

Solamente cuatro muestras presentaron relaciones CF/EF 
menores de 0*7, caracteristicas de la poluciôn de origen animal. Se 
detectaron Salmonellas en las cuatro muestras ( 100 % ).

Por todo êsto, podemos afirmar que a medida que aumenta 
el valor de la relaciôn CF/EF disminuye la probabilidad de detectar 
Salmonellas. Asi se pasa del 100 % cuando la relaciôn es menor de 
0'7 al 77'7 % cuando es mayor de cuatro.

Nos hace pensar que pueda ser debido a la diferencia de 
los niveles o componentes de los compuestos quimicos que acompanan 
a los dos tipos de poluciôn, que enmascaran en distintô grado la 
probable presencia de Salmonellas<

En cuânto a los serotipos detectados podemos decir;
- que en las cuatro muestras cuya relaciôn CF/EF era menor de 0*7 

solamente se aislô un serotipo, S. typhimurium.
- en las 25 muestras se presentaron valores entre cuatro y 0*7 en

la relaciôn CF/EF se detectaron très serotipos, S. typhimurium,
S. enteritidis y S. typhi.

- en las 28 muestras que exhibian valores superiores a cuatro en
la relaciôn CF/EF, se aislaron cinco serotipos, S. typhimurium,
S. enteritidis, S. typhi, S. paratyphi B y S. essen.

S. typhimurium, es el serotipo que se encuentra a la ca- 
beza en la salmonelosis humana y animal, por eso es normal que se 
detecte en las aguas polucionadas de origen animal y humano y en 
la mezcla de ambas.

S. typhi y S. paratyphi B , son serotipos que se encuen­
tran entre los 10 mâs frecuentemente aislados en la salmonelosis 
humana y no se encuentran en los animales, ya que son serotipos de 
huêsped humano especifico; por eso sôlo se detectan en las aguas
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■en cuya poluciôn intervienen los residuos de la actividad humana.

S. enteritidis, se encuentra entre los 10 serotipos mâs 
frecuentemente aislados en clinica humana y menos frecuentemente, 
aunque en una proporciôn alta, en los animales. El encontrarlo en 
las aguas polucionadas de origen humano y en la mezcla, nos hace 
pensar que procédé de fuente humana.

S. essen, segûn Le Minor, 1972, se encuentra entre los 
65 serotipos mâs frecuentemente aislados en Francia, pero sin ci­
tar fuente de origen. En Espaha es un serotipo raro y segûn nues­
tros resultados sôlo se encuentra en las muestras de agua que pre- 
sentan un valor mayor de cuatro en la relaciôn CF/EF, o sea, de 
origen humano.

De las 57 muestras en las que se detectô Salmonellas:
- en 44 se aislô un serotipo.
- en 11 se aislaron dos serotipos.
- en dos se aislaron hasta très serotipos simultâneamente.

Las dos muestras en las que se detectô très serotipos 
presentaron un valor de CF/EF superior a cuatro.

De las 11 en las que se detectaron dos serotipos, cuatro 
presentaron un valor intermedio entre 0*7 y cuatro, y en las siete
restantes el valor era superior a cuatro.

Por todo ello, podemos deducir que cuando el valor de la 
relaciôn es superior a cuatro, hay mâs posibilidad de aislar mâs 
de un serotipo simultâneamente en las misma muestra.

3.6.5 Relaciôn clostridios sulfito reductores-Salmonellas.
Debido a sus caracteristicas de supervivencia, mayor que

las del resto de bacterias entéricas y a su presencia en la natura-
leza, es usado como indicador de poluciôn fecal con muchas limita­
ciones. Se sigue utilizando en situaciones en que interesa detectar 
la poluciôn fecal remota y en los anâlisis de aguas cloradas.

Los resultados de las 6 9 muestras como se observa en la
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tabla 28, se distribuyeron en seis intervalos.
Tabla 28. Relaciôn clostridios sulfito reductores Salmonellas.

CSR/ml 100 101 351 601 851 1101 total
éC — — — — 1700

n°muestras 4 22 16 14 9 4 69
n°muestras + 4 20 14 11 6 2 57

% 100 90' 9 87'5 78'5 66'6 50 82'6

Como se ve en la tabla 28, en el primer intervalo la 
probabilidad de aislar Salmonellas es del 100 %. A partir de éste 
intervalo se da una disminuciôn progresiva y constante, hasta lle­
gar al ûltimo intervalo, en el que la probabilidad es del 50 %.

En la literatura revisada no hemos encontrado ningûn 
trabajo en el que se estudie la posible relaciôn, entre los nive­
les de CSR-aislamiento de Salmonellas. Por tanto no podemos compa­
rer nuestros resultados y nos limitamos a exponer que el tipo de 
relaciôn obtenida, es una relaciôn rectilinea inversa, que no es 
de extranar teniendo en cuenta que hay una gran diferencia entre 
los tiempos de supervivencia de los CSR y las Salmonellas.

3.6.6 Relaciôn aerobios-Salmonellas.
Los resultados de las 69 muestras como se observa en la 

tabla 29, se distribuyeron en seis intervalos. En ningûn caso hubo 
una densidad menor de 300.000 aerobios/ml.

La tabla 29, muestra que la probabilidad de aislamiento 
en el primer y segundo intervalo es cercana al 90 %, en el tercero 
se produce una gran disminuciôn para volver a aumentar en el cuar­
to, decaer en el quinto y volver a aumentar en el sexto, hasta el 
75%. .

Si nuestros resultados los comparamos con los de Dutka y 
Bell, 1973, Luppi y cols, 1973, y Stelzer y cols, 1977, que tam­
biën se plantearon estudiar el tipo de relaciôn existente entre 
niveles de aérobics y aislamientos de Salmonellas, nos séria fScil
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aerobios/ml 300000 1000001 2000001 3000001 4000001 5000001 total
1000000 - - - - 6300000

n°muestras 21 19 11 7 3 8 69
n°muestras + 19 17 7 6 2 6 57

% 90,4 89'4 63'6 85'7 66'6 75 82'6

Observer que ambos dos, tanto Dutka y Bell, 1973, como Luppi y 
cols, 197 3, obtuvieron relaciones similares; asî durante los pri­
meros intervalos la relaciôn es rectilinea, a medida que aumentan -v» 
los niveles, aumentan las probabilidades de aislamiento, pero a 
partir del intervalo central, la relaciôn rectilinea se hace inver­
sa, a medida que aumentan los niveles disminuyen las probabilida­
des de aislamiento e incluso llega a hacerse cero, como en el ca­
so de Luppi y cols, 1973. Achaean el descenso de las probabilida­
des a la competencia que ejerce la microflora présente en el agua, 
cuyo efecto es reducir las propiedades selectivas de los medios de 
enriquecimiento, originando una pérdida de su selectividad, que 
lleva consigo un sobrecrecimiento de las bacterias saprofitas y un 
enmascaramiento de la posible presencia de Salmonellas.

Nuestros resultados son similares a los de Stelzer y 
cols, 1977, y al igual que ellos no permiten dar ningûn tipo de 
relaciôn, ya que tan pronto aumenta como disminuye la frecuencia 
de aislamiento.

Las diferencias de probabilidades en los distintos inter­
valos no es de extranar, teniendo en cuenta que los aerobios pro- 
ceden en su mayoria de fuente s de origen no fecal, estando su presen­
cia y nûmeros relacionados con las cantidades de materia orgânica 
degradable.

3.7. RELACION MENSUAL ENTRE BACTERIAS INDICADORAS Y FRECUENCIA DE 
AISLAMIENTO DE SALMONELLAS.

3.7.1 Relaciôn entre las médias de los muestreos.
En éste apartado vamos a estudiar la relaciôn existente
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entre las médias aritmêticas mensuales del contenido de bacterias 
indicadoras de los muestreos y la probabilidad de aislar Salmone­
llas.

Relaciôn coliformes totales-Salmonellas. La media de 
los 31 muestreos es de 210.000 CT/ml, presentando oscilaciones 
entre 21.000 CT/ml en el segundo muestreo y 800.000 CT/ml en el 
324.
Tabla 30. Relaciôn entre media mensuai CT-Salmonellas.

Mes n° muestreos n° muestreost % nivel CT/ml
Mayo 4 4 . 100 65250
Junio 8 8 100 157375
Julio 6 6 100 188333
Septiembre 5 5 100 109166
Octubre 8 6 75 412500

Los niveles de los muestreos 10, 27 y 28.no los conside- 
ramos aquî por representar nûmeros minimos y no reales.

La tabla 30, nos muestra que se produce un aumento de 
Mayo a Julio,reducciôn en Septiembre y gran aumento en el mes de 
Octubre.

Mientras que durante los cuatro primeros meses, se de­
tectaron Salmonellas en todos los muestreos, 100 %, incluidos los 
très que no estân representados en la tabla 30 y que se efectua- 
ron en Septiembre. En el mes de Octubre la cifra descendiô al 
75 %.

Los dos muestreos de dônde no se aislaron Salmonellas 
presentaron 670.000 CT/ml en el 15 y 370.000 CT/ml en el 33. En 
el primero, el nivel fué superior a la media general y media men- 
sual. En el segundo, era superior a la media general pero no a la 
del mes del muestreo.

Relaciôn coliformes fecales-Salmonellas. Los niveles de 
los 34 muestreos, oscilaron entre 970 CF/ml en el nûmero 28 y 
76.000 CF/ml en el 15, siendo la media de ellos de 24.022 CF/ml.
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Mes n° muestreos n° muestreos+ % nivel CF/ml
Mayo 4 4 100 7050
Junio 8 8 100 14100
Julio 6 6 100 24166
Septiembre 8 8 100 26096
Octubre 8 6 75 40250

La tabla 31, nos muestra que hay un aumento continuo y 
progresivo de los niveles de CF/ml de Mayo a Octubre, y que mien­
tras que en los cuatro primeros meses se detectaron Salmonellas, 
en todos los muestreos, 100 %, durante el mes de Octubre la cifra 
descendiô al 75 % de muestreos.

Los dos muestreos de dônde no se aislaron Salmonellas 
presentaron 76.000 CF/ml en el nûmero 15 y 23.000 CF/ml en el 33. 
En el primero, el nivel era superior a la media general y media 
del mes del muestreo y en el segundo era inferior a las dos mé­
dias.

Se estima que las densidades de CF/ml en las aguas resi-
duales varian en el orden de 100.000-1.000.000 CF/ml (Holden,
1970 ). Comparando la media de todos los muestreos y las de cada 
mes, con las cifras estimadas para aguas residuales, es de remar- 
car que todas las médias estân por debajo del limite inferior del 
intervalo. Mâs, aûn, podemos afirmar que en ningûn muestreo se al- 
canzô el limite inferior, lo que séria debido por el tiempo trans- 
currido desde el vertido de las aguas residuales y por la diluciôn
de las aguas del Manzanares con las del Jarama.

Relaciôn estreptococos fecales-Salmonellas. Los niveles 
de los 34 muestreos, oscilaron entre 1.800 CF/ml en el nûmero 27 
y 12.700 EF/ml en el nûmero 15, siendo la media de ellos de 6.102 
EF/ml.

La tabla 32, nos muestra que que hay un aumento progre­
sivo de Mayo a Julio, con ligera disminuciôn en Septiembre para 
volver a aumentar en Octubre hasta el nivel mâs alto. Mientras
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que en los cuatro primeros meses se aislaron Salmonellas en todos 
los muestreos, 100 %, en el mes de Octubre la cifra descendiô al 
75 %.
Tabla 32. Relaciôn entre media mensual EF-Salmonellas.

Mes n° muestreos n° muestreosf % nivel EF/ml
Mayo 4 4 100 3400
Junio 8 8 100 4550
Julio 6 6 100 5712
Septiembre 8 8 100 5412
Octubre 8 6 75 9975

Los dos muestreos de dônde no se aislaron Salmonellas, 
presentaron 12.700 EF/ml y 10.200 EF/ml, niveles superiores a la 
media general y media mensual.

Se estima que las densidades de EF/ml en las aguas resi­
duales varian en el orden de 1.000-100000 EF/ml ( Holden, 1970 ). 
Si comparamos la media general y las médias de cada mes, con las 
cifras estimadas para aguas residuales, es de notar que todas las 
médias estân dentro del intervalo, cerca del limite inferior.

Relaciôn CF/EF-Salmonellas. De los 34 muestreos efec-
tuados, dos exhiben el valor menor de 0'7 en la relaciôn CF/EF,
valor caracteristico de la poluciôn fecal de origen animal. En 15, 
la relaciôn tomô un valor entre 0'7 y 4, lo que nos indica que la 
poluciôn fecal es una mezcla de animal y humana. En 17, la rela­
ciôn es superior a 4, valor caracteristico de la poluciôn de ori­
gen humano.

El valor minimo y mâximo de la relaciôn CF/EF fué de
G'4 en el muestreo 28 y de 7'08 en el nûmero 25, siendo la media
de los 34 muestreos de 3'7.

La tabla 33, nos muestra que hay un aumento progresivo 
de los valores medios de la relaciôn CF/EF de Mayo a Julio, mante- 
niéndose dicho valor en Septiembre y disminuyendo ligeramente du­
rante Octubre. Mientras que las médias de las relaciones de Mayo



- 175 -a Junio nos indica que la poluciôn es una mezcla de animal y huma­
na , durante los meses de Julio, Septiembre y Octubre la poluciôn 
es de origen humano. Exceptuando Octubre en el que se detectô Sal­
monellas en el 75 % de los muestreos, en los demâs de los meses se 
aislaron en todos los muestreos.
Tabla 33. Relaciôn entre media mensual CF/EF-Salmonellas.

Mes n° muestreos n° muestreos+ % valor CF/EF
Mayo 4 4 100 2'12
Junio 8 8 100 2'97
Julio 6 6 100 4'6
Septiembre 8 8 100 4'6
Octubre 8 6 75 4'14

Los dos muestreos de dônde no se aislaron Salmonellas 
presentaron como relaciones CF/EF 5'98 y 2'12. Mientras que la 
primera es superior a la media general y media mensual, la segun­
da es inferior a las dos.

Desde el punto de vista de la relaciôn CF/EF, al ser la 
media de los 34 muestreos de 3'7, podemos decir que el Canal del 
Jarama vehiculiza aguas polucionadas fundamentalmente de origen 
humano.

Relaciôn clostridios sulfito reductores-Salmonellas.
Los niveles de CSR de los 34 muestreos, oscilaron entre 10 CSR/ml 
en el nûmero 18 y 17.000 CSR/ml en el nûmero 14, siendo la media 
de 545 CSR/ml.

La tabla 34, nos muestra que hay un aumento continuo y 
progresivo de los niveles de CSR/ml de Mayo a Octubre. Mientras que 
en los cuatro primeros meses se aislaron Salmonellas en todos los 
muestreos, 100 %, en el mes de Octubre la cifra descendiô al 75 %.

Los dos muestreos de dônde no se detectaron Salmonellas 
presentaron 1.000 CSR/ml y 1.200 CSR/ml, niveles superiores a la 
media general y media mensual.
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Tabla 34. Relaciôn entre media mensual CSR-Salmonellas.

Mes n°muestreos n® muestreosf % nivel CSR/ml
Mayo 4 4 100 207
Junio 8 8 100 360
Julio 6 6 100 563
Septiembre 8 8 100 566
Octubre 8 6 75 862

Se estima que las densidades de CSR/ml en las aguas re­
siduales varian en el orden de 100-10.000 CSR/ml C Holden, 1970 ). 
Si comparamos la media general y la de cada mes con la cifra estl- 
mada, es de notar que todas las médias estân dentro del intervalo, 
cerca del limite inferior.

Relaciôn aerobios-Salmonellas. Los niveles de los 34 
muestreos, oscilaron entre 300.000/ml en el nûmero 10 y en el nû­
mero 34 de 6.300.000/ml,siendo la media de 2.539.705/ml.
Tabla 35. Relaciôn entre media mensual aerobios-Salmonellas.

Mes n° muestreos n° muestreos+ % aerobios/ml
Mayo 4 4 100 1045000
Junio 8 8 100 2252500
Julio 6 6 100 2800000
Septiembre 8 8 100 942500
Octubre 8 6 75 4487500

La tabla 35, nos muestra que hay un aumento de Mayo a 
Julio, una fuerte reducciôn en Septiembre y un gran aumento en Oc­
tubre. Mientras que en los cuatro primeros meses se aislaron Sal­
monellas en todos los muestreos, 100 %, en el mes de Octubre la 
cifra descendiô al 75 %.

Los dos muestreos de dônde no se aislaron Salmonellas 
presentaron 5.200.000/ml y 4.800.000/ml, niveles superiores a la 
media general y media mensual.
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3.7.2 Relaciôn mensual con la frecuencia de aislamiento de Sal­

monellas.
En éste apartado trataremos de averiguar la relaciôn 

existente entre las médias mensuales del contenido de bacterias 
indicadoras de las muestras usadas, para la detecciôn de Salmo­
nellas y la frecuencia de aislamiento expresado en tanto por 
ciento.

Los resultados expresados en la tabla 36, a simple vis­
ta parecen indicar que existe una relaciôn inversa entre los va­
lores de las médias y probabilidad de aislamiento de Salmonellas, 
es decir, que a medida que aumenta el contenido bacteriano, dis­
minuye la frecuencia de detecciôn de Salmonellas.
Tabla 36. Relaciôn médias mensuales de las muestras-Salmonellas.

Mes CT/ml CF/ml EF/ml CSR/ml aerobios/ml % +
Mayo 62250 7050 3400 207 1045000 100
Junio 157375 14100 4550 360 2252000 81'2
Julio 195714 24928 5821 590 3542857 78'5
Septiembre 114615 26666 5455 597 965000 85
Octubre 371818 42000 10308 954 3910000 72'7

Este fenômeno podrîa ser achacado;
competencia de la microflora saprofita présente en el agua.
competencia de los componentes quimicos o a sus niveles que a- 
companan a las aguas,
no distribuciôn uniforme de las Salmonellas tanto en la muestra 
de agua, como en los caldos de enriquecimiento.
aumento de la competencia con el mayor nûmero de bacterias sa­
profitas en los cultivos, lo que concuerda con los resultados 
obtenidos en la concentraciôn de la muestra por filtraciôn.
o, que simplemente resuite de otras limitaciones de la metodolo­
gia empleada.
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Tanto individualmente como en conjunto, el efecto es en- 

mascarar la posible presencia de las Salmonellas.
Agrupando a las bacterias indicadoras en dos grupos, uno 

incluiria a los CT y aerobios, bacterias que pueden multiplicarse 
en las aguas residuales y tener acceso al agua procédantes de fuen­
te s no contaminadas por materiales de origen fecal. El otro inclui- 
ria a CF, EF, bacterias de origen fecal. Los CSR se incluyen en 
éste ûltimo grupo por ofrecer una evoluciôn semejante a CF y EF, a 
lo largo del periodo de estudio.

Tomando como referencia a los aerobios del primer grupo 
y fijândonos con detalle en su columna, podemos comprobar que si 
bien los niveles medios de Mayo y Septiembre o Julio y Octubre son 
prâcticamente idénticos, la frecuencia de aislamiento es distinta, 
asi en Mayo hay 100 %, en Septiembre 85 %, en Julio 78'5 % y en 
Octubre 72*7 %.

Tomando a los CF como el représentante mâs cualificados 
del contenido bacteriano fecal, ya que presentan tiempos de super­
vivencia similares a las Salmonellas, podemos comprobar que si 
bien durante los très primeros meses al aumento de las médias le 
corresponde una disminuciôn de la probabilidad de aislamiento, en 
el cuarto mes con media muy superior a las anteriores le corres­
ponde un aumento en la frecuencia de aislamiento.

Tanto los resultados del primer grupo de bacterias como 
del segundo, en conjunto nos hace pensar y decir que no hay una 
relaciôn entre las médias mensuales de las bacterias indicadoras 
y la probabilidad de aislamiento de Salmonellas y que la diferen­
cia de frecuencia que encontramos en los distintos niveles no se 
debe achacar a las limitaciones de la metodologia empleada por 
nosotros, sino que estâ relacionada directamente con el desfase 
en meses entre la mâxima incidencia de las Salmonellas en el a- 
gua ( apartado 3.2. ).

Cuando se intente estudiar la relaciôn existente entre 
niveles bacterianos y probabilidad de aislamiento, conviene citar
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periodo de meses no se puede aplicar como ley para cualquier mes 
o grupo de meses.
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A G U A S .

4.1 RELACION ENTRE LA ECOLOGIA DESCRITA Y LA SALMONELOSIS OBSER- 
VADA EN PATOLOGIA HUMANA.

Para averiguar que tipo de relaciôn existe entre las
Salmonellas aisladas por nosotros en el agua y las observadas en
la clînica humana, tenemos que hacer referencia en primer lugar 
a cuales son los serotipos mâs frecuentemente encontrados en la 
patologîa humana.

Como hemos visto en la introducciôn, aunque se han de- 
tectado mâs de 1.800 serotipos de Salmonellas, sin embargo muy 
pocos, menos de 4 0 son los responsables de la mayoria de los ca- 
SOS, 95 %, y alrededor de 10 son los causantes de la salmonelo­
sis humana.

Aunque su frecuencia no es siempre la misma, sino que 
hay ligeras variaciones de aho en aho, y algo mayor de pais en 
pais. Podemos citar los siguientes serotipos por orden de impor­
tancia como los mâs frecuentes en el mundo:

1 S. typhimurium 6 S. saint-paul
2 S. enteritidis 7 S. thompson
3 S . newport 8 S . typhi
4 S. heidelberg 9 S. paratyphi B
5 S. infantis 10 S. derby
Haciendo referencia a Espaha, lugar de nuestro estudio, 

como ya vimos en la introducciôn se encuentran diferencias signi- 
ficativas, taies como:
- 10 serotipos son los responsables de mâs del 90 % de los casos.
- de éstos, cuatro serotipos y a veces très, S. typhimurium, S. 

enteritidis y S. typhi, dependiendo del aho y de la cita biblio- 
grâfica, Escuela Nacional de Sanidad ( ENS ), Hospital del Rey y 
Centro Nacional de Microbiologie Virologie e Inmunologia Sanita-
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ria ( CNMVIS ), son los responsables del 80 % de la salmonelo­
sis humana en Espaha.

- se puede considerar a S. typhi como el tercer serotipo mâs fre­
cuentemente detectado con el 13 % en CNMVIS, 12 % en ENS y has­
ta el 38 % en el Hospital del Rey, mientras que en otros paises 
si bien se cita entre los 10 mâs frecuentes, se cifra entre el 
2-3 %.

Los 10 serotipos mâs frecuentes, aislados en Espaha se­
gûn informacion facilitada por la Escuela Nacional de Sanidad, 
Hospital del Rey y Centro Nacional de Microbiologie Virologia e 
Inmunologia Sanitaria fueron:
Tabla 37. Serotipos mâs frecuentemente aislados en Espaha.

SEROTIPO
Hospital

1968
N

del Rey 
-1976 
%

ENS 
1974-79 
N %

CNMVIS 
1979-80 
N %

S . typhimurium 1 42 1 31*2 1 36*8
S. enteritidis 3 13*9 2 18*1 2 • 31*7
S . typhi 2 39*8 4 12*3 3 13
S . paratyphi B 6 0*79 3 16 4 2*9
S . paratyphi C 4 1*6 5 5*2 - -

S. thompson - - 6 3*9 - -
S . blockey - - 7 1*7 - -

S. wirchow - - - - 5 1*6
S . ohio - - - - 6 1*6
S . Montevideo - - - - 7 1*4

Nosotros como se puede ver en el apartado 3, aislamos 
266 cepas de Salmonellas pertenecientes a cinco serotipos, mos- 
trando la siguiente frecuencia:

S . typhimurium 
S. enteritidis 
S. essen 
S . typhi 
s. paratyphi B

87*9 % 
4*9 % 
1*9 % 
1*2 % 
0*4 %
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s . typhimurium. Es un serotipo de Salmonella de huésped 

no especifico, cuyo reservorio es esencialmente animal. Es el se­
rotipo mâs frecuentemente aislado en el hombre y animales. Al i- 
gual que en clinica humana, ocupa el primer lugar entre los aisla­
dos por nosotros, aunque con una frecuencia mucho mayor en el a- 
gua.

Fué aislado en todos los meses muestreados, mâs aûn, en 
todas las muestras, 57, en que se detectaron Salmonellas con cual- 
quiera de las très técnicas empleadas.

S. enteritidis. Es un serotipo de Salmonella de huésped 
no especifico, cuyo reservorio es animal. Es uno de los serotipos 
mâs frecuentemente aislados en el hombre y en menor nûmero en los 
animales. Ocupa el segundo lugar, tanto en aislamientos humanos 
como en los obtenidos por nosotros, aunque hay menos frecuencia 
de aislamiento en el agua.

Fué detectado en todos los meses muestreados, pero sola­
mente en ocho muestras. Respecte a las técnicas empleadas, fué 
aislado nada mâs que con la técnica de 10 ml.

S. essen. Es un serotipo de Salmonella de huésped no es­
pecifico. Es un serotipo raro, es decir que no se cita entre los 
10 que se encuentran con cierta frecuencia en el hombre y animales.

Segûn Le Minor, 1972, S. essen se encuentra entre los 
65 serotipos mâs frecuentemente detectados en Francia. Ocupa el 
tercer lugar en los aislados en el agua, si bien no ha sido detec­
tado en el Hospital del Rey, ni en CNMVIS, ni en el periodo 1974- 
78 en la ENS, ver tabla 37. En 1979, ha sido aislado seis veces 
identificado en la ENS, aunque cinco de ellas, han sido mandadas 
por nosotros para su correcta identificaciôn.

Fué aislado durante los meses de Julio, Septiembre y Oc­
tubre con la técnica de filtraciôn y de inoculaciôn de 10 ml.

S. paratyphi B . Es un serotipo de Salmonella de huésped 
especifico, cuyo reservorio es esencialmente humano. Es uno de los 
serotipos que se aisla con frecuencia en la clinica humana. Es el
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quinto y ûltimo serotipo en nuestros aislamientos.

Fué detectado una vez en una muestra recogida durante el 
mes de Septiembre, utilizando la técnica de inoculaciôn de 10 ml.

S . typhi. Al ser el hombre el ûnico reservorio y a la 
importancia epidemiolôgica que tiene, se comentarâ monogrSficamen- 
te en el apartado siguiente 4.2, el hallazgo de éste serotipo en 
el agua muestreada.

Al comparar los hallazgos de los serotipos encontrados 
en el agua y los aislados en la patologîa humana, vemos que hay una 
gran similitud y paralelismo.

En el apartado 3.7.1, relaciôn entre las médias de los 
muestreos, se observa que a lo largo del tiempo de muestreo, segûn 
el valor de la relaciôn CF/EF, la poluciôn pasaba de ser una mez­
cla de humana y animal a ser fundamentalmente humana. En vista de 
la similitud de serotipos aislados en la clinica y el agua, nos 
reafirmamos, que al igual que la poluciôn, los serotipos de Salmo­
nella detectados en el Canal del Jarama son esencialmente de ori­
gen humano.

El estudio bacteriolôgico de las aguas polucionadas, pré­
senta un gran interés tanto en el piano epidemiolôgico, como en el 
piano de higiene general. Gracias a disponer de una técnica de de­
tecciôn suficientemente sensible y aunque en la actualidad no se 
puede obtener de modo cuantitativo, puede darnos datos muy signi­
ficatives, desde el punto de vista epidemiolôgico de la frecuencia 
de distribuciôn temporal de los distintos serotipos.

El estudio de las aguas residuales, nos va a permitir 
establecer el perfil de las Salmonellas endémicas en el medio ur- 
bano del que derivan. Las comparaciones entre los resultados de las 
Salmonellas encontradas en el agua y las observadas en clinica hu­
mana, contribuirâ a esclarecer la historia natural de éstas infec- 
ciones. Multiplicande taies estudios se podrâ realmente establecer 
el perfil de las Salmonellas.

Como ya vimos en el apartado 3.2, distribuciôn mensual
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de aislamiento de Salmonellas, encontramos un desfase de meses 
entre la mâxima incidencia de Salmonelosis humana y la mâxima fre­
cuencia de aislamiento de Salmonellas en las aguas, que nos suge- 
ria que el aumento de frecuencia precedîa en meses al aumento de 
Salmonellas en clinica humana.

Respecte a la cronologia de los distintos serotipos, dos, 
S. typhimurium y S. enteritidis fueron aislados sistemâticamente a 
lo largo de todos los meses de muestreo.

Sin embargo, otros serotipos como S. essen, se aislô du­
rante très meses, Julio, Septiembre y Octubre, meses en especial 
Septiembre, de mâxima incidencia de salmonelosis humana.

S. typhi se aislô en los meses de Junio y Julio. Como
vemos su detecciôn no concuerda con los meses de mâxima incidencia
de éste serotipo en clinica humana, finales de Agosto y Septiem­
bre.

S. paratyphi B fué aislado solamente en Septiembre, mes 
que concuerda con mâxima incidencia en clinica humana.

Recordemos que aunque la salmonelosis humana se da a lo 
largo de todo el aho, muestra una frecuencia estacional, presen­
tando la mayor incidencia a finales de verano-otoho ( Informe Ofi- 
cial de la Asociaciôn Panamericana, 1970; Holden, 1970; Serico, 
1972; Parvery y cols, 1972; Jay, 1973; Harrison, 1973; Nelson y
cols, 1975; Hoeprich, 1977; Mandell y cols, 1979 ).

La fiebre tifoidea muestra una frecuencia estacional mâs 
marcada, por lo que se la denomina fiebre estio-otohal ( Holden, 
1970; Prieto, 1971; Harrison, 1973; Alcantara, 1975; Nelson y cols 
1975; Hoeprich, 1977; Anuarios Estadisticos, 1970-1979; Mandell y 
cols, 1979 ).

Para Prieto, la frecuencia estacional en Espaha no tie­
ne nada de particular dada la condiciôn subtropical de Espaha y 
el caracter endemo-epidémico de la enfermedad. Mâs aûn, dentro de 
Espaha, hay regiones como Andalucia y Levante dônde la incidencia 
es similar a lo largo de todo el aho.
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cia cronolôgica entre los serotipos aislados en el agua en clinica 
humana, la apariciôn de un serotipo en el agua como S. typhi, pre­
cede en meses a la mâxima incidencia de casos humanos.

La concordancia de serotipos y el ligero desfaso en el 
tiempo de mâxima incidencia en el aguà y en la clinica nos permi- 
te intuir una relaciôn de causa efecto entre la presencia de can­
tidades importantes de Salmonellas en las aguas y el recrudeci- 
miento estacional de la salmonelosis.

4.2 AISLAMIENTO DE S. TYPHI
No todas las Salmonellas son capaces de producir un cua- 

dro patolôgico en el hombre y/o animalos.
Atendiendo a sus propiedades patolôgicas, se pueden cla- 

sificar en;
- especialmente patôgenas para el hombre.
- especialmente patôgenas para los animales.
- de huésped no especifico.

En el hombre se pueden observer diferencias en la acciôn 
patogénica de las Salmonellas de huésped especifico y de huésped 
no especifico.

La salmonelosis por tifoidea es caracteristica del hom­
bre y como tal ha sido reconocida, constituyendo una entidad pato- 
lôgica separada.

A partir del aho 1945 se considéra a la fiebre tifoidea 
como enfermedad de declaraciôn obligatoria en Espaha. El nûmero 
de afectados ha disminuido fuertemente, pero tanto en Madrid como 
en Espaha entera, parece que el nûmero de afectados se ha estabi- 
lizado de 1972-1979, declarândose entre 200-300 y 2.000-3.000 ca­
sos por aho, respectivamente ( Prieto, 1971; Alcantara, 1978; A- 
nuarios Estadisticos, 1972-1979 ).

En cuânto a la frecuencia de aislamiento de S. typhi en
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marca. Francia, se encuentra entre los 10 serotipos mâs frecuentes, 
dândose una gran diferencia en el percentage y por tanto su situa- 
ciôn en el ranking es diferente.

En Espaha, tabla 37, segûn la ENS en el periodo 1974- 
1979 ocupa el cuarto lugar con el 12'3 %, en el CNMVIS en el aho 
1979 el tercer lugar con el 10'3 % y en el Hospital del Rey en el 
periodo 1968-1976 el segundo lugar con el 39*8%.

En Dinamarca en el periodo 1960-1968, ocupa el quinto 
lugar con una frecuencia baja ( Grunnet y Nielsen, 1969 ).

En el Hospital de Angers, Francia, en el periodo 1969- 
1971 ocupa el segundo lugar con el 12*3 % ( Parvery y cols, 1972 ).

En USA, en el periodo 1968-1974 ocupa el octavo lugar 
con el 2*4 % ( Ryder y cols, 1976 ).

Mientras que el aislamiento de S. typhi en clinica huma­
na por hemocultivo y coprocultivo es relativamente fâcil, ya que 
el nûmero de gêrmenes por milimitro de sangre o por gramos de he­
ces es de cientos de millones y el nûmero de competidores es rela­
tivamente bajo e incluso cero y como el organisme ha dejado re- 
cientemente el intestine humano debe ser facilmente recuperado, 
cualquiera que sea el método empleado ( el convencional de tempe­
rature de 37°C o el de elevada temperature ) y caldo de enriqueci­
miento utilizado ( aunque mejor el selenito que el tetrationato ). 
Harvey y Price, 1979.

Por el contrario, en las aguas polucionadas, especial­
mente en las aguas residuales, es testante dificil, ya que los nû­
meros se intercambian, asi el nûmero de gêrmenes competidores por 
mililitro de muestra pasa a ser muy elevado y el nûmero de S. typhi 
a ser muy reducido. Esta cifra va a depender del nûmero de excre- 
tores del bacilo tifico y de la diluciôn que sufran.

Tambiën hay que tener en cuenta que la capacidad de S. 
typhi y de otras Salmonellas para sobrevivir y multiplicarse en el 
ambiente, es un factor en la transmisiôn y esparcimiento de la en­
fermedad. Aunque requieren factores de crecimiento simple y pueden
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multiplicarse en una variedad de medios, siempre y cuando éstos 
factores esten dentro de las tasas de crecimiento, normalmente no 
se multiplican bajo condiciones normales fuera del cuerpo humano o 
animal, debido a su cualidad parasitaria, lo que va en contra de 
su supervivencia. ( Prost y Riemann, 1968; Holden, 1970; Prieto, 
1971 ).

Los estudios de supervivencia de S. typhi y otras Salmo- 
nellas en el agua son muy escasos y los resultados de los tiempos 
de supervivencia, dados por los distintos investigadores son tan 
contradictorios y dispares, que sin duda se deben al empleo de 
distintos tipos de agua, serotipos, tamano de inôculo, metodologia 
empleada, estando ademâs influenciados por muehos factores como 
temperatura, materia orgânica, pH, sales, nutrientes, luz, oxîgeno 
y predadores bacterianos, que no actûan por separado, sino que es- 
tân interrelacionados entre si, haciendo difîcil su valoraciôn pa­
ra dar una cifra sin caer en error. Al no ser las aguas poluciona- 
das un buen habitat, durante los primeros dias se reducen los nu­
méros iniciales entre el 90 y 95 %. ( Rudolfs y coTs, 1950; Galla­
gher y Spino, 1968; Wray y Sojka, 1977 ).

Se considéra poco probable que S. typhi y la demSs Sal- 
monellas, perduren mâs de una o dos semanas, aunque bajas tempe- 
raturas, pH ôptimo, baja concentraciôn de sales, presencia de ma­
teria orgânica, ausencia de depredadores bacterianos, pueden alar- 
gar los tiempos de supervivencia. ( Andree y cols, 1967; Gallagher 
y Spino, 1968; Holden, 1970; Geldreich, 1973; Mitchel y Starzyk, 
1975; Enzinger y Cooper, 1976; Wray y Sojka, 1977 ).

Sin embargo ante la cifra de una o dos semanas se puede 
hacer alguna objeciôn, como que la manera de obtener los tiempos 
de supervivencia, consiste en analizar sistemâticamente un volûmen 
determinado de la muestra de agua, que ha sido previamente inocu- 
lada con grandes nûmeros de Salmonellas, para dar una concentraciôn 
del orden de 1.000.000 Sal/ml. El volûmen de agua a analizar suele 
ser de 100 ml o menor; si al cabo de las dos semanas no se détecta 
la presencia de Salmonella, se concluye que el tiempo de supervi­
vencia para ese serotipo es de dos semanas. Ahora bien, si en vez
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o aûn volûmenes mayores, posiblemente se detectarîan Salmonellas 
por mâs tiempo, con lo que se habria alargado el tiempo de super­
vivencia.

Por tanto se podrîa considerar que la cifra de una o dos 
semanas es una cifra minima y sin duda menor de la real.

Ya que el nûmero de gérmenes viables es tan pequeno y 
hay condiciones adversas, el aislamiento de S. typhi es bastante 
difîcil. La introducciôn de la têcnica de elevada temperatura por 
Spino, 1966, se mostrô esencial para tener éxito en el aislamien­
to de Salmonellas, distintas a S. typhi, a partir de aguas polucio- 
nadas. Esto es consecuencia de que S. typhi, como otros serotipos, 
por encima de la temperatura de 37®C, se ven muy afectados en su 
tasa de crecimiento. Por eso muchos autores proponen métodos indi- 
viduales de aislamiento para êste serotipo, al igual que para S. 
paratyphi A, S. pollorum e incluso para S. dublin ( Harvey y Pri­
ce, 1979 ). •

Referente al caldo de enriquecimiento, se recomienda uti- 
lizar los caldos de selenito cuando se intente aislar S. typhi a 
partir de aguas polucionadas.

Prueba de la dificultad antes mencionada, es que en la 
revisiôn bibliogrâfica, solamente hemos encontrado un trabajo en el 
que se aislô S. typhi, al estudiar las aguas residuales de la ciu- 
dad de Toulon, Francia, ( Brisou y Boudon, 1974 ). Observaron al 
analizar 69 muestras, se obtenian mejores resultados cuando se fil- 
traba el agua que cuando se inoculaba directamente sobre el caldo 
de enriquecimiento, y que la têcnica de compresas, aumentaba el nû­
mero de serotipos frente a la têcnica de toma directa. Al comparar 
los resultados, cuando el caldo de selenito F se incubaba a 43*C,
4 8 horas, se obtenian mâs serotipos y mâs muestras positivas que 
cuando se incuban a 37®C, 48 horas el mismo medio.

Como resultado de la investigaciên, recomiendan la têcni­
ca de compresas para la toma de muestra y la incubaciên del caldo 
de selenito f a 43®C, 48 horas. Sin embargo, la ûnica cepa de S.
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500 ml y cuando el caldo de enriquecimiento, se incubé a 37®C, 48 
horas. Aunque ellos reconocen que la regiôn de Toulon es una zona 
endêmica de fiebres tifôideas, achaean el aislamiento de la cepa 
de S. typhi al azar.

En el apartado 3.3, se vi6 que nosotros aislamos très 
cepas de S. typhi, procedentes de dos muestras de agua del Canal 
del Jarama. Comparando nuestros resultados con los de Brisou y 
Boudon, 1974, vemos que hay ciertas similitudes:
- ambos medios de enriquecimiento tienen como base al selenito, 

aunque ellos emplean el caldo de selenito F y nosotros el sorbi­
tol selenito.

- tanto en ellos como en nosotros, la detecciôn de S. typhi se 
realizô sobre un medio sêlido de aislamiento muy selectivo y efi- 
caz para su recuperaciôn, Wilson y Blair y BS respectivamente.

- en ambos, detectamos una cepa con la têcnica de filtraciôn.
- tanto Toulon como Madrid son zonas endêmicas de fiebres tifoi- 

deas.
Tambiên hay diferencias:

- nosotros aislamos dos cepas con la têcnica de inoculaciôn direc­
ta y ellos no.

- nuestros volûmenes de agua utilizados como inêculos, eran muy in- 
feriores a los empleados por ellos, 70 y 10 ml frente a 500 ml.

- la temperatura de incubaciên del sorbitol selenito fuê de 40*C y 
la del selenito F de 37*C.

- nosotros realizamos dos subcultivos sobre el mismo caldo de enri­
quecimiento, concentraciên graduai, y ellos incubaron el mismo 
medio 48 horas.

Teniendo en cuenta los volûmenes de agua utilizados por 
nosotros como inêculos y el alto porcentaje de aislamiento 82'6 %, 
la detecciên de las très cepas de S. typhi por nosotros, no lo cree- 
mos fruto del azar, sino que es debido al alto rendimiento obteni-
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do por nuestro caldo de enriquecimiento, el sorbitol selenito, y 
la metodologia empleada, concentraciên gradual con la temperatu­
ra de 40*C.

Fecha y caracteristicas de las muestras de agua de dên- 
de aislamos S. typhi. Durante el mes de Junio efectuamos el cuarto 
muestreo. La muestra de agua que fué subdividida en dos porciones, 
70 y 10 ml, fuê analizada por dos têcnicas en paralelo, filtracioê 
e inoculaciên respectivamente.

En el mes de Julio, efectuamos el octavo muestreo. La 
muestra de agua fuê subdividida en très porciones, 70, 10 y un ml, 
fuê analizada por très têcnicas en paralelo, filtraciên, inocula­
ciên de 10 ml e inoculaciên de un ml.

Cada porciên de agua se tratê como si fueran muestras 
independientes; con cada una de ellas se siguiê una têcnica de ino- 
culaciôn distinta, a partir de la cual todas las fases fueron las 
mismas, es decir, en todas:
- el caldo de enriquecimiento fuê el mismo, el sorbitol selenito.
- se empleê el mêtodo de concentraciên graduai.
- la temperatura de incubaciên de los caldos de enriquecimiento 

fuê de 40*C.
- los medios sêlidos de plaçaje fueron el XLD y el BS.

De la prociên de 70 ml de la muestra de agua analizada 
en Junio, aislamos tanto desde el XLD como del BS, S. typhimurium, 
mientras que de la prociên de 10 ml, detectamos desde el XLD S. 
typhimurium y desde el BS S. typhi.

De la prociên de 70 ml de la muestra de agua analizada
en Julio, aislamos desde el XLD S. typhimurium y desde el BS S.
typhi. De la porciên de 10 ml no detectamos ninguna cepa de Sal­
monella y desde la porciên de un ml aislamos desde los dos medios
sêlidos S. typhimurium.

En la tabla 38, se présenta los niveles de indicadores 
bacteriolêgicos de contaminaciên, de las dos muestras de agua de
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Tabla 38. Caracteristicas bacteriolêgicas de las muestras de a* 
gua portadoras de S. typhi.

Fecha aerobios/ml CT/ml CF/ml EF/ml CF/EF CSR/ml
12-VI-78 2000000 180000 12000 4400 2'72 220
lO-VII-78 5600000 200000 35000 7000 5 600

Segûn la relaciôn CF/EF, el tipo de poluciôn que porta- 
ba el Canal del Jarama en la fecha del 12-VI-78, es una mezcla de 
animal y humana, mientras que en el lO-VII-78, es una poluciôn de 
origen fundamentalmente humano.
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5. E V O L U C I O N  DE LAS C A R A C T E R I S T I CAS B A C T E R I O L O G I C A S  Y F I S I C O - Q Ü I M I - 

CAS DEL A G U A  DEL C A N A L  DEL J A R A M A .
Como se dijo en el apartado 2.7, Caracteristicas y Frecuen 

cia de los Muestreos, en cada fecha de muestreo se hizo una toma en 
cada uno de los dos puntos de muestreo del Canal del Jarama.

Se realizaron anâlisis bacteriolôgicos, f1sico-qulmicos, 
para définir la calidad del agua y su grado de contaminaciôn y obser 
var la evoluciôn espacio temporal de los mismos. Los datos de los 
anâlisis bacterianos y f1sico-quîmicos de todas las muestras origina 
les se consignan en los apartados 5.1. y 5.2.

5.1. RESULTADOS DE LOS ANALISIS BACTERIOLOGICOS,
Resultados correspondientes al primer punto de muestreo.
Fecha

muestreo
CT/ml CF/ml EF/ml CF/EF CSR/ml aero/ml

22-V -78 100000 11000 2900 3 79 90 1230000
29-V -78 21000 2200 4300 0 51 • 310 900000
5-VI -78 140000 13000 4600 2 82 200 3600000

12-VI -78 180000 12000 4400 2 72 220 2000000
19-VI -78 100000 19000 6000 3 16 280 1900000
26-VI -78 170000 6800 4500 1 51 800 2400000
3-V1I-78 190000 26000 5000 5 2 220 3200000

io-vir-78 200000 35000 7000 5 600 5600000
17-VIT-78 280000 24000 5900 4 06 900 3200000
5-IX -78 12000 2000 6 700 300000

12-IX -78 50000 8800 3000 2 93 800 940000
18-IX -78 160000 38000 8800 4 31 500 1000000
25-IX -78 160000 57000 8500 6 7 900 2000000
2-X -78 320000 46000 11800 3 89 1700 2500000

17-X -78 670000 76000 12700 5 98 1000 5200000
17—X —78 410000 19000 11000 1 72 500 5100000
17-X -78 300000 32000 5000 6 4 500 6000000
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A continuaciôn se citan los resultados correspondientes 

al segundo punto de muestreo^

Fecha CT/ml CF/ml EF/ml CF/EF CSR/ml aero/ml
muestreo 
22-V -78 9000 12000 4000 3 10 1200000
29-V -78 50000 3000 2400 1*25 420 850000
5-VI -78 160000 6000 2800 2*14 180 2000000

12-VI -78 200000 21000 5200 4*03 300 3000000
19-VI -78 240000 28000 5000 5*6 500 2200000
26-VI -78 69000 7000 3900 1*79 400 920000
3-VII -78 130000 17000 2400 7*08 160 1400000

10-VII -78 190000 17000 8000 2*12 800 4400000
17-VII-78 140000 26000 6000 4*33 700 2600000
5-IX -78 12000 1800 6*66 700 320000

12-IX -78 970 2400 0*4 350 880000
18-IX -78 80000 33000 5900 5*59 200 700000
25-IX -78 110000 47000 11000 4*27 4Î)0 1400000
2-X -78 150000 48000 10000 4*8 200 1250000

17-X -78 800000 52000 12000 4*33 900 5600000
17-X -78 370000 23000 10200 2*25 1200 4800000
17-X -78 28000 26000 7100 3*66 900 6300000

5.2. RESULTADOS DE LOS ANALISIS FISICO-QUIMICOS.
Los resultados que a continuaciôn se exponen en la colum- 

na 1 corresponden al primer punto de muestreo y los de la columna 2 
al P segundo punto de muestreo.



- 194 '
Çecha

Muestreo
Color Temperatura 

aire *C
Temperatura 

agua ®C
1 2 1 2 1 2

22-V -78 grisâceo grisâceo 13 12 15,3 15,5
29-V -78 marrôn marrôn 17,3 17,2 16,7 16,7

5-VI -78
gris
negruzco

gris
negruzco 21 23 20,2 20,2

12-VI -78
gris
negruzco

gris
negruzco 23 22 21 21

19-VI -78 gris gris 20 18 17 17
26-VI -78 gris gris 17 21,5 18 18,5

3-VII -78
gris
negruzco
marrôn

gris
negruzco
marrôn

20 20,5 19 19

10-VII -78 negruzco 
ver de

negruzco
verde

24 25,5 21 20

17-VII -78 negruzco
marrôn

negruzco
marrôn

29 30 21 21

18-IX -78 negruzco 20,5 23,5 19 19
25- X -78 marrôn marrôn 17 19,5 18 18

2- X -78
gris
oscuro
marrôn

gris
oscuro
marrôn

13 14 15 15

17- X -78 grisâceo
marrôn

grisâceo
marrôn

11,5 14 15 15

17- X -78 verde verde 18,5 18,5 18 18
17- X -78 marrôn marrôn 19 17,5 18 18
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Materia en suspensiôn a Residue seco a
110°C mg/1 700 °C mg/1 110°C mg/1 700 °C mgy
1 2 1 2 1 2 1 2

22-V -78 77 8 59*6 47*1 39*9 480 491 276 283
29-V -78 216 6 169*2 119*8 101*8 536 420 295 286
5-VI -78 43 6 47*0 21*2 21*8 491 461 317 279

12-VI -78 60 0 148*8 42*7 114*8 514 540 336 341
19-VI -78 61 4 59*6 24*7 29*4 607 588 413 387
26-VI -78 86 2 130*0 49*0 49*6 476 482 310 291
3-VII-78 38 6 40*8 23 24 558 566 364 360

10-VII-78 44 8 50*2 23*2 19*8 622 606 468 422
17-VII -78 40 6 38*6 21*5 23*7 608 573 426 407
18-IX -78 77 100 40 49 498 496 . 339 316
25-X -78 75 81 28 35 586 551 389 375
2-X -78 139 116 * 64 39 646 684 394 395

17-X -78 106 112 41 43 637 641 397 405
17-X -78 98 83 39 40 673 700 456 475
17-X -78 131 184 88 101 536 532 243 360
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D.Q.O. D.Q.O. D.B.O, Detergentes Grasas y
Fecha MnOj

mg/1
K
^2

Cr_0_K-
mg/l'O]

mg/1 Ü2 aniônicos
mg/1

aceite
mg/1

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

22-V -78 34' 4 29* 6 - - 25 25 0*23 0 23 5 3
29-V -78 39* 2 39* 4 64 44 17 16 0*19 0 16 6 5
5-VI -78 29* 6 41* 6 32 44 22 20 2*32 2 02 6 4

12-VI -78 31* 2 40* 0 92 60 56 17 2*0 2 0 10 7
19-VI -78 36* 8 38* 4 64 80 30 35 3*3 3 1 15 10
26-VI -78 30* 4 32* 8 32 36 31 23 2*1 2 1 24 22
3-VII -78 35* 2 39* 2 52 68 37 28 3*6 3 4 50 15

10-VII -78 35* 2 39* 2 60 92 18 18 3*6 1 7 0 0
17-VII -78 43* 2 44* 8 76 88 53 58 3*6 4 *2 0 20
18-IX -78 38* 0 42* 0 116 144 40 86 4*7 4 4 0 0
25- X -78 50* 0 50* 0 112 152 54 58 3*9 4 0 2 1
2- X -78 70* 0 70* 0 156 116 90 54 5*3 5 9 1 0

17- X -78 51 49 172 136 168 135 6*4 5 2 81 57
17- X -78 46 51 180 212 76 86 4*6 4 4 54 36
17- X -78 47 49 76 80 62 62 3*5 3 1 100 96
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Nitrôgeno Nitratos Nitritos Amonio Fosfatos 

Fecha Kjeldahl mg/1 mg/1 mg/1 mg/1 PO4H3
mg/1 N2
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

22-V -78 34*2 34*2 2 2 0*16 0*15 8*2 8*7 6*4 6 *4
29-V -78 24*0 22*0 3*8 2*2 0*10 0*11 6*7 6*6 4*5 4* 5
5-VI -78 20*0 18*0 0*5 0*5 0 0 7*4 7*1 7*0 6 *8

12-VI -78 25*0 27*0 0*8 1*0 0*26 0*29 8*2 9*1 6*7 9* 5
19-VI -78 21*0 26*0 0*5 0*2 0 0 12*5 12*1 10*0 9* 8
26-VI -78 25*0 30*0 0*8 1*8 0 0 8*3 8*2 7*0 7* 2
3-VII-78 28* 0 28*0 0*5 0*5 0 0 11*7 11*0 11*3 1 0*6

10-VII -78 26*0 30*0 1*0 0*8 0 0 12*2 11*8 10*6 11*5
17-VII -78 30*0 28*0 0*8 0*8 0 0 14*0 12*9 13*3 1 2*2
18-IX -78 30 22*3 0*5 0*5 0 0 25*0 25*0 12*8 13* 4
25- X -78 31*3 26*8 0*5 0*5 0 0 27*0 24*5 12*8 13* 4
2- X -78 25*2 34.3 0*5 0*5 0 0 14*0 14*3 13*8 13* 8

17- X -78 29*8 34*3 1 1 0 0 19*3 14*8 13*8 13* 8
17- X -78 29*8 28*3 1 1 0 0 16*5 15*8 10*4 13* 8
17- X -78 28*3 26*8 1 1 0 0 19*8 21*0 9*3 9* 5
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Fecha Oxigeno SH. CO2 libre Carbonates
Muestreo mg/1 mg/1 mg/1 ' mg/1

1 2 1 2 1 2 1 2

22-V -78 0,5 0,4 0,23 0,23 - - 0 0

29-V -78 1,5 1,0 0,13 0,13 13,51 13,81 0 0

5-VI -78 0 0 0,69 0,13 116,85 18,40 0 0
12-VI -78 0,5 0,2 0,15 0,13 11,82 11,45 0 0

19-VI -78 0 0 0,76 0,58 11,62 9,20 0 0
26-VI -78 0 0 0,36 0,17 17,10 12,20 0 0

3-VII-78 0 0 1,06 1,16 19,50 16,50 0 0
lO-VII-78 0 0 1,69 1,69 21,1 22,3 0 0
17-VII-78 0 0 0,85 0,95 22,9 19:8 0 0
18-IX-78 0 0 1,69 1,59 24,0 18,0 0 0

25-IX-78 0 0 2,12 2,54 16,7 21,0 0 0

2-X -78 0 0 2,12 2,01 20,6 17,6 0 0

17-X -78 0 0 2,96 3,07 27,47 29,75 0 0

17,X -78 0 0 2,65 2,86 32,76 23,95 0 0
17-X -78 0 0,4 1,16 1,06 31,94 17,83 0 0
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Fecha
Muestreo

Bicarbonates Conducti-
vidad
micromhos/cm

PH Cloruros
mg/1

1 2 1 2 1 2 1 2
25-V -78 191,4 185,6 680 704 7,2 7,3 51,8 51,1
29-V -78 168,2 162,4 704 649 7,6 7,7 88,2 47,6
5-VI -78 197,2 103,0 680 694 7,2 7,2 48,3 49,0

12-VI -78 208,8 208,8 826 826 7,1 7,2 53,2 53,2
19-VI -78 232,0 237,8 970 870 7,0 7,1 67,2 66,5
26-VI -78 226,2 220,4 758 758 7,1 7,2 57,4 56,7
3-VII -78 238,0 238,0 1020 1010 7,1 7,2 64, 64

10-VII -78 237,8 237,8 1111 1063 7,1 7,2 67,2 67,2
17-VII -78 214,6 214,6' 800 806 7,6 7,5 62,3 63,7
18-IX -78 203,0 217,0 730 735 7,0 7,2 55 53
25-IX -78 238 280 813 820 7,1 7,1 65 62
2-X -78 231 196 901 901 6,9 6,9 88 104

17-X -78 262 232 901 893 7,1 6,8 72 94
17-X -78 287 287 935 935 7,2 7,3 76 74
17-X -78 238 220 794 794 7,4 7,2 55 57
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Fecha Sulfates Silice -Calcio Magnésie
Muestreo mg/1 .mg/1 .mg/1 mg/1

1 2 1 2 1 2 1 2

22-V -78 114 118 7,7 .8 75,2 75,2 24,3 21,3
29-V -78 88 88 9,7 9,7 86,4 64,0 19,4 23,3
5-VI -78 120 106 7 7 75,2 72,0 22,4 25,2

12-VI -78 151 146 10 10 83,2 81,6 24,3 26,2
19-VI -78 178 166 9,7 9,3 86,4 86,4 31,1 29,1
26-VI -78 127 127 9 9,1 78,4 76,8 18,5 25,3
3-VII -78 137 147 11 11 69 77 38,0 32,0

10-VII -78 151 150 .12,8 12,2 81,6 80,0 33,0 27,2
17-VII -78 132 127 12,3 12,3 62,4 65,6 29,2 28,2
18-IX -78 127 132 15 . 14 75 75 19 19
25-IX -78 126 130 16 16 90 / 83 20 23
2-X -78 140 152 16 16 93 91 25 25

17-X -78 150 136 21 21 83 91 24 20

17-X -78 186 190 19 20 102 101 26 25
17-X -78 127 136 16 16 80 86 20 16
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Fecha Dureza Dureza Tern Dureza Per Sodio Potasib
Muestreo Total 1 p 1 poral'F' manente * F * mg/1 mg/1

1 2 1 2 1 2 1 2 1 22

22-V -78 28,8 27,6 15,7 15,2 13,1 12,4 41,0 42,0 ;8»8 ,8,6
29-V -78 29,6 25,6 13,8 13,3 15,8 12,3 36,5 38,5 6,9 7,6
5-VI -78 28,0 28,4 16,2 16,6 11,8 11,8 49,5 49,5 6,2 6,2

12-VI -78 30,8 31,2 17,1 17,1 13,7 14,1 47,5 48,0 7,5 8,0

19-VI -78 34,4 33,6 19,0 19,5 15,4 14,1 61,0 60,0 10,0 10,0
26-VI -78 27,2 29,6 18,5 18,1 8,7 11,5 53,5 53,5 8,4 8,6
3-VII-78 32,8 32,4 19,5 19,5 13,3 12,9 52 52 15,0 11,0

10-VII -78 34,0 31,2 19-,5 19,5 14,5 11,7 57,5_ 57,5 11,2 11,5
17-VII -78 27,6 28,0 17,6 17,6 10,0 10,4 61,5 63,0 10,7 10,9
18-IX -78 26,4 26,4 16,7 17,8 9,7 8,6 63,0 66,0 12,0 12,0
25-IX -78 30,8 30,4 19,5 23,0 11,3 7,4 63fO 63,0 13,0 13,0
2-X -78 33,6 33,2 18,9 16,1 14,7 17,1 67,0 66,0 13,0 13,0

17-X -78 30,8 31,2 21,5 19,0 9,3 12,2 71 70 15 15
17-X -78 36,4 35,6 23,5 23,5 12,9 12,1 71 71 15 15
17-X -78 28,4 28,0 19,5 18,0 8,9 10,0 51 53 13 13
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5.3 ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS DOS PUNTOS DE MUESTREO.

Aunque de la simple observaciôn de los apartados 5.1 y
5.2, se puede intuir una similitud entre las densidades bacterianas 
y de los caractères fisicos-quîmicos de las dos poblaciones, cada 
poblaciôn pertenece a un punto de muestreo, para saber si las dife­
rencias de niveles, a lo largo del tiempo de muestreo, entre las 
dos poblaciones son o no son significatives, se realizô un estudio 
estadistico.

Dicho estudio nos va a permitir conocer, si en el segundo 
punto de muestreo se produce un aumento o una reducciôn de los ni­
veles bacterianos y caractères fîsicos-quîmicos respecto al primer 
punto, o si simplemente las diferencias entre los dos puntos no son 
significatives estadîsticamente y se deben a causas ajenas que es- 
capan a nuestro control, con lo que las dos poblaciones serîan igua 
les estadîsticamente.

El estudio estadîstico que se realizô, se bas6 en el test 
de los signos, mêtodo no-paramêtrico que nos va a permitir comparar 
dos poblaciones ( Dagnelie, 1970; Labart y Fenelou, 1973 ).

Test de los signos. Es relativo al caso de muestras aso- 
ciadas por pares. Se basa ûnicamente en el estudio de los signos de 
las diferencias observadas entre los pares de individuos, cuales- 
quiera que sean los valores de esas diferencias.

Cuando ciertas diferencias son nulas, los pares de obser- 
vaciones correspondientes, se descartan simplemente del anâlisis y 
el valor de n se reduce en consecuencia.

Hg: hipôtesis nula: las dos poblaciones son iguales; no 
hay diferencias significativas entre los dos puntos de muestreo.

Se puede escribir;
Hq : P ( + ) = P ( - ) = 1/2

Se désigna por P ( + ) la probabilidad de observer una 
diferencia positiva y por P ( - ) la probabilidad de observer una 
diferencia negative. Cuando la hipôtesis nula es verdadera y para
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negatives es una variable binomial de parâmetros p = 1/2 y n. El 
test de los signos permite comparar, gracias a êsta distribuclôn, 
el nûmero observado de signos positivos o negativos y el nûmero es- 
perado n/2 .

Para muestras reducidas, como es nuestro caso, se puede 
calculer fâcilmente la probabilidad de obtener un nûmero de signos.

p  ( X 6 -  X  ) = ( 1/2 ) n  ^
1=0

X  es el mâs pequeno de los dos nûmeros de signos ( - o + ). Se re- 
chaza la Hq cuando êsta probabilidad es muy pequena, es decir, al 
alfa, y para un test bilateral, cuando:

P ( X 6  X ) = «</2

Las tablas especiales periten simplificar êsta> compspa^ 
ciôn ( Labart y Fenelou, 1973 ). La eficacia del test es del 70 %,

n es el nûmero de muestras consideradas. Llamamos n^ al 
nûmero de signos ( - ), es decir, cuando las densidades son mayores 
en el segundo punto que en el primero en cada fecha de muestreo. 
Llamamos n2 al nûmero de signos ( + ), es decir, cuando las densi­
dades son mayores en el primero que en el segundo en cada fecha de 
muestreo.

Estudio bacteriano.
- Coliformes totales: 15 son los muestreos comparables.

n = 15 n^ = 5 ( - ) n2 = 10 ( + )
Mirando en las tablas, êstos valores caen dentro del in- 

tervalo, lo que nos indica que las dos poblaciones son iguales con 
una probabilidad del 95 %.
- Coliformes fecales: 17 son los muestreos comparables.

Como en el muestreo 10*, la diferencia entre los dos pun­
tos es nula, las dos observaciones las descartamos y el valor de n 
lo reducimos en uno.
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Al mirar en las tablas, observâmes que éstos valores ca­

en dentro del intervalo, indicândonos que las dos poblaciones son 
iguales con una probabilidad del 95 %.
- Estreptococos fecales; 17 son los muestreos comparables.

n = 17 = 6 ( - ) n2 = 11 ( + )
Estos valores caen dentro del intervalo, lo que nos indi­

ca que las dos poblaciones son iguales con una probabilidad del 
95 %.
- Clostridios-suifito-reductores ; 17 son los muestreos comparables.

Como en el muestreo 10^ no hay diferencias entre los dos 
puntos de muestreo, se descartan las dos observaciones y el valor 
de n se reduce en uno.

n = 16 n^ = 6 ( - ) n^ = 10 ( + )
Estos valores caen dentro del intervalo, *lo que nos indi­

ca que las dos poblaciones son iguales con una probabilidad del 
95 %.
- Aerobios; 17 son los muestreos comparables.

n = 17 n^ = 5 ( - ) n2 = 12 ( + )
Los valores de n^ y n2 coinciden con los limites del in­

tervalo, lo que nos indica que las dos poblaciones son iguales con 
una probabilidad del 95 %.

Estudio fisico-quimico.
Se analizaron 30 muestras originales, las correspondien­

tes a los muestreos y 10*, efectuados los dias 17-7-78 y 5-9-78 
respectivamente no se efectuaron.

Aplicando el test de los signos, para las caracteristi- 
cas fisico-quimicas, tenemos para;
- sulfuros, CO2 libre, bicarbonates, conductividad, cloruros, sul^ 
fatos, silice, calcio, magnesio, dureza total, dureza temporal, du^
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reza permanente, sôdio, potasio, materia en suspension a 110°C, re­
sidue a 700°C, DQO al dicromato, DBO^, nitrôgeno Kjeldahl, nitra­
tos, amonio, fosfatos. Los valores de n^ y n2 caen dentro del in­
tervalo, lo que nos indica que las dos poblaciones son iguales con 
una probabilidad del 95 %.
- pH, materia en suspensiôn a 700°C, DQO al permanganate, detergentes 

aniônicos. Los valores de n^ y n2 coinciden con los limites del 
intervalo.

- oxigeno, carbonates, nitritos, temperatura del agua. No se puede 
aplicar el test de los signos, ya que los très primeros sôlo se 
presentaron en muestreos no superiores a cuatro y en cuanto al 
cuarto, exceptuando cuatro muestreos, los demâs no dieron dife­
rencias.

Resumiendo, el estudio estadîstico nos permite afirmar, 
que entre las dos poblaciones, los dos puntos de muestreo, no hay 
diferencias significativas, tanto desde el punto de vista bacte­
riano, como desde el punto fisico-quimico, es decir, nos permite 
afirmar que las dos poblaciones son iguales y que las pequenas di­
ferencias se deben a errores muestrales que escapan a nuestro con­
trol.

5.4 EVOLUCION DEL CANAL DEL JARAMA A LO LARGO DEL TIEMPO QUE ABAR- 
CA NUESTRO ESTUDIO.

En las grâficas de las figuras 11, 12, 13, 14 y 15 saca- 
das de los datos originales, se puede observar los niveles de las 
bacterias indicadoras en cada punto y fecha de muestreo, de acuer- 
do con los datos consignados en el apartado 5.1.

Al pertenecer los dos puntos de muestreo estadisticamen­
te a dos poblaciones iguales, se puede considerar para cada fecha 
de toma, la media aritmêtica de las dos muestras como la cifra mâs 
representativa del nivel de poluciôn de las aguas del Canal del Ja­
rama en ese determinado dia, para asi poder conocer como es la mar­
cha evolutiva del Canal del Jarama a lo largo del tiempo que abarca 
nuestro estudio.
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En las mismas grâficas, se muestran los niveles medios

de las bacterias indicadoras en cada fecha de toma. A partir de los
valores medios, se obtuvieron las lîneas de tendencia de cada una 
de las bacterias, que se expresan grâficamente en las figuras 16, 
17, 18, 19 y 20.

Las lîneas de tendencia, resultan bastante aleccionadoras 
en lo que a la evoluciôn de la poluciôn se refiere. Por ellas, se 
observa el carâcter ascendente de las densidades de las bacterias 
indicadoras a lo largo del tiempo, hay que resaltar que el aumento 
como se ve en las grâficas no se hizo de manera uniforme, sino con 
altibajos, teniendo en los muestreos 6 y 15, los représentantes del
mâximo aumento y el 10 de descenso.

Como se sabe, por la ecuaciôn de la recta, a mayor valor 
de la pendiente, le corresponde mayor inclinaciôn, en nuestras lî­
neas de carâcter ascendente. Por medio de éste valor, se puede sa­
ber qué grupo de bacterias aumentan mâs sus niveles a lo largo del 
tiempo de estudio.

Asî résulta que los aerobios ocupan el primer lugar, si- 
guiendo en orden descendente los CT, CF, EF y CSR.

Segûn Holden, 1970, se estima que las densidades de CF,
EF y CSR por mililitro, para aguas residuales varian en el orden de 
100.000 a 1.000.000 CF/ml, de 1000 a 100.000 EF/ml, de 100 a 10.000 
CSR/ml.

Como vimos en el apartado 5.1, en ningûn muestreo se al- 
canzô la cifra mâs baja estimada para CF, siendo la media de los 
34 muestreos de 24,000 CF/ml.

Tanto para EF como para CSR, se superô la cifra mînima, 
siendo la media de 6 .100/ml y 545/ml respectivamente.

En el mismo apartado vimos que los valores de la relaciôn
CF/EF, aumentaban de Mayo a Octubre, siendo la media de 3*7.

Como muestran las figuras, al aumentar en mayor grado las
lîneas de tendencia de los CF que los de EF, se deduce no sôlo que 
aumenta la poluciôn de origen fecal reciente, sino que ademâs el
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Fig 16_  Lineo de tendencio de conformes totales.

y = 20317,65% +32300 
r = 0,58
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Fig. 17 _  Lineo de tendencio de coliform’es fecoles.
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f = 10,72
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Fig 18 _  Lineo de tendencio de estreptococos fecoles.

y= 423,53x4- 2291,18 

r = 0,68  

f = 12,62
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Fig. 19_ Lineo de tendencio de clostridios sulfite-reductores.

y = 43,30x +  155,63 

r = 0,78  

f = 23,85
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Fig.2 0 _  Lineo de tendencio de cerobios.

y= 169558,82 x +  1029558,82

r = 0,48 

f = 4,54
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de origen fundamentalmente humano.

Creemos que se debe a la influencia, que ejercen las a- 
guas del rio Jarama sobre el Canal del Jarama, ya que por una par­
te no se mezclan de manera total las aguas del rio Manzanares con 
las aguas del Jarama y por otra parte-, como el caudal del Manzana­
res es relativamente constante, por el aporte de las aguas resldua- 
les de la actividad humana de Madrid, cuando el caudal del rfo Ja­
rama aumenta, predominan sus aguas, con lo que disminuye el grado 
de poluciôn y el valor de la relaciôn CF/EF indica que el tipo de 
poluciôn es una mezcla de animal y humana, e inversamente, cuando 
disminuye el caudal del rio Jarama, las aguas que porta el Canal 
del Jarama presentaron mayor grado de poluciôn, fundamentalmente 
de origen fecal humano.

Podemos por tanto afirmar que el Canal del Jarama no sô- 
lo vehiculiza aguas, con un elevado grado de poluciôn bacteriana 
de origen fecal, sino que se modifica el tipo de poluciôn a lo lar 
go del tiempo que abarca nuestro estudio, Mayo-Octubre, que a cau­
sa de la diluciôn que sufren las aguas del Manzanares por el Jara­
ma y al tiempo transcurrido desde el vertido de las aguas residua- 
les, las cifras de CF se encuentran de très a 10 veces, segûn la 
fecha de muestreo, por debajo de los niveles estimados para aguas 
residuales brutas humanas.

Cuando se hablô de los distintos eslabones de cadena en- 
tero-hidro-entérica en la transmisiôn de la salmonelosis, vimos 
que los productos tanto de la agricultura como los de la horticul- 
tura, ya sean los de consumo humano como los de consumo animal, 
forman parte de lo que alli llamâbamos tercer eslabôn.

Para muchos autores, entre ellos Wray y Sojka, 1977, ês- 
te tercer eslabôn se encuentra entre los factores ambientales que 
con mâs importancia intervienen en la introducciôn, diseminaciôn y 
extensiôn de la salmonelosis.

Un ejemplo lo tenemos en el trabajo de Tamminga y cols, 
1978, que estudiando vegetales propios e importados en Holanda,de-
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tectaron Salmonellas en 23 de las lo3 muestras examinadas, alslSn- 
dose S. înfantîs, S. typhimurium en las Holandesas y S. Montevideo, 
S. java, S . infantis, S. bredeney, S. california, S. heidelberg y 
S, typhi. Como sabemos la mayorla de éstos serotipos se encuentran 
entre los serotipos mâs frecuentemente aislados en clînica humana, 
especialmente S. typhi.

Tal como mencionamos en el apartado 2.2, Origen y Flna- 
lidad del Canal del Jarama, la finalidad de éste Canal, es condu- 
cir las aguas que van a servir para regar unas 10.000 hectâreas de 
terreno, parte del Valle del Jarama y Vega de Aranjuez, siendo la 
êpoca de riego del 1 de Abril al 31 de Octubre, periodo de tiempo 
que practicamente corresponde al de realizaciôn de nuestro estudio.

Teniendo en cuenta el alto grado de poluciôn y el aumen- 
to de éste a lo largo del tiempo, unido a tan alta frecuencia de 
detecciôn de Salmonellas, 82’6 %, y los serotipos aislados, S. ty­
phimurium, S. enteritidis, S. essen, S. paratyphi B y S. typhi,„el 
empleo de éste agua, asî de polucicnada para el riego, no sôlo con- 
tribuye a la contaminaciôn de los vegetales a los que va destina- 
da, sino que se muestra como evidencia de un riesgo, existante en 
la salud de la poblaciôn de la cual dériva el agua, estando rela- 
cionado con el grado de endemia de las Salmonellas encontradas en 
esa comunidad,

Todo ello puede originar un indefinido reservorio de Sal­
monellas en la regiôn.



IV. CONCLUSIONES
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das naturalmente y de forma especial en aguas polucionadas, es un 
procedimiento multifactorial y complejo, como se pone de manifiesto 
y de manera clara en los ensayos de laboratorio, que confirman las 
apreciaciones obtenxdas a lo largo de la revisiôn bibliogrâfica.
2.- De los dos caldos de enriquecimiento mâs empleados para el ais­
lamiento de Salmonellas, el selenito verde brillante (SBG) se mos- 
trô mâs eficaz que el Tetrationato de Muller-Kauffman (TMK), ya que 
mientras que con el primero, se detectaron Salmonellas en las mues­
tras contaminadas natural y artificialmente y permitiô el crecimien 
to de cultives puros de Salmonellas, con el TMK no se detectaron 
Salmonellas y no permitiô el crecimiento de cultives puros.

Sin embargo, con el SBG se obtuvieron resultados bastante 
dispares, tanto con las muestras contaminadas artificial como na­
turalmente y con los cultives puros; respecte a éstos ûltimos, en 
un ensayo "in vitro" de très serotipos de Salmonellas, no permitiô 
el crecimiento de dos de los très estudiados, S. typhi y S. typhi­
murium,
3.- Los resultados desfavorables de los primeros cinco grupos de en 
sayos de laboratorio, nos llevaron a desarrollar una nueva fôrmula 
como medîo de enriquecimiento, el sorbitol selenito. La composiciôn 
de éste nuevo caldo que se propone para el aislamiento de Salmone­
llas es la siguiente:

peptons 0'4 gr.
extracto de levadura 0'15 gr.
sorbitol 0*4 gr.
selenito sôdico 0*5 gr-
fosfato disôdico 0*125 gr.
fosfato monopotâsico 0*125 gr.
agua destilada 100 ml-

La confirmaciôn de los buenos resultados obtenidos con su 
empleo, se détermina en los grupos de ensayos sexto, séptimo, oc­
tavo y noveno.
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4.- El sorbitol selenito, se mostrô como el medio mâs sensible y el 
de mayor reproductividad de los très caldos estudiados, ya que el 
medio es capaz de detectar y recuperar al menos de una a dos célu- 
las de Salmonellas por milîlitro. Como resultado de los estudios 
comparativos "in vitro, de très serotipos de Salmonellas, S. typhi,
5. typhimurium y S. enteritidis, en très caldos de enriquecimiento 
SBG, TMK y sorbitol selenito, se observé que:
- el TMK se mostrô tan inhibitorio, que no permitiô el crecimiento 

de los très serotipos de Salmonellas en ninguno de los dos ensa­
yos.

- el SBG inhibiô completamente a dos serotipos, S. typhi y S. ty­
phimurium, de los très en un ensayo.

- el sorbitol selenito permitiô el crecimiento de los très seroti­
pos en los dos ensayos.

5.- La temperatura de 40°C, aplicada como temperatura de incuba- 
ciôn del sorbitol selenito, se ha mostrado muy eficaz en nuestros 
ensayos de laboratorio.

En la revisiôn bibliogrâfica se ha podido comprobar, que 
hay un consenso en la opiniôn de que se eleve la temperatura de in- 
cubaciôn de 37°C a 40® ô 41°C, mostrândose ademâs como el factor 
de selecciôn mâs riguroso para el aislamiento de Salmonellas, inde- 
pendientemente del medio de enriquecimiento empleado. La tempera­
tura de 4 3°C, se descarta por ser demasiado limitante para el cre­
cimiento de Salmonellas frente a las temperaturas de 40® ô 41®C.
6 .- Estudiando el crecimiento "in vitro" de très serotipos de Sal­
monellas, S. typhi, S. typhimurium y S. enteritidis por la técnl- 
ca de concentraciôn graduai en sorbitol selenito con la temperatu­
ra de 40®C, se ve que:
- aumenta de manera significativa el nûmero de células de Salmone­

llas por mililitro a lo largo de los subcultivos.
- se aproximan las proporciones de los distintos serotipos. Asî te­

nemos que si bien a las 24 horas de incubaciôn, la proporciôn de 
S. typhimurium es 9'6 veces superior a la de S. enteritidis, en
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el primer subcultivo, practicamente llega a aproximarse la pro­
porciôn, manteniêndose en el segundo subcultivo, aunque si bien 
los nûmeros de los dos serotipos en dicho pase, son cinco veces 
superiores a los del primer subcultivo.

7.- El empleo de los dos medios sôlidos de aislamiento XLD y BS, 
permite confirmer como Salmonellas la mayorfa de las colonies sos- 
pechosas aisladas sobre ellos. De 443, 266 se confirmaron, lo que 
équivale al 60 %.

En cuanto al nûmero de cepas aisladas y confirmadas, 
globalmente no se encuentran diferencias entre los dos medios, ya 
que se confirmaron solamente un l'5 % mâs de colonies sospechosas 
en el BS que en el XLD. De 289 tomadas del XLD y 172 del BS, se 
confirmaron como Salmonellas 172 ( 59*5 % ) y 94 ( 61 % ) colonies 
respectivamente.
8 .- La selectividad y diferenciaciôn, es mayor en el XLD para vo- 
lûmenes de 1 ml y se igualan en volûmenes de 10 ml, siendo supe­
rior el BS para muestras concentradas por filtraciôn.

Asî se tiene que con las técnicas de inoculaciôn el ren- 
dimiento es superior en el XLD, 17’1 % mâs de colonias sospechosas 
para inôculos de 1 ml y 0*4 % para 10 ml, mientras que con la tëc- 
nica de filtraciôn, que utiliza los microorganismos retenidos a 
partir de volûmenes de 70-100 ml, el rendimiento es mâs alto en el 
BS que en el XLD, 11*9 %.
9.- De las 69 muestras analizadas en las que se utilizô el XLD, en 
52 se aislaron Salmonellas ( 75*3 % ), mientras que de las 63 mues­
tras en que las que se empleô el BS, resultaron positivas 48
( 74*6 % ).

Empleando los dos medios simultaneamente se aislaron Sal­
monellas en 57 muestras de las 69 analizadas C 82*6 % ).
10.- Para el aislamiento de S. typhi se requiere el empleo de BS, 
mientras que para la detecciôn de S. paratyphi B y S. enteritidis 
el XLD.
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dos, très se aislaron de las muestras de 10 ml en el BS y cuatro 
en el XLD. En los dos medios sôlidos fué comûn el aislamiento de S. 
typhimurium en todos los volûmenes de muestras y S. enteritidis en 
los volûmenes de 10 ml. Los serotipos S. essen y S. paratyphi B se 
detectaron solamente en el XLD en las-muestras de 10 ml. Hay que 
resaltar que gracias al BS pudimos aislar très colonias de S. typhi 
en dos plaças, procédantes de dos muestras distintas de agua.

El XLD nos permitiô aislar mâs de un serotipo de la mis- 
ma plaça; asî en ocho plaças détectâmes dos serotipos y en dos pla­
ças très serotipos conjuntamente, mientras que en el BS ûnicamente 
nos permitiô en una ocasiôn aislar simultaneamente dos serotipos 
distintos.
11.- El aumento del volûmen de la muestra de agua a analizar para 
el posible aislamiento de Salmonellas, no favorece siempre su bus- 
queda.

Al no ser muy dependiente el hallazgo de Salmonellas del 
volûmen de agua elegido, la técnica de NMP referido a 100 ml, para 
cuantificar el nûmero de Salmonellas présentes en el agua, podrîa 
no tener ni significado ni valor.

Con la técnica de inoculaciôn de 10 ml, se detectaron 
mâs serotipos que con la técnica de filtraciôn, que utiliza los 
microorganismos contenidos en los volûmenes de 70-100 ml, tanto 
en el conjunto del muestreo como en la misma muestra, en la que se 
aislan frecuente y simultaneamente dos y très serotipos.
12.- La identificaciôn presuntiva del género Salmonella por prue- 
bas bioquîmicas TSI, urea, lisina descarboxilasa, indol, manitol, 
coincidiô en todas las cepas aisladas con la prueba de aglutinaciôn 
somâtica realizada con suero polivalente.

Nuestros resultados nos hace seleccionar dos pruebas 
bioquîmicas TSI y urea, para continuar con la prueba de aglutina­
ciôn somâtica con suero polivalente. Esto présenta dos grandes 
ventajas, menor costo y trabajo y una mayor rapidez en la identifi-
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caciôn de las bacterias pertenecientes al género Salmonella.

La identificaciôn de Salmonellas a nivel de serotipo que 
se realiza por pruebas de aglutinaciôn flagelar, debido a su com- 
plejidad, costo y trabajo se recomienda que se lleve a cabo en 
Centres de Referencia.
13.- La metodologîa que se recomienda para la detecciôn de Salmo­
nellas en agua, es la que se propugna a continUâciôn:
- enriquecimiento.

- medio de sorbitol selenito.
- adicciôn de un extracto de cultive de Salmonellas inactl- 

vadas por el caler.
- método de concentraciôn graduai con la temperatura de 40*C.

- aislamiento.
- XLD, 37®C, 24 horas.
- BS, 37®C, 24 horas.

- identificaciôn bioquîmica.
- TSI.
.- urea.

- identificaciôn serolôgica somâtica.
- pool de suero polivalente.

- identificaciôn serolôgica flagelar.
- Se recomienda que sè realice en Centres de Referencia

14.- En el agua del Canal del Jarama se aislaron Salmonellas en el 
82'6 % de las muestras analizadas; es decir en 57 de las 69 estudia- 
das. Aislandose 266 cepas de Salmonellas, agrupândose en cinco se­
rotipos distintos, S. typhi, S. typhimurium, S. paratyphi B, S. en­
teritidis y S. essen.
15.- Hay una gran similitud y paralelismo entre los serotipos ens' 
contrados en el agua del Canal del Jarama y los aislados en patolo-
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gîa humana, como résulta al comparar los hallazgos en Hospital del 
Rey, Centro Nacional de Referencia de Enterobacterias, Centro Na- 
cional de Microbiologie, Virologie e Inmunologia Sanitaria y agua 
del Canal del Jarama mostrados a continuaciôn:
lugar H. Rey C.N. Referencia C.N. M.V. I.S. Agua
aho 1968 -76 1974 -79 1979 1979 1979 1978

nû % n& % n& % n& % n^ % n& %
S . typhimurium 1 42 1 31 1 57 1 39 1 39 1 87,9
S. enteritidis 3 14 2 18 2 22 2 34 2 36 2 4,9
S . typhi 2 40 4 12 3 7 3 10 3 9 4 1.2
S. paratyphi B 5 1 3 16 5 3 5 2 8 1 5 0,3
S. essen - - - . - 8 1 - - —  — 3 1.9

16.- el aumento de la frecuencia de aislamiento de Salmonellas en 
el agua, procédé en meses a la frecuencia de su detecciôn en clini- 
ca humana. Recordemos que tienen su mâximo en los meses de Mayo en 
la primera y Septiembre en la segunda.
17.- Ademâs de la concordancia cronolôgica entre los serotipos ais^ 
lados en el agua y en clînica humana, la apariciôn de un serotipo 
en el agua como S. typhi, en los meses de Junio y Julio, precede en 
meses a su mâxima incidencia de casos humanos, Septiembre.
18.- Sè puede afirmar que los serotipos detectados en el Canal del 
Jarama, son fundamentalmente de origen humano. Esto es avalado de 
una parte por el hecho de aislarse los serotipos S. typhi y S. para­
typhi B (Salmonellas humanas de huéspedes especffiœ) y de otra por 
la similitud y paralelismo de los serotipos detectados en el agua 
con los de patologîa humana, ratificândose ademâs por los valores 
de las relaciones CF/EF, que nos indican que la contaminaciôn del 
agua es fundamentalmente de origen humano.
19.- Se obtiene globalmente una relaciôn inversa entre los niveles 
de conformes totales y aislamiento de Salmonellas, es decir, a me- 
dida que aumenta los niveles de CT/ml, disminuye la probabilidad de 
detectar la presencia de Salmonellas. Asî, se pasa del 100% en el 
primer intervalo, 20.000-50.000 CT/ml, al 66% en el séptimo y ûlti-
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mo intervalo, 400.001-800.000 CT/ml.
20.- A partir del primer intervalo de 900-1.000 CF/ml al séptimo con 
50.000-80.000 CF/ml, no se obtiene una relaciôn rectilinea entre las 
densidades de coliformes fecales y la probabilidad de detectar Sal­
monellas; se obtiene globalmente una relaciôn inversa, si bien con 
grandes altibajos entre niveles de CF/ml y frecuencia de aislamien­
to de Salmonellas:
- no hay una densidad por encima de la cual la probabilidad de ais­

lar Salmonellas séria del 100%.
- en contraposiciôn a las afirmaciones de ciertos autores que creen

que por encima de ciertas densidades de CF/ml, no se podria aislar
Salmonellas,nosotros decimos, que no hay densidad por encima de la 
cual no se puede detectar Salmonellas. En el intervalo de 50.000- 
8 0.000 CF/ml se obtuvo una frecuencia de aislamiento del 60%.

- el aislamiento de Salmonellas en conjunciôn con el grupo de CF y
el aislamiento de éste grupo solamente, resalta la importancia y
validez del test de CF como indicador de poluciôn peligrosa para 
la salud, ya que la ausencia de aislamiento de Salmonellas no ex- 
cluye la probable presencia de otros patôgenos.

21.- No se ha encontrado una estrecha relaciôn entre las densidades 
de estreptococos fecales y la probabilidad de aislar Salmonellas.
Si bien en los primeros intervaloes, del primero con 1.500-3.000 
EF/ml al cuarto con 6.001-7.500 EF/ml, la relaciôn es inversa en­
tre las densidades de EF/ml y frecuencia de aislamiento de Salmone­
llas, del cuarto al séptimo con 10.501-13.000 EF/ml, no hay ni una 
relaciôn rectilinea directa ni inversa, sino que se puede considé­
rer que la probabilidad de aislamiento de Salmonellas se mantiene 
constante en un 75%, aunque aumenten los niveles de EF/ml. Es decir 
no se ha encontrado una estrecha relaciôn entre las densidades de 
EF y probabilidad de aislar Salmonellas.
22.- A medida que aumenta el valor del cociente de la relaciôn CF/EF 
(indicador del origen de la poluciôn), disminuye la probabilidad de 
detectar Salmonellas, expresada en % séria:
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% 100 85,2 77,7

Cuando el valor de la relaciôn es superior a 4, hay mâs 
probabilidades de aislar mâs de un serotipo simultâneamente en la 
misma muestra.
23.- La relaciôn que se obtiene entre niveles de clostridios-sulfito 
reductores por milimetro y probabilidad de aislar Salmonellas, es 
una relaciôn rectilinea inversa.
24.- No se obtiene ningûn tipo de relaciôn entre niveles de aérobics 
por milimetro y probabilidad de aislar Salmonellas, ya que tan pron­
to aumenta como disminuye la frecuencia de aislamiento.
25.- Tanto los resultados del grupo de bacterias, CT y aérobics, co­
mo del grupo, CF, EF y CSR, en conjunto nos hace pensar y decir que 
no hay una relaciôn clara entre las médias mensuales de bacterias 
indicadoras y probabilidad de aislamiento de Salmonellas y que la 
diferencia de frecuencia'de detecciôn que encontramos en los distin­
tos intervales, no solo se debe achacar a las limitaciones de la me- 
todologîa empleada por nosotros, sino que también que estâ relacio- 
nada directamente con la incidencia de Salmonelosis en la poblaciôn 
humana, teniendo en cuenta el desfase en meses, entre la mâxima in­
cidencia de Salmonelosis humana y la frecuencia de aislamiento de 
las Salmonellas en el agua.

Por tanto cuando se intente estudiar la relaciôn que e- 
xiste entre niveles bacterianos y probabilidad de aislamiento de 
Salmonellas, en un mismo curse de agua, conviene citar en que mes se 
obtuvo, ya que la relaciôn existente en un mes o periodo de meses, 
no se puede aplicar como ley para cualquier mes o grupo de meses.
26.- El estudio estadistico, basado en el test de los signes, nos 
permite afirmar que entre los dos puntos de muestreo, no hay dife­
rencia significatives, tanto desde el punto de vista bacteriano co­
mo desde el punto fisico-quîmico y que las pequenas diferencias se 
deben a errores muestrales que escapan a nuestro control.
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27.- Las lîneas de tendencia, resultan bastante aleccionadoras en lo 
que a la evoluclôn de la poluciôn se refiere. Por ellas se observa
el carâcter ascendente de las densidades de las bacterias indicado­
ras, a lo largo del tiempo que abarca nuestro estudio (primavera-oto 
no) .

Al aumentar en mayor grado las lîneas de tendencia de CF 
que la de EF, se deduce no sôlo que aumenta la poluciôn de origen 
fecal reciente en el Canal del Jarama, sino que ademâs el tipo de po 
luciôn evoluciona de ser mezcla de animal y humana, a ser de origen 
fundamentalmente humano; que a causa de la diluciôn que sufren las 
aguas del Manzanares por el Jarama y al tiempo transcurrido desde 
el vertido de las aguas residuales, las cifras de CF se encuentran 
de 3 a 10 veçes, segûn la fecha de muestreo, por debajo de los nive­
les estimados para aguas residuales brutas humanas.
28.- Teniendo en cuenta el alto grado de poluciôn y el aumento de ' 
densidades de las bacterias indicadoras a lo largo del tiempo, unido 
a tan alta frecuencia de detecciôn de Salmonellas(82,6%) y los sero­
tipos aislados, S. typhi, S. parayphi B, S. typhimurium, S. enteritl 
dis y S. essen, el empleo de éste agua para riego, no sôlo contribu- 
ye a la contaminaciôn de los vegetales a los que va destinada, sino 
que se muestra como evidencia del grado de incidencia de las Salmone 
lias encontradas en la comunidad de la cual dériva el agua.

Todo ello puede originar un indefinido reservatorio de Sa_l 
monellas en la regiôn.
29.- Se recomienda la aplicaciôn de la metodologîa de aislamiento de 
Salmonellas a:
- verificar la peligrosidad del uso del agua para riego, lavado de

utensilios para bebida.
- vigilancia global del estado de la epidemiologîa de la salmonelo-

- vigilancia periôdica de los serotipos que afectan a la poblaciôn 
y detecciôn de' la apariciôn de algûn nuevo serotipo.
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