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Sobre un método de seleccion para el aislamiento

de shigelas y salmonelas®
pot
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(Recibido para su publicacién el 23 de mayo de 1958)

En la prictica de encuestas epidemioldgicas encaminadas a conocer diver-
sos aspectos de las shigelosis, lo que mis interesa es la cbtencién de datos uti-
lizables para fines de comparacién con los reportados en otras localidades. Es
por ello que todas las investigaciones debieran estar basadas en métodos unifor-
mes, lo que es todavia mis importante 5i de laboratorio se trata, ya que peque-
fios cambios en las condiciones de trabajo pueden afectar significativamente los
indices.

A continuacién haremos algupos comentarios sobre el método de selec-
cién de BEck (1), empleado también por nosotros (6) en una encuesta sobre
la incidencia de salmonelas y shigelas en poblaciones de nifios de Guatemala.
Referiremos también ciertos resultados que tienen interés, desde el punto de vista
bacteriolégico, en el aislamiento de los cultivos.

MATERIAL Y METODO

Las muestras se tomaron al azar de nifios de un dia a 10 afios de edad
por el método de la torunda rectal, con la cual se inoculd una caja de agar SS
(al 2.5% de agar) y un tubo de caldo de enriquecimietno Selenito F, incu-
bando ambos a 37°C por 24 horas. A partir del Selenito se inocularon placas
de SS (indirectas) que, junto con las primeras (directas) fueron objeto de
examen a las 24 horas, dejindolas luego 2 la temperatura del laboratorio por
24 horas mds, después de lo cual se observaron otra vez para aislar las colonias

* Trabajo realizado en el Instituto de Nutricién de Centro América y Panamé. (INCAP),
Guatemala, Publicacién N* INCAP E-157. -
#* Laboratorio Bacteriolégico del Hospital San Juan de Dios y ex-becario del INCAP.
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no fermentadoras de lactosa, Estas se trasplantaron, generalmente en nlmero de
cuatro, a agar TSI para observar su reaccién. Las cepas cuya reaccién fue tipica
de Shigella o Salmonella se sometieron al “proceso rpido de seleccién” que
consistié en la inoculacién de agar semisélido con manitol (medio Base Pat-
pura con 0,5% de agar y 1% de manitol), agar Urea de Christensen, agar Ci-
trato de Simmons, caldo Triptona para la investigacién de indol, y pruebas se-
rolégicas de aglutinacién con sueros polivalentes Lederle. Por tltimo los cultivos
se enviaron a los Laboratorios del Departamento de Salud Piblica del Estado d-
California, Estados Unidos de América, para su determinacién final. Todos los
ingredientes usados en la preparacién de los medios de cultivo fueron de la
Casa Difco y el caldo Selenito F de la Casa BBL.

RESULTADOS

ANALISIS DE 950 CASOS EN 1O CONCERNIENTE A LA EFECTIVIDAD DEL
PROCESO DE SELECCION

La muestra fue tomada del 6 de marzo al 23 de abril de 1956.

Entre 950 coprocultivos, 671 (70,6%) mostraron colonias no fermen-
tadoras de lactosa; de éstos s6lo 187 presentaron una o mis colonias con reac-
cién tipo Shigella en el TSI, de los cuales se descartaron 44 cepas por scr md-
viles, aerdgcnas o ureasa positiva; las 143 restantes fueron inmjviles y ureasa
negativa pero sblo 105 aglutinaron con los sueros polivalentes, resultando final-
mente 101 cultivos del género Shigella.

En la misma muestra, 55 casos presentaron reaccién tipica de Salmonella
en el TSI, y se descartaron posteriormente 28 cultivos ureasa positiva. De las
27 cepas restantes, 19 aglutinaron con el suero polivalente y se confirmaron 6
cultivos (cuadro 1).

El método demostré ser muy eficaz ya que permite la eliminacién, en
poco tiempo, de gran cantidad de cultivos que dificultan la clasificacién final.
La habilidad de asimilar el citrato (citrato amonio o cifrato de Simmons) como
tinica fuente de carbono, a pesar de que permite separar muchas de las cepas
del grupo Providencia (paracolon 29.911 de Stuart ef 4l.) que se confunden a
menudo con Shigella, demostré no ser imprescindible en nuestro método, ya
que en el anilisis de 950 muestras no descartamos ningiin cultivo con esta prue-
ba. Ello se debi6 posiblemente al hecho que los tubos se examinaron a las 24
horas, y las cepas de Providencia utilizan el citrato a los dos a mis dias. La in-
vestigacién del indol demostr6 también poco efecto seleccionante en el “tami-
zaje”, seglin se desprende del examen de los datos tabulados en el cuadro 1.
Estas dos pruebas son de importancia en la clasificacién final, puesto que la
produccién de indol tiene valor en la taxonomia de las shigelas y la asimilacién
del citrato en la de las salmonelas,

A pesar de la efectividad del método, siempre hay cepas que, por tener
caracteristicas en comin con los bacilogen cuestidn, soportan el proceso de se-
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CUADRO 1

Proceso de seleccidn de cepas de Shigella y Salmonella entre 950 muestras

- — —— ——— — —

Casos seleccionados Casos descartados
Medio de
seleccién Total Tipo Tipo
Total ' % Sbilgeila Salmonella Total %
Agar S5 671 | 706 671 671* | 279 | 294
Agar TSI 242 36,0 187 55 429 64,0

Agar Manitol semi-

sélido y Agar Urea | 170 70,2 143 27 72 29,8
de Christensen

Agar Citrato de

Simmons y Caldo 170 100,0 143 27 0 0,0
Triptona (indol)

Sueros polivalentes 124 72,9 105 19 46 27,1
Clasificacion
final¥* 107 86,3 101 6 17 13,7

* En este medio las cepas de Shigella y Salmonella no pueden diferenciarse.

** Al centro de clasificacién se enviaron todos los cultivos ya seleccionados en el proceso,
hubieran o no aglutinado en los sueros polivalentes.

leccién, como sucedié con ciertos tipos de Bethesda-Ballerup (24 cultivos),
Alkalescens-Dispar (18 cultivos) y “paracolon™ (11 cultivos).

Las cepas del grupo Bethesda-Ballerup se confunden a menudo con las
del género Salmonella ya que muchas de sus propiedades bioquimicas son las
mismas y, ademis, presentan estrechas interrelaciones antigénicas (2) (8). Los °
Alkalescens-Dispar, por otro lado, que fueron considerados por mucho tiempo
dentro del género Shigella, son motivo de confusién con este género. Hoy dia
se clasifican como cepas no méviles anaerégenas de Escherichia coli (3) (4).
Lo mismo puede decirse de un gran namero de cultivos cuya clasificacién es to-
davia incierta y que se denominan en la rutina del laboratorio “lentos fermen- |
tadores de lactosa” o “paracolon” que no lograron descartarse mediante el pro-
ceso de “tamizaje” y, por lo tanto, pasaron inadvertidos como si se tratara de
shigelas o salmonelas,
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La ayuda relativa que aportd en -esta encuesta la investigacién del indol
amerita que en el proceso mencionado se incluya otra prueba de mayor valor
como es la del Cianur de Potasio, que, de acuerdo con KAUFFMANN & MOLLER
(5), es de gran utilidad para la diferenciacién entre Salmonella y Bethesda-
Ballerup, ya que la segunda puede crecer en presencia del KCN, Io que no
sucede con Sa/monella.

CUADRO 2

Comportamiento de algunas cepas de Bethesda-Ballernp, Alkalescens-Dispar
y “paracolon” en el proceso de seleccion

:‘3 e « = % Aglutinacién
= .- w o
N* de cultivos H,$ z g 5 L = .
(=} = — &) .
= ] Shigella| Salmonellu
'
Bethesda-Ballerup
12 + S I -
4 + — — | + =
3 + — | Z |+ -
Alkalescens-Dispar
9 — — A — | + - —
5 — — A _ | — — + .
. 1 — _ A — |+ - +
“Paracolon”
5 — — | NC — 4+ -] - -
2 _ — A - | = — -+
-+ = Positivo — Produccién de 4cido
=+ = Positivo débil NC = No hay cambio
— = Negativo

En lo referente a la asimilacién del Citrato de Simmons, seria conve-
niente emplear otra prueba adicional que permita diferenciar entre Alkalescens-
Dispar y Shigella. La asimilacion del agar Glucosa-amonio podria servir, ya que
los Alkalescens-Dispar lo utilizan en pocas horas, pero existe el inconveniente
de que algunas cepas de Shigella también pueden crecer en &I, sobre todo Shigella
sonnei y 8. flexneri 3.

' Otro medio que podria emplearse en lugar del Eitrato de Simmons:y
que permite diferenciar entre los dos grupos en cuestién es el agar Citrato BTB
de Hajna que es asimilado por las cepas de Alkalescens-Dispar con el subsi-
guiente viraje del indicador (azul de bromotimol).

También puede usarse una sencilla aglutinacién en -Jimina con un suero
anti-A-D para diferenciar entre los dos grupos.
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Si se cree necesario obtener una identificacién mis completa que la que
se obtendria al usar estos sueros comerciales y pruebas bioquimicas se recomien-
da enviar los cultivos a un laboratorio especializado en tal trabajo.

ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE EL AISLAMIENTO DE 170 SHIGELAS Y 15
SALMONELAS A PARTIR DE 2.172 COPROCULTIVOS

La muestra fue recolectada del 3 de enero al 23 de ab:il de 1956. Sélo
reportaremos datos en lo referente al origen de las cepas y periodo de incuba-
cibn de las mismas al momento de realizar el aislamiento.

I. Shigelas

Se aislaron 137 de SS directo (131 a las 24 y 6 a las 48 horas de in-
cubacién) y dnicamente 33 de SS indirecta (28 a las 24 y 5 a las 48 horas).
Como se ve, la mayoria de los serotipos se aislaron de agar SS sin previo pa-
saje por el caldo de Selenito, pero hacemos notar que més del 47 por ciento
de las Shigella sonnei y mas del 30 por ciento de las S. flexneri 6 se aislaron
de placas inoculadas a partir del medio de enriquecimiento, lo que indica cla-
ramente que el S§, usado solo, no es ideal para el aislamiento de estos dos se-
rotipos, requiriéndose, por lo tanto, un incremento en el nimero de bacilos.
Queda comprobada la bondad del Selenito para el aislamiento de S. sonnei co-
mo ya lo habia reportado THOMAS (7) y se indica ademis su efectividad en
el caso de S. flexneri 6. El empleo del caldo de enriquecimiento demostré ser
imprescindible ya que de no haberse empleado, aproximadamente el 20 por
ciento de los cultivos habrian escapado a la identificacion (cuadro- 3).

1. Salmonelas

Dos cepas se aislaron de SS directo a las 24 horas de incubacidn, y 13
de SS indirecto (12 a las 24 y una a las 48 horas). Se destaca inmediatamente
que el medio de enriquecimiento e§ mds importante en la biasqueda de salmo-
nelas que en la de shigelas. El “medio combinado de Kauffmann” se ha dicho
ser muy bueno para aisla¢ Salmonella pero no para Shigella (4), en tanto que
cl caldo Selenito lo es para ambos (3) por lo que fue preferido en este estudio

(cuadro 4).
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CUADRO 3

Sobre 170 shigelas aisladas en 2.172 cultivos: medio de cultivo y periodo de
incnbacion del mismo al momento de vealizar el aislamiento.

Agar §S Caldo Selenito F
Serotipo Total
24 hs. 48 hs. 24 hs, 48 hs.
ToTAL 170 132 5 28 5
Shigella dysenteriae 1 2 1 1
2 15 14 1
3 1 1
Shigella flexneri 1a 4 4
1b 14 14
2a 8 8
2b 7 7
3 12 12
4a 10 10
5 6 6
6 45 29 2 9 5
Shigella boydii 1 2 2
7 2 2
serotipo 792 1 1
Shigella sonnei 41 21 1 19
CONCLUSIONES

Del anilisis del método de seleccién para shigelas y salmonelas basado
en una muestra de 950 coprocultivos se desprende que:

1. El agar SS descarté alrededor de 29 por ciento de los casos con
base en la fermentacién de la lactosa.

2. El medio diferencial TSI es de enorme valor en el “tamizaje” ya
que eliminé el 64 por ciento de las cepas seleccionadas en las placas de SS.

3. Lla accibn seleccionante del par de medios Manitol semisélido y
Urea de Christensen y la de los sueros polivalentes es mis o menos semejante
pues descartaron 29 y 27 por ciento, respectivamente, del total de cultivos se-
leccionados en la etapa que les antecedi.
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CUADRO 4

Sobre 15 salmonelas aisladas: medio de cultivo y periodo de incabacion del
mismo al momento de realizar el aislamiento

Serotipo Total Agar 5;- Caldo Selenito F
24 hs, 48 hs 24 hs. 48 hs.
ToTAL 15 2 0 12 1
Salmonella typhimurium 3 3
derby 2 . 2
newport 2 2
manbattan 1 1
panama 1 1
anatum 1 1
give 3 3
pharr 1 1
atlanta 1 1

4. Tanto la asimilacién del Citrato como la prueba del Indol mostra-
ron valor relativo en la eliminacién de cultivos no patégenos, por lo que se
recomienda la adicién de otras pruebas de més utilidad (prueba del Cianuro
de Potasio y sueros anti A-D respectivamente).

En cuanto al origen de las cepas y al periodo de incubacién de los me-
dios en el momento de aislamiento, nosotros encontramos, basados en 2.172-
coprocultivos, lo siguiente:

1. Se aislaron 170 shigelas y 15 salmonelas.

2. El 80 por ciento de las shigelas se aislé del SS directamente y el
20 por ciento mediante previo enriquecimiento en caldo Selenito (placas de SS
indirectas). '

3. Tanto en las placas directas como en las indirectas la mayor fre-
cuencia de aislamiento se presenté a las 24 horas de incubacién,
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4. Se aislé alrededor del 6 por ciento de las cepas de Shigella a las
48 horas de incubacién (24 horas a 37°C y 24 horas a la temperatura del la-
boratorio) "lo que demuestra la importancia de examinar cada placa por lo me-

nos dos veces.
5. Se comprueba una vez mis la bondad del Selenito en el aislamiento

de S. sonnei puesto que mis del 47 por ciento de las cepas de este serotipo se

aislé gracias al caldo de enriquecimiento.
6. Se reporta la efectividad del caldo Selenito en la investigacion de

S. flexneri 6 dado que més del 30 por ciento se aislé de las placas indirectas.

7. En el aislamiento de Sa/monella el enriquecimiento es aconsejable ya
que en nuestra experiencia, de 15 cultivos, 13 se aislaron de las placas inocu-
ladas en el caldo Selenito (placas indirectas) y sélo 2 de las placas directas.
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RESUMEN

En este trabajo se hace un comentario sobre la importancia de cada etapa
de un método de seleccién para shigelas y salmonelas usado por nosotros, y se
proponen sugerencias al mismo.

Por otra parte, se reportan ciertos datos de interés bacteiiolégico en lo
referente al aislamiento de los cultivos. Estos son, tipo de medio de donde se
aislaron las cepas y periodo de incubacién al momento de cfectuar el aislamiento.

SUMMARY

Emphasis is made on the importance of each step of the screening method
for Shigella and Salmonella used by us. Some modifications are also suggested.
Other data of bacteriological interest are reported such as the type of
media from which strains were isolated and the incubation period at the time

of isolation.
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