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RESUMEN

Las Bacterias son microorganismos de suma importancia en los ecosistemas de la
Tierra, las podemos encontrar en todos lados, incluso algunas sobreviven a
condiciones extremas de temperatura, presion, salinidad, pH, etc. Algunas bacterias
son benéficas para el hombre como las empleadas en biorremediacion y obtencion
de compuestos de interés como los antibidticos o las empleadas en la industria
alimenticia, otras en cambio ser perjudiciales para nuestra salud, por ser agentes

causales de enfermedades.

En los ambientes naturales las bacterias pueden ser transmitidas a través del agua
contaminada y llegar a los alimentos que son regados con este tipo de agua, por lo
gue los cuerpos de agua residual que recogen descargas de diversos origenes se

convierten en un reservorio de muchas de ellas.

De los diversos microorganismos que estan presentes en estas aguas destacaremos
dos muy importantes: Salmonella spp y Shigella spp las cuales son responsables de
diversas enfermedades gastrointestinales. Estos géneros bacterianos son de
importancia aun en la actualidad, en nuestro pais se reportaron 1,992 casos de
Shigelosis en 2020 y con respecto a Salmonela en Puebla fueron reportados para
2,712 casos en 2020. Ademas, la ONU ha evidenciado el incremento de Salmonella

multirresistente a antibioticos, por lo que son microorganismos de prioridad alta.

En este trabajo se examinaran diversas cepas del género Salmonella y Shigella
previamente aisladas de muestras de agua del Rio Nexapa las cuales seran
identificadas a través de pruebas microbiolégicas y bioquimicas. También se

determinara su perfil de resistencia a antibioticos.

Los resultados indicaron que los métodos de identificacion microbiologica empleando
medios de cultivo selectivos pueden permitir también el aislamiento de morfologias
de microorganismos estrechamente relacionados, por lo que es necesario llevar a
cabo la identificacion a través de pruebas bioquimicas u otros métodos de

identificacion.



ABSTRACT

Bacteria are microorganisms of utmost importance in Earth's ecosystems. They can
be found everywhere, with some even surviving extreme conditions of temperature,
pressure, salinity, pH, and more. Certain bacteria are beneficial to humans, such as
those used in bioremediation, the production of valuable compounds like antibiotics,
or in the food industry. Others, however, can be harmful to our health as they are

agents of disease.

In natural environments, bacteria can be transmitted through contaminated water,
reaching crops irrigated with such water. Consequently, wastewater bodies that collect
discharges from various sources become reservoirs for many of these

microorganisms.

Among the various microorganisms present in such waters, two stand out for their
significance: Salmonella spp. and Shigella spp., which are responsible for various
gastrointestinal diseases. These bacterial genera remain relevant today. In our
country, 1,992 cases of shigellosis were reported in 2020, while in Puebla, 2,712 cases
of salmonellosis were reported in the same year. Additionally, the UN has highlighted
the increasing prevalence of antibiotic-resistant Salmonella, making these

microorganisms a high-priority concern.

This study will examine various strains of the genera Salmonella and Shigella
previously isolated from water samples taken from the Nexapa River. These strains
will be identified using microbiological and biochemical tests, and their antibiotic

resistance profiles will also be determined.

The results indicate that microbiological identification methods using selective culture
media can also allow the isolation of morphologies from closely related
microorganisms. Therefore, it is necessary to carry out identification through

biochemical tests or other identification methods.



1. INTRODUCCION

Salmonella spp y Shigella spp son géneros bacterianos de suma importancia debido
a que son agentes causantes de enfermedades gastrointestinales con alta
prevalencia en paises en vias de desarrollo, en 2023 la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) alertdé con respecto al incremento de su multirresistencia a los
antibidticos (World Health Organization, 2024). Estas bacterias se desarrollan en
reservorios naturales como el intestino de algunos animales y el humano, en el
ambiente se encuentran principalmente por la introduccion de la materia fecal de
animales infectados que puede contaminar el agua y también el suelo. Debido a la
importancia de la bacteria Salmonella como patégeno, en México existe normatividad
para determinar su presencia en alimentos, la Norma Oficial Mexicana NOM-114-
SSA1-1994, Bienes y Servicios. Método para la Determinacion de Salmonella en
Alimentos, establece un método general para detectar Salmonella en alimentos
(Secretaria de Salud, 1994), sin embrago la determinacion de la presencia de
Salmonella y Shigella en compartimentos ambientales es poco estudiada, por lo que
es de suma importancia el determinar su presencia en ambientes acuaticos que sirvan
de medio de transporte de estas bacterias a otros compartimentos ambientales y
permitan su ingreso a la cadena tréfica. En un estudio previo se aislaron cepas
presuntivas de bacterias patdgenas a partir de muestras de agua residual del Rio
Nexapa (Vasquez, 2024), este cuerpo de agua recibe descargas de diversos origenes
y mediante el empleo de métodos microbioldgicos fue posible determinar la presencia
de distintas enterobacterias en diferentes puntos del recorrido del rio. En el presente
se seleccionaron de esta coleccion cepas presuntivas de los géneros Salmonella y
Shigella para llevar a cabo su identificacion mediante métodos microbioldgicos
tradicionales asi como son el empleo de medios de cultivo selectivos diferenciales
para su desarrollo, los cuales son ampliamente utilizados en el diagnéstico clinico,
debido a que contienen compuestos inhibidores del desarrollo de otros
microrganismos y favorece el crecimiento de los de interés, en este caso se empled
el medio Agar SS, que es utilizado para el aislamiento de Salmonella spp y Shigella
spp en muestras biolégicas y de alimentos, para corroborar la pertenencia de los
aislados a los géneros de interés se emplearon también pruebas bioquimicas para la

identificacion de caracteristicas metabdlicas reportadas para estos microorganismos.



2. MARCO TEORICO

Las enfermedades gastrointestinales son el padecimiento mas comun dentro de la
poblacidbn mexicana, dichos padecimientos estan relacionados con factores tales
como alimentos, bebidas, habitos de higiene, etc. De acuerdo con datos del INEGI en
el afio 2020 se registraron mas de 2.1 millones de casos de infecciones
gastrointestinales en México, en afios anteriores dichas afecciones se posicionaron
en el segundo lugar de las enfermedades mas comunes en el pais (Matute et al.,
2023).

El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) define a las enfermedades
gastrointestinales como "aquellas que atacan el estdbmago y los intestinos,
generalmente son ocasionadas por bacterias, parasitos, virus y algunos alimentos
como leche y grasas, aunque también existen algunos medicamentos que las
provocan" (IMSS, 2015), algunos de estos medicamentos pueden ser
antiinflamatorios no esteroides, antipsicoticos, antidepresivos y metformina (Philpott
et al., 2014).

Entre las enfermedades gastrointestinales con mayor prevalencia en México se
encuentran aguellas que son causadas por Salmonella y Shigella. Salmonella provoca
fiebre tifoidea, fiebre entérica, gastroenteritis y septicemia, mientras que Shigella es
responsable de la disenteria bacilar (Riedel et al., 2019). En la tabla 1 se muestran
algunas enfermedades causadas por Salmonella.

Salmonella es un microrganismo que presenta un comportamiento estacional, es decir
qgue prevalece en una determinada estacion del afio (Contreras et al., 2018),
particularmente en temperaturas y precipitaciones elevadas como lo es el caso de
regiones tropicales y subtropicales donde las condiciones ambientales son ideales

para el establecimiento de la bacteria (Contreras, et al. 2023).

Tabla 1. Enfermedades clinicas producidas por Salmonella. Jawetz, et al. (1973, p.236).

Fiebres Septicemias Gastroenteritis
Intestinales

Periodo de 7-20 dias Variable 8-48 horas
incubacion

Iniciacion Insidiosa Subita Subita

Fiebre Gradual, después Ascenso rapido, Generalmente baja
una “meseta” alta después
con estado “tifoideo” temperatura en

agujas, “séptica”



Duracion de la
enfermedad
Sintomas
gastrointestinales

Hemocultivo

Coprocultivo

Varias semanas

A menudo
constipacion
temprana; mas
tarde, diarrea
sanguinolenta
Positivo durante la
primeray la
segunda semana de
enfermedad
Positivo de la
segunda semana en
adelante; negativo al
principio de la
enfermedad

Variable

A menudo no hay

Positivo durante la

fiebre alta

Pocas veces es
positivo

2 a5 dias

Nauseas, vomito,
diarrea al comienzo

Negativo

Después del
comienzo,
rapidamente positivo

La prevalencia de los casos reportados de Salmonella en México permite evidenciar

gue sigue siendo en la actualidad un problema de salud. En la tabla 2 se nos muestra

la prevalencia anual del 2015 al 2023 de paratifoidea y otras salmonelosis, entre

hombres y mujeres para cada estado de México (SEMARNAT, 2023).

Se observa que para el caso de Puebla el afio con mayor numero de casos fue 2017

con 6228 casos, mientras que en el afio 2023 se reportaron 1856 casos.



Tabla 2. Prevalencia de paratifoidea y otras salmonelosis en México. Fuente Semarnat.gob.mx. 2023.

Entidad Sexo 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
Federativa
Aguascalientes Hombres 521 686 463 169 176 81 63 80 131

Mujeres 1010 1175 790 336 325 117 103 117 179

Total 1531 1,861 1,253 505 501 198 166 197 310

Baja California Hombres 711 633 445 410 255 121 67 105 71

Mujeres 1560 1294 1016 873 571 260 185 212 160

Total 2,271 1,927 1,461 1,283 826 381 252 317 231

Baja California Hombres 86 78 120 69 50 25 55 62 88
Sur Mujeres 192 174 230 152 89 50 73 72 76

Total 278 252 350 221 139 75 128 134 164

Campeche Hombres 555 369 251 106 32 51 73 67 112
Mujeres 1137 939 458 256 94 60 184 178 180

Total 1,692 1,335 709 362 126 111 257 245 292

Coahuila Hombres 644 446 1944 831 909 336 415 353 299

Mujeres 1285 894 3847 1213 1853 698 796 645 609

Total 1929 1,340 5,791 2,044 2,762 1,034 1,211 998 908

Colima Hombres 56 66 63 80 44 37 27 19 24

Mujeres 127 108 101 118 52 58 61 44 21

Total 183 174 164 198 96 95 88 63 45




Chiapas Hombres 7927 7808 8557 8289 8462 5695 5264 5254 6025

Mujeres 14676 14211 15264 13963 13894 8794 8801 8838 9715

Total 22,603 22,019 23,821 22,252 22,356 14,489 14,065 14092 15740

Chihuahua Hombres 775 977 1465 1087 1195 451 695 442 454

Mujeres 2067 2491 2723 2361 2338 904 1357 902 815

Total 2,067 2,491 2,723 2,361 2,338 904 1,357 1344 1269

Ciudad de Hombres 224 246 140 292 399 162 121 126 150

México Mujeres 336 351 311 470 422 166 140 182 186
Total 560 597 451 762 821 328 261 308 336

Durango Hombres 4 12 4 8 1 6 6 17 4
Mujeres 21 21 13 19 5 8 23 36 10

Total 25 33 17 27 6 14 29 53 14

Guanajuato Hombres 151 268 390 297 396 263 215 151 167

Mujeres 272 540 753 534 713 342 364 277 265

Total 423 808 1,143 831 1,109 605 579 428 432

Guerrero Hombres 519 637 666 502 566 401 258 325 392

Mujeres 1140 1416 1418 1245 1115 640 469 567 839

Total 1,659 2,053 2,084 1,747 1,681 1,041 127 892 1231

Hidalgo Hombres 87 88 120 129 137 53 40 35 29

Mujeres 151 155 128 141 142 85 71 50 52

Total 238 243 248 270 279 138 111 85 81




Jalisco Hombres 1194 1005 1281 828 816 653 523 590 555
Mujeres 2430 2032 2210 1540 1433 1005 813 822 968
Total 3,624 3,037 3,491 2,368 2,249 1,658 1,336 1412 1523
México Hombres 826 730 719 624 723 346 393 450 500
Mujeres 1292 1197 1089 962 1150 505 673 636 705
Total 2,118 1,927 1,808 1,58 1,873 851 1,066 1086 1205
Michoacén Hombres 597 650 710 689 707 427 438 432 845
Mujeres 1273 1465 1597 1525 1508 817 751 818 1342
Total 1870 2115 2307 2214 2215 1244 1189 1250 2187
Morelos Hombres 179 92 99 67 78 32 9 53 111
Mujeres 310 156 181 146 97 53 32 86 163
Total 489 248 280 213 175 85 41 139 274
Nayarit Hombres 1190 818 639 973 1492 871 492 1190 950
Mujeres 2535 1632 1336 1776 2624 1357 960 1668 1330
Total 3725 2450 1975 2749 4116 2228 1452 2858 2280
Nuevo LeoOn Hombres 239 248 188 226 173 83 90 62 40
Mujeres 450 465 472 342 280 123 107 81 78
Total 689 173 660 568 453 206 197 143 118
Oaxaca Hombres 520 489 649 759 638 426 376 387 535




Mujeres 957 999 1038 1341 1188 676 588 758 917
Total 1477 1488 1687 2100 1826 1102 964 1145 1452
Puebla Hombres 2121 1877 2240 1893 1831 958 1169 893 664
Mujeres 3959 3513 3988 3309 3100 1711 1543 1452 1192
Total 6080 5390 6228 5202 4931 2669 2712 2345 1856
Querétaro Hombres 64 113 78 55 6 3 5 2 14
Mujeres 166 208 157 99 12 9 7 3 12
Total 230 321 235 154 18 12 12 5 26
Quintana Roo Hombres 568 774 1150 592 661 274 318 352 539
Mujeres 865 1708 1850 1014 982 445 561 471 682
Total 1433 2482 3000 1606 1643 719 879 823 1221
San Luis Hombres 392 205 362 424 364 128 86 78 76
Potosi Mujeres 829 537 771 703 516 194 145 151 151
Total 1221 742 1133 1127 880 322 231 229 227
Sinaloa Hombres 761 712 1876 1467 989 594 745 619 343
Mujeres 2018 1750 3128 2709 2153 1598 1804 1513 1010
Total 2779 2462 5004 4176 3142 2192 2549 2132 1353
Sonora Hombres 261 254 235 170 98 72 114 36 31
Mujeres 614 596 539 365 170 107 168 57 89
Total 875 850 774 535 268 179 282 93 120
Tabasco Hombres 2997 3212 3991 3292 3036 1428 1357 1506 2037




Mujeres 6742 6422 7309 5973 5420 2299 2236 2535 3171

Total 9739 9634 11300 9265 8456 3727 3593 4041 5208

Tamaulipas Hombres 1026 1083 1403 1212 784 339 366 567 616

Mujeres 2738 2603 3055 2420 1681 623 777 1024 1087

Total 3764 3686 4458 3632 2465 962 1143 1591 1703

Tlaxcala Hombres 271 272 261 236 156 61 71 58 122

Mujeres 475 554 527 501 341 130 97 110 168

Total 746 826 788 737 497 191 168 168 290

Veracruz Hombres 2863 3311 5038 5059 5684 3923 3902 4879 3737

Mujeres 6353 6698 10099 10585 11115 6772 6607 8180 7041

Total 9216 10009 15137 15644 16799 10695 10509 13059 10778

Yucatan Hombres 184 185 449 387 481 94 51 102 164

Mujeres 293 351 690 640 669 132 111 181 262

Total 477 536 1139 1027 1150 226 162 283 426

Zacatecas Hombres 499 465 470 372 247 173 151 176 121

Mujeres 1043 1104 917 791 472 284 284 248 237

Total 1542 1569 1387 1163 719 457 435 424 358

Nacional Hombres 29012 28836 36466 31594 31586 18567 17955 19468 19946

Mujeres 59316 57759 68005 58422 56524 31022 30891 32914 33712

Total 88328 86595 104471 90016 88110 45589 48846 52382 53658




Por otro lado, a nivel mundial se reportan alrededor de 600,000 defunciones anuales
por Shigella. La tendencia de shigelosis en México del afio 2000 al 2020 se representa
en la Figura 1. Los datos indican que se mostro una reduccion de un 69%, ya que en
el afio 2010 se reportaron 11,378 casos, en 2019 la cifra disminuy6 a 3,557, y en 2020
se registraron 1,992 casos, lo que representa casi dos terceras partes del afio anterior
(Direccion General de Epidemiologia 2022).

Entre los afios de 2017-2020 hubo decremento del 45% para shigelosis (Direccion

General de Epidemiologia, 2022), esto se puede atribuir a las medidas preventivas

aplicadas para reducir el contagio de COVID-19 lo que incluye el lavado de manos.
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Figura 1. Numero de casos e incidencia de Diarrea Aguda causada por Shigelosis, México
2000-2020.
Fuente SINAVE/DGE/DIE/Sistema de Notificacidon de casos nuevos de enfermedad.

En la Figura 2 se muestra la incidencia de la Shigelosis por estados de acuerdo con
lo reportado por el SUIVE en 2021, se puede observar que los estados con mayor

incidencia de Shigelosis son Zacatecas, Tlaxcala y Nayarit.
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Figura 2. Incidencia de cada estado para shigelosis.
Fuente SUIVE, 2021.

2.1. Caracteristicas del género Salmonella.

Con base al Manual de Bergey el género Salmonella se encuentra en el grupo cinco,
gue corresponde a las bacterias anaerobios facultativos Gram negativos. Es un bacilo
cuyo tamafio puede oscilar entre los 0.7-1.5 x 2-5 pm. Su movimiento se debe a la
presencia de flagelos peritricos. Obtiene su energia de la oxidacion de compuestos
organicos, es decir, es quimioorganotrofo, y posee dos tipos de metabolismo:
respiratorio y fermentativo.

Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C, mientras que el pH puede variar
de entre 4-9, con un 6ptimo de 6.5-7.5. Salmonella crece en cualquier medio de cultivo
habitual, pero se debe tomar en cuenta que no es capaz de llevar a cabo la
fermentacion de lactosa, sacarosa, salicina. Sin embargo, puede realizar la
fermentacion de L-arabinosa, maltosa, D-manitol, D-manosa, L-ramnosa, D-sorbitol,
trehalosa y D-xilosa, forman &cido, y generalmente, gas (Holt et al., 1994).

Para la diferenciacion de especies de este género se puede hacer a través de pruebas
bioquimicas como se muestra en la tabla 3 y 4 o por analisis antigénico, que suelen

ser los mas seguros para la identificacion.

11



Tabla 3. Reacciones bioquimicas de algunas cepas de Salmonella.

Elaborada empleando como fuente Jawetz, et al., 1973.
Organismo Movilidad Glucosa Lactosa Sacarosa Manitol Xilosa Produccion Medio de triple
de H2S azucar con hierro
0 medio de doble
azucar de Russe
Porcion  Fondo

inclinada
S. typhi + A - - A t t Alc A
S. paratyphi + AG - - AG - - Alc AG
(A)
S. paratyphi + AG - - AG AG + Alc AG
(B)
(schottmlleri)
S. + AG - - AG * + Alc AG
typhimutium
S. + AG - - AG AG + Alc AG
choleraesuis
S. enteritidis + AG - - AG AG + Alc AG

Nota: (£) variable, (+) positiva, (-) negativa, (A) &cido (amarillo), (AG) &cido y gas, (Alc) alcalinizacion, (t) tardia.



En la tabla 4 y 5 se muestran algunas de las principales pruebas bioquimicas que se

realizan para diferenciacion de subespecies del género Salmonella.

Tabla 4. Diferenciacién de especies subespecies de Salmonella.
Elaborada empleando como fuente Holt, et al., 1994.

Test Salmonella Salmonella choleraesuis
bongori
Subsp. Subsp. Subsp. Subsp.
Arizonae diarizonae houtenae indica
Citrato de + + + + [+]
Simmons
Produccion de + + + + +
H.S
Lisina + + + + +
descarboxilasa
Ornitina + + + + +
descarboxilasa
Motilidad + + + + +
Crecimiento + - - + -
KCN
Utilizacién de - + + - -
malonato
D-glucosa gas [+] + + + +
L-arabinosa + + + + +
acido
Dulcitol acido + - - - D
Lactosa acida - [-] [+] - [-]
Maltosa acida + + + + +
Melibiosa [+] + + + [+]
acida
L-ramnosa + + + + +
acida
D-sorbitol + + + + -
acido
Trehalosa + + + + +
acida
D-xilosa acida + + + + +
Acido mucico + + d - +
Tartrato de - - [] d +
Jordan
ONPG + + + - D
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Tabla 5. Pruebas para diferenciacion de especies senovares de subespecies de Salmonella.
Elaborada empleando como fuente Holt, et al., 1994.

Prueba Salmonella Salmonella choleraesuis subsp.
Choleraesuis Choleraesuis
Subsp.
salamae Serovar Serovar Serovar

Choleraesuis Gallinarum  pullorum

Citrato de + [] - -
Simmons
Produccion de + d + +
H.S
Lisina + + + +
descarboxilasa
Ornitina + + - +
descarboxilasa
Motilidad + + - -
Crecimiento - - - -
KCN
Utilizacién de + - - -
malonato
D-glucosa gas + + - +
L-arabinosa + - [+] +
acido
Dulcitol acido + - + -
Lactosa acida - - - -
Maltosa acida + + + ;
Melibiosa - d - -
acida
L-ramnosa + + - +
acida
D-sorbitol + [+] - [-]
acido
Trehalosa + - d [+]
acida
D-xilosa acida + + d [+]
Acido mucico + - d -
Tartrato de d [+] + -
Jordan
ONPG [] - .

Nota: -, 0-10% positivo; [-], 11-25% positivo; d, 26-75% positivo; [+], 76-89% positivo; + 90-
100% positivo. Los resultados son para 48 horas de incubacion.

Salmonella tiene una estructura compuesta por tres principales antigenos:

1. Antigenos “H” o flagelares: Se inactivan cuando se exponen a temperaturas
superiores a 60°C, alcohol o acidos. Dichos antigenos reaccionan con sueros
gue en su composicion contengas anticuerpos anti- “H”. Los anticuerpos contra
antigeno H son predominantemente 1gG. Una especie de Salmonella puede

presentarse en dos formas, denominadas Fase 1y Fase 2.
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2. Antigenos “O” somaticos: Son resistentes a temperaturas de 100°C, alcohol y
acidos diluidos. Reaccionan con sueros con anticuerpos anti- “O”. Los
anticuerpos para antigenos O son predominantes del tipo IgM.

3. Antigeno “Vi”: Se destruye al ser sometido a calentamiento una hora a 60°C,
asi como en presencia de acidos y fenol. Los cultivos que se presenta este
antigeno suelen tener una mayor virulencia en comparacion con aquellos que
no lo poseen.

Dado que Salmonella presenta variabilidad en su composicion antigénica, su
clasificacion se basa en el esquema de Kauffmann-White, el cual le asigna una
combinaciéon de nameros y letras a los serotipos segun sus antigenos O y H. Por
ejemplo, el serotipo 6,7:r:1,7 indica la presencia de los antigenos O 6 y 7, el antigeno
H de la fase 1 (r) y los antigenos H de fase 2 (1 y 7). En esta formulacion., los
antigenos H se ordenan alfabéticamente (Diep et al., 2019).

Esta diversidad en los serotipos influye en la epidemiologia de las infecciones
causadas por Salmonella, ya que algunos serotipos estan asociados con brotes
especificos y niveles variables de virulencia. Las infecciones por Salmonella se
transmiten principalmente por via oral (Liu et al., 2023). De acuerdo con el Manuel de
Microbiologia Médica, algunas fuentes de infeccion se muestran en la Figura 3.

Figura 3. Vias de transmision de Salmonella.

Salmonella puede transmitirse a través de alimentos contaminados, por lo que no se
recomienda el consumo de alimentos crudos. Ademas, Salmonella también puede ser
trasmitida por ciertos animales que actlan como reservorios naturales de estos

microorganismos.
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Para la correcta deteccion de estas infecciones, existen técnicas especializadas para
el aislamiento de Salmonella, las cuales incluyen el uso de -cultivos de
enriquecimiento, cultivos en medios selectivos y cultivos en medios diferenciales.

El uso de medios de cultivo selectivos y diferenciales es una estrategia fundamental
en este proceso, ya que permite favorecer el crecimiento de Salmonella spp. y
diferenciarla de otros microorganismos. Se han desarrollado diversas formulaciones
con este propdsito, entre ellas el agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), agar Entérico
Hektoen (HE) y el agar Sulfito de Bismuto (BS). De estos, el XLD y el HE son los mas
mepleados, ya que permiten distinguir Salmonella por caracteristicas como la
produccién de sulfuro de hidrégeno y la incapacidad de fermentar lactosa. Sin
embargo, debido a que Salmonella comparte ciertas caracteristicas con otros
microorganismos como Proteus y Citrobacter, pueden producirse falsos positivos, lo
gue hace necesario complementar con pruebas confirmatorias adicionales (Park et
al., 2012).

Técnicas de aislamiento de Salmonella.

1. Cultivos de enriquecimiento: La muestra es colocada en caldo-verde brillante
o caldo-tetrationato, que son medios inhibitorios que contienen compuestos
disefiados para suprimir el crecimiento de otros microorganismos. Luego de
una incubacion de 1 a 2 dias, se procede a sembrar en medios diferenciales y
selectivos.

2. Cultivos en medios selectivos: Se utilizan medios como el agar Salmonella-
Shigella (SS) o el agar citrato y desoxicolato, los cuales favorecen la
identificacion de Salmonella al inhibir el crecimiento de bacterias no deseadas.

3. Cultivos en medios diferenciales: Debido a que Shigella no fermenta lactosa,
pueden crecer en medios como eosina-azul de metileno, McConkey o
deoxicolato. S. typhi se identifica rapidamente en medio sulfito de bismuto,
donde las colonias se presentan de color negro debido a la produccion de acido
sulfhidrico.

Para mejorar la especificidad de los medios convencionales, se han desarrollado
medios cromogénicos que contienen sustratos incoloros que, al ser degradados por
enzimas microbianas especificas, general colonias con colores distintivos, facilitando
asi la identificacion visual de Salmonella spp. Aunque estos medios presentan una
mayor especificidad, su sensibilidad puede sr baja, lo que aumenta la probabilidad de

falsos negativos. Ademas, su alto costo limita su uso rutinario en laboratorios.
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Las Reacciones Febriles son un conjunto de reacciones de aglutinacion directa, y son
utilizadas para el diagnostico de fiebres entéricas, como Salmonella (reaccion de
Widal), brucelosis (reaccion de Huddleston) y rickettsias (reaccion de Weil-Felix).
Para el diagnostico de Salmonella, los antigenos utilizados son los siguientes:

e Antigeno Paratyphoid A

e Antigeno Paratyphoid B

e Antigeno Typhoid H

e Antigeno Typhoid O

El control positivo: Dilucion de suero humano inactivado positivo.

Control negativo: Dilucion de suero humano negativo.

Los antigenos bacterianos suspendidos en solucién fisiolégica interactdan con los
anticuerpos especificamente inducidos durante el contacto de las bacterias con el
sistema inmune (Mulet et al., 2013).

Para la preparacion de la muestra:

e Se toma una muestra de 5 ml de sangre sin anticoagulante

e Se deja coagular, posteriormente centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos.

e Se extrae el suero y se coloca en otro tubo.

Métodos de andlisis:
e Cualitativo:

o Enuna placa se marca el antigeno a detectar.

o Se coloca 0.04 ml de suero problema.

o Se agregar una gota de los antigenos en cada circulo.

o Se mezclary oscilar la paca durante 4 min y se observa.
Si hay presencia de grumos es un resultado positivo, o que indica una infeccién
actual, reciente o pasada. Si no hay grumos, el resultado es negativo, lo que puede
indicar que el paciente no esté infectado o que la infeccion es demasiado temprana
para detectarse.

e Cuantitativo: Si el resultado es positivo, se repite la técnica utilizando diluciones
del suero: 0.08 (1:20), 0.04 (1:40), 0.02 (1:80), 0.01 (1:600), 0.005 (1:320)
(Mulet et al., 2013).

Interpretacion de resultados:
a) “O” alto (1:160 o mas), “H” bajo: infeccidn activa.
b) "H” alto (1:160 o mas), “O” bajo: infeccion en el pasado.
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c) ” Vi” alto: el paciente es portador.

Para tratar estas infecciones, suelen prescribir antimicrobianos como cloranfenicol y
ampicilina. Sin embargo, con el tiempo Salmonella ha adquirido resistencia a varios
antibidticos, transmitida genéticamente por un factor de transferencia de resistencia
(FTR). Este fendmeno es comun en bacterias entéricas y representa un problema de
escala mundial en el tratamiento de infecciones por el género Salmonella (Riedel et
al., 2019).

2.2.Caracteristicas del género Shigella.

Aligual que Salmonella, Shigella se posiciona en el grupo cinco del manual de Bergey,
es decir, es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, inmévil y
guimioorganotrofo. Las colonias formadas por estos bacilos tienen forma redonda,
convexa, son transparentes y los bordes son enteros; el tamafio de las colonias es de
alrededor de 2 mm. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C y Shigella crece
en un pH de 5 a 9 (Holt et al., 1994). Los carbohidratos se catabolizan mediante la
produccion de acido; algunas cepas poseen la capacidad de formar gas. Entre los
carbohidratos que puede catabolizar se encuentran la D-glucosa, D-manitol, D-
manosa, maltosa y trehalosa. Por otro lado, generalmente no es capaz de fermentar
lactosa; sin embargo, las cepas que pueden fermentar la lactosa adquieren un color
rojizo caracteristico. Tampoco es capaz de fermentar salicina (Riedel et al., 2019).

En las tablas 6 y 7 se nos muestras las pruebas bioquimicas que se realizan para

identificar a bacteria y poder determinar las especies correspondientes.

Tabla 6. Pruebas bioquimicas para algunas especies de Shigella.
Elaborada empleando informacién de Jawetz, et al., 1973.

Organismo Movilidad Glucosa Lactosa Sacarosa Manitol Xilosa  Produccion Medio triple azlcar
de H,S con hierro
o medio de doble
azlcar de Russel
Porciéon Fondo
inclinada
Sh. - A - - - - - Alc A
Dysenteriae
Sh. - A - + + - - Alc
flexneri.
Sh. - A tA A A - - Alc
Sonnei

Nota: (+) variable, (+) positiva, (-) negativa, (A) acido (amarillo), (AG) acido y gas, (Alc)
alcalinizacion, (t) tardia.
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En la tabla 7 se enlistan las pruebas bioquimicas para realizar la diferenciacion entre

las subespecies del género Shigella.

Tabla 7. Diferenciacion de Shigellas.
Elaborada con informacién de Holt, et al., 1994,

Prueba Shigella Otras Prueba Shigella Otras
sonnei shigella sonnei shigella
Indol - d Produccion de - -
acido a partir de D-
adonitol
Voges- - - Produccion de - -
Proskauer acido a partir de
Celobiosa
Citrato de - - Produccion de - -
Simmons acido a partir de
Lactosa
Produccion de - - Produccion de + +
H2S acido a partir de D-
manitol
Hidrolisis de - - Produccion de [] d
urea acido a partir de
Melibiosa
Lisina - - Produccién de [+] -
descarboxilasa acido a partir de L-
ramnosa
Ornitina + - Produccion de - d

descarboxilasa

acido a partir de D-
sorbitol

Motilidad - - Produccion de - -
acido a partir de D-
xilosa
Crecimiento - - Pigmento amarillo - -
KCN
Utilizacion de - - D-glucosa - -
malonato produccion de gas

Nota: -, 0-10% positivo; [-], 11-25% positivo; d, 26-75% positivo; [+], 76-89% positivo; + 90-
100% positivo. Los resultados son para 48 horas de incubacion

De acuerdo con Mayo Clinic, en su libro de salud familiar, Shigella ocasiona
infecciones intestinales, aunque una invasion al torrente circulatorio no suele ser
comun. Su contagio ocurre cuando el paciente ingiere pequefias cantidades de
bacterias presentes en las heces de una persona infectada. Esto puede suceder, por
ejemplo, en guarderias donde el personal no aseé adecuadamente sus manos

después de cambiar los pafiales de los nifios. También se puede adquirir por
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alimentos infectados o al beber y nadar en agua no potable. Shigella suele alojarse
en el intestino grueso del ser humano (Mayo Clinic, 2019).

En la tabla 8 se muestran algunas de las principales especies de Shigella causantes
de las enfermedades, cuya clasificacion se basa en sus caracteristicas bioquimicas y
antigénicas. Dentro de estos criterios, el antigeno O juega un papel clave, ya que es
el Unico antigeno utilizado para la serotipificacion de Shigella, dado que esta bacteria
carece de los antigenos H y K. Ademas, el antigeno O juega un papel esencial en la
induccion de la respuesta inmune del huésped vy, en las especies de Shigella, esta
mediado por su capacidad de modificar el antigeno O para evadir el sistema

inmunoldgico del huésped (Liu et al., 2008; Sadredinamin et al., 2023)

Tabla 8. Especies patdgenas de Shigella.
Elaborada con informaciéon de Jawetz, et al., 1973.

Grupoy Nomenclatura Nomenclatura anterior
tipo actual
Manitol A1) Sh. dysenteriae Sh. shigae, Bacilo de Shiga
negativas A(2) Sh. schmitzii Sh. Ambigua
A (3-7) Sh. arabinotarda Sh. large-sachsii, grupo Para-
shiga
Manitol B (1-6) Sh. flexneri Sh. paradysenteriae, subgrupo
positivas Flexner
C (1-15) Sh. Boydii Sh. paradysenteriae, subgrupo
Boyd
D (1-2) Sh. sonnei Bacilo de Sonne

La sintomatologia se presenta después del periodo de incubacién que va de 1 a 4
dias, dichos sintomas son dolor abdominal, fiebre, diarrea con presencia de mucosa
y sangre, espasmos rectales, nauseas y vomitos, en nifios pequefios ocurre una
deshidratacion y acidosis; los sintomas duran alrededor de cinco a siete dias (Riedel
et al., 2019).

Una vez recuperado el paciente sus heces auln podrian ser contagiosas por varias
semanas. A pesar de haber desarrollado anticuerpos contra las Shigellas éstos no
protegen de una reinfeccion.

El aislamiento de Shigella generalmente comienza con la siembra en medios
diferenciales y selectivos bajo condiciones de incubacion aerobica. Entre los medios
de aislamiento primarios mas utilizados se encuentran MacConkey, Hektoen Enteric
Agar y Agar Salmonella-Shigella (SS). Estos medios contienen sales biliares, que

inhiben el crecimiento de otras bacterias Gramnegativas, asi como indicadores de pH
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gue permiten diferenciar los microorganismos fermentadores de lactosa (coliformes)
de aquellos que no fermentan lactosa, como Shigella. Adicionalmente, se puede
inocular un medio de enriquecimiento liquido, como el caldo Hajna, disefiado para
favorecer el crecimiento de bacterias Gramnegativas (Payne, 2019).

Tras una incubacion a 37°C durante toda la noche, se seleccionan colonias incoloras
gue no fermentan lactosa y se siembran en medios diferenciales como el agar hierro
de Kligler o el agar hierro triple azlcar. En estos medios, las especies de Shigella
producen un tubo inclinado alcalino y un fondo acido, sin formacién de gas, lo que
proporciona una identificacion presuntiva. Para la confirmacion, se realizan pruebas
de aglutinacion en portaobjetos utilizando antisueros especificos para determinar el
serogrupo y serotipo de la bacteria.

Sin embargo, algunos biotipos de E.coli pueden presentar caracteristicas similares a
Shigella, ya que son inmoviles y fermentan la lactosa de forma retardada.

Para diferenciarlos, se utiliza la prueba de descarboxilacion de lisina, ya que los
coliformes tipicamente poseen esta capacidad, a diferencia de Shigella. No obstante,
ciertos coliformes patdgenos pueden causar enfermedades enteroinvasiva al portar
plasmidos de virulencia similares a los de Shigella, lo que hace necesario el uso de
analisis seroldgicos mas detallados para su identificacién (Uyttendaele et al., 2001).
Las E. coli enteroinvasivas (EIEC) son bioguimicamente muy similares a Shigella y
pueden provocar sintomas clinicos como diarrea y disenteria. Ademas, algunas EIEC
presentan una estrecha relacion seroldgica con Shigella, como es el caso del serotipo
0124 de EIEC, que aglutina con el antisuero del serotipo 3 de Shigella dysenteriae
(Hale & Keusch, 1996).

De acuerdo con el Manual MSD el tratamiento para shigelosis normalmente esta
compuesto por fluoroquinoloa, azitromicina, ceftriaxona (Bush & Vazquez Pertejo, 2022).
En base a lo reportado por Ahmed y colaboradores (2015) en el articulo
“Caracterizacién molecular de Shigella spp. multirresistentes de orden alimentario”
algunas cepas de Shigella son resistentes a la ampicilina (87.5%), estreptomicina
(100%), kenamicina (95.8%), acido nalidixico (95.8%), tetraciclinas (95.8%),
espectinomicina (93.6%) vy sulfametoxazol/trimetoprima (87.5%) (Ahmed &
Shimamoto, 2015).
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2.3.Tincion de Gram.

El mecanismo de la tincién de Gram se basa en las caracteristicas fisicoquimicas de
la pared celular de los microorganismos. Es un método diferencial de doble tincion,
por lo tanto, las células que son Gram positivas retienen el colorante primario, esto se
logra gracias a que el colorante béasico entra al microorganismo donde con el Yodo
forma una laca insoluble en agua. El alcohol-acetona deshidrata las paredes de los
microorganismos Gram +, tratados como mordiente forma una barrera que la laca no
puede atravesar. Por otro lado, en las células Gram negativas toman el colorante de
contraste, esto debido a que los lipidos en la pared son mas abundantes en
comparacién con las Gram +, por ello el tratamiento con alcohol-acetona logra disolver
la pared lo que permite el escape de del complejo de cristal violeta con yodo (Clark,
1980).

El examen microscépico nos proporciona informacion con respecto al grupo de
bacterias a las que pertenece de acuerdo con su patron de tincibn, ademas nos
permite observar la morfologia bacteriana. Los Resultados de la técnica de tincion se

muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Interpretacion de resultados segun el manual del kit de colorantes para tincion
diferencial de bacteria.

Bacterias Color

Gram positivas (+)  Morado azulado

Gram negativas (-) Rojo/rosado

2.4. Antibiogramas.

Actualmente, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa un desafio global
de gran importancia, impulsado por el uso excesivo de antibiéticos y su prescripcion
inadecuada. Se estima que, en 2019, la RAM estuvo relacionada con
aproximadamente 4.95 millones de muertes, convirtiéndose en la tercera causa
principal de fallecimientos a nivel mundial (Murray et al., 2022).

Los antibiogramas o ensayos de sensibilidad a antibioticos cumplen un papel
importante en los laboratorios de microbiologia clinica, uno de los principales objetivos
es la evaluacién de un microorganismo frente a uno o varios antibioticos, ademas de

ser una herramienta muy util a la hora de identificacion de cepas, ya que con ellos se
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pueden localizar cepas resistentes a los antibidticos, y llevar a cabo un seguimiento
de estas, ademas de tener un mayor control de los antibioticos destinados al
tratamiento de las infecciones ocasionadas por estos microorganismos (Calderén
Jaimes Ernesto, 2000).

El uso de antibiogramas nos sirve para una orientacion en la prescripcion empirica,
ademas de informar sobre el desarrollo de guias de tratamiento. Por altimo, también
pueden utilizarse con el fin de aumentar la conciencia sobre la resistencia a
antibidticos y rastrear los patrones de resistencia a lo largo del tiempo (Khatri et al.,
2024).

2.5.Conteo de bacterias.
La cuantificacion de bacterias mediante unidades formadoras de colonias (UFC), a
través de técnicas de dilucién en serie y siembra en placa, es un método clasico y
fundamental en microbiologia, ampliamente utilizado en investigacién y diagnostico.
El recuento de UFC ha sido durante mucho tiempo el método mas confiable y popular
entre los microbiélogos, gracias a su capacidad para evaluar la viabilidad bacteriana

y su impacto visual, claro y preciso (Bhuyan et al., 2023).

2.6.Pruebas bioquimicas.
Las pruebas bioquimicas nos proporcionan informacién respecto al metabolismo de
cada bacteria empleada, por lo que es posible distinguir diferencias entre diferentes

especies de microorganismos.

2.6.1. Prueba de catalasa.

La catalasa es una enzima antioxidante que descompone el peroxido de hidrogeno
(H202) en agua y oxigeno, protegiendo a las células del dafio oxidativo. Muchos
patdgenos producen catalasa como mecanismo de defensa contra el H202lo que les
permite resistir el estrés oxidativo. La prueba de catalasa es una herramienta util para
identificar la presencia de esta enzima en bacterias de interés, ayudando a
comprender su capacidad de supervivencia y su patogenicidad. Por ello, medir la
actividad de la catalasa en patdgenos proporciona informacion valiosa sobre
mecanismos que contribuyen a su virulencia y resistencia al estrés oxidativo (Iwase
et al., 2013).
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2.6.2. Descarboxilaciéon de lisinay desaminacion de lisina.

Estas pruebas se llevan a cabo en medio agar hierro lisina, este medio nos sirve para
diferenciar microorganismos entéricos basados en su habilidad para descarboxilar o
desaminar lisina y formar sulfuro de hidrégeno, esto se logra gracias a su composicion
la cual contiene lisina, dicho sustrato nos ayuda a la deteccién de la presencia de
enzimas descarboxilasa y deaminasa, ademas de contener citrato de hierro y amonio
y tiosulfato de sodio los cuales son indicadores de la produccion de acido sulfhidrico
(Vila et al., 2009a).

La interpretacion de resultados nos indica que si la prueba es positiva para
descarboxilacion de lisina la superficie debe presentar una coloracion violeta y el
fondo también, por otro lado, para un resultado negativo la superficie debe ser violeta
y el fondo amarillo.

Para desaminacion de lisina en caso de ser positivo la superficie debe ser rojiza y el

fondo amarillo.

2.6.3. Fermentaciéon de Carbohidratos.
En esta prueba se determina la capacidad de los microorganismos de fermentar, es
decir degradar, un hidrato de carbono especifico incorporado en un medio basal,
ademas de detectar la produccion de acido o acido con gas (Macfaddin, 2000). Para
la prueba de fermentacion de hidratos de carbono se realiza en agar de hierro y triple
azucar.
Interpretacion de resultados:
e Superficie alcalina/profundidad &cida: pico rojo/fondo amarillo, es decir que
solo se fermenta glucosa.
e Superficie acida/profundidad &cida: pico amarillo/fondo amarillo, el
microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.
e Superficie alcalina/profundidad alcalina: pico rojo/fondo rojo, no fermenta
azucares.
e La presencia de burbujas o la ruptura de medio indica que hay produccion de

gas.

2.6.4. Citrato de Simmons.
Esta prueba bioquimica determina si las cepas probadas son capaces de emplear el

citrato como fuente de carbono.
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En el medio agar citrato de Simmons, el citrato es la Unica fuente de carbono
disponible. Los microorganismos capaces de metabolizarlo lo descomponen en
oxaloacetato y acetato. La enzima oxaloacetato deshidrogenasa convierte el
oxaloacetato en piruvato y COz2,y este ultimo reacciona formando carbonato de sodio,
lo que genera un aumento en el ph. Como resultado, el indicador de pH azul de
bromotimol cambia de verde (neutral) a azul (alcalino), evidenciando el uso de citrato

por el microorganismo (Van Hofwegen et al., 2016).

2.6.5. Prueba de Urea.
Esta prueba permite diferenciar microorganismos en funcion de su capacidad para
producir ureasa, siendo especialmente (til en la identificacion de especies del género
Proteus. La ureasa hidroliza la urea, liberando amoniaco y diéxido de carbono, lo que
alcaliniza el medio y provoca un cambio de color (Uotani & Graham, 2015).
Interpretacion de resultados:
e Microorganismos que hidrolizan urea: el medio vira a un color rosado-rojizo.

e Microorganismos que no hidrolizan urea: el medio permanece en color naranja.

2.6.6. Descarboxilacién de Ornitina.

Los sistemas de descarboxilacion de ornitina y lisina estan involucrados en la
produccion de putrescina y cadaverina en varian enterobacterias. Sus actividades
combinadas contribuyen a la homeostasis de pH citosoélico cuando las células estan
expuestas a ambientes acidos (Lucas, 2017).
Esta prueba permite determinar la presencia de la enzima ornitina descarboxilasa en
miembros de la familia Enterobacteriaceae.
Interpretacion de resultados:

e Positivo: Color purpura.

e Negativo: Color amarillo, aunque a veces suele desarrollar una coloracién

violacea en la superficie del medio.

2.6.7. Prueba de Movilidad y Produccién de Sulfuro.
Esta prueba se utiliza para determinar la movilidad, la produccion de indol y de sulfuro

de hidrégeno en bacterias entéricas Gram negativas.
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Con esta prueba se determina si ha habido alguna liberacion de enzimatica de acido
sulfhidrico (H2S) gaseoso a partir de los aminoécidos azufrados, en consecuencia, se
percibe una reaccion negra (Macfaddin, 2000).
Interpretacion de resultados.
Movilidad:
e Positivo: Presencia de turbidez o crecimiento mas alla de la linea de siembra.
e Negativo: Crecimiento Unicamente en la linea de siembra.
Produccion de SHz:
e Resultado positivo: Presencia de coloracion negra en la linea de siembra o en
todo el medio.

e Resultado negativo: No hay cambio de color en el medio.
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3. JUSTIFICACION

La caracterizacion microbiolégica y bioquimica de cepas de Salmonella y Shigella
cumple un papel fundamental en los campos de la microbiologia y la salud publica.
Estos patégenos son causantes de enfermedades gastrointestinales como la
salmonelosis y la shigelosis de importancia en nuestro pais y pueden ser transmitidas
por alimentos contaminados con los microorganismos, los cuales pueden estar
presentes en diversos entornos acuaticos, como afluentes y cuerpos de agua residual
gue pueden ser empleados para el riego de cultivos, por lo que podrian contaminar
alimentos y transmitirse a través de la cadena trofica. Su presencia en estos
ecosistemas plantea un riesgo significativo para la salud humana, especialmente en

comunidades con acceso limitado a fuentes de agua seguras.

Debido a la importancia de microorganismos pertenecientes a Salmonella spp y
Shigella spp que se encuentran presentes en el ambiente y que pueden transmitirse
a través de la cadena trofica, es necesario determinar las caracteristicas
microbiolégicas, bioquimicas y su perfil de resistencia a antibioticos con el objetivo de
generar conocimiento que permita contribuir a mejorar las medidas de prevencion y

control, para reducir su propagacion a través de los recursos hidricos y alimentarios.

En este trabajo se analizaran cepas del género Salmonella y Shigella previamente
aisladas de muestras de agua del Rio Nexapa, las cuales seran identificadas a través
de pruebas microbiolégicas y bioquimicas, ademas se determinara su perfil de

resistencia a antibioticos.

Este tipo de investigaciones es crucial para el desarrollo de politicas de salud publica
eficaces, ya que facilita la deteccion temprana de bacterias virulentas o resistentes.
Asimismo, aporta datos que permitan elaborar estrategias de intervencion, tanto en el
manejo de los alimentos como en la gestion de fuentes de agua, promoviendo un

entorno mas seguro y saludable.
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4. OBJETIVO GENERAL

Identificar mediante técnicas microbioldgicas y bioquimicas cepas de Salmonella spp

y Shigella spp aislados a partir de muestras de agua de origen residual.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

e Aislar cepas de Salmonella spp.
e |dentificar cepas de Salmonella spp y Shigella spp mediante técnicas
microbioldgicas
o Determinar las caracteristicas morfoldgicas de cepas de Salmonella spp
y Shigella spp.
o Emplear técnicas de tincion en cepas de Salmonella spp y Shigella spp.
e |dentificar cepas de Salmonella spp y Shigella spp empleando pruebas
bioquimicas.

e Determinar el perfil de resistencia de antibiéticos de cepas de Salmonella spp.
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6. HIPOTESIS

¢Los métodos de identificacion bacteriana tradicionales como los microbioldgicos y
las pruebas bioquimicas son eficaces para la identificacién de cepas presuntivas del
género Salmonella spp y Shigella spp aisladas previamente a partir de muestras de

agua residual del Rio Nexapa?
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Cepas utilizadas
Las cepas utilizadas fueron proporcionadas por el laboratorio 402 del EMA 6 de
Ciudad Universitaria de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, las cuales
pertenecen a la coleccion de microorganismos aislados de agua del Rio Nexapa
(Vasquez Jiménez, 2023).
Se seleccionaron 4 cepas las cuales corresponden a: Ss, Se, S10, S11. Para Salmonella

y 4 cepas para Shigella las cuales corresponden a: Shi, Shz, Shs, She.

7.2. Medios de cultivo

7.2.1. Medio SS.
Con la finalidad de obtener un crecimiento 6éptimo de Salmonella las cepas
bacterianas fueron cultivadas en el medio SS (Salmonella, Shigella), ya que es un
medio selectivo y diferencial principalmente para enterobacterias lactosa negativa;
proporcionado por MCD LAB S.A. de C.V. La formulacion se puede consultar en la
tabla 10.
Preparacién del medio:
1. Suspender 60 g del medio en 1 L de agua purificada.
2. Calentar con agitacion suave hasta completar la disolucion del polvo y hervir
durante 1 minuto.
3. Enfriar a una temperatura entre 45°C-50°C
4. Vaciar en placas Petri estériles de 90 x 15 mm aproximadamente. No esterilizar
en autoclave.

5. Poner a prueba de esterilidad a 37°C por 24 horas.

7.2.2. Medio Verde brillante.
Otro medio para utilizar para corroborar la identificacién microbiol6gica de Salmonella
es Verde Brillante, el cual es un medio altamente selectivo para el aislamiento de
Salmonella spp., excepto Salmonella typhi. Elaborado por Becton Dickinson de
México, S.A. de C.V. La formulacion se muestra en la tabla 11.

El medio de cultivo fue preparado de acuerdo con las indicaciones de la ficha técnica.
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7.2.3. Medio Agar Eosina-Azul de Metileno.

De acuerdo con las necesidades nutrimentales de Shigella se seleccion6 el medio
EMB o agar eosina- azul de metileno, el cual es un medio altamente selectivo para
bacilos Gramnegativos (tablal2), ademéas de permitir el desarrollo de todas las
especies de la familia Enterobacteriaceae, en especial de las especies de Salmonella
y Shigella (Camacho Garrido, 2022). Proporcionado por Becton Dickinson de México,
S.A.de C.V.

El medio de cultivo se prepara de acuerdo con las indicaciones de la ficha técnica del
proveedor.

7.3. Identificacion microbiana mediante caracteristicas
morfoldgicas.

La identificacion cultural o de cultivo comprende aspectos tales como: forma, tamario,
opacidad, elevacion, superficie, forma del borde, consistencia y olor (Camacho
Garrido, 2022).
Para llevar a cabo esta identificacion, se utilizan dos técnicas de cultivo; siembra por
estria sencilla y siembra por agotamiento o estria cruzada. Ambos métodos se deben
realizar bajo condiciones de esterilidad.
Estria sencilla:

1. Dentro de una campana de flujo laminar, sostener la caja Petri con la palma de
la mano y, con la mano opuesta, manipular el asa bacterioldgica.
Flamear el asa bacterioldgica a rojo vivo con una lampara de alcohol.
Enfriarla en un lado del agar.

Tomar una asada de la muestra.

S B A

Llevar el asa al medio y realizar una linea arrastrando los microorganismos
hacia el extremo contrario; repetir el procedimiento hasta formar una estria.

6. Por ultimo, sellar las cajas e incubar a 37°C durante 24 horas.
Siembra por estria cruzada.
Para realizar la estria cruzada, seguir los mismos pasos anteriores y afiadir un giro
de 90° a la caja en cada repeticion. Su objetivo es reducir la carga microbiana
(Cappuccino & Sherman, 2013).
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7.4. Empleo de técnicas de tincion

La identificacion preliminar de las bacterias se realiza mediante la Tincion de Gram,

un método diferencial de doble tincion (Camacho Garrido, 2022). Con este método,

es posible clasificar a las bacterias en dos grupos:

Gram positivas, que contienen una mayor cantidad de peptidoglicano.
Gram negativas, que, a diferencia de las Gram positivas, presentan un mayor
contenido de lipidos (Tripathi & Sapra, 2024%).

El procedimiento de preparacion del frotis a partir de cultivos en caja Petri se realizd

de la siguiente manera:

1.

Colocar 90 yL de agua destilada estéril en un portaobjetos utilizando una
micropipeta de 100 pL.

Tomar una colonia del cultivo con un asa bacteriolégica previamente
esterilizada y enfriada

Extender el cultivo con el asa de inoculacion hasta formar una pelicula fina de
un largo de 60 mm.

Secar el portaobjetos con calor, moviéndolo de forma circular para evitar

formacion de patrones anulares.

El protocolo de tincién de Gram fue realizado de la siguiente forma:

1.

N o g s~ D

Se afade cristal violeta y se deja actuar por un minuto.

Se enjuaga con agua destilada.

Se agrega Yodo Gram y se deja actuar por 5 minutos

Se enjuaga con agua destilada.

Se aplica alcohol-acetona, dejandolo actuar durante 1 minuto.

Se enjuaga con agua destilada.

Se adiciona safranina, la cual se deja actuar entre 10 y 15 minutos. Este tiempo
prolongado se debe a que, a diferencia de la fucsina fenicada, la safranina
presenta una menor pigmentacion, por lo que se requiere un mayor tiempo de
accion para intensificar la coloracién de los organismos Gram negativos
(Tripathi & Sapra, 2024b).

Posteriormente, se enjuaga y se coloca el cubreobjetos.

Finalmente, se realiza en examen microscoépico. El portaobjetos se observo

con el objetivo 100x y aceite de inmersion.
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Los reactivos utilizados pertenecen al kit HYCEL, elaborado por HYCEL de México,
S.A. de C.V,, dicho kit contiene:

1. Violeta de genciana 1x125 ml
2. Yodo Gram 1x 125 ml
3. Safranina 1x125ml
4. Alcohol-Acetona 1x125ml

7.5.Determinacion del perfil de resistencia de antibidticos de cepas de
Salmonella spp.

Para llevar a cabo estos ensayos se utilizaron dos condiciones nutricionales: Agar SS,
descrito en el apartado 7.2.1, y otra en medio MacConkey, el cual sirve para aislar y
diferenciar organismos entéricos. Este Ultimo es proporcionado por la empresa Becton
Dickinson and Company. La formulacién es mostrada en la tabla 13.

El medio de cultivo fue preparado de acuerdo con las indicaciones de la ficha técnica
del proveedor.

Preparacion del inéculo en medio liquido.

Para el cultivo de las bacterias seleccionadas se emple6 el medio de cultivo LB (Luria-

Bertani). La formulacion es mostrada en la tabla 14.

Tabla 14. Componentes del medio LB.

Compuesto Gramaje Papel que desempefa
Cloruro de Sodio 10.0g Proporciona un equilibrio
osmotico
Peptona de Caseina 1009 Proveen los nutrientes
Extracto de Levadura 509 necesarios para el

desarrollo de los
microrganismos

El medio de cultivo fue preparado, se colocaron 3 mL en tubos tipo falcon y
esterilizado a 121°C y 21 psi de presion durante 20 minutos.
Siembra del inéculo (Camacho Garrido, 2022).
1. Encender una ldmpara de alcohol en una campana de flujo laminar para
mantener condiciones estériles.
2. Flamear el asa bacteriologica hasta que esté incandescente para esterilizarla
y dejar enfriar cerca de la llama durante 10 segundos.

3. Tomar una colonia del cultivo usando el asa.
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4. Depositar la colonia en el medio dentro

circulares.

de un tubo mediante movimientos

5. Incubar a 37°C con agitacion a 153 RPM por 24 horas para favorecer el

crecimiento optimo.

Preparacion de diluciones seriadas de los cultivos empleados.
Para estandarizar la cantidad de indculo, es necesario realizar factores de dilucion,

ya que la turbidez del cultivo es mayor que la del tubo con un valor de 0.5 en la escala

de MacFarland. El procedimiento se llevé a cabo de acuerdo con lo mostrado en la

figura 4.

1. En condiciones de esterilidad se realizan factores de dilucion seriales de 10 1

a 10, colocando con una micropipeta 900 pL de agua destilada estéril en cada

tubo y afiadiendo 100 pL del cultivo original.

Agitar por inversion.

3. Tomar 100 pL del primer tubo y agregarlos al tubo etiquetado con la siguiente

dilucion y repetir el procedimiento.

Cultivo original

| Setoman 100 pL de
i J cultivo

Se depositan fF
eneltubo |

Agitar por inversion
Tubo eppeedorf
con 900 pL de

agua destilada
estéril

T

Se

depositan

- enel

Se toman i siguiente
100 pL tubo

P AN
4 ]

Agitar por inversién

Figura 4. Esquema del proceso para realizaciéon de diluciones.

Inoculacién en medio sélido y colocacion de discos de antibidticos comerciales.
Para realizar el andlisis de resistencia o sensibilidad a antibiéticos se empled la

técnica de siembra por extension en placa, para

la obtencion de un cultivo masivo de

acuerdo con el siguiente procedimiento, el cual también se muestra en la figura 5:

1. Tomar 100 uL del factor de dilucion que tenga la turbidez del tubo de 0.5 de

la escala de McFarland.
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2. Depositar en una placa Petri y se esparce el cultivo de manera uniforme en
la caja Petri utilizando el asa de Digralsky previamente esterilizada.

3. Colocar el disco de antibitticos en la placa con ayuda de una pinza de
diseccion estéril, asegurandose de que quede en perfecto contacto con la
superficie del agar.

4. Incubar las placas con la tapa hacia arriba a 37°C durante 24 horas.

5. Trascurrido este tiempo, medir los diametros de los halos de inhibicion.

Cuando se determina el perfil de resistencia o susceptibilidad a los antibiéticos de

cualquier microorganismo se pueden obtener tres parametros de clasificacion

(Calderdn Jaimes Ernesto, 2000):

Sensible: Nos indica que el antibidtico empleado inhibi6 el desarrollo del
microorganismo Y la infeccién causada por la cepa se puede tratar de forma
adecuada con las dosis habituales del antibiético.

Intermedio: Indica que el halo al traducirlo a valores de CMI (Concentracion
Minima Inhibitoria) se aproxima a las concentraciones del antimicrobiano
alcanzables en sangre o tejidos y se puede esperar eficacia clinica en aquellas
localizaciones donde alcanza una alta concentracion o se emplean dosis
elevadas.

Resistente: Hace referencia a los microorganismos que no son inhibidos por

las concentraciones habituales de los antimicrobianos.

ﬁ Se depositan
Tormar 100 enlacaja
pldela /' [ con el medio

O e dilucion a
e e e El asa de Drigalsky

se inmerge en
alcohel al 70%

5 N\ >\

Se esparce mientras
giramos la caja petr Seflamea el asay
Se flamean las enfriamos

Colocar los discos pinzas de diseccién
de antibioticos

Figura 5. Diagrama de sembrado masivo.
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Se utilizaron discos del proveedor “Investigacion Diagndstica”, para el medio
MacConkey se utilizaron discos para bacterias Gram negativas, y para el medio Agar
SS, utilizar discos de la serie Gram positivas y Gram negativas, los antibidticos se

enlistan en la tabla 15.

Tabla 15. Antibiéticos contenidos en los discos de la serie Gram —,
y la seria Gram + y Gram —.

Antibiético Nomenclatura Concentracion
Amikacina AK 30 ug
Ampicilina AM 10 ug
*Carbenicilina CB 100 ug
Cefalotina CF 30 ug
Cefotaxima CFX 30 ug
*Ciprofloxacino CPF 5 ug
Cloranfenicol CL 30 ug
Gentamicina GE 10 g
Netilmicina NET 30 ug
Nitrofurantoina NF 300 ug
*Norfloxacino NOF 10 g
Sulfametoxazol/Trimetroprim STX 25 ug
°Dicloxacilina DC 1 pg
°Ceftriaxona CTX 30 ug
°Penicilina PE 10U

Nota: Para ambas series los antibi6ticos son los mismos a excepcion de los marcados con *
gue pertenecen exclusivamente a los discos de la serie Gram -, mientras que los marcados
con ° son de los discos Gram positivos y Gram negativos.

7.6. Conteo de bacterias
El método de conteo del numero de unidades formadoras de colonias (UFC/mL)
empleando la siembra de factores de dilucion en placa proporciona informacién con
respecto a la cantidad de microorganismos sembrados en una placa (Camacho
Garrido, 2022).

Para ello se realiza el procedimiento mencionado en el punto 7.5 y se sembraron los

factores de dilucion 106 para cada una de las cepas.

7.7. Pruebas bioquimicas
Para Shigella se seleccionaron exclusivamente tres pruebas las cuales son:
descarboxilacion y desaminacion de la lisina, ademas de la produccién de acido

sulfhidrico, fermentacién de carbohidratos y urea como Unica fuente de nitrégeno.
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7.7.1. Pruebade catalasa.

El procedimiento es el siguiente:

1.
2.
3.

Se tiene un medio de cultivo en placa con el microorganismo de intereés.

Se coloca peréxido de hidrogeno sobre el cultivo.

En caso de haber presencia de catalasa el H202 se descompondra en agua y
oxigeno gaseoso (Rosanna Hartline, 2024), por lo tanto, se apreciara un
burbujeo.

7.7.2. Descarboxilacion de lisinay desaminacion de lisina.

El medio que se utiliza es elaborado en México por MCD LAB. S.A. de C.V. La

formulacién es mostrada en la tabla 16.

Preparacion.

1.

El medio de cultivo fue preparado de acuerdo con las indicaciones de la ficha
técnica del proveedor.
Fue colocado en tubos de vidrio de 13 x 100 mm, tapar y esterilizado en

autoclave a 121°C a 15 libras de presiéon durante 15 minutos.

3. Se dej6 enfriar en posicion inclinada.

Para la inoculacion con el microorganismo de interés se introduce el asa en
forma recta hasta el fondo del tubo y se finaliza con una estria sencilla en la

punta de la inclinacién del agar.

7.7.3. Fermentacién de carbohidratos.

Se evalla la capacidad de fermentar la lactosa, sacarosa y dextrosa, de los

microorganismos, con su respectiva produccion de gas, se determind mediante

crecimiento en agar de hierro y triple azlcar. Elaborado por BD Bioxon. La formulacién

es mostrada en la tabla 17.

1.

El medio de cultivo se prepara de acuerdo con las indicaciones de la ficha
técnica del proveedor.

El medio se distribuye en tubos de 13 x 100 mm.

Esterilizar a 118°C durante 15 minutos.

Los tubos se deben enfriar en posicion inclinada de manera que el medio de
cultivo en el fondo del tubo alcance una profundidad de 1.5 a 2.0 cm.

El protocolo de inoculacion es igual al descrito en la prueba bioquimica

mencionada en punto 7.7.2.
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7.7.4. Citrato de Simmons.
Con respecto a la prueba en la que se mide la capacidad de las enterobacterias de
usar citrato como Unica fuente de carbono se ocupa medio citrato de Simmons. Este
medio es proporcionado por Becton Dickinson de México, S.A. de C.V.
La formulacion es mostrada en la tabla 18.
Método de preparacion.
1. El medio de cultivo se prepara de acuerdo con las indicaciones de la ficha
técnica del proveedor.
2. Inoculacién con el microorganismo de interés: se llevé a cabo empleando la
metodologia del punto 7.5, con la diferencia de inocular 50 pl, debido a que la

caja es mas pequefa

7.7.5. Pruebade Urea.
Otro analisis que ayuda en la identificacion de Salmonella y Shigella es la prueba de
urea, la cual se realiza en un medio liquido denominado medio urea. El medio,
elaborado por Becton Dickinson and Company tiene su formulacion presentada en la
tabla 19.
Preparacion.
1. El medio de cultivo se prepara de acuerdo con las indicaciones de la ficha
técnica del proveedor.
1. Esterilizar por filtracion empleando un filtro con un tamafio de poro de la
membrana de 0.45 ym de la marca MILLEX®HA.
No hervir ni autoclave el medio.
3. Colocar los tubos a prueba de esterilidad en agitacion de 153 RPM a 37°C
durante 24 horas. El color original del medio es naranja; en caso de

contaminacion, vira a rosa.

7.7.6. Descarboxilacion de la Ornitina.
Para este estudio se utiliz6 medio MIO, el cual se usa para diferenciar enterobacterias
basado en su movilidad, actividad de la ornitina descarboxilasa y su produccion de
indol. Elaborado por Difco Laboratories. La formulacion es mostrada en la tabla 20.
Instrucciones.
1. El medio de cultivo se prepara de acuerdo con las indicaciones de la ficha

técnica del proveedor.
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2. Inoculacion con el microorganismo de interés: debido a que el medio posee
una consistencia semisolida, permite identifica la movilidad de las bacterias.
Por lo tanto, para su inoculacién, se debe seguir el procedimiento del punto

7.7.2, omitiendo la estria en la punta del medio.

7.7.7. Prueba de Movilidad y Produccidn de Sulfuro.
Esta prueba se lleva a cabo en medio SIM, el cual sirve para la deteccion de
produccion de sulfuro, formacién de indol y motilidad. Producido por Becton Dickinson
y Compaifiia. La formulacion es mostrada en la tabla 21.
Método de preparacion.
1. El medio de cultivo se prepara de acuerdo con las indicaciones de la ficha
técnica del proveedor.
2. Inoculacién con el microorganismo de interés: este medio al igual que el
anterior es de consistencia semisolida. Por lo tanto, se sigue la misma

metodologia de inoculacion.

8. RESULTADOS

8.1.Género Salmonella

8.1.1. Identificacion de las cepas del género Salmonella mediante
métodos microbiolégicos

Al sembrar las cepas en medio agar SS, se obtuvo un crecimiento adecuado, como
se puede apreciar en la Figura 6, observandose el color negro caracteristico de las
cepas del género Salmonella en este medio de cultivo.

Figura 6. Cultivo de cepas de Salmonella.
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Al resembrar las cepas mediante la técnica de estria cruzada, se observo la presencia
de otras morfologias ademas de las de interés como se muestra en la Figura 7. Cabe
resaltar que, al tratarse de aislados ambientales, estos podrian no encontrarse puros
y estar contaminados con otras bacterias productoras de &cido sulfhidrico (H2S).
Estos resultados permiten sospechar la posible presencia de cultivos mixtos entre
Salmonella y Citrobacter, ya que ambos microorganismos tienen la capacidad de

producir H2S.

Figura 7. Cultivo de cepas de Salmonella por estria cruzada.
A) Ss. B) So. C) Si0. D) Su1.

Por lo anteriormente mencionado fue necesario resembrar hasta obtener cultivos
completamente puros (Figura 8). Debido a esto, se reasignd una nomenclatura
diferente a los aislados de Salmonella spp, diferenciandolos de Citrobacter spp. Las
cepas purificadas de Salmonella spp con el nombre asignado se muestran en la tabla
22.

Tabla 22. Reasignacion de nomenclaturas para las cepas de interés.

Nomenclatura Nomenclatura
anterior nueva
Ss MIR Sal 3
Sy MIR Sal 8
S0 MIR Sal 19
S11 MIR Sal 24

Los cultivos purificados presentaron colonias uniformes, de color negro con un halo
transparente, los cultivos ya no mostraban morfologias combinadas, ni rastros de

contaminacion de otros microorganismos.
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Figura 8. Aislamiento de colonias de Salmonella en medio SS.
A) MIR Sal 3. B) MIR Sal 8. C) MIR Sal 19. D) MIR Sal 24.

Una vez que se obtuvieron los cultivos puros se realizé la descripcion de las

caracteristicas morfolégicas como se muestra en la tabla 23.

Tabla 23. Descripcion de caracteristicas morfoldgicas de cepas de Salmonella.
Caracteristicas

Cepa Forma  Tamafio Color Elevacion  Superficie Forma  Consistencia
del
borde
MIR Sal3  Circular  2-4 mm Negras con Elevada Brillante Entero Viscosa
halo
transparente
MIR Sal8  Circular  2-4 mm Negras con Elevada Brillante Entero Viscosa
halo
transparente
MIR Sal 19  Circular  2-4 mm Negras con Elevada Brillante Entero Viscosa
halo
transparente
MIR Sal 24  Circular  2-4 mm Negras con Elevada Brillante Entero Viscosa
halo
transparente

Al sembrar las cepas en medio verde brillante se obtuvo un crecimiento éptimo como
se puede apreciar en la figura 9. En esta condicion nutrimental podemos observar
colonias incoloras. El principio del agar verde brillante en incorporar indicadores e
inhibidores especificos, el medio facilita la identificacion de microorganismos

fermentadores de lactosa o sacarosa y el aislamiento de bacterias.

Figura 9. Aislamiento de colonias de Salmonella en agar Verde Brillante.

41



A) MIR Sal 3. B) MIR Sal 8. C) MIR Sal 19. D) MIR Sal 24.

8.1.2. Observacién de la morfologia bacteriana mediante técnicas de
tincion

El analisis al microscopio demostré la presencia de bacterias con una coloracion
roja/rosada como se muestra en la figura 10, lo cual concuerda con lo esperado al ser
Enterobacterias del género Salmonella spp, las bacterias ademas tienen una forma

bacilar. Por lo que son bacilos Gram negativos.
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Figura 10. Tincién de Gram de cepas de Salmonella spp.
A) MIR Sal 3. B) MIR Sal 8. C) MIR Sal 19. D) MIR Sal 24.

8.1.3. Determinacion del perfil de resistencia a antibioticos.

Para la cepa MIR Sal 3 en medio MacConkey se muestran en la tabla 24. El halo de
inhibicion se reporta en milimetros. La cepa MIR Sal 3 fue resistente a Siete de los
doce antibioticos probados y fueron sensibles a tres antibidticos.

Tabla 24. Determinacion del perfil de resistencia o susceptibilidad a los antibiéticos
para la cepa MIR Sal 3.

Cepa Antibidtico Concentracién Halo de Perfil
inhibicién
enmm

MIR AM Ampicilina 10 g 0 Resistente

Sal3 AK Amikacina 30 ug 18 Sensible
CB Carbenicilina 100 pg 0 Resistente
GE Gentamicina 10 g 8 Resistente
CF Cefalotina 30 ug 0 Resistente
CFX Cefotaxima 30 ug 20 Intermedio
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NET Netilmicina 30 ug 16 Sensible

CPF Ciprofloxacino 5ug 20 Intermedio
NOF Norfloxacino 10 g 8 Resistente
CL Cloranfenicol 30 ug 0 Resistente
SXT Sulfametoxazol 25 ug 10 Resistente
/Trimetroprim
NF Nitrofurantoina 300 pug 20 Sensible

En la tabla 25 se presentan los resultados de la susceptibilidad antimicrobiana de la
cepa MIR Sal 8 en medio de cultivo MacConkey. En el caso de la cepa MIR Sal 8
mostré una mayor resistencia, ya que fue resistente a diez de los doce antibioticos
probados y fue sensible a dos antibi6ticos.

Tabla 25. Determinacion del perfil de resistencia o susceptibilidad a los antibiéticos para la
cepa MIR Sal 8 en medio MacConkey.

Cepa Antibidtico Concentracion Halo de Perfil
inhibicid
nenmm
MIR AM Ampicilina 10 pg 0 Resistente
Sal8 AK Amikacina 30 ug 20 Sensible
CB Carbenicilina 100 ug 0 Resistente
GE Gentamicina 10 ug 10 Resistente
CF Cefalotina 30 ug 0 Resistente
CFX Cefotaxima 30 g 14 Resistente
NET Netilmicina 30 g 6 Resistente
CPF Ciprofloxacino 5pug 0 Resistente
NOF Norfloxacino 10 ug 0 Resistente
CL Cloranfenicol 30 pg 0 Resistente
STX Sulfametoxazol 25 g 6 Resistente
/Trimetroprim
NF Nitrofurantoina 300 pg 24 Sensible

En la tabla 26 se muestran los resultados para el perfil de resistencia a antibioticos
para la cepa MIR Sal 19. La cepa MIR Sal 19 fue resistente a Siete de los doce
antibidticos probados y fue sensible a cinco antibiéticos.

Tabla 26. Determinacion del perfil de resistencia o susceptibilidad a los antibiéticos para la
cepa MIR Sal 19 cultivada en medio MacConkey.

Cepa Antibidtico Concentracién  Halode Perfil
inhibicién
enmm
AM Ampicilina 10 pg 0 Resistente
AK Amikacina 30 ug 18 Sensible
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MIR CB
Sal GE
19 CE
CFX

NET

CPF
NOF

CL

STX

NF

Carbenicilina
Gentamicina

Cefalotina
Cefotaxima
Netilmicina

Ciprofloxacino
Norfloxacino
Cloranfenicol

Sulfametoxazol
[Trimetroprim
Nitrofurantoina

100 g

10 pg
30 pg
30 pg
30 pg
5 ug
10 pg
30 pg
25 ug

300 ug

0
12
0
24
30
0
0
0
32

36

Resistente
Resistente
Resistente
Sensible
Sensible
Resistente
Resistente
Resistente
Sensible

Sensible

La Tabla 27 muestra los resultados de la susceptibilidad antimicrobiana de la cepa

MIR Sal 24 cultivada en medio MacConkey, los resultados indicaron que la cepa MIR

Sal 24 fue resistente a ocho de los doce antibidticos probados, intermedio a dos y

sensible a dos antibidticos.

Tabla 27. Determinacién del perfil de resistencia o susceptibilidad a los antibiéticos para la

cepa MIR Sal 24.

Cepa Antibidtico Concentracion Halo de Perfil
inhibicio
nenmm
MIR AM Ampicilina 10 ug 4 Resistente
Sal AK Amikacina 30 ug 12 Resistente
24 CB Carbenicilina 100 pg 2 Resistente
GE Gentamicina 10 ug 10 Resistente
CF Cefalotina 30 ug 0 Resistente
CFX Cefotaxima 30 ug 24 Sensible
NET Netilmicina 30 ug 14 Intermedio
CPF Ciprofloxacino 5 ug 20 Intermedio
NOF Norfloxacino 10 ug 12 Resistente
CL Cloranfenicol 30 ug 0 Resistente
STX Sulfametoxazol/Trimetroprim 25 ug 0 Resistente
NF Nitrofurantoina 300 ug 24 Sensible

Durante la determinacion del perfil de resistencia para cada antimicrobiano, se

observo que todas las cepas analizadas mostraron resistencia a la ampicilina.




Figura 11. Antibiogramas en medio MacConkey de las cepas presuntivas de Salmonella
spp. A) MIR Sal 3. B) MIR Sal 8. C) MIR Sal 19. D) MIR Sal 24.
En la tabla 28 se muestran los resultados obtenidos para la cepa MIR Sal 3, para esta
prueba se emplearon los antibidticos correspondientes a la serie 2 para bacterias
Gram + y Gram -, esto se debi6 a que se contaba so6lo con estos antibioticos en
existencia. Los resultados indican que la cepa fue resistente a seis antibiticos,

intermedio a uno y sensible a cinco antibidticos.

Tabla 28. En agar SS se muestra la determinacion del perfil de resistencia o susceptibilidad
a los antibidticos para la cepa MIR Sal 3.

Cepa Antibidtico Concentracion  Halo de Perfil
inhibicion
en mm

MIR AM Ampicilina 10 pg 4 Resistente

Sal3 AK Amikacina 30 ug 8 Resistente
CFX Cefotaxima 30 ug 28 Sensible
DC Dicloxacilina 1 ug 4 Resistente
CF Cefalotina 30 ug 16 Intermedio
CTX Ceftriaxona 30 ug 24 Sensible
GE Gentamicina 10 pg 10 Resistente
CL Cloranfenicol 30 ug 0 Resistente
SXT Sulfametoxazol/Trimetroprim 25 ug 24 Sensible
PE Penicilina 10U 6 Resistente
NET Netilmicina 30 ug 16 Sensible
NF Nitrofurantoina 300 ug 20 Sensible

La Tabla 29 presentan los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana realizadas a la cepa MIR Sal 8, utilizando medio de cultivo agar SS.
En esta tabla se observa que esta cepa mostr6 una mayor sensibilidad a los
antibidticos probados, ya que sélo fue resistente a cuatro de los doce antibiéticos
probados, es probable que para esta cepa la condicién nutricional si influya en la
expresion del fenotipo de resistencia, ya que en medio agar MacConkey esta cepa

mostré ser mas resistente.
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Tabla 29. En agar SS se muestra la determinacion del perfil de resistencia o susceptibilidad
a los antibidticos para la cepa MIR Sal 8.

Cepa Antibidtico Concentracion  Halo de Perfil
inhibicion
en mm

MIR AM Ampicilina 10 pg 0 Resistente

Sal8 AK Amikacina 30 ug * Sensible
CFX Cefotaxima 30 ug 34 Sensible
DC Dicloxacilina 1 ug * Sensible
CF Cefalotina 30 ug 0 Resistente
CTX Ceftriaxona 30 ug 48 Sensible
GE Gentamicina 10 ug * Sensible
CL Cloranfenicol 30 ug 8 Resistente
SXT Sulfametoxazol/Trimetroprim 25 ug * Sensible
PE Penicilina 10U 0 Resistente
NET Netilmicina 30 ug * Sensible
NF Nitrofurantoina 300 pg 34 Sensible

A continuacion, en la tabla 30, se presentan los resultados de las pruebas de
sensibilidad antimicrobiana realizadas a la cepa MIR Sal 19. Como se puede observar
en esta condicion nutricional la cepa bacteriana fue resistente a siete antibiéticos,
intermedio a dos y sensible a tres antibidticos probados, similar al fenotipo de

resistencia obtenido en agar MacConkey donde fue resistente a 8 antibiéticos.

Tabla 30. Determinacion del perfil de resistencia o susceptibilidad a los antibidticos para la
cepa MIR Sal 19.

Cepa Antibidtico Concentracion  Halo de Perfil
inhibicién
enmm
MIR AM Ampicilina 10 pg 0 Resistente
Sal 19 AK Amikacina 30 ug 12 Resistente
CFX Cefotaxima 30 ug 32 Sensible
DC Dicloxacilina 1 g 2 Resistente
CF Cefalotina 30 ug 4 Resistente
CTX Ceftriaxona 30 ug 36 Sensible
GE Gentamicina 10 ug 14 Intermedio
CL Cloranfenicol 30 ug 14 Intermedio
SXT  Sulfametoxazol/Trimetroprim 25 ug 0 Resistente
PE Penicilina 10U 0 Resistente
NET Netilmicina 30 ug 12 Resistente
NF Nitrofurantoina 300 ug 34 Sensible

La Tabla 31 presenta los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana efectuadas a la cepa MIR Sal 24. Los resultados indica que la cepa
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fue resistente a siete antibioticos, intermedio a dos y sensible a tres antibidticos,

mostrando un comportamiento similar al obtenido en agar MacConkey.

Tabla 31. Determinacién del perfil de resistencia o susceptibilidad a los antibiéticos para la

MIR Sal 24.
Cepa Antibidtico Concentracion Halo de Fenotipo
en ug inhibicién
en mm
MIR Sal 24 AM Ampicilina 10 pg 4 Resistente
AK Amikacina 30 ug 16 Intermedio
CFX Cefotaxima 30 ug 30 Sensible
DC Dicloxacilina 1 g 4 Resistente
CF Cefalotina 30 ug 0 Resistente
CTX Ceftriaxona 30 ug 30 Sensible
GE Gentamicina 10 ug 8 Resistente
CL Cloranfenicol 30 ug 6 Resistente
SXT  Sulfametoxazol 25 ug 0 Resistente
[Trimetroprim

PE Penicilina 10U 0 Resistente
NET Netilmicina 30 ug 16 Intermedio

NF Nitrofurantoina 300 ug 36 Sensible

Nota. * Significa que no hay una colonia préxima para tomar el halo de inhibicion, por lo
tanto, solo se reporta como “sensible”.

De manera similar a los resultados obtenidos en el medio MacConkey todas las cepas
probadas en el medio agar SS fueron resistentes a la ampicilina.

En La figura 12 se muestran los antibiogramas obtenidos para las cepas en medio
agar SS, se observan claramente las zonas de crecimiento en color negro cuando

las cepas fueron resistentes y los halos de inhibicidon cuando fueron sensibles.

Figura 12. Antibiogramas en medio SS de las cepas presuntivas de Salmonella spp.
A) MIR Sal 3. B) MIR Sal 8. C) MIR Sal 19. D) MIR Sal 24.
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8.1.4. Conteo de unidades formadoras de colonias (UFC/mL)

El conteo de bacterias se realizé Unicamente en medio agar SS, debido a la carga
microbiana se realizaron factores de dilucidn seriados y se contabilizaron las colonias
en los factores que era posible contar de manera precisa las colonias.

Para obtener el conteo de cada una de nuestras cepas se calcula en UFC /mL, es
decir, nimero de colonias presentes en la caja Petri x factor de dilucién en este caso
(1,000,000) x 10, ya que se sembraron 100 microlitros de muestra. Este método
proporciona una estimacion cuantitativa de los microorganismos viables presentes en
la muestra. Los resultados se enlistan en la tabla 32, cabe recalcar que el conteo se

realizé en el facto de dilucién 105.

Tabla 32. Conteo del nimero de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) de las cepas

empleadas.

Cepa UFC/mL
MIR Sal 36 2.6-10
MIR Sal 86 2.1-10%
MIR Sal 19°¢ 9107
MIR Sal 24°¢ 1.4-10%

En la Figura 13 se presenta el nimero de colonias en medio de cultivo SS, obtenidas
a partir de la siembra de un volumen de 100 pL de la muestra, correspondiente a al
factor de dilucion 10. Se observan las colonias con la morfologia reportada en la

literatura para bacterias del género Salmonella spp.

Figura 13. Unidades Formadoras de Colonias de las cepas empleadas en medio de cultivo
agar SS en el factor de dilucion 10°. A) MIR Sal 3. B) MIR Sal 8. C) MIR Sal 19. D) MIR Sal
24.
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8.1.5. Pruebas bioquimicas

8.1.5.1. Prueba de catalasa

Las cuatro cepas de Salmonella probadas para evaluar cepas la presencia de la
enzima catalasa presentaron burbujeo al agregar el peroxido de hidrogeno, en decir

la prueba es positiva para las cuatro cepas estudiadas.

MIR Sal 3

MIR Sal 24 MIR Sal 8
MIR Sal 19
Prueba de Cepas
Catalasa
MIR Sal 3 MIR Sal 8 MIR Sal 19 MIR Sal 24
Resultado + + + +

Figura 14. Prueba de catalasa en cepas presuntivas de Salmonella.

8.1.5.2. Descarboxilacion de lisinay desaminacion de lisina

En las cepas probadas, las cuatro presentan la superficie violeta y el fondo amarillo,
figura 15, por lo tanto, podemos decir que son negativas tanto para descarboxilacién
de lisina y desaminacion de lisina. Este resultado de acuerdo con lo reportado en la

ficha técnica del medio de cultivo para Salmonella spp.
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Prueba Cepas
MIR Sal 3 MIR Sal 8 MIR Sal 19 MIR Sal 24
Descarboxilacion de - - - -
lisina
Desaminacion de - - - ;
lisina
Figura 15. Prueba de descarboxilacion y desaminacion de lisina en cepas presuntivas de

Salmonella spp.

8.1.5.3. Fermentacién de carbohidratos

En la figura 16 observamos que las cepas empleadas fermentaron los siguientes
carbohidratos: glucosa, lactosa y/o sacarosa, ya que tanto la superficie como el fondo
del tubo se observa que viraron a color amarillo. Este resultado es diferente de
acuerdo con la informacion de la ficha técnica del medio, sin embargo, se han
reportado subespecies atipicas de Salmonella entérica no Tiphy fermentadoras de

lactosa (Garcia, et al., 2024).
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Prueba Cepas
MIR Sal 3 MIR Sal 8 MIR Sal 19 MIR Sal 24
Fermentacién de + + + +
carbohidratos
Figura 16. Prueba de fermentacion de carbohidratos en cepas presuntivas de Salmonella.
De izquierda a derecha: MIR Sal 3, MIR Sal 8, MIR Sal 19, MIR Sal 24 y el Control.

8.1.5.4. Citrato de Simmons

Dos de las cuatro cepas estudiadas mostraron un resultado positivo: MIR Sal 3y MIR
Sal 24, por otro lado, las cepas, MIR Sal 8 y MIR Sal 19 arrojaron un resultado
negativo, lo que quiere decir que no usan el citrato como una fuente carbono y
energia. En el caso de las cepas MIR Sal 3 y MIR Sal 24 concuerdan con lo esperado

para el género Salmonella spp de acuerdo con la ficha técnica del medio de cultivo.

Prueba Cepas
MIR Sal 3 MIR Sal 8 MIR Sal 19 MIR Sal 24
Citrato de + - - +
Simmons

Figura 17. Prueba de citrato de Simmons. A) Control, B) MIR Sal 3. C) MIR Sal 8. D) MIR
Sal 19. E) MIR Sal 24.
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8.1.5.5. Pruebade Urea

Los resultados indicaron que las cuatro cepas probadas no hidrolizan urea, ya que, el
medio de los cuatro tubos permanecio del color original del medio como se muestra

en la figura 16. Este resultado concuerda con lo esperado de acuerdo con la ficha

técnica para Salmonella spp.

Prueba Cepas
MIR Sal 3 MIR Sal 8 MIR Sal 19 MIR Sal 24

Urea - - -

Figura 18. Prueba de Urea en cepas presuntivas de Salmonella.
De izquierda a derecha: Control, MIR Sal 3, MIR Sal 8, MIR Sal 19 y MIR Sal 24.

8.1.5.6. Descarboxilacién de la Ornitina.

Los resultados indicaron que las cepas presentan una coloracién amarilla con la
superficie violeta, en la figura 19 se observa el resultado negativo para esta prueba,

lo cual concuerda con lo reportado en la ficha técnica para Salmonella.
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Prueba Cepas
MIR Sal 3 MIR Sal 8 MIR Sal 19 MIR Sal 24
Descarboxilacion de - - - -
ornitina
Figura 19. Prueba de descarboxilacién de Ornitina en cepas presuntivas de Salmonella.
De izquierda a derecha: Control, MIR Sal 3, MIR Sal 8, MIR Sal 19 y MIR Sal 24.

8.1.5.7. Pruebade movilidad y produccion de sulfuro

Las cuatro cepas examinadas presentan tanto un crecimiento mas alla de la linea de
inoculacién, ademas de presentar coloraciones negras, por lo tanto, los resultados
son positivos para ambas pruebas. Estos resultados concuerdan con lo planteado en

la ficha técnica para Salmonella.

Prueba Cepas
MIR Sal 3 MIR Sal 8 MIR Sal 19 MIR Sal 24
Movilidad + + + +
Produccion de + + + +
SH2

Figura 20. Prueba de descarboxilacion de Movilidad y Produccién de SH; en cepas
presuntivas de Salmonella. A) MIR Sal 3, B) MIR Sal 8, C) MIR Sal 19 y D) MIR Sal 24.
Cada cepa fue comparada con el control.

8.2.ldentificacion de cepas presuntivas del Género Shigella

8.2.1. Identificacion microbiolégica.

En la figura 21 podemos observar que las cuatro cepas seleccionadas crecieron de
manera Optima en medio EMB. Para corroborar la pureza del cultivo se resembré por

estria cruzada para tener colonias aisladas y observar la morfologia colonial.
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Figura 21. Crecimiento de cepas presuntivas de Shigella spp en medio EMB.
A) Del lado izquierdo Shy, a la derecha Sh;. B) Del lado izquierdo Shs, del lado derecho
She.

Al ser sembradas por estria cruzada se confirmé que los cultivos estaban
contaminados y tres de las cuatro cepas no eran el microorganismo de interés (Shi,
Sh2y Sh3), es decir, no eran Shigella, sino E. coli, ya que presentaban un color verde
metalico caracteristico de dicho microorganismo en medio de cultivo EMB, y la Gltima
presentaba las caracteristicas de Shigella (Shz), es decir, las colonias formadas

tenian un color morado/transparente.

Figura 22. Crecimiento de cepas presuntivas de Shigella en medio EMB. A) Shs, B) Sh,, C)
Shs, D) She.
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Con la cepa seleccionada se siguié resembrando para purificar el cultivo y realizar las
pruebas bioquimicas correspondientes para su identificacion, en la figura 23 se

observa a la cepa Shz en medio EMB.

Figura 23. Aislamiento de la cepa Sh, en medio EMB.

En la tabla 33, se muestran las caracteristicas morfoldgicas obtenidas en medio agar

SS para la cepa Shz del género Shigella.

Tabla 33. Descripcion de caracteristicas morfolégicas de la cepa de Shigella cepa Sh2.

Cepa Caracteristicas morfoldgicas
Forma Tamafio Color Elevacion Superficie Forma Consistencia
del
borde

Sh, Circular 3 mmm Incoloras Elevada Opaca  Entero Viscosa

8.2.2. Morfologia bacteriana al microscopio
Al realizar el examen microscopico se pudo observar que el microorganismo, posee

una forma bacilar y presenta una coloracién rosa-rojiza, por lo tanto, en la figura 24

se observa la tincion de Gram caracteristica de un bacilo Gram negativo.
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Figura 24. Cepa Sh; presuntiva de Shigella sp vista a al microscopio en un aumento de
100X.

8.2.3. Pruebas bioquimicas

8.2.3.1. Descarboxilacion, desaminacion delalisinay produccion de
acido sulfhidrico

Al realizar la prueba nos podemos percatar que se presenté un ligero cambio de
coloracion, en la superficie se aprecia una tonalidad ligeramente violeta y el fondo se
conserva el color del medio, ademas no tener precipitados de color negro, por lo tanto,
el resultado es negativo para la descarboxilacion y desaminacion de lisina, asi como
para la produccion de SH:. Este resultado es el reportado por la ficha técnica para
microorganismos del género Shigela.

Prueba Cepa
Sh,

Descarboxilacion de lisina -

Desaminacion de lisina -

Produccion de SH» -
Figura 25. Pruebas de descarboxilacion de lisina, desaminacion de lisina y produccion de
SHen la cepa presuntiva de Shigella Sh2. Del lado izquierdo el control, a la derecha cepa

Sh,.
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8.2.3.2. Fermentacién de carbohidratos
Al realizar la prueba los siguientes resultados fueron: superficie amarilla, fondo
amarillo, ademas de una ruptura del medio, es decir, el microorganismo fermenta
glucosa, lactosa y/o sacarosa, ademas de indicar una produccion de gas. En tubos
de agar triple azucar hierro o agar Kligler, esta bacteria produce una superficie alcalina
(no hay fermentacion de la lactosa), un fondo &cido (fermentacién de la glucosa) y no
hay produccién de gas ni de &cido sulfhidrico (Vila et al., 2009b).

Prueba Cepa Sh2

Fermentacion de +
carbohidratos

Figura 26. Pruebas bioquimicas realizadas en medio TSI en una cepa presuntiva de
Shigella Sh2. Del lado izquierdo el control, a la derecha cepa Sh..

8.2.3.3. Pruebade Urea
En la figura 27 se observan los resultados obtenidos para la prueba de urea en la

cepa presuntiva de Shigella spp.




Prueba Cepa Sh2

Urea -

Figura 27. Prueba de urea en la cepa presuntiva Sh2 de Shigella sp.
Del lado izquierdo cepa Sh2, del lado derecho el control.

Los resultados indicaron que el medio permanecié de color original, por lo tanto,
podemos decir que el resultado es negativo para esta prueba, lo que concuerda con

lo reportado para este género.

9. DISCUSION

En la actualidad existen diversos métodos de identificacion bacteriana como son el
empleo de métodos moleculares, protedmicos y los tradicionales de tipo
microbiolégico y bioquimico (Bou et al., 2011).

Los métodos moleculares para la identificacion de bacterias patdgenas de interés se
realizan principalmente a través de la amplificacion de genes especificos por PCR
(Reaccion en cadena de la Polimerasa), estos procedimientos son considerados mas
rapidos en comparacion con los métodos de identificacion tradicionales, ademas
permiten la deteccion de bacterias que no son cultivables (Adzitey et al., 2013). La
amplificacion del gen que codifica para el ARNr 16S es uno de los métodos
moleculares ampliamente empleados para la identificacion de bacterias, esto es
debido a que son genes que se encuentran de manera conservada en todas las
bacterias (Valour et al., 2010; Franco-Duarte et al, 2019).

En el caso de los métodos protedbmicos, se emplea la espectrometria de masas,
especificamente (MALDI-TOF MS), por sus siglas en inglés matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometer, la cual es una técnica que se
desarroll6 hace 30 afios y ha demostrado ser rapida y eficaz en la identificacion
bacteriana. En la actualidad es empleada principalmente en la identificacion de
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microorganismos patodgenos a traves del perfil de proteinas (Seng et al., 2009, Garcia
et al., 2012).

Los métodos microbiologicos se basan en el cultivo de microorganismos en diferentes
condiciones nutricionales y la observacion de caracteristicas morfologicas distintivas,
estos métodos implican el empleo de cultivos puros de la bacteria, lo cuales pueden
ser sembrados en medios cromogénicos que permiten la identificaciéon de
microorganismos en funcion de la coloracion que adquieren al realizar una funcion
enzimatica al actuar sobre un sustrato unido a un cromdgeno. Los métodos
microbiolégicos tradicionales también implican el uso de medios selectivos
diferenciales para el aislamiento de microorganismos de interés y la inhibicion del
desarrollo de otros (Diaz-Pérez et al., 2013: Franco-Duarte el al, 2019).

En la presente investigacion se emplearon métodos microbiologicos tradicionales
para la identificacion de cepas de Salmonella spp aisladas de muestras de agua
residual del Rio Nexapa, los microorganismos presentaron las caracteristicas
morfologicas reportadas en la ficha técnica de medios de cultivos Selectivos como el
Agar SS, ya que las colonias presentaban una coloracion negra con un halo
transparente (Sedeik et al., 2019), sin embargo al realizar siembras repetidas se
observaron algunas diferencias en el fenotipo de las cepas presuntivas de Salmonella
spp,, ya que los cultivos presentaban diferentes morfologias coloniales de color negro,
por lo fue necesario la obtencién de cultivos puros y evitar falsos positivos. Dado que
el aislamiento inicial de los microorganismos a partir de muestras ambientales se
realiz6 en el medio de cultivo Agar SS, es posible que se hayan seleccionado diversas
morfologias de color negro presuntivo de Salmonella spp, por lo que las cepas
criopreservadas fueran cultivos mixtos de microorganismos.

Ha sido reportado en la literatura que otros géneros bacterianos pueden tener un
fenotipo similar al de Salmonella spp en medio Agar SS, como el género Citrobacter
spp. En el afio 2000 se reportdé que los medios de cultivo convencionales mostraban
poca especificidad para el aislamiento de Salmonella spp, encontrandose falsos
positivos perteneciente a otros géneros bacterianos como Citrobacter spp y Proteus
spp (Manafi et al., 2000).

Las bacterias del género Citrobacter estan relacionadas filogenéticamente con el
género Salmonella y presentan similitudes en los antigenos de la superficie celular,

comportamiento bioquimico y similitud genotipica.
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En un estudio realizado por Ptawinska-Czarnak en 2021 se estimé que el 16.7 % de
los aislados presuntivos de Salmonella spp, fueron pertenecientes a Citrobacter brakii
(Ptawinska-Czarnak et al., 2021).

De manera simultanea a este trabajo se identific6 por métodos moleculares a los
microorganismos con morfologia similar a Salmonella spp como pertenecientes a
Citrobacter brakii con un 99.75% de identidad, por lo que se hace evidente que
efectivamente los medios de cultivos selectivos no son totalmente efectivos para el
aislamiento diferencial de Salmonella spp y es necesario emplear varios métodos de
identificacion bacteriana.

Un aspecto importante es determinar la patogenicidad de las cepas de Citrobacter
brakii aisladas a partir de muestras ambientales, asi como su perfil de resistencia a
antibidticos, ya que son microorganismos estrechamente relacionados con el género
Salmonella spp y existe poca informacién al respecto.

Al realizar la determinacion del perfil bioquimico de las cepas presuntivas de
Salmonella spp se demostré que las cepas presentaron en su mayoria el perfil
bioguimico reportado para las bacterias de este género, sin embargo, para la prueba
de fermentacion de azlcares, se encontré una variacion en el fenotipo, en la literatura
se han reportado subespecies atipicas de Salmonella entérica no Tiphy
fermentadoras de lactosa (Garcia, et al., 2024). Ademas, se ha observado variabilidad
en las propiedades bioquimicas del género Salmonella, en general se considera que
las pruebas API son adecuadas para realizar la identificacion de bacterias, en un
estudio realizado en 2013, se demostré que el 24% de los aislados de Salmonella
identificados mediante pruebas APl al emplear meétodos moleculares fueron
pertenecientes a Citrobacter spp. y el 16.4% fueron identificados como Proetus spp
(Turki etal, 2013). Por lo que en la actualidad los métodos moleculares de
identificacion bacteriana son considerados altamente especificos (Bell et al, 2016:
Ricke et al., 2018).

El empleo de métodos microbioldgicos y bioquimicos para la identificacion de cepas
pertenecientes al género Salmonella y Shigella en este trabajo permitio la adecuada
identificacion de estos microorganismos, estos métodos son accesibles y se
desarrollan en la mayoria de los laboratorios de Microbiologia debido a su facilidad y
bajo costo. Es importante mencionar que las cepas obtenidas vy tipificadas en este

estudio fueron empleadas posteriormente para un analisis molecular de los genes
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especificos que codifican para el factor de invasividad InvA en Salmonella y del gen
ipaH en Shigella spp corroborandose su identidad por PCR.

Al determinar el perfil de resistencia a los antimicrobianos de las cepas de Salmonella
Spp se encontraron variaciones con respecto a la condicién nutricional, pero cabe
resaltar que las cepas probadas mostraron un alto perfil de resistencia a los
antibidticos comerciales, lo cual es preocupante ya que de acuerdo a la OMS Las
bacterias Salmonella spp y Shigella spp se encuentran dentro de la lista de
microorganismos de alta prioridad debido al incremente de su multirresistencia a los
antibidticos (World Health Organization, 2024).

Por dltimo, cabe resaltar que es necesario llevar a cabos diversos métodos de
identificacion bacteriana al analizar a los microorganismos aislados a partir de
muestras ambientales, con la finalidad de evitar errores de identificacion.

Se ha reportado en la literatura que, de acuerdo con las caracteristicas morfologicas
observadas en medio Agar SS, tanto Citrobacter spp como las bacterias del género
Salmonella spp pueden identificarse erroneamente (Ptawinska-Czarnak et al., 2021),
esto concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo, por lo que los métodos
microbiologicos tradicionales no son suficientes para la identificacion de

microorganismos pertenecientes a Salmonella spp.
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10.CONCLUSIONES

El empleo de medios de cultivo selectivos para el aislamiento de
microrganismos pertenecientes al género Salmonella spp como es el caso del
medio Agar SS, presentan algunas limitantes, ya que bacterias relacionadas
filogenéticamente como es el caso de Citrobacter spp, presentan
caracteristicas morfolégicas similares, por lo que es necesario realizar la
discriminacion entre ellas utilizando otros métodos de identificacion como las
pruebas bioquimicas.

Las pruebas de identificacion bioquimica son de utilidad para la identificacion
de microorganismos que son aislados del ambiente, en este proyecto
permitieron la adecuada identificacion de microorganismos presuntivos del
género Salmonella spp y la diferenciacion de bacterias del género Citrobacter
spp, las cuales se habian identificado inicialmente por aislamiento en medios
selectivos como pertenecientes al género Salmonella.

Al determinar el perfil de resistencia de las cepas empleadas en dos
condiciones nutricionales se observé que son resistentes al menos a seis
antibidticos y la cepa con mayor resistencia MIR8 fue resistente a diez de los
doce antibioticos probados.
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e EI perfil de resistencia a antibidticos obtenido hace evidente que los
microorganismos que se encuentran en el ambiente presentan una alta
resistencia a los antibioticos, lo que puede ser un grave problema de salud, ya
gue estos se pueden transmitir a través de alimentos contaminados.

e En este estudio se identific6 mediante el empleo de pruebas bioquimicas una

cepa de Shigella spp aislada a partir de agua residual del Rio Nexapa.

11.PERSPECTIVAS

e Identificar las especies de Salmonella spp y Shigella spp mediante otras
técnicas como MALDI-TOF o secuenciacion.

e Realizar un andlisis microbiolégico para la determinacion de la presencia de
las bacterias Salmonella spp y Shigella spp en muestras de suelo y cultivos
gue hayan sido regados con agua residual proveniente del Rio Nexapa.

e Determinar la presencia de genes de resistencia a diversos antibioticos a
través de PCR.

e Monitorear la presencia de estas bacterias en distintas estaciones del afio, para
determinar la influencia de los factores ambientales en su desarrollo.
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12. ANEXOS

Tabla 10. Formulacién para 1 litro del medio de cultivo Agar SS.
Elaboracion en base a la ficha técnica del proveedor.

Componente Gramos
Extracto de carne 5.0
Mezcla de peptonas 5.0
Lactosa 10.0
Mezcla de sales biliares 8.5
Citrato de sodio 8.5
Tiosulfato de sodio 8.5
Citrato férrico 1.0
Rojo neutro 0.025
Verde brillante 0.00033
Agar bacteriol6gico 13.5

Tabla 11. Formulacién para 1 litro de agua del medio Verde Brillante.
Elaboracion en base a la ficha técnica del proveedor.

Componente Gramos
Extracto de levadura 3.0¢g
Mezcla de peptonas 10.0g

Cloruro de Sodio 50¢g
Lactosa 10.0
Sacarosa 10049
Rojo de fenol 80 mg
Verde brillante 12.5 mg
Agar bacteriol6gico 20.0g

pH final 6.9+/-0.2 a 25°C.

Tabla 12. Formula aproximada por litro del medio de cultivo Agar EMB.
Elaborada en base a la informacion proporcionada en la ficha técnica del proveedor.

Componente Gramos
Peptona de Gelatina 10.0¢g
Lactosa 50¢g
Sacarosa 504¢g
Fosfato Dipotasico 2049
Eosina Y 04g
Azul de metileno 65.0 mg
Agar 135¢g

pH final 7.2 +/- 0.2.
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Tabla 13. Formula para elaboracion del medio Agar MacConkey
. Elaboracién en base a la ficha técnica del proveedor.

Compuesto Gramaje

Digerido Pancreatico de 1709
gelatina

Peptonas (Carne y Caseina) 309
Lactosa 10.0g
Sales Biliares 15¢g
Cloruro de Sodico 509
Agar 135¢g
Rojo neutro 0.03g

Cristal violeta 0.001 ¢

pH final 7.1 + 0.2.

Tabla 16. Formulacién para 1 litro de agua del medio Agar Hierro Lisina.
Elaboracion en base a la informacion de la ficha técnica del proveedor.

Compuesto Gramaje
Peptona de gelatina 50¢g
Extracto de levadura 3.0g

Dextrosa 10g

L-Lisina 10.0g
Tiosulfato de sodio 0.04 g
Citrato de hierro y amonio 05¢g
Parpura de Bromocresol 0.02 g
Agar bacteriolégico 135¢

Con un pH final de entre 6.7 + 0.2.

Tabla 17. Formulacion para 1 litro de agua del medio de cultivo Agar de Hierro y triple

azucar.
Elaborada en base a la ficha técnica del proveedor.
Compuesto Gramaje
Peptona de caseina 10 g
Peptona de carne 10g
Cloruro de sodio 59
Lactosa 10 g
Sacarosa 10 g
Dextrosa 1lg
Sulfato de hierro y amonio 0.2g
Tiosulfato de sodio 0.2g
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Rojo fenol 25 mg
Agar bacteriol6gico 13 g

Tabla 18. Formulacién para 1 litro de agua del medio de cultivo Agar Citrato Simons.
Elaborada en base a la informacién proporcionada en la ficha técnica del proveedor.

Compuesto Gramaje

Fosfato Dihidrogenado de 10g
Amonio

Fosfato Dipotasico 10g
Cloruro de sodio 509
Citrato de Sodio 20g
Sulfato de Magnesio 0.2¢g
Agar 15049
Azul de Bromotimol 80 mg

pH final de entre 6.9 +/- 0.2 a 25°C.

Tabla 19. Formulacion aproximada para un litro del medio de cultivo Caldo Urea.
Elaborada en base a la informacién proporcionada en la ficha técnica del proveedor.

Compuesto Gramaje
Extracto de levadura 01g
Fosfato monopotasico 9.1g¢g
Fosfato dipotasico 95¢g
Urea 20.0
Rojo fenol 0.01g

pH final 6.8 + 0.1.

Tabla 20. Formulacion aproximada para un litro de agua del medio MIO.
Elaborada en base a la informacién proporcionada en la ficha técnica del proveedor.

Compuesto Gramaje
Extracto de levadura 3.0g¢g
Peptona 10.0g
Triptona 10049
L-Ornitina HCI 50¢g
Dextrosa 10g
Agar 20g
Purpura de Bromocresol 0.02 g

. pH final 6.5 +/- 0.2.

Tabla 21. Formulacion aproximada para un litro de agua del medio de cultivo SIM.
Elaborada en base a la informacion proporcionada en la ficha técnica del proveedor.

Compuesto Gramaje
Digerido pancreatico de 20.0g¢
caseina
Digerido péptico de tejido 6.19g
animal
Sulfato ferroso de amonio 0.2g
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Tiosufato sodico 0.2¢g
Agar 35¢g

pH final 7.3 +/- 0.2.
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