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RESUMEN

Introduccion: las salmonelas son las causantes mas frecuentes de enfermedades
transmitidas por alimentos a nivel mundial. El caldo selenito cistina es un medio de
enriquecimiento selectivo utilizado para la recuperacion de especies de salmonelas
en muestras de alimentos, aguas, heces y otros materiales de importancia
sanitaria.

Objetivo: evaluar la combinacion de bases nutritivas obtenidas por métodos
originales con el selenito de sodio para garantizar la adecuada recuperacién de
especies de salmonelas en el caldo selenito cistina.

Métodos: se realizd un estudio comparativo con diferentes bases nutritivas, que
evalud la promocién de crecimiento bacteriano de seis cepas de Salmonella y
Shigella. Se prepararon dos variantes y se inocularon los microorganismos
seleccionados a una concentracion aproximada de 3 x 108 unidades formadoras de
colonia por mililitro. El incremento de la biomasa se determind a través de la
medicion de la absorbancia en un espectrofotometro a 640 nandmetros cada una
hora. Se compard el comportamiento del medio caldo selenito cistina formulado por
ingredientes con el caldo selenito cistina de Merck frente a los microorganismos de
interés. Se determind productividad y selectividad del medio de cultivo.
Resultados: la variante que contiene la mezcla de bases nutritivas (peptona
bacterioldgica Z, peptona de soya e hidrolizado enzimatico de caseina) facilitd una
mejor recuperacion de las cepas ensayadas, mostro diferencias significativas (p< 0,05)
con respecto a la variante que contiene solo hidrolizado enzimatico de caseina. El
medio experimental que contenia la mezcla de bases nutritivas con el selenito de
sodio, mostrd una recuperacion de Salmonella a bajas concentraciones, similar al
de referencia e inhibié mejor Escherichia coli a bajas concentraciones. A altas
concentraciones ninguno de los dos medios pudo inhibir el crecimiento de E. coli. La
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productividad para ambos medios, resulté satisfactoria en el intervalo de 0,1 a 1, al
igual que la selectividad con un valor aproximado de 3.

Conclusiones: la combinacion de bases nutritivas originales con el selenito de
sodio permitié una adecuada recuperacion de las especies de salmonelas.

Palabras clave: caldo selenito cistina; Salmonella; bases nutritivas; selenito de
sodio; productividad; selectividad.

ABSTRACT

Introduction: Salmonella are the most common causes of food-borne disease
worldwide. Selenite cystine broth is a selective enrichment medium used for the
recovery of Salmonella species in samples of food, water, feces and other materials
of clinical importance.

Objective: Evaluate the combination of nutrition bases obtained by original
methods and sodium selenite to ensure appropriate recovery of Salmonella species
in selenite cystine broth.

Methods: A comparative study was conducted with various nutrition bases to
evaluate the fostering of bacterial growth in six strains of Salmonella and Shigella.
Two variants were prepared and the microorganisms selected were inoculated at an
approximate concentration of 3 x 108 colony-forming units per milliliter.
Absorbance was measured with a 640 nanometer spectrophotometer every hour to
determine biomass increase. Behavior of the selenite cystine broth medium
formulated by ingredients was compared with that of Merck cystine selenite broth in
the presence of the microorganisms of interest. Determination was performed of
the productivity and selectivity of the culture medium.

Results: The variant containing the mixture of nutrient bases (bacteriological
peptone Z, soybean peptone and casein enzymatic hydrolysate) facilitated better
recovery of the strains tested, with significant differences (p< 0.05) with respect to
the variant containing casein enzymatic hydrolysate alone. The experimental
medium containing the mixture of nutrient bases and sodium selenite displayed
Salmonella recovery at low concentrations in a manner similar to the reference
medium and inhibited Escherichia coli more efficiently at low concentrations. At
high concentrations neither medium was able to inhibit the growth of E. coli.
Productivity was satisfactory in both media, ranging between 0.1 and 1, and so was
selectivity, which reached an approximate value of 3.

Conclusions: The combination of original nutrition bases and sodium selenite
allowed appropriate recovery of Salmonella species.

Key words: Selenite cystine broth; Salmonella; nutrition bases; sodium selenite;
productivity; selectivity.

INTRODUCCION

Las salmonelas son un grupo de microorganismos pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae. Estas son muy dafinas para la salud humana y animal. Son
causantes de numerosas enfermedades gastrointestinales, en especial la
salmonelosis, caracterizada por fiebre, diarrea y calambres abdominales, en
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personas con defensas bajas puede invadir el torrente sanguineo y ocasionar
infecciones que ponen en peligro la vida,! llega en algunos casos a causar la muerte
del enfermo.? Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) representan a
nivel mundial una de las mayores causas de morbilidad y mortalidad, tanto en
paises subdesarrollados como en los desarrollados.3 Los estudios publicados en el
afno 2013 refieren un ascenso del nimero de muertes por enfermedades diarreicas
en nifios mayores de cinco anos y adultos a 48,1 millones, en el periodo entre 1980
y 2008.%

El 70 % de las diarreas se originan por la ingestién de alimentos contaminados con
microorganismos y sus toxinas.® Salmonella es el agente causal de ETA mas
frecuente a nivel mundial. En América Latina la salmonelosis esta entre las tres
primeras ETA,%7 en Estados Unidos las salmonelas son las causantes del 11 %,8°
de forma similar ocurre en Europa.'%!! Cuba no esta exenta de este mal, ya que, en
los ultimos afios, se han reportado algunos casos aislados y varios brotes de
salmonelosis.t?14

Estos microorganismos también son causantes de numerosas enfermedades en los
animales de interés econémico para el hombre, lo que repercute de forma negativa
en el rendimiento y la viabilidad de las producciones.'> Por lo antes dicho se hace
necesario contar en la red de laboratorios clinicos y de control de calidad de los
alimentos y aguas, con los medios de cultivo necesarios para detectar la
salmonelosis y diagnosticarla a tiempo y asi poder tomar las medidas para
minimizar los dafios que causa esta enfermedad tanto a la salud humana como a la
economia.

En especial el caldo selenito cistina es un medio de enriquecimiento selectivo
utilizado para la recuperacidn de especies de salmonelas en muestras de
alimentos, %17 aguas, '® heces'®?? y otros materiales de importancia sanitaria. El
objetivo de esta investigacidén consistié en evaluar la combinacion de bases
nutritivas de produccién nacional para garantizar la adecuada recuperacion de
especies de salmonelas del caldo selenito cistina.

METODOS

Se utilizaron bases nutritivas producidas en BioCen (Cuba): hidrolizado enzimatico
de caseina (HEC) y una mezcla de peptonas compuesta por peptona bacteriolégica
Z (PBZ), peptona de soya (PS) e HEC.

Se usaron los medios de cultivo producidos en BioCen (Cuba):?* caldo cerebro
corazén (CCC), agar triptona soya (ATS), caldo triptona soya (CTS), agar de
MacConkey. Como medio de referencia se empled caldo selenito cistina (CSCM)
(Merck, Alemania).

En este estudio se evaluaron la cepas microbianas de la American Type Culture
Collection (ATCC): Salmonella Typhimurium 14028, Salmonella Enteritidis 13076,
Salmonella Typhi 19430, Salmonella Paratyphi A 8005, Salmonella Abony 6017,
Shigella sonnei 25931 y Escherichia coli 25922. Las mismas se obtuvieron del
cepario central de BioCen, almacenadas en cufias de ATS a temperatura de 2 a 8 °C.

Se realizé un estudio de promocién de crecimiento bacteriano para comparar el
desempefio de las bases nutritivas frente a los microorganismos de interés (las seis
cepas de Salmonella y Shigella antes mencionadas), se midié el incremento de la
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densidad éptica (DO) en el tiempo en un espectrofotémetro (T70/T70+UV-VIS,
Inglaterra).

Se evaluaron dos variantes: V1 con la mezcla de peptonas (HEC 2,17 g/L, PBZ 2,11 g/L
y PS 0,72 g/L) y V2 con 5 g/L de HEC. A estas variantes se le afiadi6é 0,5 g/L de
cloruro de sodio (Merck, Alemania) y 0,1 g/L de sodio hidrégenofosfato anhidro (Merck,
Alemania) y se ajusto el pH a 7,0-7,2, segun el método propuesto por SIGMA.??

En los cultivos puros, provenientes de CCC, incubados por 24 h, se realizé la
preparacion de los microorganismos al 50 % de transmitancia por la escala
McFarland, para alcanzar una concentracion microbiana aproximada de 3,0 x 108
UFC/mL. Detras se inocularon 4 mL de esa suspension en 250 mL de los medios
seguln la V1 y V2, se incubaron por 12 h a 35 + 2 °C en aerobiosis y se midié la DO
cada una hora a 640 nm.

El procesamiento de los datos durante el estudio de promocién de crecimiento
bacteriano a través del aumento de la DO en el tiempo, se realiz6 segun el
programa estadistico STATISTICA (version 8; Copyright, Statsoft, Inc. 2008). Se
determind la existencia de diferencia significativa entre los valores de la DO
correspondiente a cada combinacién de bases nutritivas, se empled la prueba de
Tukey, para un 95 % de confianza. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Se evalué el comportamiento del medio caldo selenito cistina (CSC), formulado por
ingredientes (0,01 g/L de L- cistina (AppliChem, Alemania); 4 g/L de lactosa
(AppliChem, Alemania); 4 g/L de selenito de sodio (Merck, Alemania); 10 g/L de
fosfato trisddico (Sigma-Aldrich, EE. UU.); 2,17 g/L de HEC; 2,11 g/Lde PBZ y 0,72 g/L
de PS) frente a los microorganismos de interés. Para ello se realizé un estudio
comparativo entre el medio experimental (CSC) y el medio de referencia (CSCM),
con el objetivo de observar el comportamiento de ambos medios en el tiempo
frente a S. Typhimurium como microorganismo diana y E. coli como microorganismo
no diana. Los medios fueron esterilizados en un régimen de vapor fluente por 10 min
en una autoclave (Lequeux, Francia).

Con las cepas de interés se realiz6é un ajuste de la suspension microbiana a 70 %
de transmitancia a 550 nm. Seguido se prepararon diluciones seriadas hasta 10
en solucidn salina estéril al 0,9 % (p/v) y posterior se sembré 1 mL de suspensién
microbiana, correspondiente a 10-100 UFC/mL para Salmonella y para E. coli los
inéculos correspondieron a 10-100 UFC/mL y 1000-10000 UFC/mL con el objetivo
de estudiar el efecto inhibitorio de los medios de cultivo frente a bajas y altas
concentraciones del microorganismo no diana. Se incubarona 35 £ 2°Cycadalh
se tomaron los valores de DO (espectrofotémetro GENESYS 10S-UV-VIS, EE. UU.) a
580 nm desde las 14 hasta las 22 h.

La productividad de los medios CSC y CSCM se calcularon para las mismas seis
cepas referidas en el primer experimento. Se tuvo en cuenta el criterio propuesto
por la ISO 11133-2 del 200323 en la que la productividad (Pr) para el medio
experimental deber ser > 0,1. La misma se calculd segun la siguiente férmula:

Pr= Ns/ No

Donde:

Ns - es el recuento total de colonias obtenido en el medio de cultivo sometido al
ensayo.

No - es el recuento total de colonias obtenido en el medio de cultivo control definido
(CTS) (= 100 UFC).
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Para el calculo de la selectividad se utilizo E. coli, de acuerdo al criterio de la ISO
11133-2 en el cual la selectividad (S) debe ser > 2, calculada de la siguiente
manera:

S= Do - Ds
Donde:

Do - diluciéon mas alta que muestra un crecimiento de al menos 10 UFC en el medio
control (CTS).

Ds - dilucién mas alta que muestra un crecimiento comparable en el medio que se
evalua.

El medio preparado fue dispensado en tubos de cultivo con tapa de rosca (150 x 20 mm)
a razén de 10 mL por tubo y posterior un esterilizado a vapor fluente por 10 min en
la autoclave (Lequeux, Francia). El CTS se dispensé de igual forma y se esterilizé a
121 °C por 15 min en la misma autoclave.

Las cepas utilizadas se ajustaron a 70 % de transmitancia a 550 nm y se prepararon
diluciones seriadas hasta 1077. Los tubos fueron inoculados con concentraciones de
entre 10 y 100 UFC para el calculo de la productividad y de entre 1000 y 10 000 UFC
para el calculo de la selectividad. Todos los tubos se incubaron por 24 h a 35 + 2 °C.
Pasado ese tiempo se extrajo 1 mL de los cultivos, a partir de los cuales se
prepararon diluciones seriadas hasta 10”7 y se resembraron 0,1 mL de las ultimas
tres diluciones por duplicado en placas de agar MacConkey.

RESULTADOS

Las cepas ensayadas de Salmonella y Shigella mostraron crecimiento favorable
ante la combinacién de bases nutritivas (V1) e HEC (V2) (Figs. 1 y 2). Sin embargo,
V1 facilitd una mejor recuperacién en todas las cepas ensayadas con respecto a V2,
reflejado en el aumento significativo de la DO, que llegé a alcanzar a las 12 h de
incubacion valor de 0,182 para S. Typhimurium y de 0,175 para S. sonnei en V1,
mientras que en V2 fue de 0,130 y 0,107, al respecto. El analisis del crecimiento de
los microorganismos de interés mostré diferencias significativas entre la variante
gue contiene la mezcla de peptonas y la que contiene solo HEC. La primera resultd
la mas eficiente en la promocion de crecimiento bacteriano.

La comparacién de la eficiencia de CSC y CSCM ante la recuperacion de S. Typhimurium
(Fig. 3A) demostré que ambos medios la enriquecen de forma satisfactoria a bajas
concentraciones de la misma. Pero el CSC de BioCen recupera Salmonella mejor
que el medio de referencia, ya que el valor de DOssonm a las 22 h de incubacién
resultd 0,459, mientras para el CSCM este valor se enmarcoé en 0,374. El CSC
frente a E. coli en bajas concentraciones (Fig. 3B) inhibié su crecimiento en
comparacion con el medio de referencia ya que el valor de DOsso nm fue 0,331 para
el CSC (inferior al valor para Salmonella en la misma concentracion del inéculo
inicial) y de 1,139 para el CSCM. A altas concentraciones ninguno de los dos medios
inhibid E. coli (Fig. 3C) ya que se observaron valores muy elevados de DOsso nm €n
ambos: 1,513 en CSC vy 1,451 en CSCM.
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Fig. 1. Efecto de las bases nutritivas sobre el crecimiento de las especies de Salmonella, V1

{g/L): peptona bacteriologica Z2 - 2,11; peptona de soya - 0,72 e hidrolizado enzimatico de
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Fig. 2. Efecto de las bases nutritivas sobre el crecimiento de las especies de safmonefasf ifoideas
v Shigefla. W1 (g/L): peptona bacterioldgica 2 - 2,11; peptona de soya - 0,72 e hidrolizado
enzimatico de caseina - 2,17 y ¥2 {g/L): hidrolizado enzimatico de caseina - &,
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Fig. 3. Efecto sobre la recuperacion e inhibicidn microbiana de la composicion expenmental de caldo selenito
cistina (CSC) en comparacian con el medio de referencia caldo selenito cistina, Merck, Alemania (CSCM).
A). S Typhimurium a bajas concentraciones (10-100 UFC);
B). E. coff 3 bajas concentraciones {10-100 UFC) v €. E. colf 3 altas concentraciones {(1000-10000 UFC).

La productividad del medio CSC frente a los seis microorganismos diana ensayados
(tabla) oscilé entre 0,1 y 1, cumplid con el requisito establecido, es S. Typhimurium
el microorganismo con el mayor valor de productividad en comparacién con los
demas microorganismos ensayados. En el medio CSCM los valores de productividad
para las especies de Salmonella resultaron ser de 0,4 a 1 y para S. sonnei no se
alcanzo el valor establecido como requisito.

Tabla. Productividad de la compeosicién experimental de caldo selenito
cistina {C5C) en comparacién con el medio de referencia calde selenito
cistina, Merck, Alemania {CSCM)

Microorganismo

Salmonella Typhimurium
Shigelia sonnei
Salmonella Abony
Salmonella Typhi
Salmonella Enteritidis
Salmonella Paratyphi A

Productividad

C5C
1
0,2
0,2
0,3
0,1
0,2

CSCM
1
0,07
0,7
1
1
0.4
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La selectividad del CSC para el microorganismo no diana ensayado, especificamente
E. coli, fue cerca de tres, valor que esta por encima del parametro establecido. La
selectividad del CSCM se comporté de forma similar al CSC.

DISCUSION

Como es conocido, las salmonelas son las causantes fundamentales de las ETA
mediante diferentes vias de contaminacidon de los alimentos y las aguas. La
contaminacion de los alimentos por salmonela puede ocurrir por multiples causas,
tales como, durante su manipulacién sobre la superficie de trabajo,?* por el medio
ambiente, por los propios seres vivos y sus productos derivados. El primer
reservorio de las salmonelas es el intestino de los vertebrados, las cuales son
expulsadas al medio a través de las heces y al ponerse en contacto con los
alimentos los contaminan.?> Los alimentos en los que con mayor frecuencia se
detecta salmonelas son las carnes sin procesar o provenientes de animales
infectados, incluyen cerdos,?42% aves,! huevos,%27 leche sin pasteurizar y sus
productos,!’:28 pero también aparecen en frutas, vegetales,?® y productos del
mar'30,31

Es por ello que el control de la calidad de los alimentos juega un papel primordial
en la disminucion de las posibles contaminaciones de seres vivos por salmonelas.
La seguridad en el control de la calidad se garantiza por el uso de los medios de
diagnosticos eficientes, capaces de recuperar los microorganismos, incluso aquellos
que sufrieron deterioros en su metabolismo debido a los tratamientos térmicos de
los alimentos, con posterior deteccién de manera segura.

La capacidad de recuperacién eficiente de estos microorganismos se debe a la
combinacién de los agentes nutritivos en las composiciones de medios de cultivo
destinados a estos fines.

La mayor recuperacion de V1 frente a los microorganismos de interés esta dada por
la combinacion de bases nutritivas que esta tiene incorporada, ya que V2 solo
contiene HEC, mientras que la mezcla de peptonas (V1) estd compuesta por PBZ,
HEC y PS. Es sabido que estas bases nutritivas juegan un importante papel en la
recuperacion de organismos exigentes desde el punto de vista nutricional.3?
También se ha de tener en cuenta que la mayoria de los microorganismos no
suelen utilizar de forma directa las proteinas naturales, sino que tienen la capacidad
de metabolizar los aminoacidos y otros compuestos mas simples de nitrégeno
presentes en las peptonas. Al hacer un analisis de la composicién de aminoacidos
presentes en la mezcla de peptonas de V1, se evidencia la elevada concentracién
de algunos de ellos. Tal es el caso del HEC que suministra a la composicién nutritiva
un contenido superior de aminoacidos como arginina (Arg) y treonina (Thr). En la
PBZ también resulta elevado el contenido de Arg, cistina (Cys), histidina (His),
metionina (Met), fenilalanina (Phe) y tirosina (Tyr).3? La peptona de soya se obtiene
a partir de hidrolizados del grano de la soya, el cual tiene un alto contenido de
proteinas (40-50 %), ademas de vitaminas del grupo B, hierro, potasio, vitamina K
y calcio. Por lo que la peptona que se deriva de este sustrato proteico tiene un alto
contenido de péptidos de un peso molecular superior, lo que hace que constituya
una excelente base nutritiva para el cultivo de microorganismos exigentes.33:34
Ademas de los aminoacidos y péptidos, las peptonas contienen macro y
micronutrientes que también son necesarios para el metabolismo celular, en las
cantidades adecuadas inciden de forma favorable en la formacién del material
genético, la sintesis de enzimas y otros metabolitos fundamentales, garantizan
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ademas los procesos de intercambio de la célula con el medio exterior, como por
ejemplo el cinc que se encuentra en gran cantidad en el HEC.3?

Estos hallazgos coinciden con los estudios realizados por otros autores en
demostrar las ventajas de utilizar las mezclas de las bases nutritivas para estimular
un rapido y profuso crecimiento de los microorganismos.3>3” Todo esto influye de
forma positiva en la promocidn del crecimiento de los microorganismos de interés
por lo que la variante que contiene solo HEC no puede actuar de igual forma que la
compuesta por la mezcla de peptonas, debido a que esta ultima favorece en mayor
medida la multiplicacién celular y, por tanto, el aumento de la concentracion de la
poblacién microbiana.

El medio formulado por ingredientes recupera mejor salmonela que el medio de
referencia. Esto puede estar dado por la composicion de bases nutritivas ya que
CSC contiene HEC, PBZ y PS mientras que CSCM solo contiene peptona de caseina.
En su composicion CSC contiene bases nutritivas, fosfatos, lactosa, L-cistina y
selenito de sodio. Las bases nutritivas compuestas por peptonas suministran el
carbono, nitrégeno, minerales y otros factores necesarios para el crecimiento
microbiano y los procesos metabdlicos de las células, promueve la proliferacién y
produccidn de las mismas. Las peptonas son una mezcla soluble en agua de
polipéptidos y aminoacidos los cuales son usados en muchas aplicaciones bioldgicas
y biotecnoldgicas.3®

El fosfato tiene efecto regulador del pH ya que funciona como sustancia tampédn, la
lactosa es el glucido utilizado como fuente de energia, la L-cistina funciona como
agente reductor al mismo tiempo que favorece el desarrollo de las salmonelas, pues
se conoce que el medio funciona mejor en una atmdsfera reducida de CO, el
selenito de sodio inhibe el desarrollo de los microorganismos grampositivos,
ademas de la mayoria de las enterobacterias, en especial coliformes, durante las
primeras 8 a 12 h de incubacién.?® Se ha demostrado que afecta la dinamica de
crecimiento y el metabolismo bacteriano,*® se debe su efecto toxico a dos posibles
mecanismos: reaccién con el grupo sulfhidrilo enzimatico o formacion de
aminoacidos analogos en los que el selenito ha tomado el lugar del azufre.*! A esto
se debe la accion selectiva del medio ya que este impide la multiplicacién de la
microbiota asociada en la muestras mientras favorece el crecimiento de Salmonella.

Los valores de productividad obtenidos han demostrado la capacidad del caldo
selenito cistina de favorecer el desarrollo de un microorganismo que tenga una
reaccion “positiva” (especies de Salmonella) en dicho medio.

A su vez, la selectividad ha permitido evaluar la capacidad de este caldo de
enriquecimiento selectivo de inhibir el crecimiento de un microorganismo (E. coli)
que no tenga una reaccidn “positiva” en dicho medio.?’
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