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RESUMEN

Introduccion: Salmonella spp. es uno de los patdogenos mas estudiados causantes de enfermedades de transmision
hidrica. La deteccioén temprana previene la aparicion de brotes y permite la toma de decisiones en Salud Publica. Los
ensayos rapidos ofrecen deteccion, identificacion o enumeracion de microorganismos en tiempos cortos y con
metodologias sencillas respecto a los métodos convencionales. Objetivos: Implementar una técnica de tamizaje para
la identificacion de Salmonella spp. en muestras de aguas mediante ensayos inmunoenzimaticos. Metodologia: Se
realizé un estudio de desarrollo y evaluacién tecnologica durante agosto - noviembre 2016 utilizando el paquete
comercial RIDASCREEN Salmonella. Se analizaron un total de 50 muestras en 2 escenarios. El escenario 1 con
aguas inoculadas con cepas de referencia en condiciones de laboratorio y el escenario 2 con aguas superficiales
procedentes de los rios. Resultados: Al comparar los resultados obtenidos por el método convencional en el
escenario uno el 100% de las muestras fueron positivas no asi en el escenario dos donde solo fueron positivas el
50% de las muestras, valores inferiores a los resultados del kit RIDASCREEN, donde se obtuvo un 72 %. El kit
demostr6 una sensibilidad de 100% y una especificidad de 56%. La fuerza de concordancia del método fue valorada
como moderada. Conclusiones: E1l método RIDASCREEN Salmonella logré una mayor positividad en muestras de
laboratorio que en muestras de aguas superficiales procedentes de rios. Los resultados obtenidos confirman que es
un método de deteccion rapida y util para el tamizaje inicial de muestras de agua en comparacion con el método
convencional.
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ABSTRACT

Introduction: Salmonella spp. is one of the most studied pathogens causing waterborne discases. Early detection
prevents the appearance of outbreaks and allows decision making in Public Health. Rapid tests use simple
methodologies and provide detection, identification or microorganisms enumeration in short times in comparison
with conventional methods. Objectives: To implement a screening technique for Salmonella spp. identification in
water samples by immunoassays. Methodology: A development and technological assessment study was conducted
during August to November 2016. In order to get this purpose, it was analyzed 50 samples by the RIDASCREEN
Salmonella commercial kit taking into account two scenarios. Scenario 1: attacked waters at laboratory conditions
and scenario 2: surface waters from rivers. Results: 100% of total samples were positive to Salmonella spp. in
scenario 1 and 72% in scenario 2 using the RIDASCREEN Salmonella commercial kit, only 50% of total samples
were positive to Salmonella spp. using the conventional method in scenario 2. The commercial kit showed 100% of
sensitivity and 56% of specificity. The concordance force was considered as moderated. Conclusions: The
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RIDASCREEN Salmonella commercial kit achieved greater positivity in attacked samples at laboratory conditions
than those samples from surface waters. These results confirm that RIDASCREEN Salmonella is a useful method

for initial screening of water samples.

Keywords: Salmonella, superficial water, rapid methods, ELISA.

INTRODUCCION

La disponibilidad y el uso de agua dulce, asi como la
conservacion de los recursos acuaticos, son funda-
mentales para el bienestar humano; sin embargo, tres
millones de personas mueren cada afio en paises en
desarrollo por enfermedades de transmision hidrica,
la mayoria nifios menores de cinco afios. Se ha
estimado que la mitad de la poblacién de esos paises
esta expuesta a fuentes de agua contaminadas que
aumentan la incidencia de enfermedades. Una de las
fuentes de contaminacion mas frecuente es el vertido
de residuos humanos a los rios de aproximadamente
dos millones de toneladas (Arrellano et al, 2012)

En la actualidad se han descrito mas de 250
enfermedades diferentes transmitidas a través de los
alimentos y el agua (Crim et al, 2014; Scallan et al,
2011), dentro de este grupo de enfermedades se
encuentra la salmonelosis, que seglin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), representa uno de los
principales problemas en salud publica (Junta de
Andalucia, 2012; Rincon Acero et al, 2011; St Louis
et al, 1988).

El género Salmonella, es uno de los mas estudia-
dos entre los patdogenos que pueden ser aislados del
agua y los alimentos. Las bacterias de este género son
una de las mas complejas que existen hoy en dia, es
una de las principales causas de morbimortalidad en
adultos y nifios, y uno de los productores de
toxiinfecciones de origen bacteriano mas importantes
en el mundo (St Louis et al, 1988; Robledo, 2015).

Los métodos de ensayo para la determinacion de
microorganismos patdgenos en el agua no han varia-
do mucho en los tultimos afos (Havelaar, 2001),
principalmente para los indicadores bacterianos de
contaminacion fecal y por lo general se realizan por
métodos convencionales (Fundora, 2013). El método
convencional de cultivo utilizado en la actualidad es
confiable, pero es un método extenso y laborioso que
retrasa el tiempo de obtencion de resultados. A estas
dificultades y a la necesidad de hacer una evaluacion
rapida y fiable de la presencia de patogenos en el
agua, se ha estimulado el desarrollo de métodos de
deteccién mas rapidos que pueden ser utiles en
estudios de fuentes contaminadas y de brotes (dos
Santos et al, 2006).

Por tal motivo se realiza la presente investigacion
con el objetivo de introducir una técnica de tamizaje
en el diagnoéstico de Salmonella spp en muestras de
aguas superficiales mediante ensayos inmunoenzima-
ticos en la provincia La Habana.

MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio de desarrollo y evaluacion
tecnologica en muestras de aguas superficiales de La
Habana durante el periodo agosto - noviembre de
2016. El estudio se llevo a cabo en seis rios de La
Habana donde se establecieron puntos de muestreos a
partir de 20 km aguas adentro de la desembocadura.
En los rios Guanabo, Bacuranao, Cojimar y Las Lajas
se tomaron muestras en 5 puntos de muestreo mien-
tras que en los rios Quibi y Almendares se tomaron
muestras en 14 y 16 puntos de muestreo respectiva-
mente. En total se tomaron 50 muestras de agua
superficiales en los rios antes mencionados. No se
aplicaron técnicas de seleccion muestral, por lo que
se trabajo con el 100 % de este universo. Las
muestras fueron colectadas segun métodos estandar
segun normas de agua potable y agua residuales
(APHA, 2012; Oficina Nacional de Normalizacion,
2012), y procedimientos normalizados de operacion
para el muestreo (PNO de muestreo) del laboratorio
de microbiologia de aguas del INHEM (Laboratorio
de Patogenos en Agua INHEM, 1998).

La totalidad de las muestras fueron enviadas a las
Secciones de Aguas e Inmunologia del Laboratorio
de Microbiologia Sanitaria del Instituto Nacional
Higiene Epidemiologia y Microbiologia de La Haba-
na las que fueron procesadas mediante el método
inmunoenzimatico ELISA  (kit RIDASCREEN
Salmonella, Art. No. R4201, R-Biopharm AG,
Darmstadt, Germany), y por las técnicas convencio-
nales para el andlisis cualitativo de Salmonella spp.
segun APHA (2012) y PNO-Salmonella del laborato-
rio de microbiologia seccion de aguas INHEM. (R-
Biopharm, 2003; Oficina Nacional de Normalizacion,
2012), segun el flujograma de la Figura 1.

Se tuvo en cuenta dos tipos de escenarios para el
analisis de las muestras:

Escenario 1: Estuvo formado por una serie de
pruebas replicadas utilizando un panel de 6
diluciones a partir de tres cepas ATCC del género
Salmonella (Salmonella Typhimurium ATCC 14028,
Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Salmonella
Arizonae cepa salvaje).

Escenario 2: Muestras procedentes de los rios
anteriormente sefalados.

Para la recoleccion y procesamiento de la infor-
macion se cre6 una base de datos en SPSS version 20
con los resultados obtenidos por el método conven-
cional y por el método de ELISA RIDASCREEN
Salmonella. El procesamiento de los datos se realizd
utilizando el mismo programa estadistico. Para des-
cribir el comportamiento de las variables, se
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MUESTRA DE AGUA
Filtracion por membrana Cultivo directo
Agua peptonada bufferada

Incubar: 18-24 horas, 36 a 37 °C

Método convencional

l

Incubar: 16-20 horas, 36 a 37 °C

ELISA- RIDASCREEN Salmonellaspp.

RESULTADOS

El 100% de las muestras
analizadas por el método
convencional en el escenario 1,
fueron positivas y en el es-
cenario 2 solo el 50% de las
muestras resultaron positivas
(Tabla 1).

Se obtuvo una sensibilidad
de 100% y una especificidad

Caldo Rappaport Vassiliadis

Caldo Selenito Cistina

100ul de muestra
100iul a los controles
30 minutos; 35- 37°C

de 56%, la fuerza de concor-
dancia del método fue de 0.56

(Inéculo 1: 100)

18-24 horss; 4221 °C Uadculo 10s 160)

18-24 horas; 37°C

H_/

Agar Verde Brillante
Agar Salmonelia — Shigella

Enriquecimiento
250uL Salmonella Buillon

(Tabla 2).

DISCUSION

Primer lavado (7 veces)

Al comparar los resultados
obtenidos por el método

l 24-48 horas; 35-37 °C \ 4 horas; 35-37°C convencional en ambos esce-
Agar Kligler lavado opcional (3-5 veces) .
narios el 100% de las muestras
18-24 horas; 35-37 °C Adicion del conjugado 100uL fueron positivas en el escenario
Cultivo con imagen presuntiva 30 minutos; 35- 37°C 1 solo el 50% de las muestras
y
Segundo lavado (7 veces) en el escenario 2, valores

l Glucosa +, Lac-, Gas+, H,S +/

Agar soya triptona

18-24 horas; 35-37 °C 1
Test Oxidasa

l Si es negativo

Adicion del sustrato 100uL
15 minutos; 20- 25°C (oscuridad)

Lectura cualitativa de los resultados

inferiores a los resultados del
kit RIDASCREEN, donde se
obtuvo un 100 % y un 72 %
respectivamente.

Con los resultados obteni-

Adicion de la solucion de parada 100pL dos el método puede ser

efectivo para el diagnostico de
Salmonella spp. en muestras de

iva de los resultad

Pruebas bioquimicas Lectura c

Oxid -, Urea =, Malonato =, Descarb de lisina +, Movilidad +

Si coincide con las caracteristicas de Salmonella. Prueba confirmacion
Pruebas Seroldgicas

Figura 1. Flujograma de trabajo.

utilizaron medidas de resumen para las variables
cualitativas como frecuencias absolutas y porcentaje,
se confeccionaron tablas de contingencias calculando
la sensibilidad y especificidad de las pruebas,
tomando como prueba de oro la convencional. Para el
calculo de los valores predictivo positivo y predictivo
negativo se utilizaron formulas matematicas y para
medir la concordancia de los resultados entre los
medios diagnosticos empleados (convencional vy
ELISA) se utilizo el indice kappa.

Fuerza de
Valor Kappa concordancia
<0.20 Pobre
0.21-0.40 Baja
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Fuerte
0.81-1 Muy fuerte

agua.

A pesar que en la

bibliografia consultada no se

relacionan estudios que utili-

cen el kit RIDASCREEN para

el diagnoéstico de Salmonella

spp. en muestras de aguas

superficiales, lo que limita

establecer comparaciones; algunos autores como

Bayona et al., 2014 lo han utilizado en otros tipos de
muestras.

Otros estudios tipo ELISA se han utilizado para la
determinacion de microorganismos diferentes a
Salmonella spp. en muestras de agua, lo que
demuestra la utilidad de este método para el
diagnéstico rapido.

Sanchez y cols. utilizaron la técnica de ELISA
para la deteccion de Entamoeba histolytica en agua,
la metodologia fue estandarizada en muestras de agua
sintética con un 90% sensibilidad y un 100% especi-
ficidad y posteriormente, aplicada en muestras
ambientales. De acuerdo a los resultados, esta meto-
dologia puede aplicarse para determinar la contami-
nacion por amebas en aguas naturales y aguas
residuales, que pueden estar relacionadas con fuentes
de abastecimiento y distribucion de agua para uso y/o
consumo humano (Sanchez et al 2000).
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Tabla 1. Comparacion de los resultados obtenidos del Kit RIDASCREEN Salmonella y el método convencional

en dos tipos de escenarios.

Escenario 1 Escenario 2
Numero de % de Numero de % de

Método ELISA muestras muestras muestras muestras

Negativas 0 - 14 28

Positivas 18 100 36 72

Total 18 100 50 100
Meétodo convencional

Presencia 18 100 25 50

Ausencia - - 25 50

Total 18 100 50 100

Tabla 2. Tablas de contingencias comparativas entre los resultados del método convencional y ELISA en la

deteccion de Salmonella en agua de rio. INHEM, 2016.

Resultados del método convencional

Presencia Ausencia

No. % No. %
Resultado del | Prueba positiva 25 100 11 44
método ELISA Prueba negativa 0 0 14 56
Total 25 100 25 100
Sensibilidad = fraccion de verdaderos 100%
positivos
Especificidad = fraccion de falsos 56%
positivos
Kappa = fuerza de concordancia 0.56
VPP=valor predictivo positivo 69.4%
VPN=valor predictivo negativo 100%

En muestras de alimentos también se ha ensayado
la deteccion de Salmonella spp. Plaza Ibarra y cols.,
(2013) utilizaron un método rapido de diagndstico y
encontraron la presencia de Salmonella spp. en el
10% de las muestras de alimentos analizadas. (Plaza
et al, 2013).

Dos Santos et al (2006) en un estudio de
deteccion de Salmonella spp. en carne de pollo
evalu6 un método de ELISA indirecto frente al
método de referencia convencional. De 35 muestras
positivas para Salmonella mediante el método con-
vencional, 33 fueron positivas por ELISA, método
que mostrd una sensibilidad y especificidad del 94%,
y valores predictivos positivos y negativos de 82% y
98%, respectivamente.

Al analizar los conceptos de sensibilidad y
especificidad y valorar las tablas de contingencia
comparativas entre los resultados del método
convencional y ELISA se identificaron 25 muestras
con presencia del patdgeno, de ellas 25 verdaderos
positivos, 11 falsos positivos y 14 verdaderos
negativos. Se determin6 una sensibilidad de 100% y
una especificidad de 56% con un valor predictivo

positivo (VPP) de un 69.4% y un valor predictivo
negativo (VPN) de un 100%, la fuerza de
concordancia del método fue valorada como
moderada.

En la presente investigacion la sensibilidad del
método Ridascreen Salmonella fue de un 100%, esto
pudiera permitir la toma de acciones de salud publica
en estudios de brotes o conflictos.

Es valido destacar que la especificidad del 56%
obtenida en la presente investigacion difiere en
menor proporcion a lo sefialado por los fabricantes y
se pudiera plantear como posible hipotesis la exis-
tencia de reacciones cruzadas a microorganismos
propios del ecosistema local o la existencia de
condiciones a nivel de los rios que hacen que
Salmonella spp. tengan un comportamiento diferente
a las condiciones de laboratorio.

En la mayoria de los rios de La Habana recalan
gran cantidad de contaminantes con concentracion de
materia organica; existen microorganismos capaces
de crecer con concentraciones muy bajas en nutrien-
tes, mientras que otros se adaptan a altos contenidos.
La presencia de enzimas o sustancias bactericidas,
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generalmente producto del metabolismo de animales
y plantas, también puede condicionar las poblaciones
microbianas, elementos a tener en cuenta a la hora del
diagnéstico de determinados microorganismos en
matrices acudticas (Chabalina et al, 1997; Moreno et
al, 1998).

Por otro lado, los factores bioldgicos también
afectan a los microorganismos acuaticos, en el senti-
do de que los individuos componentes de una
comunidad microbiana pueden ayudarse o inhibirse
entre si. La competencia por los nutrientes, entre los
propios microorganismos y con otros seres superio-
res, es de gran importancia, asi como el hecho de que
muchos microorganismos son parasitados y fagocita-
dos por otros. (Moreno et al, 1998).

Ademas de los factores fisicos y quimicos, algu-
nas especies sintetizan sustancias bactericidas o
bacteriostaticas, que inhiben el crecimiento de otros
microorganismos. Este es el caso por ejemplo de los
antibidticos producidos por los hongos, que no son
perjudiciales para ellos mientras que son letales para
las bacterias. (Moreno et al, 1998).

A pesar de esos resultados de baja especificidad,
el método puede ser usado en el tamizaje de muestras
de agua para la posterior confirmacion con el método
convencional.

CONCLUSIONES

Mediante el método RIDASCREEN Salmonella
se logro una mayor positividad en muestras de
laboratorio que en las muestras de agua superficiales
procedentes de rios. Los resultados obtenidos
confirman que es un método de deteccion rapida y
util para el tamizaje inicial de muestras de agua en
comparacion con el método convencional.
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