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Resumen

Durante dos periodos de nueve meses el control microbiol6gi-
co habitual de la calidad sanitaria del agua de mar de las playas
de la ciudad de Barcelona, se complementé con el estudio de
Salmonella. Para ello se analizaron 204 muestras de agua de
mar tomadas en seis puntos de la zona litoral de la ciudad. La
técnica de concentracion utilizada fue la filtracion a través de
membrana de 0,45 micras de poro, efectuandose un preenrique-
cimiento en agua de peptona tamponada.

En 45 muestras de las 204 analizadas (22%) se detectd la
presencia de Salmonella. Se aislaron 69 cepas que correspon-
dian a 34 serovars diferentes, siendo Salmonella infantis el mas
frecuente. El 88,9% de las aguas en las que se aislaron salmone-
las presentaban una concentracién de coliformes fecales supe-
riores a 1000 ufc/100 ml, y el 97,8% unos niveles de estreptoco-
cos fecales a 100 ufc/100 ml.
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STUDY OF SALMONELLA IN THE SEA WATER OF THE CITY OF
BARCELONA BEACHES

Summary

During two nine month periods the usual microbiological
control of the seawater of the city of Barcelona beaches was
complemented by the study of Salmonella. 204 samples of
seawater taken at six points on the coastal zone of the city were
analysed. The concentration technique used was the filtration by
0.45 m porous membrane, having added tamponated peptone to
water.

Salmonella was detected in 45 of the 204 samples analysed
(22%). 69 strains corresponding to 34 different serotypes were
isolated, the most frequent being Salmonella infantis. 88.9% of
the water in which salmonella was insolated was found to have a
concentration of faecal coliforms higher than 1000 ufc/100 ml
and 97,8% showed levels of faecal streptococci higher than 100
ufe/100 ml.

Key words: Salmonella. Sea water. Indicators of faecal contami-

minacion fecal.

nation.

Introduccidn

| control microbiolégico de la

calidad sanitaria del agua de

mar se basa en el recuento de

microorganismos indicadores
de contaminacion bacteriana fecal'.
En zonas de elevada densidad demo-
grafica cuyo medio marino recibe
gran cantidad de vertidos domésticos
e industriales, la Organizacion Mun-
dial de la Salud (OMS) y el Programa
de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (PNUME)?, recomiendan el
estudio de patdgenos entéricos -prin-
cipalmente Salmonella- ya que no
existe siempre correlacion entre mi-
croorganismos y los indicadores de
contaminacion fecal®.

La amplitud del problema de la
presencia de Salmonella en los me-
dios acuaticos naturales se descono-
ce debido a la ausencia de estudios

bacterioldgicos sistematicos, ya que
aunque algunos autores, Moore 4,
0’Shanahan®, Garay®, etc. han aislado
salmonelas en aguas de mar, rios y/o
lagos, la complejidad de técnicas que
ello requiere agravado por |a ausencia
de un método normalizado, hace que
su investigacion no se incluya en los
programas de vigilancia habituales.
En el presente trabajo exponemos
los resultados obtenidos en el estudio
de Salmonella en el agua de mar de la
ciudad de Barcelona, investigacion
que creemos de interés dado que la
Salmonella es el principal microorga-
nismo enteropatdgeno en nuestro
pais y por considerar su presencia en
ei agua de mar accidental y debida a
vertidos recientes. Los objetivos pri-
mordiales del estudio han sido cons-
tatar la presencia de esta enterobac-
teria en el agua de mar de nuestra
ciudad, comprobar su relacién con

los indicadores de contaminacion
bacteriana fecal y determinar los se-
rovars de las cepas aisladas como
marcadores epidemiologicos de inte-
rés.

Material y métodos

Se han analizado 204 muestras de
agua de mar durante dos periodos de
nueve meses, de Octubre de 1983 a
Junio de 1984 (96 muestras) y de
Octubre de 1984 a Junio de 1985
(108 muestras), correspondientes a
las aguas que con periodicidad sema-
nal o quincenal nos remite el Servicio
de Hidrologia de la Unidad Operativa
de Sanidad Ambiental del Ayunta-
miento de Barcelona para el control
microbioldgico habitual, consistente
en el recuento de coliformes totales
(CT), coliformes fecales (CF) y es-
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Figura 1. Situacidn de los puntos de toma de muestras en el litoral de la ciudad de Barcelona
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Tabla 1. Porcentaje de muestras de agua de mar recogidas en seis puntos del litoral
de la ciudad de Barcelona en las que se han aislado Sa/monella, durante los dos
periodos estudiados

PUNTOS DE TOMA DE3MUESTFIA
1 2

PERIODOS 4 5 6 TOTAL
Octubre 1983-Junio 1984 25 % 25 % 125% 25 % 125% 62% 17.7%
Octubre 1984-Junio 1985 222% 33,3% 33,3% 33,3% 16,6% 16,6% 259%

Tabla 2. Numero y porcentaje de muestras de agua de mar en las que se han
detectado Sa/monella segun los diferentes niveles de contaminacién por CF

CF ufc/100 ml N. de muestras N. de muestras Salmonella + %

0 2 0 -
< 102 21 1 48
102-103 47 4 8,5
10%-10* 80 19 23,7
104-10% 42 11 26,2
> 10° 12 10 83,3

Tabla 3. Numero y porcentaje de muestras de agua de mar en las que se ha
detectado Sa/monella segun los diferentes niveles de contaminacidn por EF

EF ufc/100mi N. de muestras N. de muestras Salmonella + %

0 7 0 =
< 102 17 1 59
102-103 88 16 18,2
10%-10¢ 66 11 16,7
104105 20 13 65,0
> 10° 6 4 66,7

treptococos fecales (EF), y para cuya
determinacion se utiliza la técnica de
filtracion por membrana’. Dichas
muestras se tomaron en seis puntos de
la zona litoral de Barcelona, cuya locali-
zacion se indica en la figura 1 recogién-
dose de acuerdo con la metodologia
descrita en trabajos anteriores®.

La técnica microbiolégica utilizada
consiste, en primer lugar, en efectuar
una concentracién de la muestra fil-
trando 100 ml de agua a través de
una membrana de 0,45 um de poro
(Millipore ref. HAWG 047 SI). A conti-
nuacion la membrana se introduze en
un matraz de 250 ml que contiene

100 ml de agua peptona tamponada
(Merck ref. 7228), agitandose durante
un minuto e incubandose a 37° C
durante 20 horas. El enriquecimiento
se efectda transfiriendo 10 ml de este
cultivo a 10 ml de caldo Selenito
doble concentrado (Merck ref. 7717)
y 0,1 ml a 10 ml de caldo Vassiliadis
Rappaport® R10/43°C, incubéndose a
37° C y 43° C respectivamente duran-
te 48 horas. El aislamiento se realiza
en agar Salmonella-Shigella (S-S)
(Oxoid ref. CM 99) y agar verde bri-
llante rojo frenol (Merck ref. 7237)
con desoxicolato sdédico (Merck ref.
6504) al 2,5% Las colonias sospe-
chosas de pertenecer al género Sal-
monella se someten a una identifica-
cion presuntiva y confirmativa segin
Le Minor '°. La determinacion del
serovar se lleva a cabo mediante la
técnica de aglutinacion en portaobje-
tos utilizando antisueros comerciali-
zados (Difco, Inst. Pasteur, Behring).
En algunos casos para el estudio de
antigenos flagelares es necesario
practicar la inversion de fase, que se
efectia de acuerdo con la técnica
descrita por Sven Gard'.

Resultados

De las 204 muestras de agua de
mar analizadas se obtuvieron (tabla
1) 45 muestras con aislamiento posi-
tivo de Salmonella (22%), 17 corres-
pondientes al primer periodo (17,7%)
y 28 al segundo (25,9%), no obser-
vandose diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de
aislamiento obtenidos en los dos pe-
riodos estudiados.

En las tablas 2 y 3 se indican el
namero y porcentaje de muestras en
las que se han detectado salmonelas
segun los distintos niveles encontra-
dos de contaminacién por CF y EF
respectivamente.

De las 45 muestras positivas se
aislaron 69 cepas de Salmonella que
correspondian a 34 serovars diferen-
tes. En la tabla 4 se indican los
serovars de Salmonella aislados en
aguas de mar. Salmonella infantis fue
el que se aisld mayor nimero de
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veces (38,3%), sequido de Salmone-
lla panama (17,6%) y Salmonella
mendoza (8,8%). En el 37,8% de las
muestras de aguas de mar en las que
se detecto la presencia de salmonelas
se obtuvo mas de un serovar por
muestra analizada (tabla 5), habién-
dose obtenido en su caso hasta cinco
serovars diferentes en una muestra.

En la tabla 6 se muestra la distribu-
cion de la cepas en los distintos
serogrupos de Salmonella. La mayo-
ria (44,9%) pertenecian al serogrupo
C. Las salmonelas aisladas pertene-
cian al subgénero | (87%) y al subgeé-
nero Il (13%) de Kauffmann'.

Discusidn

El estudio de Salmonella en aguas,
constituye uno de los capitulos mas
atractivos de la Microbiologia de los
medios acuaticos naturales contami-
nados, habiendo interesado a bacte-
ridlogos de todo el mundo' '3 4. 15.
16 Entre otros trabajos, destaca el de
Moore en Gran Bretaia®, el cual aisl6
salmonelas en el 30,4% de las mues-
tras analizadas, el de 0'Shanahan en
Gran Canaria® que encontrd salmone-
las en el 20% de las muestras de
aguas de mar y Pumarola'” en Barce-
lona que obtuvo un 4,2% de muestras
positivas.

Los resultados de este tltimo estu-
dio efectuado en Barcelona -de octu-
bre de 1980 a diciembre de 1981-
sobre 396 muestras procedentes de
las mismas zonas de muestreo que
las de nuestro trabajo, no son compa-
rables con los obtenidos por noso-
tros, debido a las modificaciones que
hemos introducido en la metodologia
convencional, especialmente en lo
que hace referencia al enriquecimien-
to en el caldo R10/43° C y el pre-
enriguecimiento en el agua de pepto-
na tamponada. Esta técnica descrita
por Edel y Kamplemacher'® en 1973
es actualmente utilizada con buenos
resultados? 19 20. 21 g gl aislamiento
de microorganismos patbégenos so-
metidos a condiciones extremas o0
poco favorables, en combinacién con
los caldos de enriquecimiento selec-
tivo.

Tabla 4. Serovars de Sa/monella aislados en el agua de mar de Barcelona

Serovars Aislamientos Serovars Aislamientos Serovars Aislamientos
S.anatum 1 S.leopoldville 1 S.sandiego 2
S.assinie Z S.lome 1 S.tilburg 2
S.blockley 1 S.llandoff 2 S.typhimurium 1
S.Il caledon 1 S.mendoza 3 S.ughelli 1
S.II canastel 1 S.muenchen 1 S.weybridge 1
S.glostrup 1 S.ndolo 1 S.worthington 1
S.infantis 13 S.nigeria 1 §.111,9,12:9,m,s,t:1,5:2,2 5
S.jedburg 1 S.ohio 1 S.1 6,7:9.m,s,t:z,2 3
S.kimuenza 1 S.oranienburg 2 $.6,7:b:- 2
S kisii 2 S.panama 6 S6,7:-- 1
S.larochelle 2 S.reading 1 S.autoaglutinable 1
S.lawndale 1 S.saintpaul 2

Figura 2. Porcentaje de los serovars de Salmonella aislados con mayor frecuencia
en el agua de mar de Barcelona
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Tabla 5. Numero y porcentaje de muestras en las que se aislaron
1 0 mds serovars de Salmonella

Periodo 1serovar 2 serovars 3 serovars 4 serovars 5 serovars 1 serovar
1. periodo 10 (58,8%) 4 (23,5%) 1 (5,9%) 1(5,9%) 1 (5,9%) 7 (41,2%)
2.9 periodo 18 (64,3%) 9 (32,1%) 1(3,6%) - - 10 (35,7%)
TOTAL 28 (62,2%) 13 (28,9%) 2 (4,5%) 1(2,2%) 1(2,2%) 17 (37,8%)

Tabla 6. Distribucidn de las cepas aisladas en agua de mar en los serogrupos de Salmonella
en los dos perfodos estudiados

SEROGRUPO 1." PERIODO 2.° PERIODO TOTAL

Octubre 1983- Octubre 1984-

Junio 1984 Junio 1985

N % N % N %
A 0 - 0 - 0 -
B 4 12,9 4 10,5 8 11,6
C 14 45,1 17 447 31 449
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Diversos autores, Geldreich?,
Moore*, 0’Shanahan’, etc..., han de-
mostrado un aumento en la frecuen-
cia de aislamiento de Sa/monella en
aguas de mar cuando la concentra-
cion de CF es elevada. En nuestro
trabajo, dicha frecuencia esta relacio-
nada con la tasa de CF y EF. La
proporcién de resultados positivos
aumenta de 7,7% en las aguas que
contienen menos de 10° CF/100 ml a
24,6% en las aguas que albergan en-
tre 10% y 10° CF/100 ml (P<<0,01). ElI
méaximo porcentaje de aislamiento
-83,3%- se ha encontrado asociado a
aquellas aguas que presentaban nive-
les de contaminacién por CF muy
elevados, superiores a 10° ufc/100
ml. Respecto a los EF, se observa un
aumento significativo en la frecuencia
de aislamiento de Sa/monella cuando
se sobrepasa la cifra de 10* EF/100
ml (P<0,001).

No obstante en algunos estudios
se ha detectado Salmonella en aguas
consideradas poco contaminadas se-
gan los valores de los indicadores de
contaminacién fecal. Asi, Fair y Morri-
son' aislaron salmonelas en mues-
tras que contenian menos de 50 CF/
100 ml y Claudon™ incluso en
ausencia de CF. En nuestro trabajo,
no se han aislado salmonelas en agua
sin CF, pero si en muestras que pre-
sentaban niveles bajos, concretamen-
te en dos casos en los que la cifra de
CF/100 ml era inferior a 200.

La mayoria de las cepas aisladas
(87%) pertenecen al subgénero | de
Kauffmann, que comprende las cepas
obtenidas preferentemente de anima-
les de sangre caliente, y en particular
del hombre?® 24, Al subgénero Il co-
rresponden el 13% restante. El habitat
de estas cepas se relaciona con ani-
males de sangre fria y el medio am-
biente?* 10 24 y aunque su capacidad
patdgena para el hombre se considera
menor que las del subgénero 125 28
también se han aislado en gastroente-
ritis y otros precesos patdgenos?: 27,

Del estudio antigénico se obtuvo
una gran diversidad de serovars, per-
teneciendo las 69 cepas aisladas a 34
serovars diferentes. Esta variabilidad
observada concuerda con los resulta-
dos obtenidos por otros autores en el

estudio de aguas: Moore* aislo 28
serovars, Plante'® obtuvo también 28,
Alcaide hall6 36 serovars, etc.

La Salmonella infantis, serovar
aislado con mayor frecuencia en
nuestro estudio y también en el de
Alcaide'? y Pumarola'’, ha aumenta-
do paulatinamente su frecuencia en
clinica en los dltimos afios?®. No
obstante, de los 34 serovars aisla-
dos, Gnicamente el 32,3% figuran en
las listas de cepas de Salmonella de
origen humano tipificadas por el
Centro Nacional de Microbiologia, Vi-
rologia e Inmunologia Sanitarias de
Majadahonda y el Centro Nacional de
Sanidad durante los afios 19832,
19842%- 30 y 1985%. Ello se debe a
que las salmonelas presentes en el
agua de mar corresponden sélo en
parte a las cepas procedentes de las
poblaciones humanas de las zonas
muestreadas, desempefiando los pa-
jaros migratorios, rodeores y anima-
les domésticos un papel importante
en el transporte de estos microorga-
nismos al mar's,

La presencia de Salmonella en
nuestro medio marino supone una
situacion similar a la observada en
otras poblaciones con abundantes
vertidos al mar, verificindose en
nuestra ciudad la afirmacion de Bri-
sou™ de que todas las grandes aglo-
meraciones costeras del mundo pue-
den en un momento dado aportar
salmonelas a su medio maritimo, el
cual puede representar una ruptura de
la cadena epidemioldgica de la Sal-
monella o bien un eslabon mas en su
transmision al hombre.
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