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1. RESUMEN

Como aporte al conocimiento de técnicas de aislamiento de Salmonella spp. en
harina de pescado, se compararon los resultados de los analisis realizados a muestras de harina de
pescado previamente diagnosticadas positivas a Salmonella spp. Se realizaron 20 analisis de
muestras distintas y 10 repeticiones de una sola muestra segiin la técnica tradicional
estandarizada por SERNAP (norma ISO 6579/90) y la técnica de separacion inmunomagnética

(IMS).

Se determino la presencia/ausencia de Sal/monella spp. segin la metodologia
convencional pesando 25 g de muestra afiadiéndose a 225 ml de caldo de enriquecimiento no
selectivo, incubandose a 37°C por 20 h. El enriquecimiento selectivo prosigue sembrando 1 ml de
este caldo en el caldo Selenito Cistina, incubando a 37°C por 24 h y 0,1 ml en el medio de
Rappaport-Vassiliadis, incubando a 42°C por 24 h. Se aisla la bacteria sembrando en placa en los
agares selectivos Rambach y XLD, incubandolos a 37°C durante 24 h y las colonias
sospechosas se someten a confirmacion bioquimica.

La técnica de IMS se basa en un tipo diferente de enriquecimiento selectivo
requiriendo también de una etapa previa de enriquecimiento no selectivo, incubdndose durante 5
y 20 h a 37°C. A partir del caldo incubado se obtienen 2 ml y se afiaden 100 pl de la
suspension de perlas magnéticas recubiertas de anticuerpos anti-Salmonella spp., se agitan a
temperatura ambiente durante 1 h. El aislamiento presuntivo y la confirmacion bioquimica se
realizan siguiendo los mismos procedimientos de la técnica tradicional.

En los 20 analisis de muestras diferentes los resultados evidenciaron la presencia de
Salmonella spp. en 5 muestras del total analizadas por la técnica tradicional (5/20), en
cambio usando la IMS se aislo Salmonella spp. en 3 muestras del total (3/20). En la prueba de
repetibilidad, la técnica convencional determiné positivas 6 muestras del total (6/10), mientras que
la IMS aislo Salmonella spp. en 8 oportunidades (8/10) del total de ensayos.

Ambas técnicas obtuvieron resultados similares de diagnostico y una
repetibilidad equivalente, siendo la IMS una alternativa confiable en los analisis rutinarios de
Salmonella spp.

Palabras claves: Harina de pescado, Sal/monella, Técnicas de diagndstico, Separacion
Inmunomagnética.



2. SUMMARY

As a trend to perfection the isolation methods of Salmonella spp. in fish meal,
the results of the analysis made in fish meal samples previously diagnosed positive to
Salmonella spp. were compared. 20 analysis in different samples were made and 10
repetitions of one single sample according to traditional technique standardized by Sernap
(norm ISO 6579/90) and the immunomagnetic separation technique (IMS).

The presence/absence of Salmonella spp. was determined according to the
conventional methodology weighing 25 g of sample adding it to 225 ml of non selective
enrichment broth, incubating it at 37°C for 20 h. The selective enrichment process continues by
transfering 1 ml of this broth in to Selenite Cistine broth. It is incubated at 37°C for 24 h. Also
0,1 ml of the non selective broth is transfered to Rappaport-Vassiliadis broth. It is incubated
at 42°C for 24 h. Salmonella spp. is isolated by plating on selective agars Rambach and XLD,
incubated at 37°C for 24 h and the suspect colonies submited to biochemical confirmation.

The IMS is a different selective enrichment wich also requires a previously non
selective enrichment. Incubating it at 37°C for 5 h and 20 h. From this broth 2 ml are obtained and
100 pl of the suspention immunomagnetic beads coated by anti-Salmonella antibodies are added.
They are gently vortexed at room temperature for 1 h. The presuntive isolation and the
biochemical confirmation are the same as for the traditional technique.

In the 20 analysis of different samples the results showed the presence of
Salmonella spp. in 5 samples of the total analyzed by traditional technique (5/20), while using
IMS, 3 samples of the total were isolated (3/20). In the repeatability test, the traditional
method determined that 6 samples of the total were positive (6/10), while the IMS isolated
Salmonella spp. in 8 opportunities (8/10) of the total trials.

Both methods showed similar results of diagnosis and an equivalent
repeatability, being the IMS a trustful alternative in the habitual analysis of Salmonella spp.

Keywords: Fish Meal, Salmonella, Diagnostic technique, Immunomagnetic separation.



3.INTRODUCCION

La salmonelosis sigue siendo la mas importante causa de enfermedades
alimentarias a través del mundo (Flowers, 1988; Stelma y McCabe, 1992). La Organizacion
Mundial de la Salud, OMS, y la asociacién mundial de higienistas de alimentos de origen
animal, indican que la salmonelosis es un problema real o potencial en todas las regiones del
mundo, siendo esta enfermedad una de las zoonosis notificadas de mayor prevalencia en los
paises en desarrollo (Sato, 1985; Acha y Szyfres, 1986; OMS, 1988).

Durante la Gltima década se ha observado un aumento en los casos de
salmonelosis humana tanto en EE.UU y Canadéa (Bryan, 1981), Inglaterra y Gales del Sur
(Palmer and Rowe, 1986) como en otros paises de la Comunidad Europea (Anonimo, 1991).
Seglin estimaciones de diversos autores, el nimero de casos de salmonelosis humana que
ocurren cada afio en los EE.UU variarian entre 740.000 a 5.300.000, en cambio en los paises en
desarrollo es dificil evaluar la situacion puesto que se carece de datos de vigilancia
epidemiologica (Acha y Szyfres, 1986); en los animales domésticos se ha estimado una tasa de
infeccion de 1 a 3%. Esta situacién ha motivado una campaia destinada a prohibir el ingreso de
harinas de pescado contaminadas con esta bacteria (Anénimo, 1991) a los paises preocupados del
control de salmonelosis.

Segtin la Organizacion Mundial de la Salud (1988) no existe ninguna otra
zoonosis tan compleja en su epidemiologia y control como la salmonelosis, pero simplificando la
cadena de infeccion por Salmonella spp. seria: el alimento animal contaminado infectaria a los
animales y a los productos alimentarios derivados de éstos y el hombre finalmente se infectaria al
consumir estos alimentos (Sato, 1985).

Existe mundialmente una tendencia a demandar un mejoramiento de calidad en
todos los productos alimentarios motivado por el concepto de "mejoramiento de la calidad de
vida". Es asi como en el caso de las harinas de pescado los mercados compradores demandan
nuevos requerimientos en aspectos tales como frescura de la materia prima, grado de
digestibilidad de las proteinas, estabilidad de los aminoécidos, ausencia de sustancias toxicas, etc.
(Andnimo, 1991).

Desde hace muchos afios las autoridades sanitarias han exigido a los paises
productores y exportadores de harinas de pescado la entrega de certificados donde se
compruebe la ausencia de contaminacioén con Salmonella spp., contenido de aflatoxinas y un



mininos de enterobacterias (Belmente y Maureira, 1991), puesto que las harinas de pescado
son uno de los productos mas frecuente y gravemente contaminados con este agente patdgeno
(Blood y Radostits, 1992).

Actualmente la harina de pescado se fabrica segin método de prensado en
humedo, que contempla dos fases:
- Coccidn para coagular proteinas, con lo que se libera agua y aceite retenido.
- Prensado que libera los elementos coagulados, con lo que se obtiene una fase solida (torta
prensada) que contiene de un 60 a un 80% de la materia seca exenta de aceite (proteinas,
huesos) y el aceite y una fase liquida (liquido de prensado) que contiene el resto de los solidos
(aceite, proteinas disueltas y en suspension, vitaminas y elementos minerales). La mayor parte de
los lodos de este liquido quedan eliminados por centrifugacion en un decantador, y tras ello se
separa el aceite por centrifugacion. La fase acuosa (jugos de pescado) y de las centrifugas
(residuos viscosos liquidos) se concentra en evaporadores de fases multiples (aprox. 130° C), y el
producto concentrado se mezcla perfectamente con la torta prensada, que tras ello es
deshidratada, habitualmente en dos fases de desecacion (aprox. a 100° C). La materia seca se
muele alcanzando la granulometria adecuada y se almacena en sacos o a granel (FAO, 1971).

Segun Henriquez (1988) las harinas de pescado consumidas en el mercado
nacional no siempre cumplen con los requisitos exigidos para la exportacion, aunque los
usuarios demanden los mismos. Las razones radican en que siendo éste un mercado residual,
muchas veces se transan en ¢l partidas rechazadas de la exportacion. A ésto se suma que
algunas de las industrias elaboradoras de harina de pescado ubicadas en la zona Centro-Sur
aplican procesos caracterizados por un escaso control, especialmente térmico y disponen de
una capacidad de proceso desbalanceada en relacion a las capacidades de almacenamiento de las
materias primas, lo que se traduce en prolongados periodos de espera de ésta previo a su
procesamiento. Asimismo la calidad de la molienda incide en la granulometria y presencia de
grumos asociada a condiciones de humedad, proliferacion de hongos, aflatoxinas, etc.

Los peces no enferman de salmonelosis, pero se puede encontrar Salmonella
spp. en la superficie del pez, como en las agallas, escamas, etc., cuando se extraen de aguas
contaminadas (Le Minor, 1981); ademdas durante los procesos de fabricacion existen etapas de
tratamiento térmico que destruirian a las bacterias (coccion, secado y peletizado) (Anoénimo,
1991). Generalmente en la etapa final del proceso (harneado, molienda y ensacado) es donde el
producto puede ser recontaminado por el contacto con superficies o por la accion de
manipuladores portadores (Thatcher y Clark, 1973). Ademas existen otras etapas potenciales de
contaminaciéon que transcurren durante el almacenamiento en canchas y bodegas, como
asimismo durante el transporte, manipulacion y desembarco en los puertos finales (An6nimo,



1991), situacion que se agrava cuando no son tomadas en cuenta las debidas condiciones
sanitarias y de higiene, manteniendo el producto durante un tiempo prolongado en condiciones de
temperatura y humedad que posibiliten el crecimiento bacteriano. (Frazier, 1967; Lin y col, 1988;
Flowers, 1988; Telzak, y col, 1990). Por su parte tanto Frazier (1967), como la OMS (1988),
Flowers (1988), Oosterom (1991) y Blood y Radostits (1992) senalan la importancia
epidemioldgica de contaminacion a través de fomites y vectores, sean éstos humanos o
animales (aves, roedores, perros, gatos, cucarachas, etc.) y aguas superficiales.

La Salmonella spp. se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo, mévil, no
esporulado, aerobio o anaerobio facultativo tal como lo describe Edwards y Ewing (1972).
Existen aproximadamente 2200 serotipos clasificados sobre la base de 67 grupos del antigeno O
(somaticos) y numerosos antigenos H (flagelares) descubiertos hasta la fecha (Acha y Szyfres,
1986; OMS, 1988; Schaechter y col, 1994). La Salmonella spp. esta relacionada tanto
morfologica y fisioldgicamente con los otros géneros de la familia de las enterobacterias,
produciendo 4acido y gas de la glucosa, manitol, maltosa y sorbitol. No fermenta sacarosa,
lactosa, ni salicina. No forma indol, no coagula la leche, ni licta la gelatina (Merchant y Packer,
1965; Jawetz y col, 1992; Brock y Madigan, 1993). Crece a temperaturas entre 8°C y 45°C
pero en forma Optima a 37°C y es destruida a temperaturas elevadas, como en las condiciones
utilizadas en el proceso de pasteurizacion de la leche. La Salmonella spp. sobrevive en general en
productos de pH neutro y no &cidos, requiriendo de una humedad minima que genere una
actividad de agua (aw) que posibilite su crecimiento, siendo la aw minima de entre 0,93 a 0,95
(Frazier, 1967; Acha y Szyfres, 1986). En caso de encontrarse en condiciones favorables de
nutrientes, humedad, aw, pH y temperatura, el crecimiento de la poblacion de Salmonella spp.
tiene en sus primeras horas un periodo inductivo de crecimiento aritmético, para experimentar
posteriormente un crecimiento exponencial que permite llegar en pocas horas a una poblacion
superior al millon de colonias por gramo (Belmonte y Maureira, 1991).

Esta bacteria ingresa al organismo via oral y la invasion del hospedador ocurre a
través de la pared intestinal, particularmente en el ileon terminal y ciego, progresando hasta los
ganglios linfaticos mesentéricos (Blood y Radostits, 1992). En el epitelio intestinal es captada por
elementos del sistema reticulo endotelial y trasladada al higado y bazo, donde se multiplica
presumiblemente como un facultativo intracelular en macroéfagos (Schaechter y col, 1994). De
esta forma las fiebres entéricas son enfermedades sistémicas con diseminacion del patogeno en los
organos internos (Neira, 1984).

La salmonelosis, como enfermedad zoonotica, se caracteriza por un cuadro
clinico tipico en el hombre, descrito por Acha y Szyfres (1986) y Jawetz y col (1992) como una
enterocolitis acompanada de vomitos, nauseas, diarrea y deshidratacion, dolor intestinal y



de cabeza, fiebre y escalofiios. El periodo de incubacion es de 6 a 72 h luego de la ingestion del
alimento, siendo de curso benigno y de recuperacion clinica entre 2 a 4 dias. Sin embargo se
presentan algunos casos agudos que pueden derivar en una bacteremia con lesiones focales en
meninges, encéfalo, pulmones y huesos (Jawetz y col, 1992). Por su parte en los animales, la
infeccion puede manifestarse clinicamente o no, cursando con un cuadro gastroentérico, diarrea
aguda y cronica, fiebre, decaimiento, generando los consiguientes problemas de crecimiento,
perdida de peso, disminucion en los parametros productivos, produccion de leche y de carne
(Thomson, 1988), en hembras gestantes provoca abortos (Acha y Szyfres, 1986). Cuando el
animal es infectado por Salmonella spp. puede convertirse en un caso clinico o en un portador
activo que libera microorganismos constante o intermitentemente a través de las deposiciones
(Blood y Radostits, 1992).

Esta es la razon por la cual se debe evitar que los insumos de origen animal,
utilizados como materia prima para la elaboracion de alimento para los mismos animales,
contengan Salmonella spp. puesto que implica un riesgo potencial para la salud publica
(ICMSEF, 1978).

El volumen y valor de las exportaciones de harina de pescado chilenas es
significativo dentro de la economia nacional, requiriendo métodos confiables en la certificacion de
calidad para productos de exportacion, buscandose métodos de alta sensibilidad y rapidez en los
resultados de los diagnosticos de presencia de Salmonella spp. La estandarizacion de
procedimientos fueron desarrollados para controlar alimentos y comidas (Pietzsch, 1985),
debiendo los métodos cumplir requisitos como ser: confiables, practicos, utilizable por
cualquier analista y de efectividad comprobada (Speck, 1976).

El método de analisis microbioldgico tradicional para la determinacion de
Salmonella spp. en alimentos, se basa en favorecer la multiplicacion del microorganismo e
inhibir el desarrollo de la flora competitiva, ésto debido a que la Salmonella spp. habitualmente esta
presente en baja concentracion y acompanada de otras bacterias entéricas (OMS, 1988). La
técnica comprende cuatro etapas sucesivas: preenriquecimiento no selectivo,
enriquecimiento selectivo en dos caldos distintos, aislamiento mediante siembra en agares
selectivos y confirmacion bioquimica (Speck, 1976; ICMSF, 1978). A medida que se estudia
mejor esta técnica, se van desarrollando nuevas formulaciones para los medios (caldos y agares) de
crecimiento selectivo, los cuales aportan mas y mejores condiciones nutritivas y relacion de
temperaturas para lograr el mejor crecimiento bacteriano, como ha sido la incorporacion del
medio de Rappaport-Vassiliadis y el agar de Rambach (OMS, 1988, Morifiigo y col, 1986;
Morifiigo y col, 1990).



Cada una de las etapas anteriores requieren de tiempos de incubacion que
fluctuan entre 6 y 48 h (Acha y Szyfres, 1986; Mansfield and Forsythe, 1993), acusando
resultados negativos y positivos después de 4 6 7 dias respectivamente, por lo tanto la
principal desventaja es el tiempo que se requiere para obtener un resultado negativo (Belmente y
Maureira, 1991), ademds siendo inconveniente y caro como un método rutinario para el
control de muestras (Cudjoe y col, 1994b).

En este sentido se ha desarrollado una nueva técnica de analisis microbiologico
denominada separacion inmunomagnética (IMS), la cual reduce el tiempo de diagnostico
ademas de poseer una sensibilidad superior a la obtenida en los métodos de analisis
convencionales (Mansfield and Forsythe, 1993).

La IMS anti-Salmonella es un tipo de enriquecimiento selectivo diferente
(Skjerve and Olsvik, 1991; Cudjoe y col, 1993), que consiste en la adicion de una suspension de
pequenias y uniformes perlas magnéticas, las cuales estan rodeadas de anticuerpos
especificos anti-Salmonella unidas a su superficie, a un caldo de enriquecimiento no selectivo el
cual contiene la muestra a analizar. Las perlas estan incorporadas en una solucion salina de
fosfato tamponada (PBS) 0,01 M, pH 7,4 el cual contiene 0,1% de seroalbimina humana
(HSA) y 0,02% de azida de sodio (Na N3).

La técnica IMS esté4 basada en el principio de unidn de la bacteria a la superficie de
las perlas magnéticas mediante una reaccidon antigeno-anticuerpo especifica, a través de la cual
se favorece la union selectiva de la Sa/monella spp. presente en los alimentos. El método requiere
un preenriquecimiento previo en un caldo no selectivo el cual optimiza la sensibilidad de la
técnica (Cudjoe y col, [994b).

El método IMS es rapido, tomando aproximadamente 30 minutos en el
enriquecimiento selectivo y es altamente especifico, ya que altera la relacion entre la poblacion
bacteriana Salmonella-no Salmonella en favor de los serovariantes Salmonella spp. puesto que
acttia promoviendo la union perla-bacteria y no a través de la inhibicion de la otra flora
bacteriana presente (Cudjoe y col, 1994a; Cudjoe y col, 1994b).

Posteriormente el complejo perla-bacteria es separado de la suspension inicial, lo
cual se logra mediante la aplicacion de un campo magnético utilizando una gradilla especial, la cual
posee magnetos en su interior, permitiendo asi que las perlas se adosen a la pared de los



tubos plasticos adyacentes a los magnetos (VICAM s/f)'.

Una vez separadas ambas fracciones, se debe eliminar el material en suspension
resultante a través de sucesivos lavados los cuales se realizan con los tubos en la gradilla
magnética evitando de esta forma la aspiracion indeseada de las perlas, luego afiade nuevamente
solucion de lavado y se agitan los tubos para la resuspencion de las perlas (VICAM s/f).

Finalizado el procedimiento de IMS se pueden seguir distintos métodos de
aislamiento de Sa/monella spp., como cultivo en placas en agares diferenciales y medios de
confirmacioén bioquimica o seroldgica, Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Polimerase Chain Reaction (PCR), conductancia eléctrica, etc. (VICAM s/f).

Como aporte al conocimiento de técnicas de aislamiento de Salmonella spp. en
harina de pescado, el presente estudio pretende implementar la técnica de andlisis de
Salmonella spp. por el método de separacion inmunomagnética (IMS) y comparar el grado de
sensibilidad que posee este método, frente a la técnica convencional para el andlisis de esta
bacteria en harina de pescado.

! Laboratorio VICAM L.P, User's Guide version 1.0 for Salmonella and verify. 313 Pleasant street, Watertown,
MA 02172. USA



4. MATERIAL Y METODO

4.1 MATERIAL

De diferentes laboratorios nacionales de certificacion de calidad se obtuvieron 20
muestras de 100 g y 1 muestra de 2,5 kg. de harina de pescado, las cuales fueron calificadas
como positivas a Salmonella spp. por estos laboratorios.

Se requiri6 para desarrollar la técnica convencional de:
- Material basico de un laboratorio de bacteriologia.
- Medios de cultivo especificos para el aislamiento de Salmonella spp.
- Reactivos para realizar las diferentes pruebas bioquimicas.

Se necesitd para desarrollar la técnica IMS, ademés del material anterior, lo
siguiente:
- Agitador de rotacion inclinada, modelo ARI-20T.
- Gradilla magnética, Capture Rack, VICAM, Watertown, MA.
- Suspension de perlas inmunomagnéticas®” para Salmonella spp.

4.2 METODO

En el laboratorio de microbiologia de alimentos del Instituto de Medicina
Preventiva Veterinaria de la UACh se analizaron las muestras aplicando simultdneamente las
técnicas de analisis:
a) Aislamiento tradicional de Salmonella spp. segin indicaciones de SERNAP (ISO, 1990).
b) Aislamiento de Salmonella spp. aplicando la técnica de separacidn inmunomagnética (IMS),
segtin técnica recomendada por el laboratorio VICAM L.P.

Las metodologias de ensayo aplicadas fueron:
a) Analisis comparativo de 20 muestras diferentes de harina de pescado, independientes entre si,
procedentes de distintas industrias y/o lotes de fabricacion.
b) Andlisis comparativo de 10 repeticiones de una sola muestra de harina de pescado, también
inicialmente positiva a Salmonella spp.

2VICAM, L.P. Watertown, MA. USA
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Se evaluaron los resultados analizando los datos obtenidos a través de las dos
técnicas de diagnostico de Salmonella spp. y comparando los resultados positivos a la
presencia de la bacteria sobre el total de muestras analizadas, con cada metodologia.

4.2.1. Método tradicional para aislamiento de Salmonella spp,:

El aislamiento de Salmonella spp. conlleva 4 etapas fundamentales y sucesivas
(ICMSF, 1978 ; Mansfield and Forsythe, 1993)
a) Enriquecimiento no selectivo.
b) Enriquecimiento selectivo
c) Aislamiento en placa con agares diferenciales.
d) Confirmacion bioquimica.

La metodologia empleada en la técnica tradicional se basé en la norma (ISO,
1990), esquematizada en el anexo N°I, que se inicia con el enriquecimiento no selectivo
afiadiendo 25 g de muestra de Salmonella spp. a 225 ml de agua peptonada tamponada’ ",
incubando a 37°C durante 20 h, continuando con el enriquecimiento selectivo en el cual se
utilizan 2 tipos de caldos diferentes, para lo cual a partir del caldo peptonado anterior se
afiaden 1 ml a 10 ml de caldo Selenito Cistina ®"* (SC) y 0,1 ml a 10 ml de caldo Rappaport-
Vassiliadis ®"* (RV), incubandose el primero a 37°C y el segundo a 42°C, ambos durante 24 h.

Luego y a partir de los caldos selectivos anteriores se procede a aislar las
bacterias mediante siembra por estria con asa en placas de Petri con los agares diferenciales
Xilosa Lisina Desoxicolato, XLD ®" y Rambach ®", incubando ambos agares durante 24 h a
37°C.

Las colonias sospechosas con caracteristicas tipicas de Salmonella spp. en cada
medio de cultivo diferencial son sometidas a confirmacion bioquimica para determinar:
- Acidificacion de Glucosa, Sacarosa y Lactosa®, en agar TSL
- Descarboxilacion de lisina”, en agar LIA.
- Produccidn de acido sulfidrico (H,S), en agar TSIy LIA.
- Deaminacion de fenilalanina®.
- Produccion de indol’
- Producciodn de acetil metilcarbinol (V 0ges—Proskauer)3.
- Produccion de B-galactosidasa’.

* Preparado segun 1SO, (1990).
# Laboratorio Merck, S.A
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Para confirmar presencia de Salmonella spp. se uso la clave segiin Pipes (1982):

Glucosa (+) Fenilalanina )
Sacarosa ) Indol (-)
Lactosa -) Voges-Proskauer  (-)
Lisina (+) B-galactosidasa. ()
H,S (H) o)

4.2.2. Método de separacion inmunomagnética (IMS) para el aislamiento de Salmonella
spp.:

La separacion inmunomagnética se realizo en cuatro fases, segtin indica el manual de
uso de laboratorio VICAM, esquematizados en el anexo N°2.
a) Preparacion de la muestra y enriquecimiento no selectivo.
b) Captura: union del anticuerpo superficial de las perlas con la Salmonella spp. presente en la
muestra.
¢) Aislamiento presuntivo de la bacteria en agar diferencial.
d) Confirmacion bioquimica de las colonias sospechosas.

La muestra se prepara afiadiendo 25 g de alimento en 225 ml de caldo Tripticasa
Soya®”, incubando durante 5 h y 20 h a 37°C, luego de este enriquecimiento no selectivo se
traspasan 2 ml del cultivo anterior a tubos plésticos de 5 ml y se afiaden 100 pl de suspension de
perlas inmunomagnéticas®°. Los tubos se colocan en un rotor orbital inclinado en 32° durante
1 h a temperatura ambiente, a fin de permitir la unién antigeno-anticuerpo y evitar que las
particulas sedimenten.

El tiempo de preenriquecimiento se alargd de 5 h a 20 h, pese a las
recomendaciones del laboratorio, debido a los resultados obtenidos en la etapa pre-experimental y
avalado por los resultados de D'Aoust y col (1990, 1992ay 1992b) y Cudjoe y col (1994b).

Posteriormente se colocan los tubos 10 minutos en la gradilla magnética la cual
separa las perlas con Salmonella spp. en su superficie, de cualquier otro elemento en
suspension. Las perlas quedan adosadas a la pared de los tubos, permitiendo asi realizar dos
lavados con 2 ml de solucion fosfato tamponado (PBS), con intervalos de 5 minutos, los cuales
eliminan el material no unido a las perlas conjuntamente con el sobrenadante aspirado con la

5 Laboratorio Becton Dickinson, S.A.
¢ Laboratorio VICAM L.P, Watertown, MA, USA
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micropipeta de 200-1000 pl. Esta operacion se realiza con los tubos dentro de la gradilla
magnética evitando de esta forma eliminar accidentalmente las perlas.

Finalmente se resuspenden las perlas en 0,2 ml de solucién de PBS, se agita y
luego se siembra con asa la totalidad de la suspension sobre una placa con agar selectivo
Rambach incubando las placas durante 24 h a 37°C y repicando las colonias sospechosas para su
posterior confirmacioén bioquimica, siguiendo la misma metodologia sefialada en el punto 4.2.1
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5. RESULTADOS

51 RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE 20 MUESTRAS DISTINTAS
ORIGINALMENTE POSITIVAS A SALMONELLA SPP.

TABLANC® 1
Resultados del aislamiento de Salmonella spp. de cada una de las 20 muestras distintas
analizadas seglin los métodos IMS y tradicional.

Muestra N° Método IMS Método tradicional
1 =+ +
2 =+ +
3 - R
4 - R
5 - +
6 - R
7 - R
8 - R
9 - R

10 - -
11 - -
12 + +
13 - -
14 - -
15 - +
16 - -
17 - -
18 - -
19 - -
20 - -

De la tabla N°l se desprende que de un total de 5 muestras positivas a
Salmonella spp., 3 muestras resultaron ser positivas por ambos métodos y 2 muestras positivas
solo al método tradicional.



En la tabla N°2 se visualiza el efecto del tiempo de enriquecimiento no selectivo en

el resultado de aislamiento de Salmonella spp. aplicando el método de separacion

inmunomagnética.

TABLA N° 2

Numero de muestras positivas y negativas segin el tiempo de incubacion de 5 y 20 h aplicado al

método de IMS de aislamiento de Sa/monella spp. (n=20)

Muestras 5 h de enriquecimiento no 20 h de enriquecimiento no
selectivo selectivo

Positivas 020 3/20

Negativas 20/20 17/20

En la tabla N° 3 se muestra la influencia de los medios de enriquecimiento selectivos, caldo
Selenito Cistina (SC) y caldo Rappaport-Vassiliadis (RV); agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)
y agar Rambach, en el aislamiento de Salmonella spp mediante el método tradicional de andlisis.

TABLA N° 3

Comparacion de resultados de las cinco muestras positivas a Salmonella spp aisladas segiin los
medios de enriquecimiento selectivos y agares de aislamiento presuntivo usados en el método
tradicional de aislamiento (n=20)

Muestras caldos selectivos agares de aislamiento
SC RV XLD Rambach

Positivas 3/5 4/5 3/5 4/5

Negativas 2/5 1/5 2/5 1/5
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52 RESULTADOS DE LOS ANALISIS EN 10 REPETICIONES DE UNA SOLA
MUESTRA ORIGINALMENTE POSITIVA A SALMONELLA SPP.

TABLA N° 4
Resultados del aislamiento de Salmonella spp. de las 10 repeticiones a una sola muestra positiva
analizadas seglin métodos de separacion inmunomagnética y tradicional.

Repeticion N° Meétodo IMS Meétodo tradicional
1 + +
2 + -
3 + -
4 + +
5 - +
6 + +
7 + +
8 + -
9 + -

10 - +

De la tabla N°4 se desprende que las 10 repeticiones fueron positivas a Salmonella
spp. , siendo positivas 4 repeticiones por ambos métodos, asimismo 4 repeticiones fueron
positivas solo al método IMS y 2 ensayos resultaron ser positivos solo al método tradicional.

En la tabla N° 5 se observan los resultados obtenidos usando la técnica de
separacion inmunomagnética, comparando los tiempos de enriquecimiento no selectivo necesarios
para el crecimiento bacteriano.

TABLAN° 5
Numero de repeticiones positivas y negativas segliin tiempos de incubacion de 5y 20 h aplicando
el método de IMS de aislamiento de Salmonella spp. (n=10)

Repeticiones 5 h de enriquecimiento no 20 h de enriquecimiento no
selectivo selectivo
Positivas 0/10 8/10
Negativas 10/10 2/10
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6. DISCUSION

El material reactivo utilizado para aislar y confirmar la presencia de Salmonella
spp. en los alimentos, en este caso harina de pescado, es muy especifico, siendo ampliamente
descritos por Edwards y Ewing (1972); Speck (1976); ICMSF (1978), siguiéndose
estrictamente cada uno de los pasos en la preparacion y esterilizacion recomendados por los
diferentes laboratorios fabricantes de los medios usados, tanto para los requeridos en la técnica
tradicional como en los necesarios para desarrollar la técnica de separacion inmunomagnética.

La técnica tradicional aislé positivamente Salmonella spp. en 5 muestras de un
total de 20 muestras inicialmente positivas (5/20), mientras que la IMS logr6 confirmar en la
misma cantidad total de muestras sélo 3 positivas (3/20), tal como se puede apreciar en la
Tabla N°l. Del total de muestras aisladas positivas (5/20), sélo 3 muestras fueron detectadas
positivas por ambos métodos de aislamiento y por todos los diferentes caldos y agares que
componen la técnica tradicional (Tabla N°3).

Se interpretan estos escasos resultados favorables en muestras originalmente
positivas a Salmonella spp. como influenciados por una serie de factores que deben ser
tomados en consideracion: se desconoce el tiempo transcurrido entre el muestreo de la harina de
pescado, los andlisis positivos en los laboratorios certificadores de calidad y los analisis que
fueron realizados en el laboratorio en Valdivia. El almacenamiento prolongado de muestras
puede afectar la supervivencia de la bacteria en el alimento debido a bajo contenido de humedad de
la harina de pescado, entre 15% y 20%, condicion desfavorable para la supervivencia
bacteriana pese a poseer una actividad de agua entre 0,93 y 0,95; ademaés las condiciones de
almacenamiento en los laboratorios son de temperaturas constantes sobre 18°C y de baja
humedad ambiente, aumentando la susceptibilidad bacteriana a la desecacion. Estas condiciones de
temperatura y humedad, conjuntamente con el pH, son opuestas a las descritas por Le Minor
(1981) como las favorables para la sobrevida de Salmonella spp. fuera del tracto digestivo.

La presencia de Sal/monella spp. en harina de pescado es consecuencia de la
recontaminacion proveniente de diversas fuentes y por lo tanto la bacteria presente en el
alimento esta en una concentraciéon muy baja. Esta condicion determina dos situaciones: por una
parte explicaria la insuficiencia de 5 h de enriquecimiento no selectivo en el método IMS para
permitir la recuperacion y crecimiento de las bacterias presentes en las muestras, como se observa
en la Tabla N°2. En cambio cuando se prolongé a 20 h el enriquecimiento no selectivo los
resultados fueron de 3 aislamientos positivos (3/20) sobre el total de muestras analizadas,
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situacidn mas evidente como se aprecia en la tabla N°5, referida a los 10 ensayos repetidos de una
sola muestra en donde la prolongacioén de la incubacion a 20 h permiti6 el aislamiento de
Salmonella spp en 8 repeticiones del total (8/10). El menor tiempo de enriquecimiento no
selectivo estaria basado en la reduccion del tiempo final de diagndstico, sostiene D'Aoust y col
(1990). De este modo el menor tiempo de incubacion supuestamente seria suficiente para
permitir un minimo crecimiento de bacterias dafiadas, las cuales serian posteriormente
atrapadas por la especificada de la reaccion antigeno-anticuerpo de las perlas magnéticas. Esta
disminucion en el tiempo de incubacion del enriquecimiento no selectivo podria ser util en
alimentos que contengan una alta concentracion de Sal/monella spp. y/o de alimentos que
permitan la rapida proliferacion y crecimiento de la misma, pero en el caso de las harinas de
pescado se obtuvieron los mejores resultados de crecimiento con 20 h de enriquecimiento no
selectivo posibilitando el adecuado aislamiento de Salmonella spp.

Por otra parte las muestras que contienen una baja concentracion de bacterias
por gramo ademas requieren de una acabada homogeneizacion previa al enriquecimiento no
selectivo, operacion critica que permitiria una adecuada distribucion de Salmonella spp. en la
totalidad del alimento a analizar, aumentando la probabilidad de inclusion en los 25 g sometidos al
andlisis.

Segtin Busse (1995) los medios de enriquecimiento selectivos son considerados
como de importancia critica en el aislamiento de Salmonella spp. , se recomienda sembrar al
menos un medio selectivo diferente aumentando de esta forma la deteccion de la bacteria. En el
presente estudio se observo que en las dos muestras detectadas positivas s6lo mediante la
técnica tradicional, la presencia de Salmonella spp. en cada muestra fue aislada tanto en medios de
enriquecimiento selectivos distintos como en agares diferenciales selectivos también
distintos.

Evaluando los resultados positivos obtenidos en las 20 muestras distintas y
seglin se observa en la Tabla N°3, el caldo Rappaport-Vassiliadis obtuvo resultados
comparables a los detectados en el caldo Selenito Cistina, aislandose a partir del primer caldo de
enriquecimiento 4 muestras positivas (4/5) y del segundo 3 muestras (3/5) de un total de 5
ensayos positivos.

Estos resultados mantienen la tendencia de los obtenidos en el trabajo de
D'Aoust y col (1992a), quienes sostienen el rol determinante del enriquecimiento selectivo a
altas temperaturas como un represor de la microflora competitiva, en comparacion con un
medio incubado a temperaturas convencionales como el caldo Selenito Cistina, permitiendo
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finalmente incrementar el aislamiento presuntivo en los medios selectivos de agar en placa y
evitando el enmascaramiento de Salmonella spp. por los otros microorganismos entéricos.

En los ensayos realizados a las 20 muestras distintas y empleando la técnica
tradicional, el agar Rambach evidencio resultados de crecimiento comparables a los obtenidos en
agar XLD. Como se aprecia en la Tabla N°3, el agar Rambach permiti6 el crecimiento de
colonias positivas en 4 muestras de un total de 5 muestras detectadas positivas (4/5), mientras
que el agar XD permitio el crecimiento de solo 3 muestras del total de ensayos positivos
(3/5).

El uso de agar Rambach mediante la incorporacion de la solucién cromodgena en su
composicion permite diferenciar claramente las bacterias Salmonella spp. de otro tipo de
bacterias, observandose las colonias sospechosas Salmonella spp. de color rosado, mientras que las
colonias azul o de color violeta corresponden a otras enterobacterias, facilitando de esta forma
la identificacion de colonias sospechosas.

Una técnica diagnostica es fiable cuando las repeticiones dan lugar a resultados
similares, por lo tanto la repetibilidad es una caracteristica de una técnica fiable (Thrusfield,
1990). En las 10 repeticiones a una sola muestra positiva original, y como se advierte en la
Tabla N°4, todas las repeticiones fueron detectadas positivas, de las cuales 4 repeticiones
fueron positivas a ambos métodos de analisis. La IMS confirm6 4 ensayos que no fueron
detectados positivos por la técnica tradicional, mientras que ésta detectd 2 ensayos que no
fueron aislados positivos mediante la IMS. Se consideran fiables las técnicas de IMS y
tradicional, puesto que de la totalidad de los ensayos, detectaron 8 y 6 repeticiones positivas
respectivamente.

Asimismo y como se observa en la Tabla N°5, se repite la tendencia de la
insuficiencia de 5 h de enriquecimiento no selectivo en el método IMS, donde no hubo
aislamientos positivos con 5 h de enriquecimiento no selectivo (0/10), mientras que con 20 h de
enriquecimiento las detecciones positivas aumentan a 8 sobre un total de 10 ensayos (8/10).

De los analisis realizados a las 20 muestras distintas se puede concluir que
ambas técnicas obtuvieron resultados similares entre si, caracterizadas por un escaso
aislamiento de Salmonella spp. bajo condiciones inadecuadas de muestras debido a su
antigliedad. Por lo tanto la validez de las técnicas, tomado en el sentido de medir lo que se
supone que debe medir (Thrusfield, 1990), se podria ratificar a la luz de los resultados
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obtenidos en la prueba de repetibilidad. Ante todo queda de manifiesto la importancia primaria,
para lograr un buen resultado en cualquier técnica de diagnostico, de la obtencion de una
adecuada muestra, estimandose fundamental para lograr un diagnostico eficaz de Salmonella
spp. en alimentos elaborados que sufran procesos térmicos, como la harina de pescado, los
procedimientos de muestreo, la cantidad y volumen de las unidades muestreales y el tiempo
transcurrido entre la toma de muestra y los analisis de laboratorio.

La separacion inmunomagnética obtuvo resultados finales comparables con los de
la técnica tradicional, por lo tanto la IMS puede ser una alternativa confiable a los métodos de
analisis rutinarios de Salmonella spp. , entregando resultados confiables 24 h mas rapido que los
obtenidos normalmente (Mansfield and Forsythe, 1993), puesto que requiere solo 1 h para el
enriquecimiento selectivo, en vez de las 24 a 48 h necesarias segin D’Aoust y col. (1992b), pero
si en vez de seguir los procedimientos de confirmacion bioquimica y seroldgica se usan
procedimientos de PCR o ELISA, el tiempo total de analisis se reduciria a 48 h (Mansfield and
Forsythe, 1993).
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ANEXO N°I
Esquema de analisis de Salmonella spp. segtin método tradicional

Muestra25 g

+

1. Enriquecimiento no selectivo
agua peptonada tamponada
225 ml

(incubacion a 37°C /20 h)

<~ ..

0,1 ml de | ml de
2. Enriquecimiento selectivo 2. Enriquecimiento selectivo
caldo caldo
Rappaport- Vassiliadis Selenito-Cistina

(incubacion a 42°C /24 h) (incubacion a 37°C /24 h)
3. Agar selectivo diferencial 3. Agar selectivo diferencial

a. agar Rambach a.agar Rambach

b. agar XLD b. agar XLD
(incubaciona 37°C / 24 h) (incubacion a 37°C/ 24 h)

seleccionar 5 colonias sospechosas de cada placa

v

4. Confirmacion bioquimica

v

QNTERPRETACION DE RESULTADOS

24



ANEXO N°2

Esquema de andlisis de Salmonella spp. segun método IMS

Muestra 25 g
+

1. Enriquecimiento no selectivo
caldo Tripticasa Soya
225 ml

v v

incubacion a 37°C /5 h incubaciona37°C /20 h

v v

2. Enriquecimiento selectivo

2 ml de caldo Tripticasa Soya
+

1004 suspension de perlas magnéticas

SEPARACION INMUNOMAGNETICA
— 1 h de rotor orbital: union antigeno-anticuerpo
— 10 min gradilla magnética: separacion magnetica
— 2 lavados con 2 ml de PBS separados de 5 min
de separacion magnética
— Resuspension de perlas en 0,2 ml de PBS y
siembra en agar selectivo

v

3. Agar selectivo diferencial

agar Rambach

(incubacion a 37°C /24 h)
seleccionar 5 colonias sospechosas

v

4. Confirmacion bioquimica

v

(INTEFIPRETACION DE RESULTADOS )

25
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