Investigacion de Salmonella spp
en alimentos mediante el método

tradicional ISO 6579 y dos
meétodos inmunoenzimaticos

UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA

ESCOLA SUPERIOR D’AGRICULTURA DE BARCELONA (ESAB)

TRABAIJO FINAL DE GRADO

Tutora: Rosa Carbd Moliner

Autora: Agostina Robledo Lépez

24/04/2015



RESUMEN

Salmonella es, desde hace tiempo, objeto de diversos estudios debido a la complejidad que
presenta el género. Desde un principio, la dificultad de clasificarlo de manera clara ha creado
controversias y diferencias de opinidon que han llevado a los investigadores a trabajar con
varios sistemas y esquemas de clasificacién. Con el fin de prevenir y tratar de manera eficaz
esta bacteria, se han ido desarrollando, a lo largo de las ultimas décadas, métodos de
deteccion mas especificos y rapidos. Ademas, la necesidad de las empresas de obtener
resultados fiables y en menor tiempo ha ido en aumento hasta el dia de hoy. En el trabajo se
realiza la investigacion de Salmonella spp en alimentos mediante método tradicional ISO 6579,
método de inmunofluorescencia (ELFA) y método inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas
recombinantes de fagos, con el objetivo de obtener datos cuantitativos y una ampliacién de la
validacién de un método inmunoenzimatico. Los resultados obtenidos muestran fiabilidad y
seguridad en la utilizacién de las tres técnicas de deteccidon. Los métodos inmunoenzimaticos
responden positivamente a las necesidades de las empresas por obtener resultados en poco
tiempo (24-48 horas). Ciertos grupos de alimentos, como las carnes frescas, muestran niveles
de presencia y ausencia de Salmonella mds altos que otros grupos, seglin el método utilizado.
La ampliacidon de la validaciéon ha permitido mejorar las condiciones de preparacion de la
muestra en huevos y carnes de ave de corral.

Palabras clave: Salmonella, método inmunoenzimatico, método por inmunofluorescencia,
método tradicional ISO 6579.

RESUM

Salmonel-la és, des de fa temps, objecte de diversos estudis degut a la complexitat que
presenta el genere. Des d’'un principi, la dificultat de classificar-lo de manera clara ha creat
controveérsies i diferéncies d’opinid que han portat als investigadors a treballar amb diversos
sistemes i esquemes de classificacié. Per tal de prevenir i tractar de manera efica¢ aquest
bacteri, s’han anat desenvolupat, al llarg de les ultimes décades, metodes de deteccid més
especifics i rapids. A més, la necessitat de les empreses d’obtenir resultats fiables i en menys
temps ha anat en augment fins al dia d’avui. En el treball es realitza la investigacié de
Salmonel-la spp en aliments mitjancant el meétode tradicional ISO 6579, metode
d’'immunofluorescencia (ELFA) i métode inmunoenzimatic (ELFA) amb proteines recombinats
de fagos, amb I'objectiu d’obtenir dades quantitatives i una ampliacié de la validacié d’un
meétode inmunoenzimatic. Els resultats obtinguts mostren la fiabilitat i la seguretat en la
utilitzacio de les tres tecniques de deteccié. Els metodes inmunoenzimatics responen
positivament a les necessitats de les empreses per obtenir resultats en poc temps (24-48
hores). Certs grups d’aliments, com les carns fresques, mostren nivells de preséncia i abséncia



de Salmonel-la més alts que altres grups, segons el metode utilitzat. L'ampliacié de la validacio
ha permeés millorar les condicions de preparacié de la mostra en ous i carns d’au de corral.

Paraules clau: Salmonel-la, méetode inmunoenzimatic, métode per immunofluorescéencia,
metode tradicional 1ISO 6579.

ABSTRACT

Salmonella is, for a long time, the subject of several studies due to the complexity presented
by the gender. From the beginning, the difficulty of classifying it in a clearly way, has created
controversies and different opinions that have led researchers to work with multiple systems
and classification schemes. In order to prevent and treat this bacteria in an effectively form,
some specific and rapid detection methods have been developed over the last decades. In
addition, the necessity of the companies of obtaining reliable results in less time has increased
until today. In the project there is a Salmonella spp investigation in food using the traditional
method I1SO 6579, immunofluorescence (ELFA) method and immunoenzimatic (ELFA) with
recombinant phage protein method, in order to obtain quantitative data and finally an
extended validation of an immunoenzimatic method. The results obtained show
trustworthiness and certainty in the three detection techniques used. The immunoenzimatic
methods respond positively to the needs that companies have of obtaining results in a short
period of time (24-48 hours). Certain food groups such as fresh meat, levels of presence and
absence of Salmonella are higher than in other groups, depending on the method used. The
extension of the ratification has allowed improving the conditions of the sample preparation in
eggs and poultry meat.

Key words: Salmonella, immunoenzimatic method, immunofluorescence method, traditional
method ISO 6579.
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“Calcular la probabilidad de lo posible ayuda a anticipar la incertidumbre”

Jorge Wagensberg



1. Introduccion




Los microorganismos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y es por eso que su
estudio es esencial para su conocimiento. De manera resumida, existen algunas bacterias
capaces de beneficiar al ser humano como Lactobacillus bulgaricus o Bifidobacterium bifidum
gue mejoran nuestra situaciéon nutricional, o ciertos hongos del género Trichoderma que
actuan frente a los patdgenos del suelo. Por otro lado, existen microbios perjudiciales, como es
el caso de Salmonella, causante de infecciones intestinales, conocidas como salmonelosis, una
de las enfermedades transmitidas por alimentos mas comunes que causa la bacteria.

Salmonella es el microorganismo patégeno que mas toxiinfecciones alimentarias produce,
tanto en paises desarrollados como en desarrollo. Constituye la segunda causa de morbilidad
en paises en via de desarrollo (Flores, 2003). Se calcula que decenas de millones de casos se
producen anualmente en todo el mundo y que cerca de cien mil personas mueren a causa de
la enfermedad (World Health Organization (WHO), 2013).

Actualmente, la resistencia a los antibidticos se ha convertido en un problema en el
tratamiento de enfermedades infecciosas, lo que incrementa el riesgo de propagacion a otras
personas. La evolucién de cepas resistentes ha contribuido a la aceleracién de este fendmeno
natural y es por eso que el estudio y desarrollo de nuevas tecnologias rapidas es fundamental
para una buena prevencién y control de microorganismos patégenos.

1.1 Antecedentes historicos

El primer aislamiento de microorganismos del grupo Salmonella fue en 1884 por Gaffky (1850-
1918) y en el afo 1886 el género Salmonella fue descrito por el epidemidlogo y patdlogo
estadounidense Theobald Smith (1859-1934), logrando aislar la bacteria en cerdos con célera,
aunque el organismo recibe su nombre en honor a su jefe, el norteamericano y patdlogo
veterinario Daniel Elmer Salmon (1850-1914), administrador del programa de investigacién
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (Fresquet, 2002).

A lo largo de la historia, el género Salmonella ha sido clasificado de diversas maneras debido a
su compleja nomenclatura y taxonomia. Ante esta controversia, cientificos de todo el mundo
han ido utilizando diferentes sistemas para tratar acerca de la bacteria. En 1930, Kauffman y
White establecieron una clasificacién seroldgica para las cepas aisladas, basada en los
antigenos flagelares H, que permiten el movimiento y antigenos somaticos O, sin movimiento.
Desde entonces la taxonomia del género Salmonella ha ido variando a lo largo del tiempo. La
primera identificacién de cepas de éste género fueron clasificadas en tres especies: Salmonella
typhi, Salmonella choleraesuis y Salmonella enteritidis, siendo la Ultima especie la que contaba
con la mayoria de los serotipos. Posteriormente, otra nomenclatura utilizada reconocia la
existencia de dos especies: Salmonella bongoriy Salmonella choleraesuis, donde esta Ultima se
dividia en 6 subespecies pero al haber un serotipo choleraesuis se decidié cambiar el nombre
de la especie por el de Salmonella enterica (Flores, 2003). En la actualidad se ha simplificado
en dos especies: Salmonella enterica que consta de seis subespecies | entérica, |l salamae, 1l a
arizonae, Il b diarizonae, IV houtenae, y VI indica y Salmonella bongori (V), incluida en otra

|9



especie distinta (Koneman et al., 2006). Se han descrito mas de 2000 serotipos. Salmonella se
puede dividir en diversos serogrupos: A, B, C, D y E (Centro Nacional de Epidemiologia,
Instituto de la Salud Carlos I, 2015 (A)).

Actualmente, el sistema de clasificacion (tabla 1) es el utilizado por la Organizacién mundial de
la Salud (OMS), el Centro para el control de Enfermedades (CDC) y otras organizaciones
(Gonzélez et al., 2014).

Tabla 1: Especies, subespecies, serotipos y habitat usual de Salmonella segun la clasificacion de
Kauffman-White (Gonzalez et al., 2014)

s | it Mot usua
S. enterica subsp. enterica (1) 1531 Animales de sangre caliente
S. enterica subsp. salamae (II) 505 Animales de sangre friay ambiente
S. entérica subsp. arizonae (Illa) 99 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. diarizonae (Ilib) 336 Animales de sangre friay ambiente
S. enterica subsp. houtenae (IV) 73 Animales de sangre friay ambiente
S. enterica subsp. indica (VI) 13 Animales de sangre friay ambiente
S. bongori (V) 22 Animales de sangre fria y ambiente
Total 2579

1.2 El género Salmonella

1.2.1 Caracterizacion morfoldgica y bioquimica del Salmonella

Salmonella (imagen 1) es un género de bacterias, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, integrado por células en forma de bacilo, no esporuladas y habitualmente
moviles mediante flagelos peritricos. Son bacterias Gram-negativas, de metabolismo
anaerobio facultativo, que reducen los nitratos a nitritos y que fermentan la glucosa
produciendo acido y gas (Odumeru & Ledn-Velarde, 2012). Raramente fermentan la lactosa o
la sacarosa, son citocromo-oxidasa negativas y normalmente catalasa positivas. Son ureasa
negativas, lisina descarboxilasa negativas y la prueba del indol es negativa (Koneman et al.,
2006). Infectan muchas especies animales distintas, la humana entre ellas, y algunas pueden
invadir otros tejidos aparte de los del tracto intestinal ya sean como patégenos o como
comensales. Las colonias son grandes (de 2-4mm) y tienen una textura rugosa o lisa.
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Tal y como se ha visto en la tabla 1, a la
subespecie I pertenecen aquellas
salmonelas que son patégenas y que se
han aislado del contenido intestinal de
animales de sangre caliente, en su mayoria.
A la subespecie Il y Ill pertenecen aquellas
que provienen del aislamiento de animales
de sangre fria, tales como S. salamae, S.
arizonae y S. diarizonae. En las ultimas
subespecies, IV y V, forman parte S.
houtenae y S. indica, que se encuentran, en
su mayoria, en el medio ambiente y que en

rara ocasion se han identificado como

patégenas para el hombre (Trepat i Imagen 1: Salmonella (Voss, 2012)
Quilez, 2002).

La identificaciéon y/o confirmacion de las colonias presuntivas de Salmonella se realiza
mediante pruebas bioquimicas que utilizan medios diferenciales como el agar entérico
Hektoen y el agar xilosa lisina desoxicolato (XLD). Como se puede observar en la imagen 2, las
colonias tipicas de este microorganismo son rosadas, pudiendo presentar o no un centro negro
debido a la produccion de acido sulfhidrico (H,S) en agar XLD y verdosas o verde azuladas con
o sin centro negro en el agar Hektoen. En algunos casos son completamente negras.
Simultaneamente, se puede llevar a cabo en medios como el agar triple hierro (TSI) y el agar
lisina hierro (LIA). Pruebas como urea, de produccién de indol, crecimiento en caldo KCN,
fermentacién de dulcitol o la utilizacidon del malonato de sodio también sirven como pruebas
bioquimicas complementarias (Gonzalez et al., 2014).

Imagen 2: Colonias tipicas de Salmonella. A) Aislamiento en agar XLD (Department of
Veterinary Disease Biology, University of Copenhagen, 2011). B) Aislamiento en agar
Hektoen (EO Labs, 2015)
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Como se ha comentado anteriormente, las pruebas bioquimicas y seroldgicas sirven para la
identificacion del género Salmonella, y la eleccion de cada una de ellas depende de las
caracteristicas del laboratorio donde se realizan. En la tabla 2, se pueden observar las
caracteristicas bioquimicas de las diferentes especies y subespecies de Salmonella y cémo
reaccionan a las diversas pruebas bioquimicas (Caffer & Terragno, 2001).

Tabla 2: Caracteristicas bioquimicas diferenciales de especies y subespecies de Salmonella (Caffer &
Terragno, 2001)

Pruebas S.enterica S. enterica S. enterica S.enterica S. enterica S. enterica S. bongori

biogquimicas subesp. subesp. subesp. subesp. subesp. subesp. V)
enterica () salamae (Il) arizonae diarizonae houtenae indica
(llla) (llib) (IV) (V1)

Dulcita + + - - - d +
ONPG - - + + - d +
Malonato - + + + - - -
Gelatina - + + + + + -
Sorbita + + + + + % +
KCN - - - E: + 3 +
L(+) tartrato + = & 2 5 > &
Mucato + + + - (70%) - + +
Salicina - - - - + -
Lactosa - - - (75%) + (75%) - d -
Habitat de Animales

la mayoria de sangre Animales de sangre fria y medio ambiente
de las caliente

cepas

+ 90% 6 mas de los resultados positivos; - 90% 6 mas de los resultados negativos; d: diferentes
reacciones

1.2.2 Crecimiento y supervivencia de Salmonella

Salmonella se multiplica bien en medios ordinarios. Las colonias crecen al cabo de 16-24 horas
y su temperatura 6ptima de crecimiento es de unos 32-372C pero es capaz de desarrollarse
dentro de un amplio rango de 6-462C. A temperaturas inferiores a 102C el crecimiento sufre un
retraso considerable y a temperaturas inferiores a 72C se podrian evitar el crecimiento de la
mayoria de salmonelas. Es por eso que los alimentos perecederos deben mantenerse por
debajo de la temperatura minima de crecimiento del microorganismo. El microorganismo
Salmonella esta presente en el medio ambiente, procede del tracto intestinal animal, ya sea
domeéstico o salvaje, donde puede encontrarse sin causar ningun tipo de enfermedad aparente
(Odumeru & Ledn-Velarde, 2012). La muerte del microorganismo aumenta durante el proceso
de congelacién siendo el intervalo de 02C y -102C mas efectivo que entre -172C a -20°C.
Aunque este proceso pueda danar seriamente el estado de la bacteria, no garantiza su
destruccién total en los alimentos. Para asegurar su muerte se tendria que sobrepasar una
temperatura maxima de 49.52C (Trepat i Quilez, 2002). En la tabla 3 se resumen los datos
anteriormente comentados.
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Uno de los factores que mas afecta al crecimiento de Salmonella es la actividad de agua. Se
desarrollan bien a valores de a,, de 0.93 a 0.999 y pueden sobrevivir aifios en alimentos con a,,
baja (Elika, 2013).

Las salmonelas presentan una cierta sensibilidad al calor y su resistencia suele ser muy rara.
Este factor se ve influenciado por la actividad de agua (se incrementa cuando la actividad de
agua del substrato se reduce), por la naturaleza de los solutos y el pH del medio, ya que si se
reduce este Ultimo factor se reduce la resistencia al calor (Trepat i Quilez, 2002).

Soportan un pH entre 3 y 9 con un éptimo de 7 a 7.5. La presencia de ciertos acidos es
importante para Salmonella, ya que algunos, como el acido clorhidrico y el citrico, permiten su
crecimiento a pH cercanos a 4 y otros como el acido acético, propidnico o butirico lo impiden a
pH inferiores a 5. El potencial de o6xido-reduccion también afecta al crecimiento del
microorganismo ya que puede verse inhibido por potenciales de éxido-reduccion inferiores a -
30mV (Trepat i Quilez, 2002).

Tabla 3: Condiciones de crecimiento de Salmonella (Elika, 2013).

Minimo Optimo Maximo
Temperatura (2C) 5.2 35-43 46.2
pH 3.8 7-7.5 9.5
Actividad de agua 0.93 0.99 >0.99

1.2.3 Mecanismos de patogenicidad de Salmonella spp

Como se ha comentado anteriormente, Salmonella es ubicua, de manera que existen diversas
fuentes de infeccidon, como mamiferos, aves, roedores o insectos, el hombre, el agua bajo
condiciones insalubres o el mismo entorno de los animales, como puede ser el alimento
contaminado, sus heces y el polvo o suelos mal desinfectados, entre otros.

El principal modo de transmisién es por via oral, por contacto con heces de animales
infectados. Son resistentes al pH del estdmago, sales biliares y peristaltismo, de tal manera
que al lograr colonizar el intestino delgado provoca una infeccidn localizada. Una vez dentro de
las células intestinales, comienza a dividirse dentro de éstas. Existe la posibilidad de
transmisién por via aerdgena, afectando a las amigdalas y los pulmones (Centre de recerca en
sanitat animal, UAB, 2008).

En la tabla 4 se expone una clasificacion de los serotipos de Salmonella que afectan tanto al
hombre como a los animales:
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Tabla 4: Clasificacién de serotipos de Salmonella segun su hospedador (Centre de recerca en sanitat animal, UAB, 2008)

Serotipos adaptados al hombre Serotipos adaptados a animales
Somata Ave.s: Salmonella pullorum y Salmonella
gallinarum
Salmonella paratyphi A, B (aves) Vacuno: Salmonella dublin
Salmonella sendai Ovino: Salmonella abortusovis

Equino: Salmonella abortusequi
Cerdo: Salmonella choleraesuis

Conejo: serovariedad perteneciente a la
subespecie lll a

Otros serotipos no adaptados a hospedadores especificos que afectan a conejos y personas:
Salmonella typhimurium y Salmonella enteritidis

Se puede clasificar la salmonelosis humana mediante dos grupos, las que son causadas por
serotipos humanos, que suelen ocasionar sindromes tifoidicos y las que son debidos a
serotipos mas generales y que suelen causar diarreas, vémitos y fiebre. La duracidon de la
enfermedad varia segun el estado general del huésped (Parra et al., 2002).

Una vez Salmonella ha superado las barreras y penetra en las células del hospedero, se
necesitan aproximadamente 10° — 10® bacterias para desarrollar la enfermedad sintomatica.
Aunque intervienen otros factores como el tipo de cepa, el tipo de alimento o el estado
fisiolégico del huésped. (Sdnchez & Cardona, 2003).

Mecanismos de adherencia

La adherencia microbiana es necesaria para la supervivencia de un microorganismo y depende
de la habilidad que posea la bacteria para adherirse. Este mecanismo necesita un receptor
situado en la célula eucariota del huésped y la presencia de adhesinas, es decir, multiples
factores que lo adhieran al receptor. Estas son capaces de desencadenar una serie de
respuestas biolégicas como la activacion de los linfocitos B, los neutrdfilos o la secrecién de
citocinas, entre otras. Las multiples adhesinas que se encuentran en los microorganismos se
pueden agrupar en adhesinas fimbriales y adhesinas no fimbriales. Por lo general, en las
bacterias Gram negativas las fimbrias (apéndices proteinicos) son mas cortas y numerosas que
los flagelos y no son responsables de la movilidad bacteriana. Los pelos (pili), en cambio,
tienen una estructura parecida a las fimbrias pero suelen ser mas largos y menos numerosos.
Tanto las fimbrias como los pelos son los encargados de fijar de manera especifica ciertas
bacterias patégenas a los tejidos (Fundacion Vasca para la Seguridad Agroalimentaria, 2008).
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Mecanismos de invasion

Una vez se ha ingerido el alimento contaminado, Salmonella tiene via libre para comenzar su
ciclo infectivo a través del tejido linfoide, dirigiéndose a las células hospedadoras que
normalmente no fagocitan, ya que en defensa del organismo intentarian eliminarla. La
superficie de la capa mucosa de las células epiteliales podria significar un lugar seguro para la
multiplicacidn y persistencia de la bacteria al ser una técnica de invasién segura (Figueroa &
Verdugo, 2005).

Las células epiteliales reciben sefiales de la bacteria con el fin de provocar cambios en la
estructura del citoesqueleto y causar ondulamientos en la superficie como respuesta al
contacto. Ademas, Salmonella, puede invadir multiples lineas celulares e impulsar su entrada
en las células del huésped. Parece ser que la introduccion de Salmonella en la mucosa
intestinal es fundamental para causar infeccidn, con la cual cosa intentando evitar su entrada
se podrian obtener cepas atenuadas y utilizarlas como posibles inmundgenos (Fundacién
Vasca para la Seguridad Agroalimentaria, 2008).

Enteritis y diarrea

Salmonella produce, al menos, tres toxinas: enterotoxina, endotoxina (LPS) y citotoxina y
parece ser que, ademas de otros factores, son la causa de diarreas y septicemias, sintomas que
se expresan pocas horas después del contacto de la bacteria con la célula hospedadora.
Durante el proceso de infeccién, Salmonella induce la liberacién de citocinas proinflamatorias
que intervienen en el proceso diarreico (Fundacidon Vasca para la Seguridad Agroalimentaria,
2008).

Islas de patogenicidad

Las islas de patogenicidad (Pl) son largas agrupaciones de genes cuya funcion es codificar
factores especificos de virulencia y que por lo general se expresan durante el proceso infectivo.
En el caso de ciertas bacterias de la familia de las enterobacterias, el hecho de adquirir una
Unica Pl puede provocar que pasen de comensal a patégeno, aunque no siempre se garantiza
la conversién (Martinez, 2007).

Los genes de las islas de patogenicidad de Salmonella (SP1) cuentan con una proporcién de G+C
diferente al promedio del genoma bacteriano y generalmente estan dentro del loci de ARNt
(Martinez, 2007).

Se conoce que Salmonella cuenta con cinco islas de patogenicidad: SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-4 y
SPI-5 (Fundacidn Vasca para la Seguridad Agroalimentaria, 2008).
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1.3 Salmonella en humanos

Las infecciones entéricas pueden estar causadas por diferentes bacterias pero por lo general
manifiestan alguno de los sintomas principales, como diarreas sin fiebres o fiebres entéricas
con dolor abdominal y gastroenteritis invasiva con diarrea inflamatoria, fiebre y presencia de
numerosos leucocitos, principalmente neutréfilos. Los patdgenos tienen un sistema de
secrecién que les permite secretar e inyectar proteinas de patogenicidad, lo que las convierte
en altamente invasivas. Salmonella es uno de los géneros mds complejos que existen hoy en
dia y a pesar de su gran conocimiento sobre su actuacién y poder patégeno, continta siendo
una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en adultos y nifios en el mundo y uno
de los productores de toxiinfecciones alimentarias de origen bacteriano mas importantes en
Espafia y otros paises (Echeita et al., 2011).

1.3.1 La enfermedad

La patologia ligada a Salmonella agrupa un conjunto de enfermedades denominadas
salmonelosis y éstas pueden manifestarse bajo dos aspectos esenciales:

- Fiebres entéricas que engloban principalmente las fiebres tifoideas, causadas por
Salmonella typhiy las fiebres paratifoideas, causadas por Salmonella paratyphi A, B o C
y que suelen ser menos agresivas que las primeras.

- Gastroenteritis que puede estar causada por muchos serotipos, siendo los mas
comunes en las fiebres no tifoideas Salmonella typhimurium y Salmonella enteritidis.

Fiebre tifoidea producida por Salmonella typhi

Salmonella typhi posee un antigeno de virulencia (Vi), formado por polisacaridos y se
encuentra en la membrana externa de la pared. La mayoria de estas cepas son moviles debido
a unos flagelos peritricos, que rodean la célula. Por otro lado, existen cepas no mdviles en
Indonesia, donde la incidencia de la fiebre tifoidea es mas alta. Salmonella typhi produce acido
a partir de maltosa, glucosa y sorbitol, sin llegar a producir gas. Por otro lado, no fermenta la
lactosa, sacarosa, la ramnosa, entre otros. Produce acido sulfhidrico y nitrito a partir de nitrato
(Calva, 2007).

La fiebre tifoidea es una toxiinfeccion que Unicamente afecta a seres humanos. El método de
contagio se puede dar a través de las heces de la persona infectada y puede contaminar los
alimentos o el agua. Este tipo de fiebres es mas comun en paises en vias de desarrollo. Se
prevé que en Asia y Africa hay cerca de 17 millones de casos anuales y que unas 600.000
personas acaban muriendo. La mayor frecuencia de estos casos se da en paises como
Indonesia o Papua Guinea, donde la edad con mayor incidencia es entre 13 y 19 afos (Calva,
2007).
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Generalmente, los sintomas de la fiebre tifoidea comienzan una o dos semanas después de
producirse el contagio, aunque el periodo de incubacién puede llegar a durar hasta un mes. La
multiplicacién de la bacteria empieza en el epitelio de la submucosa y una vez ha invadido el
torrente circulatorio se disemina por el cuerpo. Posteriormente se vuelve a multiplicar en el
bazo y el higado y finalmente es liberado en grandes cantidades por todo el torrente
sanguineo. Los sintomas suelen ser fiebres altas (por encima de los 402C), acompafnadas de
dolor de cabeza y tos seca y persisten durante 2 o 3 semanas.

Existen diversos métodos, tanto bioquimicos como seroldgicos para detectar y confirmar una
infeccidn por Salmonella typhi, desde aislamientos de la bacteria, hasta un aspirado de bilis y
médula ésea. Uno de los ejemplos de serodiagndstico es el ensayo de aglutinacion de Widal,
basado en la deteccién de anticuerpos a los antigenos O, H y Vi. Las técnicas de
inmunoensayos (ELISA) o de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) también son eficaces
en la deteccién, tanto de antigenos como de anticuerpos especificos (Calva, 2007).

La fiebre tifoidea es tratada con eficaces antibidticos pero, ciertamente, hay una preocupacion
global debido al desarrollo de la resistencia de algunas cepas a los medicamentos, un
problema de salud publica actual que requiere la investigacién y desarrollo de nuevas técnicas
gue permitan conocer mejor al microorganismo. Las principales vacunas contra la fiebre
tifoidea son la oral Ty21a vy la parental del polisacéarido Vi (Calva, 2007).

Fiebre paratifoidea producida por Salmonella paratyphi

Similar a la fiebre tifoidea, aunque de caracter mas leve. Es una infeccidon causada por
Salmonella paratyphi A y B, una serovariedad de Salmonella enterica. Los sintomas son
similares pero tienden a ser mas benignos y menos mortales. La proporcién de casos por
Salmonella typhiy Salmonella paratyphi es de 10:1 (Heymann, 2004).

Se transmite a los alimentos, sobre todo productos lacteos y marisco, a través de las heces u
orina de un enfermo o un portador por una mala higiene, como no lavarse las manos o a través
del agua potable que ha sido contaminada por aguas residuales que contienen la bacteria. Los
sintomas aparecen alrededor de los 10 dias de la infeccion y se caracterizan por tener fiebre
elevada prolongada, dolor abdominal, malestar general, cefaleas, estrefiimiento o diarrea.

Tanto la fiebre tifoidea como la paratifoidea siguen siendo un problema significativo en paises
del Sudeste Asiatico, Africa o América del Sur, debido a la precariedad en el sistema de
saneamiento ambiental basico.

Gastroenteritis

Es una infeccion alimentaria producida como consecuencia de la multiplicacion de las bacterias
en el intestino, causada por diversas cepas de Salmonella, entre las que se encuentran los
serotipos typhimurium, hydenberg y adelai, entre otros.
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La infeccidon es provocada debido a la ingestién de grandes cantidades de salmonelas que
invaden el epitelio del intestino delgado, donde sélo se multiplican ya que, al contrario que los
bacilos tifoideos, posteriormente no se diseminan. Los sintomas aparecen a las 24-48 horas
después de haber ingerido el alimento contaminado y se manifiestan en forma de diarreas
severas, célicos, nduseas y en ocasiones vomitos; no suele haber fiebre, aunque puede haber
febricula. Normalmente la recuperacién es rapida y no hace falta la administracién de
medicamentos (Ingraham & Ingraham, 1998).

Salmonella typhimurium es uno de los serotipos mds comunes que causan este sindrome
clinico. Su tratamiento debe estar encaminado a restituir liquidos y a equilibrar los electrolitos.
Ni el diagndstico ni el tratamiento etioldgico son necesarios ya que las bacterias no invaden
otros tejidos y el padecimiento se resuelve en menos de una semana de evoluciéon (Romero,
2007).

1.3.2 Brotes de Salmonella en Europa y Espana

Son diversas las fuentes de contagio de Salmonella, |a incidencia depende de muchos factores
gue influyen en su contagio, como la disposicién de agua potable, la manipulacion de
alimentos a lo largo de todo el proceso o incluso, el clima. Principalmente, en paises en
desarrollo, S. typhi se aisla frecuentemente. En otras areas geograficas como Estados Unidos,
el oeste de Europa o Japdn, Salmonella no tifoidica es mas comun. Segun datos del libro
Sindrome diarreico infeccioso: “En los paises en via de desarrollo, la incidencia de S. typhi se
estima entre 10 y 500 casos por 100.000 habitantes, mientras que la incidencia de Salmonella
no tifoidica puede ser mucho mds alta” (Romero & Herrera, 2002).

La distribucion por edad también es un factor a tener en cuenta ya que, en paises en
desarrollo, los individuos de entre 5y 25 afios son mas propensos a padecer una infeccion por
S. typhi. En cambio, en los paises industrializados, la mayoria de casos se dan en individuos de
19 afos, que normalmente suelen realizar viajes al extranjero. En relacién a la infeccion por
Salmonella no tifoidica, no existe diferencia en la incidencia en cuanto a la edad, aunque hay
grupos que son mas propensos, como menores de 5 afios e individuos mayores de 70 afos.
(Romero & Herrera, 2002).

Salmonella hadar se da frecuentemente en pavos y pollos. Entre el 1973 y 1974 este serovar se
extendio a lo largo de los criaderos de pavos del Reino Unido. Su exportacion a otros paises
hizo que se dispersara su aislamiento entre los humanos provocando que, en el afio 1990,
fuese la segunda bacteria mas aislada en los corrales de pollos (Trepat i Quilez, 2002).

En mayo del 2014, en Gran Canaria se detecté un brote de salmonelosis en un colegio,
afectando a mas de 200 personas, en su mayoria nifos de 2 y 17 afos. La toxiinfeccion
alimentaria fue debida a Salmonella enteritidis y varias personas tuvieron que ser ingresadas
con fiebre, vémitos, diarreas y dolor abdominal. La causa del brote fue consecuencia de
condiciones higiénicas sanitarias no adecuadas por parte de un manipulador de alimentos y no
por los productos con los que se elaboré la ensalada, como se creia en un principio.

| 18



En agosto del 2014 un brote de salmonelosis afecto a varios paises de la Unidn Europea debido
a una partida de huevos producidos en el sur de Alemania. Seglin la Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) el brote se identificd como el origen de la salmonelosis y llego al
mercado de paises como la propia Alemania, Austria, Francia, Luxemburgo y Reino Unido. Se
llegaron a reportar alrededor de 70 casos.

En Espafia, el Centro Nacional de Epidemiologia (Instituto de Salud Carlos IIl) gestiona
mediante la red nacional de vigilancia epidemiolégica los brotes de salmonelosis en humanos
que le son comunicados a través de distintas vias. Toda la informacién obtenida de estas vias
se analiza y se difunde a través del Boletin Epidemiolégico Semanal que incluye datos
periddicos sobre los brotes de Salmonella transmitidos por los alimentos.

A continuacidn se exponen los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos en Espaiia
durante el periodo comprendido entre 1994 y 2003. En la tabla 5 se pueden observar los
principales agentes causales, productores de las enfermedades, siendo Salmonella la
responsable del mayor nimero de brotes producidos durante esta década. La especie con mas
incidencias fue Salmonella enteritidis con 2568 brotes, seguida de Salmonella spp con 2459
brotes. Durante los ultimos afios del periodo se nota un crecimiento en el nimero de brotes
notificados, siendo Salmonella spp y Salmonella enteritidis los mas comunes. Actualmente la
incidencia de salmonelosis tanto en Espafia como en la Unién Europea en general ha ido
disminuyendo gracias a los avances en las medidas de prevencidn y programas de control en la
seguridad alimentaria.

Tabla 5: Numero de brotes notificados segiin agente causal y afio en Espaia ente 1994-2003 (Centro Nacional
de Epidemiologia, Instituto de Salud Carlos Ill, 2015 (B))

Agente causal 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 1994-2003
Bacterias
Bacillus cereus 1 5 4 5 4 6 0 7 12 12 56
Brucella 6 16 9 <4 10 < 16 5 7 7 84
Campylobacter 2 1 0 5 1 6 5 8 B - 36
Clostndium botulinum 5 5 5 7 9 5 1 4 3 1 45
Clostndium (otros) 13 17 11 17 22 19 19 15 17 16 166
E. coli {(enterohemormragico) 0 0 0 0 1 2 1 0 0 2 6
Salmonella 0
- Salmonella sp 214 263 249 215 261 230 248 249 228 302 2459
- Salmonella enteritidis 141 153 188 214 272 281 280 310 318 411 2568
- Salmonella typhimurium 1 5 9 9 8 5 9 10 7 15 88
- Salmonella typhi y paratyphi 2 2 1 & 3 0 1 1 0 1 15
- Otro serotipo 1 10 9 3 10 9 8 7 5 4 76
Shigella 6 1 0 1 3 3 0 1 1 3 19
Staphylococcus (aureus) 39 24 40 39 36 21 22 27 31 22 301
Vibrio parahaemolyticus 1 5 6 6 2 3 - 2 2 4 35
Oftras bactenas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2
Parasitos
Trichinella 4 6 3 2 2 2 3 6 1 3 32
Virus
Virus hepatitis A 0 1 0 1 10 3 6 0 2 0 23
Norovirus 0 0 0 0 4 1 9 20 22 56
Otros virus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4
Sustancias toxicas
Animales toxicos 16 17 10 9 9 15 15 10 10 13 124
Plantas toxicas 0 < 7 < 7 7 2 6 14 6 57
Sustancias quimicas 15 12 5 2 2 7 4 2 2 0 51
Ofras sustancias toxicas 26 19 11 7 19 16 8 17 10 3 136
Desconocido 456 338 320 317 251 279 307 293 277 364 3202
Total 969 904 887 871 942 927 960 989 971 1221 9641
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Durante el ano 2003 en Espaia se produjeron 733 casos de salmonelosis debido a Ia
contaminacion alimentaria. En la tabla 6 se pueden observar las bacterias causantes de los
brotes producidos a lo largo del afio y los alimentos implicados. En cuanto a los alimentos, el
huevo y los ovoproductos son las principales vias de transmisién, seguidas de la reposteria y la
nata. Esto puede ser debido a que las bacterias del género Salmonella estan asociadas a las
aves y a los huevos, los cuales representan las principales vias de distribuciéon e infeccién en el
hombre.

Tabla 6: Agente causal y alimento implicado en Espafia en 2003 (Centro Nacional de Epidemiologia, Instituto de Salud
Carlos 111, 2015 (B))

Lacteos* Queso Huevoy Came Pollo Pescados: Reposteria Ensaladas Otros Desconocido Total
ovoproductos y Mariscos y Nata Vegetales

Bacterias
Bacillus cereus 0 0 1 2 2 0 1 1 3 2 12
Brucella 0 5 0 0 0 0 0 0 0 2 7
Campylobacter 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 4
Clostridim 0 1 0 0 o 0 0 0 o 0
botutinum
Clostridium
(otros) 0 0 1 9 0 0 1 2 2 1 16
Escherichia coli 0 0 1 0 0 0 0 1 2
Salmonella
- Salmonella sp 1 1 178 5 7 3 15 4 27 61 302
- S. enteritidis - 0 238 8 5 8 29 9 28 82 411
- S. typhimurium 0 0 4 0 0 1 0 1 4 5 15
- S. typhifparatyphi 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
- Otras salmonelas 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 4
Shigella 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3
Staphilococcus 0 7 2 1 0 1 2 1 4 4 22
ok 0 0 0 0 o 4 0 0 0 0 4
parahaemolyticus
Otras bacterias 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 2
Parasitos
Trichinella 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 3
Virus
Norovirus 0 0 0 1 0 3 1 3 3 1 22
Otros virus 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3 <
Sustancias téxicas
Animales téxicos 0 0 0 0 0 12 0 0 0 1 13
Plantas toxicas 0 0 0 0 0 0 2 4 0 0 6
Sustancias
quimicas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Otros 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 3
Desconocido < 4 69 17 11 34 13 10 31 171 364
TOTAL 10 18 494 48 27 70 64 36 105 349 1221

* Excluye queso y nata

Segun el boletin epidemioldgico, en el afio 2012 se notificaron 60 casos de infecciones
alimentarias causadas por Salmonella typhi y Salmonella paratyphi, siendo confirmados 41
casos (71.6%). Catalufia fue la comunidad auténoma con mds casos, unas 19 notificaciones.
También se registraron incidencias en Pais Vasco, Galicia, Aragdn y Valencia. En el resto de
comunidades auténomas no se comunicaron casos. Disponiendo de informacién sobre 59
casos, se obtuvieron los grupos con mayor nimero de casos: de 1-4 afios, de 25-34 afios y de
35-44 afios (Centro Nacional de Epidemiologia, Instituto de Salud Carlos I, 2015 (C)).

En cuanto a la situacién epidemioldgica de la salmonelosis, se notificaron un total de 4.831
casos de infeccion por Salmonella no tifoidea en el afio 2012. Esta tendencia fue desigual entre
los diferentes serotipos estudiados, siendo mas bajos Salmonella grupo C y Salmonella spp
respecto al afio anterior. En cambio Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium vy
Salmonella grupo B aumentan de manera considerable, mostrando una tendencia ascendente
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en los ultimos afios, sobre todo los dos ultimos microorganismos. En la imagen 3 se pueden ver
los casos dados por afio y la tendencia ascendente y descendente del microorganismo aislado.

2.000 7
1.5004

1.000 3

N de casos

5004

0
2007 2008 2009 2010 2011 2012

Microorganismos

I saimonella typhimurium Salmonella Enteritidis
I s:imonelia Grupo B B saimonella Grupo D
I salmonella Grupo C Salmonella sp.

I salmonella otras

Imagen 3: Vigilancia de Salmonella entre los afios 2007 - 2012 (Centro
Nacional de Epidemiologia, Instituto de Salud Carlos Ill, 2015 (C))

Disponiendo de informacion sobre la edad, de 4.757 casos el 40.28% (1.899) eran menores de
5 afios y el 15.05% (709) mayores de 65. En cuanto al sexo, de 4.772 casos, el 51.72% (2.468)
fueron hombres, y el resto mujeres. Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis vy
Salmonella grupo B, fueron los microorganismos aislados mads frecuentes. De los 291 brotes
notificados en el afio 2012, se produjeron 2.406 enfermos, de los cuales 380 tuvieron que ser
hospitalizados y 2 fallecieron. Practicamente el 92% de los brotes fueron transmitidos por via
alimentaria. Sélo uno de los brotes fue transmitido por agua. Dentro de la lista de alimentos
sospechosos se vieron implicados el huevo y derivados (68.2% de los brotes), la carne y los
productos carnicos (6.5%), los vegetales (5.6%), la reposteria (4.2%), las aves (1.9%) vy el
pescado/marisco (1.4%) (Centro Nacional de Epidemiologia, Instituto de Salud Carlos Ill, 2015

(C)).

Aunque la salmonelosis es la segunda causa de gastroenteritis bacteriana en Espafia
representa la principal causa de brotes de transmision alimentaria.

1.3.3 Evaluacion de riesgo y dosis infectivas

Como se ha comentado anteriormente, el género Salmonella puede afectar de manera
indistinta a cualquier grupo de edad, aunque son mas vulnerables los menores de 5 afios y los
mayores de 60 afios. De esta manera, las personas que presentan algun tipo de enfermedad,
son portadores del VIH o se someten a determinados tratamientos, también suelen presentar
mayor grado de vulnerabilidad.
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Son varios los factores que afectan de manera directa la capacidad infecciosa de Salmonella. La
resistencia del hospedador segun su edad o estado inmunitario, el tipo de matriz en que se
ingiere el microorganismo o el estado fisiolégico de éste ultimo influencian en la infectividad
de la bacteria. De esta manera, se estiman unas dosis infectivas que oscilan entre 10° y 10°
unidades formadoras de colonias (UFC) (Fundacidn Vasca para la Seguridad Agroalimentaria,
2008).

Aunque los valores de las dosis infectivas parecen ser fijos, diversas investigaciones han puesto
en evidencia que pueden variar, incluso ser mucho menores, dependiendo del tipo de
alimento (tabla 7), donde los que son ricos en grasas y/o azlcares presentan una dosis
infectiva de 10* o 10° células, mientras que en personas susceptibles a enfermedades bastan
sélo 10 bacterias de la cepa apropiada de Salmonella para provocar la infeccidon (Fundacién
Vasca para la Seguridad Agroalimentaria, 2008).

Tabla 7: Dosis infectivas estimadas de Salmonella spp (Fundacidn Vasca para la Seguridad Agroalimentaria,
2008).

| Estimates of the infective dose of Salmonella spp.

Foodstuff Serovar Infectious dose (CFU)
Cheese Typhimurium 1-10
Chocolate Eastbourne <100
Napaoli 10-100
Typhimurium 10
Maize snack Agona 245

Paprika-flavoured potato chips  Saint Paul, Javiana, Rubislaw <45
Peanut butter Mbandaka 10100

Derived from epldemiological evidence of outbreaks. CFU, colony-forming units. Data taken from REFE 43.

1.4 Salmonella en la industria alimentaria

En las ultimas décadas, la industria alimentaria ha puesto en marcha practicas de prevenciény
medidas muy estrictas para poder ofrecer productos seguros, aptos para el consumo en
cualquier época del afio.

El control de la calidad y seguridad alimentaria de las materias primas que se utilizan o el
control durante el procesado y acabado del producto son esenciales para prevenir
microorganismos no deseados, sobre todo patdgenos, ya que no solo pueden alterar las
caracteristicas organolépticas y nutricionales de los alimentos sino que pueden producir
infecciones alimentarias, causando enfermedades en el ser humano. Para las industrias
alimentarias también supone grandes pérdidas econdmicas ya que el producto contaminado
tiene que ser eliminado o bien, exige un aumento de gastos adicionales con el fin de obtener
un producto final libre de bacterias patégenas.
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1.4.1 Tratamientos de control de Salmonella en la industria
alimentaria

En los ultimos afios, una de las finalidades de la industria alimentaria ha sido crear practicas de
prevencion y estrictas medidas con el fin de poder proporcionar productos aptos para el
consumo humano:

- Asegurar que las materias primas utilizadas sean aptas, realizando controles de calidad
y seguridad alimentaria.

- Realizar planes de control durante la produccién de los alimentos.

- Mantener y controlar la higiene de las instalaciones y equipos a utilizar.

- Aplicar buenas practicas durante la manipulacién de los alimentos.

- Crear férmulas para mejorar la conservacién de los productos.

La principal guia de autocontrol aplicada en la industria alimentaria esta basada en el sistema
de Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control: APPCC o HACCP (Hazard analysis and
critical control points). Salmonella es un peligro que se considera en la mayoria de los PCC
(punto critico de control); este peligro es controlado o eliminado desde el origen de las
materias primas mediante la vigilancia de temperaturas de proceso de elaboracién, en
medidas de control como la limpieza y sanitizacidon de los equipos, en practicas de higiene
personal o en mantenimiento de instalaciones, entre otros.

Durante la elaboraciéon, los alimentos crudos basicamente de origen animal se someten a
diferentes tratamientos con el fin de inhibir la proliferacién de microorganismos o bien de
eliminarlos por completo. Existen diferentes procesos tecnoldgicos para eliminar o reducir el
numero de salmonelas en los alimentos crudos como son: tratamientos de esterilizacidn,
pasteurizacién, irradiacion, refrigeracidn, congelacidn, ajuste de pH, y Aw, e incluso la adiciéon
de conservantes naturales como los aceites esenciales con poder bactericida o los polifenoles,
ya que dificultan la actividad y el desarrollo del patégeno.

Los tratamientos térmicos se utilizan como método principal para la inactivacién de Salmonella
durante la preparacion y transformacion de los alimentos crudos. Las temperaturas oscilan a
partir de los 702C aunque los alimentos con poca actividad de agua o alto contenido de grasa
exigen un tratamiento térmico mas intenso (Sanchez et al., 2009). Un ejemplo de tratamiento
térmico es la pasteurizacion, un proceso que ayuda a destruir la Salmonella y que suele bastar
con una temperatura de 722C durante 15 segundos aunque ciertos alimentos, como los
huevos, deben pasteurizarse a una temperatura mas baja, aproximadamente de 64-652C
durante 2-4 minutos para asegurarse que se eliminan los microorganismos patdgenos que
puedan contener. Algunos fabricantes también aumentan la temperatura, disminuyendo el
tiempo de tratamiento, lo que se conoce como ultrapasteurizacion (Seguridad alimentaria en
huevos y ovoproductos, 2006). En ambos casos los tratamientos se aseguran en agredir lo
minimo posible las propiedades organolépticas del alimento. La pasteurizacion es adecuada
para alimentos liquidos, ligeramente acidos como leche o zumos de verduras y fruta (Sanchez
et al., 2009).
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La irradiacién en los alimentos se utiliza con el fin de aumentar el tiempo de conservacién y
como medidas de saneamiento. Es un tratamiento no térmico que se aplica sobre todo en
productos sélidos y consiste un conjunto de emisiones (normalmente electrones de alta
energia o ciertas ondas electromagnéticas) que interaccionan con la materia produciendo
ionizaciones, es decir, pérdida de electrones que se convierten en iones. Dichas ionizaciones
producen cambios, particularmente en el material bioldgico, que acaba alterando el
funcionamiento de las estructuras de los seres vivos (Raventds, 2003).

La desinfeccion por irradiacidn en diversos alimentos como carnes frescas, peces o huevos,
permite eliminar un amplio grupo de bacterias patégenas como Salmonella sin llegar a dafiar
las propiedades del alimento. También permite eliminar insectos, descartando el uso de
insecticidas y fumigantes. Ciertamente, no todos los tratamientos pueden aplicarse de la
misma manera en los alimentos ya que su eficacia depende de la matriz con la que se trabaje.
En productos frescos es recomendable utilizar la pasteurizacion o esterilizacidn en frio ya que
permite aumentar las posibilidades de que el alimento llegue a los establecimientos en
mejores condiciones que los demas productos. En contrapartida, es un método que esta en
fase de evaluacidon ya que no todos sus efectos llegan a ser deseados. El hecho de la
probabilidad de que produzcan moléculas téxicas o puedan disminuir el contenido nutricional
de los alimentos ha llevado al Comité de expertos sobre irradiacion de alimentos
(FAO/OIEA/OMS) a establecer unas normas para garantizar la seguridad de los alimentos que
se utilizan con este tipo de tratamientos (Raventds, 2003).

Existen varios tipos de radiaciones ionizantes: rayos X, rayos Y o haces de electrones. Las dosis
varian segun el tipo de alimento, ajustdndose a la necesidad de cada producto. En productos
como las carnes la irradiacidon en dosis entre 10 y 50 kGy ayuda a eliminar Salmonella y otros
patdgenos no deseables. En el caso del pescado y marisco es importante que el producto este
en buenas condiciones antes y después de la irradiacién. Las dosis adecuadas son de 0.75a 1.5
kGy para los productos frescos y cocidos y de 2 a 5 kGy para los productos congelados. En
productos como el huevo y ovoproductos hace falta una dosis de 2.50 kGy para eliminar la
Salmonella (Raventés, 2003).

El control de microorganismos también se realiza mediante refrigeracidn; ésta es esencial para
el mantenimiento de alimentos como huevos u ovoproductos, que deben conservarse a una
temperatura de 82C. Cada alimento necesita una temperatura idénea de refrigeracion, por eso
es importante no romper la cadena de frio entre el transporte, distribucidn y conservacién en
el hogar. Con la refrigeracién se consigue frenar la accidon de los microorganismos y los
procesos fisico-quimicos, de modo que se eviten los malos olores y posibles pardeamientos
que puedan derivar en enfermedades alimentarias. La congelacion también provoca una
disminucién del nimero de microorganismos patégenos y consigue inhibir el crecimiento de
otros. Salmonella puede ser inhibida durante el proceso de congelacién, a unos -182C, como
minimo (Pascual & Calderén y Pascual, 2000).

El ajuste apropiado de la acidez (pH) es un método empleado para destruir las salmonelas o
inhibir su proliferaciéon al elaborar ciertos alimentos. Las salsas se suelen alifiar con un medio
acido como el vinagre o el limén ya que complica la proliferacion de bacterias. Fuera del
intervalo de pH de crecimiento de Salmonella, las células se inactivan aunque no es
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instantaneo ya que se ha demostrado que pueden sobrevivir largos periodos en productos
acidos.

La actividad de agua (a,) también tiene un efecto significativo en el crecimiento de Salmonella.
Su valor minimo se situa en 0.93 pero puede llegar a sobrevivir durante un largo periodo en
alimentos que contengan valores alin mas bajos como es el caso del chocolate, la pimienta
negra o la gelatina. Las sales que se afiaden o presentan ciertos alimentos pueden tener un
efecto negativo sobre Salmonella ya que son capaces de captar el agua que pueda estar
retenida en los alimentos, provocando una disminucién de la actividad del agua e inhibiendo el
crecimiento del microorganismo (Trepat i Quilez, 2002).

1.4.2 Prevencion y control de Salmonella

La prevencion de Salmonella exige controlar todas las etapas de fabricacion, elaboracion y
preparacion de los alimentos destinados al consumo, tanto en las industrias como en los
hogares (Protocolo de vigilancia y alerta de salmonelosis, 2012):

- Esimportante cocinar a temperaturas que alcancen los 652C en el centro del producto.

- Las comidas ya preparadas deben ser refrigeradas a una temperatura inferior a 52C y
en pequefos recipientes.

- Evitar la contaminacidn cruzada separando los alimentos crudos de los cocidos

- Limpiar las superficies y los utensilios una vez se haya cocinado y proteger la comida ya
preparada contra insectos y roedores. Lavarse las manos con frecuencia al manipular
alimentos.

- Establecer programas de control de Salmonella (control de limpieza y desinfeccién y
otras medidas sanitarias e higiénicas).

- Educar a la poblacién, de manera que se evite el consumo de huevos crudos, sucios,
rotos o que hayan sido cocinados de forma incompleta.

Los alimentos que con mas frecuencia causan salmonelosis son las carnes y productos
carnicos, carnes de aves y subproductos, huevos y ovoproductos, leche y productos derivados
de la leche. Los animales cuyas carnes se destinan al consumo humano, sobre todo terneros,
cerdos y aves considerados sanos, son portadores de Salmonella en una tasa que oscila entre
el 20-30 %. Las aves causan la mayoria de brotes de salmonelosis. Los huevos se contaminan
en el tracto intestinal del propio animal o por sus heces. Con tal de conservar correctamente
los huevos hay que mantener una temperatura y humedad ambiental adecuadas. La humedad
no debe superar el 80% ya que puede dar lugar a una proliferacion de hongos y otros
microorganismos que deteriorasen el huevo. La temperatura estaria entre 1 y 102C, sin llegar
nunca a la congelacién. En lo posible, es importante evitar los cambios bruscos de temperatura
ya que al producirse la condensacion del agua en la superficie de la cdscara aumenta la
posibilidad de entrada de bacterias en el interior del huevo a través de los poros (Seguridad
alimentaria en huevos y ovoproductos, 2006).
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Simples medidas de higiene personal, como lavarse frecuentemente las manos con agua y
jabdn, bastan para evitar contaminar los alimentos durante su preparacién. El hecho de
concienciar a la poblacion de los riesgos que produce una mala manipulacién de los alimentos
es esencial para prevenir este tipo toxiinfecciones alimentarias.
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2. Objetivos
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CALITEC es una empresa destinada a la implantacion de sistemas que garantizan la Seguridad
Alimentaria en la produccién primaria y en la industria agroalimentaria. Ofrece servicio de
laboratorio, asesoria y control de calidad, trazabilidad de productos, formacién continuada al
personal del sector alimentario y agroambiental y planes de prevencién de plagas y
desinfeccion.

El laboratorio estd acreditado por la ENAC (Entidad Nacional de Acreditacién), segun los
criterios recogidos en la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2005, destinados a ensayos
microbioldgicos y fisico-quimicos de productos agroalimentarios.

El analisis de Salmonella estad basado en la normativa europea ISO 6579 donde se describe un
método horizontal para la detecciéon de Salmonella, incluyendo las cepas typhi y paratyphi.
Pero ante la necesidad de crear y desarrollar nuevas tecnologias en el laboratorio que
garanticen resultados mas precisos y en menor tiempo para las empresas, existen algunas
técnicas disefiadas para cumplir con estas especificaciones, como es el caso del sistema VIDAS
o la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa).

Los objetivos de este Trabajo Final de Grado son:

1- determinar la incidencia de Salmonella spp en distintos alimentos y mediante 3 técnicas
analiticas de investigacion:

- método tradicional ISO 6579 (siguiendo la normativa europea).

- método de inmunofluorescencia (ELFA).

- método inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de fagos.

2- ampliar la validacion de la técnica de investigacién de Salmonella spp mediante método
inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de fagos en diferentes matrices, en
especial de huevos y carnes de ave de corral.

3- comparar los diferentes métodos utilizados a partir de los resultados obtenidos.
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3. Material y métodos
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3.1 Medios de cultivo y reactivos

Preenriquecimiento en medio liquido no selectivo

e Agua de peptona tamponada. BioMérieux

Medios de cultivo

e Caldo SX,. BioMérieux
e Rappaport-Vassiliadis semisélido. Oxoid

e (Caldo Miiller-Kauffman tetrationato-novobiocina (MKTTn). Microplanet

e Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD). Microplanet
e Agar Hektoen. BioMérieux

e  Agar nutritivo (AN). Scharlab

e Agar Kligler. Scharlab

Reactivos

e Suplemento Salmonella (Salmonella SUPP). BioMérieux
e Conoy cartuchos VIDAS para VIDAS UP. BioMérieux

e Conoy cartuchos VIDAS para VIDAS SLM. BioMérieux

e Pruebas bioquimicas OXIDASA. Oxoid

e Pruebas bioquimicas RAPID ONE. Oxoid

e Pruebas bioquimicas API 20E. BioMérieux

Equipos y material

Tabla 8. Equipos y material utilizados para el analisis (Calitec .PNT 2)

Equipo Rango Resolucion
Nevera 5¢C 1eC
Balanza 10-50g 0.1g
Autoclave 121°C 1°C
Baiio termostatico de agua 45.52C 0.1°C
Stomacher 1-3 minutos 90 segundos

Bolsas stomacher
Mechero quemador bunsen

. 0.1 ml 0.1ml
Pipetas punta desechable 10ml 1ml
Micropipeta 500 ul 10 i
Cabina flujo laminar
Agitador vortex 0-2500 I/min 200l/min
Estufa de cultivo 37°C 0.1eC
Estufa de cultivo 41.5°C 0.52C

Tolerancia
39C
1%
39C
1.52C
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Heat&Go (BioMérieux) 126°C - 1362C 0.1°C 5¢C
MiniVidas (BioMérieux) —

Asas de siembra desechables 1pl
Asas de Nicrom —
Bafio Maria 95-1002C

El equipo Vidas Heat&Go (imagen 4) esta basado en un sistema de calefaccién en seco que
proporciona una fuente de temperatura constante. Su funcién consiste en calentar las
muestras contenidas en los cartuchos de miniVidas para mejorar la sensibilidad de los ensayos,
proceso denominado “terminacion”. Para ello, basta con encender el aparato y dejar que el
calentador alcance la temperatura indicada de 1319C. Una vez fijada esta temperatura una luz
empieza a parpadear, lo cual significa que el equipo esta listo para su uso. Se pueden calentar
hasta 12 muestras y el tiempo de utilizacién depende del analisis que vaya a realizarse. Sirve
para todo tipo de muestras excepto en el caso de huevos y carnes de ave de corral ya que
estos alimentos presentan una fuerte coagulacién. En estos casos se utiliza un bano Maria.

Imagen 4. Vidas Heat&Go (BioMérieux.com)

Mini VIDAS es un equipo automatizado (imagen 5) que permite determinar diferentes
pardmetros de immunoanalisis para la deteccion rdpida de microorganismos patdgenos en
muestras de alimentos; se fundamenta en el principio ELISA fluorogénico, tecnologia ELFA
(Enzyme Linked Fluorescent Assay). Este procedimiento se basa en “la detecciéon de un
antigeno inmovilizado sobre una base sdélida, mediante anticuerpos combinados con
fluorescencia”, lo que hace que sea un andlisis muy sensible y especifico. Existen diversos kits
para la deteccion de Salmonella, y también para diferentes microorganismos (BioMérieux).
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Imagen 5. A) Equipo automatico para la deteccién de patégenos mini VIDAS. B) detalle de la parte

frontal del equipo (BioMérieux.com)

La parte del equipo en la que se produce la reaccién inmunoldgica y de fluorescencia esta
formado por el cartucho y el cono. El cartucho es una tira alargada de 10 pocillos en los que se
introduce la muestra y los distintos reactivos necesarios para el analisis (imagen 6). El cono
(SPR o Solid Phase Receptacle) en forma de punta de pipeta es especifico para detectar cada
microorganismo y actla como fase sélida de la reaccién.

Diluyente
(Pre-
Lavado)

Muestra E
Fotodiodo|

Imagen 6. Cartucho de 10 pocillos con los reactivos y los buffers de lavado (BioMérieux.com)

El método de inmunofluorescencia (ELFA) se realiza con el kit VIDAS Salmonella (SLM); el
interior del cono estd recubierto de anticuerpos anti-Salmonella. El medio de reaccién es
aspirado y expulsado del cono SPR varias veces. En el primer pocillo del cartucho de reactivos
se dosifica parte del caldo de enriquecimiento que contiene la muestra. La reaccidn que se
genera consiste en que los antigenos presentes en el microorganismo a estudiar se unen a los
anticuerpos anti-Salmonella que recubren el interior del cono. Los componentes de la muestra
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no ligados se eliminan mediante lavado. El conjugado que contiene un segundo anticuerpo
anti-Salmonella unido con fosfatasa alcalina marcada con un fluorocromo (sustrato que va a
permitir realizar la lectura de la fluorescencia emitida durante la reaccién) es aspirado y
expulsado del cono y se une a los antigenos de Salmonella que a su vez estdn unidos a los
anticuerpos de la pared del cono SPR, formando asi una especie de “sandwich”, tal y como se
muestra en la imagen 7. Mediante nuevos pasos de lavado se elimina el conjugado no ligado
para descartar posibles interferencias durante el andlisis. Finalmente, se afiade el substrato (4-
metil-umbeliferil-fosfato) sobre el que actua la fosfatasa alcalina hidrolizando el enlace
umbeliferil con el fosfato, produciendo 4-metil-umbeliferona, molécula fluorescente que va a
permitir realizar la lectura de la fluorescencia emitida durante la reaccién.

Principio sandwich

Ac marcado con
fosfatasa alcalina

Ag a ser
detectado

Imagen 7. Principio “sandwich” entre los anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina y
los antigenos de Salmonella con los anticuerpos de la pared del cono SPR (BioMérieux.com)

El método inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de fagos se realiza usando
el kit VIDAS UP Salmonella (SPT); se procede de manera similar a la descripcion realizada
anteriormente pero se diferencia bdsicamente en que se utilizan proteinas recombinantes
obtenidas de fagos conjugados con la fosfatasa alcalina y que se unirdn a los receptores de
Salmonella unidos a la pared del cono SPR.

El equipo esta programado para solicitar una recalibracion cada 14 dias o cuando se utilice un
lote de reactivo, por primera vez, que incluye un control positivo y un control negativo
(BioMérieux).
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DESCRIPCION DE LOS REACTIVOS DEL CARTUCHO CORRESPONDIENTE AL kit VIDAS
Salmonella (SLM)

Tabla 9. Descripcidn de los reactivos del cartucho SLM (BioMérieux.com)

Pocillos Reactivos

Pocillo para la muestra: se dosifican 500 pul de

1 caldo de enriquecimiento o estandar.

) Tampodn de prelavado (400 pul): TBS (150
mmol/l) — Polisorbato 20 pH 7.6 + conservante.

3-4-5-7-8-9 Tampodn de lavado (600 pl): TSB (150 mmol/I) —

Polisorbato 20 pH 7.6 + conservante.

6 Conjugado (400 pl): anticuerpos anti-Salmonella
marcados con fosfatasa alcalina + conservante.
Cubeta de lectura con sustrato (300 pl): 4-metil-

10 umbeliferil-fosfato (0.6 mmol/l) +

dietanolamina (DEA) (0.62 mol/l 0 6.6 %, pH
9.2) + conservante.

DESCRIPCION DE LOS REACTIVOS DEL CARTUCHO CORRESPONDIENTE AL kit VIDAS UP
Salmonella (SPT)

Tabla 10. Descripcion de los reactivos del cartucho SPT (BioMérieux.com)

Pocillos Reactivos

Pocillo para la muestra: se dosifican 500 pl de

1 caldo de enriquecimiento o estandar.
2 Solucion de prelavado (400 pl): tampdn pH 7.8 +
conservante.
3-4.5-7-8-9 Solucion de lavado (600 pl): TSB (150 mmol/l) —

Polisorbato 20 pH 7.6 + conservante.

Conjugado (400 pl): proteinas especificas para
6 los receptores de Salmonella marcadas con
fosfatasa alcalina + conservante.
Cubeta de lectura con sustrato (300 pl): 4-metil-
umbeliferil-fosfato (0.6 mmol/l) +
dietanolamina (DEA) (0.62 mol/l 0 6.6 %, pH
9.2) + conservante.

10

| 34



En la tabla 11 se presenta un resumen de los dos métodos de deteccidon de Salmonella a través

del equipo Mini VIDAS:

Tabla 11. Comparacién de los métodos utilizados a través del equipo Mini VIDAS

Preenriquecimiento
en medio liquido no
selectivo
Enriquecimiento en
medio liquido
selectivo
Suplemento
Kit
Tiempo de calentar
la muestra

Cono SPR

Reaccion

Producto
fluorescente
Luz de absorcién
Luz de emisién
Tiempo total del
analisis
Confirmacion en
caso de presencia

Método
inmunofluorescencia
(ELFA)

Si

Si
no
VIDAS SLM

1541 minutos

Recubierto de
anticuerpos anti-
Salmonella

Anticuerpo-Antigeno
anti-Salmonella

4-metil-umbeliferona

370 nm
450 nm

48 horas

4-5 dias

Método
inmunoenzimatico
(ELFA) con proteinas
recombinantes de fagos

Si

no
Si
VIDAS UP
5+1 minutos

Recubierto de proteinas
especificas para los
receptores de
Salmonella

Proteinas-receptores
Salmonella

4-metil-umbeliferona

370 nm
450 nm

24 horas

4-5 dias
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6579

Agua de peptona
tamponada a temperatura
ambiente

Incubacion durante 18h
+2ha37°C+ 1°C

N

3.2 Deteccion de Salmonella spp segin método tradicional ISO

OLN3INIDINDIYNI-IYd

0.1 ml de cultivo
+
10 ml de caldo RVS
Incubacién durante 24h = 3h
a41.5°C+ 1°C

1 ml de cultivo
+
10 ml de caldo MKTTn
Incubacidn durante 24h £ 3h
a37°C+ 1°C

Medio XLD y Hektoen.
Incubacidn durante 24h + 3h
a37°C+ 1°C

De cada placa se estudia una
colonia caracteristica. Si es
negativa se estudiaran las

otras cuatro colonias

Agar nutritivo, incubacion
durante 24 h+ 3ha372C+ 1°C

N

OAILD373S
OLN3INIDINDIYNI

VOVIdNT |

VH4IN3IS

Confirmacion bioquimica

Confirmacion seroldgica

NOIDVIWHIINOD

Expresion de resultados

Imagen 8. Diagrama del procedimiento (AENOR, 2003)
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Preenriquecimiento en medio liquido no selectivo

Se toma, en condiciones asépticas, una cantidad de entre 10-50 gramos de muestra
(salvo que se especifique lo contrario, se pesan 25 gramos) y se multiplica el resultado
por 9, obteniendo asi la cantidad en gramos de diluyente necesarios para lograr una
dilucién 1:10.

Se tritura y homogeneiza el alimento con agua de peptona tamponada (APT) con la
ayuda de un stomacher.

Se deja incubar el recipiente estéril (bolsa de plastico con filtro) a 37+12C durante 18-
20 horas.

Enriquecimiento en medios selectivos

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se siembra de la bolsa de la muestra un
volumen total de 0.1 ml y se distribuyen 3 gotas de manera separada y a la misma
distancia, mediante pipeta automatica con punta desechable estéril, en una placa de
caldo Rappaport-Vassiliadis peptona de soja (caldo RVS), medio de cultivo selectivo
semisélido, previamente aditivado con una solucién de novobiocina.

Se incuban las placas en posicién invertida a 41.5+12C durante 2443 horas.
Paralelamente, se transfiere 1 ml de la misma bolsa incubada a un tubo de 10 ml de
caldo Miller-Kauffmann Tetrationato Novobiocina (MKTTn), previamente aditivado
con una solucién de novobiocina y una solucién de yodo-yoduro potasico.

Se dejan incubar los tubos a 37+12C durante 2443 horas.

Siembra en placa en agar selectivo

Se utilizan dos medios sélidos selectivos:

= Agar XLD (Xilosa Lisina Desoxicolato)
=  Agar Hektoen

Se siembra 1 pl introduciendo un asa de siembra desechable estéril dentro del borde
del halo opaco de crecimiento y se inocula la superficie de una placa de XLD y
paralelamente una placa de Hektoen con una estria por agotamiento, de manera que
se obtengan colonias aisladas.

Se dejan incubar las placas a 37+12C durante 24+3 horas en posicion invertida.

Aislamiento en agar no selectivo

Se toma al menos una colonia tipica o sospechosa y se vuelve a aislar en una superficie
de agar nutritivo con la ayuda de un asa de siembra desechable estéril y se realiza una
estria por agotamiento con el fin de obtener colonias totalmente aisladas.
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- Seincuban las placas de manera invertida a 37+12C durante 2443 horas.

e Confirmacion de las colonias presuntivas de Salmonella

- A partir de las colonias crecidas en agar nutritivo se realiza una siembra en un tubo de
agar con hierro Kligler. Con la ayuda de asa de Nicrom estéril se realiza una primera
siembra en una picadura en el interior del agar y luego una segunda siembra en forma
de zig-zag en la superficie inclinada.

- Se incuban los tubos Kligler a 37+12C durante 24 horas. Se realiza una primera lectura
para verificar el crecimiento y si es necesario se dejan incubar 24 horas mas.

La mayoria de Salmonella spp son Glucosa +, Lactosa -, existiendo variantes segun la cepa.
Los cambios de color se pueden interpretar segun la reaccién producida (imagen 9):

Imagen 9: Cambios de color tipicos de Salmonella (Calitec. PNT 1)

e Confirmacion bioquimica: RapID ONE/API 20E

- En primer lugar se realiza el test de la oxidasa a partir del Kligler para saber si es
necesario realizar una confirmaciéon bioquimica posterior. Con la ayuda de un asa
estéril desechable se pincha el agar Kligler y se moja la tira oxidasa. Si la zona
impregnada vira a un color lila la prueba es oxidasa positiva, es decir Salmonella
negativa pero si no vira es oxidasa negativa y se procede a una confirmacidn
bioquimica final.

- El test RapID ONE se basa en un micrométodo cualitativo para la identificacion de
Enterobacterias y bacilos Gram-negativos y negativos a la oxidasa. Esta formado por
un panel o galeria con 18 pocillos de reaccién, entre ellos el indol, que contienen
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reactantes deshidratados. Mediante el liquido de inoculacion RapID se realiza una
suspensidn bacteriana que permite rehidratar los pocillos. Se deja incubar el panel a
37+12C durante 4 horas. Pasado el tiempo se examina la galeria segin el cambio de
color (imagen 10). Hay que tener en cuenta que en ciertos pocillos previamente se
debe afiadir un reactivo para un cambio de color (BioMérieux).
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Imagen 10. A) Hoja de trabajo RapID ONE. B) Galeria de reactivos RapID ONE (Oxoid.com)

La galeria APl 20E es otra prueba bioquimica que identifica Enterobacterias y otros
bacilos Gram-negativos. Consta de 20 microtubos que contienen sustratos
deshidratados. La prueba nimero 21 es la oxidasa y se realiza de forma independiente
a la galeria. A partir de una suspension bacteriana en solucién salina se inoculan los
microtubos tal y como indican las instrucciones. Se deja incubar la tira a 37+1°9C
durante 18-24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién se apuntan los cambios de
color de los reactivos (imagen 11).

Tanto del test RapID ONE como del APl 20E se obtiene una serie de resultados + o —
que, agrupados de una manera especifica, dan como resultado un cddigo, el cual
introducido en una base de datos permite identificar con un porcentaje de posibilidad
la bacteria presente en el alimento (imagen 10y 11).
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3.3 Deteccion de Salmonella spp mediante inmunofluorescencia
(ELFA)

e Preenriquecimiento en medio liquido no selectivo

En el preenriquecimiento de la muestra se procede de la misma manera comentada
anteriormente (ver apartado 3.2: Deteccién de Salmonella spp segun método
tradicional ISO 6579).

NOTA: Si la matriz a analizar es leche en polvo, para una mejor disolucién, es preferible
introducir primero el agua de peptona tamponada en la bolsa y después espolvorear el
producto sobre la superficie del diluyente. Se deja 30 minutos a temperatura ambiente
para una éptima rehidratacion antes de la incubacién.

e Enriquecimiento en medios selectivos

- Pasado el tiempo de incubacién, se transfieren 0.1 ml del caldo de
preenriquecimiento, mediante una pipeta automatica con punta estéril desechable, a
un tubo de 10 ml de caldo SX, ya preparado y previamente atemperado a 18-252C.

- Se dejaincubar en estufa a 41.5+19C durante 22-26 horas.

e Realizacion del Test mediante inmunofluorescencia (ELFA): kit Vidas Salmonella
(SLM)

- Transcurrido el tiempo de incubacidn, con la ayuda de un vértex, se homogeneiza el
tubo de caldo SX; y se transfieren 0.5 ml al pocillo de la muestra del cartucho de
reactivos VIDAS, previamente atemperado.

- Con la ayuda del calentador HEAT&GO se calienta el cartucho VIDAS durante 15+1
minutos del tal manera que se alcancen temperaturas de ebullicién. Luego, se deja
enfriar unos 10 minutos.

- Una vez encendido el aparato, se colocan los cartuchos en la compuerta inferior y los
conos, previamente atemperados en la compuerta superior. Se programa el quipo a
través del teclado, identificando cada muestra con una letra y un numero que
corresponde al afio, mes y a la cantidad de muestras hechas hasta la fecha en el
laboratorio.

- Ante la posibilidad de necesitar una confirmacién posterior se conserva el tubo de
caldo SX, a una temperatura de unos 2-89C. Es posible conservar el tubo hasta 72
horas a esta temperatura antes de realizar la confirmacion de un resultado positivo.
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e Confirmacion de resultados positivos obtenidos

Aislamiento en medios sélidos selectivos

- A partir de las muestras positivas obtenidas durante el andlisis del test VIDAS SLM, se
siembra, del tubo de SX,, con un asa de siembra estéril desechable sobre una placa de
XLD, formando una estria por agotamiento. Se realiza una segunda siembra en otro
medio de cultivo elegido, en este caso en una placa de Hektoen.

- Se dejan incubar en posicidn invertida en la estufa a 37+12C durante 2443 horas las
placas de XLD y 24 horas las placas de Hektoen para una primera lectura. En caso de
que haya poco crecimiento se pueden dejar las placas durante 24 horas mas.

- Se examinan las placas con tal de encontrar colonias tipicas o sospechosas de
Salmonella (imagen 12).

Imagen 12: Colonias tipicas de Salmonella (Calitec. PNT 1)

Tras haber incubado las placas de XLD y Hektoen, se realiza un aislamiento en agar no
selectivo de las colonias seleccionadas mediante una estria por agotamiento en una placa de
agar nutritivo. Después de 24 horas, se realiza una confirmacion de las colonias presuntivas
de Salmonella con la prueba de la oxidasa y en caso de resultado negativo se realiza
posteriormente una confirmacion bioquimica mediante los test RaplD ONE y/o API 20E.

Los pasos anteriormente comentados se encuentran mas detallados en el apartado 3.2:
Deteccidn de Salmonella spp segin método tradicional ISO 6579.
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3.4

Deteccion de Salmonella spp mediante método
inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de
fagos

Preenriquecimiento en medio liquido no selectivo

Para el preenriquecimiento de la muestra se procede de la misma manera comentada en
el apartado 3.2: Deteccidn de Salmonella spp segun método tradicional ISO 6579.

NOTA: Si la matriz a analizar es leche en polvo, para una mejor disolucién, es preferible

introducir primero el agua de peptona tamponada en la bolsa y después espolvorear el

producto sobre la superficie del diluyente. Se deja 30 minutos a temperatura ambiente

para una éptima rehidratacién antes de la incubacién.

Para ciertos productos alimentarios es necesario emplear otros procedimientos de

preenriquecimiento:

¢

Cacao y productos que contienen cacao (mas del 20%): se afiaden 50 g/| de caseina
(evitar la caseina acida) o 100 g/l de leche desnatada en polvo estéril al agua de
peptona tamponada.

Productos alimenticios acidos y acidificantes: hay que asegurarse que el pH no baja de
4.5 durante el preenriquecimiento. El pH de dichos productos se mantiene mds estable
si se utiliza agua de peptona tamponada a doble concentracion.

Se mezcla bien el inéculo en el stomacher.
Se afiade Y ml de Suplemento Salmonella (homogeneizar el suplemento Salmonella
con ayuda de un agitador virtex antes de usarlo) correspondiente a:

Volumen agua de peptona tamponada (ml)
225ml

Y (ml) =

Se homogeneiza manualmente el contenido de la bolsa.
Se deja incubar durante 18-24 horas a 41.5 + 1°C.

Realizacion del Test Inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de fagos:
kit Vidas UP Salmonella (SPT)

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se homogeneiza manualmente el contenido de
la bolsa. Se transfiere 0.5 ml del contenido de la bolsa o del caldo de enriquecimiento
al pocillo de la muestra del cartucho VIDAS SPT, previamente atemperado e
identificado con el nimero de muestra.
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- Se calienta el pocillo del cartucho VIDAS SPT durante 51 minutos llevando la muestra
del pocillo a temperaturas de ebullicién, con la ayuda del VIDAS HEAT&GO.

Para muestras de huevos y carnes de ave de corral no se debe utilizar VIDAS HEAT&GO. En
este caso, se utiliza un bafio Maria:

¢ Se transfiere 2-3 ml del caldo de enriquecimiento a un tubo estéril (para muestras que
presentan una fuerte coagulacion después del calentamiento es recomendable
calentar un volumen mayor, por ejemplo 10 ml).
Se sella el tubo y se calienta durante 51 minutos a 95-100°C.
Se deja enfriar el tubo y con la ayuda de un agitador virtex se mezcla el caldo hervido.
Se transfiere 0.5 ml del caldo al pocillo para la muestra del cartucho VIDAS SPT.

- Calentada la muestra, se retira el cartucho del VIDAS HEAT& GO y se deja enfriar 10
minutos.

- Una vez encendido el aparato, se colocan los cartuchos en la compuerta inferior y los
conos, previamente atemperados, en la compuerta superior. Se programa el equipo a
través del teclado y los botones anexos a la pantalla, identificando cada muestra con
una letra y un numero que corresponde al afio, mes y a la cantidad de muestras
hechas hasta la fecha en el laboratorio.

- Ante la posibilidad de necesitar una confirmaciéon posterior se conserva el caldo de
enriquecimiento no calentado durante 72 horas entre 2-82C.

- Eltest VIDAS UP con un resultado positivo requiere una confirmacidn posterior.

Para la confirmacion de resultados positivos obtenidos mediante el test VIDAS UP, se realiza
un aislamiento en medios sélidos selectivos en dos medios de cultivo, XLD y Hektoen. Tras su
incubacién, se realiza un aislamiento en agar no selectivo a través de una estria por
agotamiento en una placa de agar nutritivo. Por Ultimo, se procede a una confirmacion de las
colonias presuntivas de Salmonella mediante la prueba de la oxidasa y en caso de resultado
negativo se realiza una confirmacién bioquimica mediante los test RapID ONE y/o API 20E.

Los pasos anteriormente comentados se encuentran mas detallados en el apartado 3.2:
Deteccidn de Salmonella spp segin método tradicional ISO 6579.
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3.5 Informe de ampliacion de validacion de investigacion de
Salmonella spp mediante método inmunoenzimatico (ELFA)
con proteinas recombinantes de fagos

El objetivo es ampliar la validaciéon del método analitico de investigacién de Salmonella spp
mediante la utilizacion del kit VIDAS UP Salmonella (SPT) y obtener el limite de deteccion.

Segun los criterios establecidos por el laboratorio:

El limite de deteccidn de la técnica debe ser equivalente o inferior a 10 UFC por porcion
analitica.

La sensibilidad y la especificidad deben ser superiores o iguales al 90%.

El limite de deteccion debe tener un cumplimiento superior o igual al 90%.

La desviacidn positiva y desviacidon negativa no deben superar el 10%.

3.5.1. Preparacion de las muestras

La validacién del método se realiza en dos etapas. La primera etapa se inicia en diciembre de
2013 y se seleccionan las siguientes matrices para el analisis:

- Nata (Producto lacteo)

- Queso (Producto lacteo)

- Pienso (Alimento para animales)

- Harina avicola (Materia prima de alimentacién animal)
- Pizza (Comida preparada)

- Agua (Agua destilada)

- Carne de pavo (Carne fresca)

- Salchichdn (Producto céarnico)

- Hamburguesa de vacuno (Preparado de carne)

En total se realizan 18 ensayos, 9 muestras sin inocular y 9 muestras inoculadas con la cepa de
Salmonella enterica subs. enterica, CECT 4594 (analizadas en condiciones de reproducibilidad).

En la segunda etapa, a partir de junio de 2014 se amplia la validacion del método debido a que
la casa comercial introduce una especificacidn en la preparacion de muestras de carne de ave
de corral y huevos. Paralelamente, esta correccidn se utiliza para conseguir el objetivo de este
trabajo.
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Las matrices seleccionadas para el analisis son las siguientes:

- Pollo (Carne de ave)

- Huevo (Huevo fresco)

- Fiambre de pavo (Producto cérnico de carne de ave)
- Pienso (Alimento para animales)

- Nata (Producto lacteo)

En total se realizan 10 ensayos, 5 muestras sin inocular y 5 muestras inoculadas con la misma
cepa de Salmonella utilizada en la primera etapa y bajo las mismas condiciones de
reproducibilidad.

Se pesan por duplicado (dos porciones analiticas) 25 g de alimento, se afiaden 225 ml de APT y
se homogeneizan con la ayuda de un stomacher. Una porcién analitica serd la muestra sin
inocular y la otra porcién analitica la muestra inoculada. En la primera etapa se inoculan 0.5 ml
de una concentracion aproximada de 10 ufc/ml de la cepa de Salmonella spp. En la segunda
etapa se inoculan 0.25 ml de una concentracién aproximada de 10 ufc/ml de la misma cepa de
Salmonella spp. Luego se afiade el volumen de Suplemento Salmonella (previamente
homogeneizado con ayuda de un agitador vortex) calculado segun la descripcion realizada en
el apartado 3.4. Posteriormente se procede a la investigacion de Salmonella spp.

Las matrices de huevos y carnes de ave de corral exigen un método de calentamiento de las
muestras en bafio Maria y no en el equipo VIDAS HEAT&GO. Este procedimiento se realiza de
la misma manera que la comentada anteriormente en el punto de realizacién del test
inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de fagos: kit Vidas UP Salmonella
(SPT), del apartado 3.4: Deteccién de Salmonella spp mediante método inmunoenzimatico
(ELFA) con proteinas recombinantes de fagos.
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4. Resultados y discusion
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4.1 Deteccion de Salmonella spp segun método tradicional ISO
6579

Para la deteccion de Salmonella spp mediante el método tradicional se analizaron 5660
muestras de manera continuada durante los meses de octubre de 2013 a febrero de 2014. En
la tabla 12 se incluyen los resultados de los alimentos analizados que se presentan agrupados
en: harina de carne, comida preparada, carnes, lacteos, huevos, pasteleria, pienso animal,
pescado y otros alimentos. En el grupo de otros alimentos se incluyen harinas de diferentes
ingredientes, bloques de carne de ternera congelados y pre refrigerados, proteina animal
transformada, zumos con tratamiento y restos de alimentos recogidos de la maquinaria y de
los silos, entre otros. Durante el transporte, las muestras se conservaron en neveras
preparadas para mantener la temperatura y una vez llegadas al laboratorio se conservaron
segln la necesidad de cada alimento, a temperatura ambiente (20-229C), de refrigeracién (O-
42C) o de congelacién (-10-02C).

Durante el periodo de andlisis el mayor porcentaje de alimentos analizados provino sobre todo
de la industria de alimentacidn animal y de la industria carnica, dos sectores muy diferentes
debido al tipo de producto. Los alimentos destinados a alimentacién animal analizados eran
alimentos deshidratados sin problemas de presencia de Salmonella. En cambio, los alimentos
del grupo de carnes frescas tenian una Aw > 0.92 y la incidencia de Salmonella fue mayor
debido a posibles factores como una mala higiene y/o manipulacién durante el proceso,
condiciones inadecuadas de transporte y/o refrigeracion del alimento o la propia
contaminacion del animal. De las 5660 muestras analizadas, en el 98.5% se obtuvo ausencia de
Salmonella, mientras que en el 1.5% se detecté presencia de Salmonella. Valorando el
porcentaje de muestras con presencia de Salmonella para cada grupo de alimentos,
observamos que la harina de carne representa un 4.1%, las carnes frescas un 1.4%, la
pasteleria un 1.2%, el pienso un 1.6%, el pescado un 0.36% y otros alimentos un 2.16%. En los
grupos de comidas preparadas, lacteos y huevos no se registrd ningln resultado con presencia
de Salmonella, probablemente debido a los tratamientos térmicos a los que fueron sometidos,
a excepcion del grupo del huevo. Valorando los porcentajes sobre el total de muestras
analizadas, los mas representativos fueron los grupos de las carnes frescas, con un 0.8% y el de
otros alimentos, con un 0.49%

Tabla 12. Grupos de alimentos analizados mediante el método tradicional

GRUPO DE ALIMENTO

Harina Comida
! ! Carnes Pastele- Otros

de prepa- Lacteos Huevo Pienso Pescado . Total
frescas ria alimentos

carne rada
o Presencia 2 0 45 0 0 2 6 1 28 84
(a]
l‘j Ausencia 47 297 3137 3 7 170 369 276 1270 5576
-
)
E Total 49 297 | 3182 3 7 172 375 277 1298 5660
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A continuacién (imagenes 13, 14 y 15) se presenta un resultado de Salmonella positivo
detallando los resultados obtenidos en las distintas etapas del analisis, desde la fase de
preenriguecimiento hasta la identificacidon bioquimica. En todos los analisis se utilizé agua de
peptona tamponada (APT) como medio de enriquecimiento para las muestras ya que al
mantener el pH constante permite detectar un bajo nimero de Salmonella e incluso de
Salmonella lesionadas. Tras el enriquecimiento selectivo en placas de Rappaport y caldo
MKTTn, en las primeras se observaron halos opacos alrededor de la siembra (imagen 13).
Aguellas placas sin crecimiento se volvieron a incubar durante 24 horas mas. En la siembra en
medios selectivos se observaron colonias aisladas con centro negro y zonas ligeramente
transparente de color rojizo en XLD, propias de Salmonella Glucosa positivas, Lactosa negativas
y productoras de sulfuro de hidrégeno. En las placas de Hektoen se observaron colonias con
centro negro, también propias de Salmonella productoras de sulfuro de hidrégeno (imagen
14). Posteriormente las colonias presuntivas se reaislaron en un agar no selectivo para su
posterior confirmacidon. En la prueba del Kligler se observd uno de los crecimientos
caracteristicos de Salmonella, donde el crecimiento en profundidad suele ser negro debido a la
formacién de sulfuro de hidrogeno y el crecimiento en superficie de color rojo debido a una
reaccion lactosa y/o glucosa negativo. En los casos donde la prueba de la oxidasa dio positiva
no hizo falta confirmacidn posterior. La confirmacién bioquimica mayoritariamente se obtuvo
mediante el test RapID ONE y en algunos casos también del API 20E (imagen 15).

Imagen 13: Placas de Rappaport con halos caracteristicos de Salmonella

Imagen 14: Placas de XLD (izquierda) y Hektoen (derecha) con colonias negras caracteristicas de Salmonella
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Imagen 15: A): Tubos de Kligler positivo (izquierda) y negativo
(derecha), B): pruebas bioquimicas RapID ONE positivo (arriba) y API
20E positivo (abajo)

Tal y como se comentd en la introduccidn, apartado de Prevencion y control de Salmonella,
uno de los alimentos que con mayor frecuencia causa salmonelosis son las carnes y productos
carnicos. Los principales factores que la propician pueden estar desencadenados en varios
puntos de la produccidon, como una elaboracién inadecuada o un mal proceso térmico, una
contaminacién por parte del manipulador, o una limpieza inadecuada de las superficies y
utensilios que estuvieron en contacto con el alimento (Trepat i Quilez, 2002). En el gréfico 1 se
puede observar como el mayor grupo de alimentos con presencia de Salmonella es el de las
carnes, mayoritariamente de cerdo, con un 53,6% respecto a la distribucion de muestras
positivas. El grupo de otros alimentos tuvo un porcentaje algo mds bajo respecto al grupo de
las carnes, con un 33,3% sobre la distribucidon de muestras de Salmonella positivas. Haciendo
referencia a este uUltimo grupo de alimentos, los resultados positivos provinieron en gran parte
de los bloques de carne y de proteina animal transformada. El resto de los grupos de alimentos
presentaron porcentajes < 7,1%, la cual cosa tuvo poca notoriedad sobre el total de muestras
analizadas. Los grupos de alimentos de comida preparada, lacteos y huevo no presentaron
problemas de Salmonella.

Distribucion (%) de muestras Salmonella
positivas

M Harina de carne
2,4%

Carnes frescas
333% M Pasteleria
W Pienso

53,6%

1.2% Pescado

7,1%

Otros alimentos

2,4%

Gréfico 1. Porcentajes de distribucion de muestras Salmonella positivas obtenidos mediante método
tradicional
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4.2 Deteccion de Salmonella spp mediante inmunofluorescencia
(ELFA)

Mediante la técnica de inmunofluorescencia (ELFA) se analizaron diferentes grupos de
alimentos con el fin de obtener resultados en menor tiempo. Una vez llegadas las muestras al
laboratorio, en las mismas condiciones de transporte que las comentadas en el apartado
anterior, se inicid el andlisis que consistio en el pre enriquecimiento y enriquecimiento de la
muestra y deteccién mediante el método de inmunofluorescencia.

La técnica fue muy eficaz para las muestras con resultados negativos ya que una vez obtenido
el resultado de ausencia de Salmonella se dio por finalizado el analisis. En cambio, aquellas
muestras donde el mini VIDAS detecté presencia de Salmonella se trataron como presuntivas y
necesitaron una confirmacion posterior. Para la confirmacion se siguieron algunos pasos del
método tradicional: aislamiento en medios sdlidos selectivos, aislamiento en agar no selectivo,
confirmacién de las colonias presuntivas y confirmacion bioquimica.

Los resultados obtenidos a través de la técnica de inmunofluorescencia se muestran en la tabla
13. Se analizaron un total de 2351 alimentos de manera continua durante 5 meses, los cuales
estaban repartidos en diferentes grupos: harina de carne, comida preparada, carnes frescas,
huevo, pienso y otros alimentos, este Ultimo grupo detallado en el apartado 4.1. Mas de la
mitad de las muestras procedian del sector cdrnico y en menor medida de las comidas
preparadas

Se obtuvieron unos porcentajes de resultados positivos y negativos muy similares a los
obtenidos mediante el método tradicional. Del total de muestras analizadas, el 98% dio
ausencia de Salmonella y el sélo el 2% presencia de Salmonella.

Tabla 13. Grupos de alimentos analizados mediante el método de inmunofluorescencia

GRUPO DE ALIMENTO

Harina de Comida Carnes . Otros
Huevo Pienso . Total
carne preparada | frescas alimentos
8 Presencia 0 0 37 0 4 3 44
<
'g Ausencia 2 322 1707 9 150 117 2307
(7]
& Total 2 322 1744 9 154 120 2351

A partir de los resultados expresados en la tabla 13, se obtuvieron los porcentajes de presencia
de Salmonella para cada grupo de alimentos, a través de los cuales se puede observar de
donde procedia el mayor nimero de resultados positivos. De los 6 grupos de alimentos, sélo
en 3 de ellos se obtuvieron muestras Salmonella positivas. El grupo de alimentos con mas
muestras con presencia de Salmonella fue el de las carnes frescas, y representé solamente el
2.12% del total de las muestras para este grupo. Con un volumen menor de muestras
estudiadas, el grupo de alimento de los piensos representd el 2.6% del total de muestras
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positivas para este grupo. Por ultimo, en el grupo de otros alimentos aunque el volumen de
muestras fue alin menor que en los dos grupos de alimentos anteriores, obtuvo el porcentaje
de muestras positivas de su grupo mas alto, con un 2.5%. Estos tres grupos de alimentos,
carnes frescas, pienso y otros alimentos, representaron el 1,6%, 0,17% y 0,13%, del total de
muestras analizadas y que fueron Salmonella positivas.

En el gréfico 2 se observan los porcentajes de muestras con presencia de Salmonella. Cabe
destacar que de las 44 muestras con resultado positivo, es decir presuntivo, se realizd la
confirmacién bioquimica, concluyendo que todas las muestras eran portadoras de Sa/monella.
Mediante estos resultados se puede afirmar que el método fue eficaz en el 100% de las
muestras analizadas.

A través de los porcentajes obtenidos en la distribucion de Salmonella positivas en los
diferentes grupos de alimentos, se observa que el mayor nimero de presencias proviene del
grupo de las carnes frescas, con un 84,1% del total de las muestras positivas. En los grupos de
alimentos que corresponden al pienso y a otros alimentos, también se detecté presencia de
Salmonella, aunque con un 9,1% y un 6,8%, respectivamente, del total de muestras positivas.
Los grupos de alimentos de harina de carne, comida preparada y huevo no presentaron
problemas de Salmonella.

Distribucion (%) de muestras Salmonella
positivas
Carnes frescas
M Pienso
84,1% .
M Otros alimentos

Grafico 2. Porcentajes de distribucion de muestras Salmonella positivas obtenidos mediante
inmunofluorescencia

Es interesante tener en cuenta lo que representan los porcentajes determinados en funcién de
los grupos de alimentos estudiados. Es decir, si bien las carnes frescas representan la gran
mayoria de resultados, tanto positivos como negativos, es por el hecho de que hay mas
muestras analizadas y porque difieren mucho de los otros alimentos ya que las carnes frescas
no han recibido ningun tipo de tratamiento mientras que los otros grupos han sido tratados
para reducir o eliminar los microorganismos patégenos.
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4.3 Comparacion de resultados segun los métodos tradicional ISO
6579 e inmunofluorescencia (ELFA)

Una vez presentadas las dos técnicas principales del laboratorio para la deteccién de
Salmonella, se realiza una comparativa entre ambas con la idea de obtener datos cuantitativos
a partir de los resultados analizados.

Se realizaron tablas de contingencia y la prueba de la chi-cuadrada a partir de los resultados
positivos y resultados negativos obtenidos de aquellos grupos de alimentos que fueron
evaluados mediante los dos métodos. En la tabla 14 se observan los resultados Salmonella
positivos para cada grupo de alimentos segun el método analizado:

Tabla 14. Tabla de contingencia de resultados Salmonella positivas
(n2 muestras y porcentajes)

Métodos
_ Tradicional Inmunofluorescencia  Total
il 7 Carnes frescas 45 (54.9%) 37 (45.1%) 82
esuitados Saimonelia Pienso 6 (60%) 4 (40%) 10
positivas
Otros alimentos 28 (90.3%) 3(9.7%) 31

Se plantea un contraste de hipdtesis estadistico donde, la hipdtesis nula consiste en afirmar
gue hay independencia entre los dos métodos analiticos y los tres grupos de alimentos y una
hipdtesis alternativa, donde se rechaza la afirmacion anterior.

Mediante los resultados de la tabla se obtuvo un valor p de 0.002, inferior al nivel de
significacién del 0.05, con lo cual se rechaza la hipdtesis nula de que los métodos utilizados
trabajan por igual con los tres grupos de alimentos estudiados. Es decir, con los datos
analizados se puede concluir que no hay independencia entre el método analitico utilizado y el
tipo de alimento sobre el que se aplica.

Se observa que el mayor niumero de resultados de Salmonella positivos se obtuvo mediante el
método tradicional, sobre todo en el grupo de las carnes frescas. Diferenciando cada grupo de
alimentos, se observa que el grupo de otros alimentos es el que presenta una mayor diferencia
entre ambos métodos estudiados; contrariamente, el grupo de piensos es el que representa
resultados mds cercanos entre métodos, aunque cabe destacar que hay pocas muestras
analizadas.

Debido al bajo numero de muestras Salmonella positivas, y que estas muestras proceden sdlo
de 3 de los 6 grupos de alimentos analizados, también se realizé una tabla de contingencia con
los resultados Salmonella negativos. En la tabla 15 se pueden observar los grupos de
alimentos, el n? de muestras y sus porcentajes de los dos métodos analizados. Dicha tabla
contiene algunos grupos que no se encuentran en la tabla anterior ya que en algunos
alimentos no se detecto presencia de Salmonella.
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Tabla 15. Tabla de contingencia de resultados Salmonella negativas
(n2 muestras y porcentajes)

Métodos
_ Tradicional Inmunofluorescencia  Total
Harina de carne 47 (96%) 2 (4%) 49
it 297 (48%) 322 (52%) 619
preparada
WL EERRRUEEE  Carnes frescas 3137 (64.8%) 1707 (35.2%) 4844
negativas Huevo 7 (44%) 9 (56%) 16
Pienso 369 (71.1%) 150 (28.9%) 519
Otros alimentos 1270 (91.6%) 117 (8.4%) 1387

La hipdtesis planteada anteriormente también se contrasté utilizando los resultados negativos.
De la misma manera, se obtuvo un p valor de 0.000 que al ser mas bajo que el nivel de
significacién del 0.05 obligd a rechazar la hipétesis nula, de manera que al aceptar la hipdtesis
alternativa se puede concluir que no hay independencia entre los dos métodos analiticos
utilizados y el grupo de alimentos analizados. Seria necesario profundizar mas en el estudio y
poder determinar qué método analitico seria mas apropiado utilizar para cada grupo de los
alimentos estudiados.

Observando la tabla 15, los porcentajes obtenidos muestran que el mayor numero de
muestras Salmonella negativas se detectaron mediante el método tradicional. Como se ha
comentado anteriormente, el método tradicional es la técnica con la que se han analizado un
mayor nimero de muestras.

Segun los datos obtenidos a través del analisis utilizando las dos técnicas, se puede afirmar que
el método tradicional es altamente fiable en la deteccidn de Salmonella. Los pasos utilizados
para el aislamiento y caracterizacion de Salmonella son técnicamente sencillos y sensibles, lo
que confiere seguridad en los resultados. Por el contrario, son técnicas de trabajo intensivo y
que consumen mucho tiempo ya que constan de demasiadas fases que necesitan
temperaturas adecuadas y tiempos de incubacion prolongados. El método tradicional se basa
en la norma ISO 6579, validada por varios organismos en Europa como AFNOR, NordVal o
Microval. Por otro lado, el método de inmunofluorescencia (ELFA) es un analisis totalmente
automatizado que utiliza los equipos VIDAS, capaces de completar el andlisis dentro de los 45-
120 minutos, dependiendo del microorganismo patégeno a estudiar (Jasson et al., 2010). Los
resultados obtenidos demuestran que es un método eficaz, especifico y sencillo ya que solo
consta de dos fases (pre enriquecimiento y enriquecimiento) previos a la deteccién en el mini
VIDAS. Ademas es una via de deteccién rapida para los resultados negativos ya que como se ha
podido ver, en caso de presencia de Salmonella se requiere una confirmacién posterior que
alarga el proceso hasta 4-5 dias mas.
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4.4 Ampliacion de la validacion de investigacion de Salmonella
spp mediante el kit VIDAS UP Salmonella (SPT)

La validacién de la técnica VIDAS UP Salmonella (SPT) implantada en el laboratorio se realizd

en dos fases; los resultados del primer analisis experimental se recogen en la tabla 16:

Tabla 16: Resultados obtenidos en distintas matrices alimentarias

FECHA

19/12/2013
19/12/2013
19/12/2013

19/12/2013
19/12/2013
19/12/2013
19/12/2013

19/12/2013

14/01/2014
14/01/2014

14/01/2014
14/01/2014

22/01/2014
22/01/2014
22/01/2014

22/01/2014
22/01/2014

22/01/2014

Ne
MUESTRA
A12121829
A12121830
A12121831

A12121832

A12121833

A12121834

A12121835

A12121836

A14011093
A14011094

A14011095

A14011096

A14011881
A14011882

A14011883

A14011884

A14011885

A14011886

MATRIZ

Nata
Queso
Pienso
Harina
avicola

Nata

Queso

Pienso

Harina
avicola

Pizza
Agua

Pizza

Agua

Carne de
pavo
Salchichdn
Hamburguesa
de vacuno

Carne de
pavo

Salchichén

Hamburguesa
de vacuno

CARACTERISTICAS

No inoculado
No inoculado
No inoculado

No inoculado

Inoculado

Inoculado

Inoculado

Inoculado

No inoculado
No inoculado

Inoculado

Inoculado

No inoculado
No inoculado

No inoculado

Inoculado

Inoculado

Inoculado

INOCULO

Salmonella
5 células
Salmonella
5 células
Salmonella
5 células

Salmonella
5 células

Salmonella
6 células

Salmonella
6 células

Salmonella
6 células
Salmonella
6 células
Salmonella
6 células

RESULTADO

Ausencia
Ausencia
Ausencia

Ausencia

Presencia

Presencia

Presencia

Presencia

Ausencia
Ausencia

Presencia

Ausencia

Ausencia
Ausencia

Ausencia

Presencia

Presencia

Presencia

En las 9 muestras que no fueron inoculadas con la bacteria, el resultado obtenido fue

AUSENCIA de Salmonella spp. En cambio, en 8 de las 9 muestras inoculadas se detecté

PRESENCIA de Salmonella spp. La muestra de agua inoculada dio un resultado negativo que se
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atribuye a un posible defecto en el momento de la inoculacién ya que de todos los alimentos
estudiados, el agua es el que resulta mas facil de homogeneizar y no existen interferencias de
nutrientes; es por tanto, que se considera como un falso negativo.

Se realizd un segundo ensayo debido a que la casa comercial implantd una especificacién en la
preparacidon de muestras de ave de corral y huevos ya que en el momento de utilizar el equipo
HEAT&GO no se llegaban a romper las membranas de Salmonella y en consecuencia no se
liberaban los flagelos. Es por este motivo que se decide hacer una segunda etapa con estas

muestras, entre otras, y probar de calentarlas al bafio Maria.

En la tabla 17 se muestran los resultados obtenidos en este segundo ensayo:

Tabla 17: Resultados obtenidos en distintas matrices alimentarias

Fecha N2 muestra Matriz Caracteristicas Indculo Resultado
02/07/2014  Al14062632 Huevo No inoculado - Ausencia
02/07/2014  Al14062633 Huevo Inoculado Salm?ne//a Presencia

2.5 células
02/07/2014  Al14062634 Pollo No inoculado - Ausencia
02/07/2014  A14062635 Pollo Inoculado Salmc’mella Presencia
2.5 células
02/07/2014  A14062636 F'ar;:vrce) L ek - Ausencia
02/07/2014  A14062637 Fiambre de Inoculado Salmc’mella Presencia
pavo 2.5 células
26/11/2014  A14062644 Pienso No inoculado - Ausencia
26/11/2014  A14062645 Pienso Inoculado Salmc’mella Presencia
2.5 células
16/12/2014  A14120603 Nata No inoculado - Ausencia
16/12/2014  A14120604 Nata Inoculado Sa/m?ne//a Presencia
2.5 células

De los resultados obtenidos durante el ensayo, en las 5 matrices sin inocular se observa
AUSENCIA de Salmonella spp y en las 5 muestras inoculadas se detecta PRESENCIA de
Salmonella spp.

De las muestras con presencia de Salmonella spp obtenidas en ambos ensayos se procede a la
confirmacién de los resultados tal y como se ha explicado anteriormente en caso de obtencion
de resultados positivos mediante el test inmunoenzimatico:

= Aislamiento en medios sélidos selectivos: XLD y Hektoen

= Aislamiento en agar no selectivos: AN

= Confirmacidn de las colonias presuntivas de Salmonella con agar con hierro de Kligler
=  Confirmacién bioquimica: TEST OXIDASA/ RapID ONE/ API 20E

A continuacién se muestran los pasos seguidos para la confirmacién con un ejemplo de una
muestra presuntiva y de la cepa de Salmonella enterica subs. enterica, CECT 4594:
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Imagen 16: A) Placas de XLD y Hektoen con colonias
presuntivas de Salmonella, B) Placas de agar nutritivo
(AN) con crecimiento, provenientes de la placa de XLD
(siglas XAN) y de la placa de Hektoen (siglas HAN), C)
Prueba de la oxidasa, resultado negativo para la cepa
de Salmonella, XAN y HAN, D) RapID ONE de cepa
CRO09, XAN y HAN
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En el apartado de Anejos se encuentran los reportes correspondientes a los resultados
positivos y negativos obtenidos en la segunda etapa de la validaciéon, asi como un ejemplo de
la confirmacion bioquimica (RaplD ONE y API 20E) de una muestra (imagenes 17, 18, 19, 20, 21
y 22).

A continuacién se muestras los cdlculos efectuados a partir de los resultados obtenidos
durante el analisis para determinar el porcentaje de cada uno de los criterios establecidos por
el laboratorio, especificados en material y métodos:

Tabla 18: Valoracion de los resultados obtenidos

Muestras Muestras

+ -
Referencia a b a+b
+ 13 1 14
Referencia c d c+d
= 0 14 14

a+c b+d N

13 15 28

donde,

a: muestras inoculadas con resultado positivo
b: muestras inoculadas con resultado negativo
¢: muestras no inoculadas con positivo

d: muestras no inoculadas con resultado negativo

Sensibilidad: a*100/(a+b): 92.86%
Especificidad: d*100/(c+d): 100%
Falsos positivos: c*100/(a+c): 0%
Falsos negativos: b*100/(b+d): 7.14%

Eficiencia E: (a+d)*100/N: 96.43%

Del total de los 28 ensayos realizados se han obtenido resultados que indican que la
Sensibilidad de la técnica evaluada es del 92.86%, la Especificidad del 100%, la Eficiencia del
96.43% vy los falsos positivos y falsos negativos no superan el 10%.

El limite de deteccidn se encuentra entre 2.5 UFC y 6 UFC por unidad de muestra analizada.
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Mediante esta validacion se ha podido comprobar que el método es apto para su utilizacidon en
el laboratorio. Los pardmetros estudiados muestran una alta sensibilidad, ligada a la deteccidn
de resultados positivos, aunque haya sido capaz de detectar ausencia en una muestra
inoculada. La especificidad, en cambio, ligada a detectar ausencias en las muestras no
inoculadas, fue absoluta, lo que determina que la técnica responde exclusivamente a la
deteccién de Salmonella. El equipo también tuvo una alta eficiencia, con la cual se pudo
evaluar su uso dptimo para la deteccién del microorganismo.
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4.5 Deteccion de Salmonella spp mediante método
inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de
fagos

Para la deteccion de Salmonella mediante el método inmunoenzimdtico con proteinas
recombinantes de fagos se analizaron 100 muestras durante 5 meses. Este volumen de
alimentos es, por el momento, muy bajo en comparacién a los otros 2 métodos ya que al ser
una técnica practicamente nueva, lleva poco tiempo implantada en el laboratorio. Aun asi, los
clientes que desean un analisis urgente de las muestras utilizan este método que, en tan solo
24 horas proporciona resultados.

Las muestras llegaron al laboratorio en las mismas condiciones de transporte comentadas en
los dos métodos anteriores. Al iniciar el analisis se enriquecia la muestra afiadiendo la cantidad
de suplemento necesario. El suplemento actda inhibiendo la mayoria de bacterias Gram +y de
algunas Gram - vy juntamente con el agua de peptona tamponada sirve para el
enriquecimiento selectivo de Salmonella. De manera que, al enriquecer por partida doble la
muestra, no es necesario un paso intermedio entre el enriquecimiento y el andlisis en el
equipo mini VIDAS.

En la tabla 19 se pueden observar los resultados obtenidos mediante el andlisis para cada
grupo de alimentos. Las muestras se clasificaron dependiendo del tipo de alimento: harina de
carne, comida preparada, carnes frescas y pienso. Del total de muestras analizadas, se detectd
presencia de Salmonella en el 16% de los alimentos, mientras que el 84% dio ausencia de
Salmonella. Los dos Unicos grupos de alimentos en que se detectd Salmonella fueron las
carnes frescas, con un 31.6% vy el pienso, con un 40%, ambas sobre del total de muestras
positivas para cada grupo. Aunque el volumen de muestras en el caso del pienso fue 4 veces
menor, en comparacion, el porcentaje de presencias fue mayor que en el de las carnes frescas.

El andlisis de aquellos alimentos con resultado negativo se dio por finalizado, mientras que las
16 muestras con presencia de Salmonella tuvieron que ser confirmadas mediante pruebas
bioquimicas. La realizacion de las pruebas bioquimicas supone un retraso en la obtencién del
resultado final, pero a su vez permite gestionar mejor las decisiones que deben tomase
respecto al alimento.

Tabla 19. Grupos de alimentos analizados mediante el método de inmunoenzimatico con
proteinas recombinantes de fagos

‘ GRUPO DE ALIMENTO

I Harina de carne = Comida preparada Carnes frescas Pienso Total

8 Presencia 0 0 12 4 16
<
|::> Ausencia 2 50 26 6 84
(7]
o Total 2 50 38 10 | 100
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En el grafico 3 se pueden observar los porcentajes de distribucion de presencia Salmonella
para cada grupo de alimentos sobre el total de muestras positivas. El grupo de las carnes
frescas representd un 75% frente al 25% obtenido en el grupo del pienso.

Distribucion (%) de muestras Salmonella
positivas
25%
Carnes frescas
Pienso
75%

Grafico 3. Porcentajes de distribucién de muestras Salmonella positivas obtenidos mediante el método
inmunoenzimatico con proteinas recombinantes de fagos

Aungue hace falta un volumen mayor de muestras para poder sacar conclusiones validas sobre
este método, lo cierto es que atiende perfectamente a las necesidades que surgen hoy en dia
de las empresas por buscar métodos de deteccion que sean aun mas rapidos y eficaces.
Ademads esta técnica proporciona un rendimiento 6ptimo que ayuda a simplificar el volumen
de trabajo en los laboratorios, obteniendo resultados en poco tiempo y maximizando la
eficacia en la produccién.
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4.6 Comparacion de resultados segiun los métodos de
inmunofluorescencia (ELFA) e inmunoenzimatico (ELFA) con
proteinas recombinantes de fagos

Dado que los dos métodos son de inmunofluorescencia, es decir, utilizan anticuerpos unidos a
una sustancia cromogénica, e inmunoenzimdticos, es decir, se basan en una reaccién
inmunoldgica antigeno-anticuerpo, es interesante comparar los resultados de los dos métodos
para determinar si existen diferencias entre ellos.

Como se ha comentado anteriormente, el método de inmunofluorescencia se basa en una
unién antigeno-anticuerpo, en cambio el método de inmunofluorescencia con proteinas
recombinantes de fagos utiliza bacteriéfagos para obtener las proteinas recombinantes
especificas para los receptores de Salmonella.

En la tabla 20 se observan los resultados Salmonella positivos obtenidos mediante los dos
métodos, agrupados segun los alimentos. El mayor nimero de datos se obtuvo del método por
inmunofluorescencia ya que, de momento, es el mas utilizado en el laboratorio. Dentro de este
método, el grupo de las carnes frescas representd un 75.5% respecto al total de muestras
positivas para este grupo. En cuanto al método inmunoenzimatico, el porcentaje fue mas bajo,
con el 24.5% sobre el total de muestras positivas. El grupo del pienso representé el 50% en
ambos métodos sobre el total de resultados positivos.

Tabla 20. Tabla de contingencia de resultados Salmonella

positivas Métodos
Inmunoenzimatico
. con proteinas
Resultados Inmunofluorescencia recombinantes de Total
Salm.o_nella fagos
[PEEMES Carnes frescas 37 (75.5%) 12 (24.5%) -2
Pienso 4 (50%) 4 (50%) 8

En el contraste del test a partir de esta tabla de contingencia, se asume como verdadera la
hipdtesis nula de que hay independencia entre los dos métodos estudiados y los grupos de
alimentos analizados. Con el resultado del p valor obtenido de 0.137, se puede concluir que
con los datos analizados no hay evidencia suficiente para rechazar la hipdtesis nula y por tanto
se mantiene la hipdtesis nula de independencia. Esto nos indica que los métodos analiticos
utilizados detectan Salmonella por igual en los dos grupos de alimentos estudiados y, por ello,
no hay criterio para discernir a la hora de elegir entre uno u otro.

Para poder realizar el estudio con un nimero mas elevado de muestras introduciendo un
tercer grupo de alimentos (comida preparada), también se ha realizado una tabla de
contingencia con los resultados Salmonella negativos para cada método y separado por grupos
de alimentos (tabla 21); en este caso sucede lo contrario, el p valor obtenido es inferior a
0.001, y por tanto significativo, lo cual indica que podemos rechazar la hipdtesis nula y aceptar
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la hipodtesis alternativa de que los métodos utilizados y los grupos de alimentos estudiados no
son independientes. Es necesario profundizar mas en este estudio para poder determinar cual
de los dos métodos enzimdticos resulta mas apropiado utilizar en funciéon del grupo de
alimento. Considerando los tres grupos estudiados, el grupo de comida preparada a diferencia
de los grupos de las carnes frescas y de los piensos, es el que incluye alimentos e ingredientes
mas diversos tanto por su origen (vegetal y animal) como por su tratamiento (térmico, acidez,
sal, especias,...). En cambio, los grupos de las carnes frescas y de los piensos permiten obtener
muestras mdas homogéneas a la hora de analizar permitiendo una mejor exposicion de
Salmonella con los distintos reactivos indistintamente del método enzimatico utilizado.

Tabla 21. Tabla de contingencia de resultados Salmonella

negativas Métodos

Inmunoenzimatico
Inmunofluorescencia con protemas Total

recombinantes de

fagos
Comida o o
Re;u“ad;s oreparada 322 (86.6%) 50 (13.4%) 372
S Carnes frescas 1707 (98.5%) 26 (1.5%) 1733
negativas ]

Pienso 150 (96.2%) 6 (3.8%) 156

Los porcentajes mas representativos de muestras Salmonella negativos se encuentran en el
método de inmunofluorescencia, mediante el cual se detectd practicamente el 90% de las
ausencias sobre el total de muestras negativas.

Es importante hacer hincapié en el volumen de las muestras, ya que al haber tanta diferencia
entre los métodos se dificulta la comparacién entre ambos. Es por eso que se necesitan hacer
mas analisis cuantitativos con el método inmunoenzimatico y determinar de manera mas
acertada su eficacia.

En cualquier caso se ha podido comprobar que son métodos equiparables en la deteccién de
Salmonella para los grupos de alimentos estudiados y que ofrecen resultados fiables y en poco
tiempo. Por un lado el método inmunoenzimatico ofrece resultados en 48 horas, una técnica
rapida y sensible que ofrece una buena alternativa para aquellos andlisis que se realizan de
manera tradicional. Ademas estd demostrado que esta técnica es interesante para la deteccién
de Salmonella spp en muestras de carne de pollo (Rohonczy et al., 2014). Por otro lado, el
método inmunoenzimatico con proteinas recombinantes de fagos es una técnica muy
novedosa, de gran especificidad y sensibilidad en la deteccidon de Salmonella. El analisis VIDAS
se completa en tan solo 24 horas, lo cual responde de manera positiva a la demanda de los
fabricantes de alimentos que necesitan tener técnicas mds avanzadas y en un menor tiempo.

Estos dos métodos podrian ser comparados con la PCR a tiempo real, aunque el tiempo de
detecciéon es mucho menor en este Ultimo y también son interesantes para la deteccion de
otros patégenos. Por lo tanto estas dos técnicas responden de manera positiva a las
necesidades de la industria alimentaria que requieren técnicas sensibles para el andlisis
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microbiolégico de los alimentos con el fin de garantizar la seguridad de sus productos
(Elizaquivel et al., 2011).
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5. Conclusiones
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El método tradicional permite hacer un seguimiento detallado desde el pesado de la
muestra hasta la confirmacién bioquimica, lo que ofrece seguridad en los resultados.
Por el contrario, es una técnica lenta (6-7 dias) y laboriosa para las necesidades de las
empresas alimentarias.

El método de inmunofluorescencia e inmunoenzimatico con proteinas recombinantes
de fagos son muy utiles para muestras Salmonella negativas ya que la duracién del
analisis respecto al método tradicional es mucho menor; y en caso de la deteccidn de
posible presencia de Salmonella, los métodos son eficaces ya que, en el presente
estudio, se ha confirmado que todas las muestras que dieron Salmonella positivas con
ambos métodos, posteriormente se confirmaron bioquimicamente.

Los métodos tradicional y de inmunofluorescencia coinciden en la baja proporcién del
nimero de muestras con presencia de Salmonella (1.5% y 2%, respectivamente) y
también en el grupo de alimentos con mas incidencia de Salmonella, las carnes frescas.

Existe una relacion de dependencia entre los métodos tradicional y de
inmunofluorescencia y los grupos de alimentos: carnes frescas, piensos y el grupo de
otros alimentos. Aunque hacen falta mas analisis y un mayor nimero de muestras, se
puede concluir que es necesario estudiar cual de los dos métodos es mejor para
determinar Salmonella en funcién del grupo de alimentos.

Se ha realizado satisfactoriamente la ampliacion de la validacién del método VIDAS UP,
asi como la modificaciéon de la especificaciéon para muestras de huevo y aves de corral.
En la validacién se ha obtenido una sensibilidad del 92.86%, una especificidad del
100%, una eficiencia del 96.43% y los falsos positivos y falsos negativos no han
superado el limite establecido del 10%. Los resultados obtenidos permiten considerar
validada la técnica.

Existe una relacidn de independencia entre los dos métodos enzimaticos y las
muestras con presencia de Salmonella en los grupos de alimentos de las carnes frescas
y el pienso, ya que con lo que los dos métodos se pueden utilizar indistintamente para
estos alimentos.

El tiempo de andlisis del método inmunoenzimatico con proteinas recombinantes de
fagos es menor al tiempo de analisis del método de inmunofluorescencia (24 horas
frente a 48 horas) ya que se elimina el paso de enriquecimiento de la muestra. Por el
contrario, ambos métodos necesitan ser confirmados en caso de presencia de
Salmonella lo que acaba retrasando por igual la obtencién de los resultados.
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Imagen 17. Reporte de las muestras inoculadas y no inoculadas
mediante inmunofluorescencia (ELFA) con proteinas recombinantes
de fagos para la validacién del método
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Imagen 18. Reporte de las muestras inoculadas y no inoculadas

mediante inmunofluorescencia (ELFA) con proteinas recombinantes
de fagos para la validacion del método

| 73



remei ERIC - Electronic RapID Compendium

Laboratory: My Laboratory Ref No: CR009
User: calitec Report Date: 03/12/2014
RaplID ONE Identification Report

Microcode: 6120010

- URE +LDC - KSF - ONPG - NAG + GGT -IND
+ ADH -TET + SBL -BGLU - MAL -PYR -OoxXl
+0DC -LIP -GUR - BXYL -PRO - ADON

IDENTIFICATION = Salmonella Group 1

Choice(s) Probability ~ Bioscore Contraindicated Tests

Salmonella choleraesuis 98,16% 1/6 None

Salmonella 1 (Most) 01,84% 1/39 TET [91]

Probability Level:  Implicit BioFrequency: Typical
=

Salmonell group 1. Pathogenic for man and animals. O group C1. Arabinose and trehalose

negative.
remel e
RaplD” ONE Report Form
C RS
Riferimente N. / N° de referencia A
Data/Fecha
Tech/Tec
Origine / Origen
Reagente i i RapiD ONE Nessuno / RaplD
Reactivo Gl L Reagent ! Reactivo ninguno Spot Indole
RaplD ONE
Reazioni positive Rosso o Porpora accesso Giallo Rosso Violelto, porpora, Giallo 0 arancio Marrane, nero o
Reacciones posilivas violelto / 0 azzurro / Amarillo Rojo 10$S0 0 1052 SCUro / molto chiaro / porpora / Marrén,
Rojo o violeta Morado intenso Violeta, morado Amarillo o naranja | negro o morado
o azul 10]0 0 105a 05CUT0 muy claro
S 1 2l a s e e|ofwo|n|e|n| w]| 56| 18 18
N° de cavidad
Codice esame
URE ADH | ODC| LDC | TET | UP | KSF | SBL | GUR | ONPG|BGLU| BXYL| NAG | MAl PRO | GGT | PR ADON IND ox
Cédigo de prueba
Valore
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2
Valor
Risultato
Resultado - |t ===+ === |~
Valore totale
& ~ 5 <
Valor lotel (e i 8 [&]
dentiicazione | Identiicacion
Microcode
REMEL Inc 800-255-6730 Printed in USA  04/12

Version: 1.0.75

Remel Inc Lenexa, Kansas Printed on: miércoles diciembre 03 2014

Imagen 19. Resultado de la confirmacion bioquimica (RapID ONE), Salmonella positiva de la cepa utilizada para inocular
las muestras de la validacién del método inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de fagos
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Imagen 20. Resultado de la confirmacién bioquimica (RapID ONE), Salmonella positiva de una de las muestras
analizadas para la validacion del método inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de fagos
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Imagen 21. Resultado de la confirmacién bioquimica (RapID ONE), Salmonella positiva de una de las muestras
analizadas para la validacion del método inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de fagos
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Imagen 22. Resultado de la confirmacion bioquimica (APl 20E), Salmonella positiva de una de las muestras analizadas para la
validacion del método inmunoenzimatico (ELFA) con proteinas recombinantes de fagos
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