GANADERIA EXTENSIVA

Inmunomagnetismo

NUEVO METODO DE DETECCION DE SALMONELAS
EN HARINAS DE ORIGEN ANIMAL

, \EI método oficial de aislamiento de
Salmonelas no resulta eficaz

La inmunoseparacion por magnetismo
presenta ventajas frente a otros métodos

Se necesitan métodos mas rapidos para
la deteccion de Salmonelas en harinas

de pescado

INTRODUCCION

Dentro de la copiosa informacion téc-
nico-comercial que se recibe, a veces
aparecen unas notas publicitarias que
surten el efecto deseado por la firma
anunciante. En unas ocasiones, al leer es-
te tipo de informacioén, las virtudes del
producto promocionado producen una
sensacion de perplejidad; en otros casos,
lo anunciado causa curiosidad por el in-
genio empleado en llevar a término la idea
que ha originado el descubrimiento de
una técnica o método. Este ha sido el mo-
tivo que ha ocasionado la realizacién de
este trabajo.

Ei género Salmonella (Fernandez-
Crehuet, Pinedo, 1990), segun la Subdi-
reccion General de Vigilancia Epidemiolé-
gica, fue el causante en el afo 1985 del
71,00% de los brotes de infecciones o in-
toxicaciones humanas de origen alimen-
tario que se declaran en ese periodo; en la
misma fuente informativa, el nimero de
afectados por salmonelas representaba
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un 80,25%. La mayor parte de estas infec-
ciones tienen un origen animal, cames de
todo tipo y huevos principalmente, tenien-
do una gran incidencia en la iniciacién de
las cadenas epidemiolégicas las harinas
de procedencia animal que se emplean
como materias primas en la fabricacion
de piensos compuestos.

El método que se va a comparar, en
este trabajo, con otros mas utilizados, se
basa en poner en contacto unas particu-
las metalicas (la firma productora las lla-
ma “beads” que en espanol se puede tra-
ducir por granos o mostacilla) recubiertas
con una capa de anticuerpos anti-Salmo-
nella con un medio de pre-enriquecimien-
to inoculado con el producto sospechoso
sometido a investigacién. Una pequena
cantidad del medio sospechoso se pone
en contacto con un campo magnético, y
después de un lavado con un tampén-
fosfato, se elimina el sobrenadante y las
particulas atraidas por el magnetismo se
siembran en medios selectivos corrientes
(Vermunt et al., 1992).

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de harinas de pescado o
came elegidas para su estudio tenian una

procedencia muy heterogénea, una se ha-
bian fabricado en Canarias, otras eran ori-
ginarias de la Espana peninsular o del ex-
tranjero.

En unos tubos de vidrio con cierre
practicamente hermético y estériles se
depositaron, en cada uno, 75 g de harina.
Después se numeraron del 1 al 46 (ambos
inclusive).

Con la harina de cada tubo se seguian
dos vias analiticas:

a) Utilizacién de la harina en estado
natural.

b) Utilizacion de la harina después de
un pre-enriquecimiento en agua de
peptona tamponada.

Los materiales que se han usado, in-
dependientemente de los especificos que
se citaran posteriormente, son los corrien-
tes en un laboratorio de bacteriologia (ma-
traces, autoclaves, estufas de cultivo, pi-
petas, placas de Petri, etc.).

Las técnicas empleadas han sido las
siguientes: :

A) Harina natural.

1°) Caldo de tetrationato.-Se anadian
0,200 ml de solucion yodo-yodurada a 10
ml de caldo y se sembraban 2 g de harina.
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Después de una incubacion de 24 y 48
horas se sembraba una placa de agar ver-
de-brillante y otra de agar Hektoen de ca-
da tubo inoculado y en cada periodo; es
decir, 4 placas por cada tubo.

2°) Caldo de tetrationato de Miiller-
Kauffmann.-Se calentaba el caldo a ebulli-
ciéon y se dejaba enfriar hasta unos 45°C
aproximadamente. Después, se agrega-
ban dos soluciones: una yodo-yodurada
(19 ml/litro) y otra de verde brillante (9,5
ml/litro). Se sembraban 10 g de harina en
100 mi de caldo, y después de unas incu-
baciones de 24 y 48 horas a 43°C, se con-
tinuaba como en el método anterior.

B) Harina pre-enriquecida en agua de
peptona tamponada.-A 225 mil de agua de
peptona se afiadian 25 g de harinay se in-
cubaban a 37°C durante 18 6 20 horas. De
este medio se partia para desarrollar los
métodos siguientes.

1°) Caldo de tetrationato.-La prepara-
cion era igual que en el apartado A-1°, la
Unica diferencia consistia en que en este
caso se usaban 2 mi de la siembra en
agua de peptona. La incubacién y las
siembras en medios de identificacién
eran, también, iguales.

2°) Caldo de tetrationato de Muller-
Kauffmann.-La unica diferencia con res-
pecto al método similar con harina natural
consistia en que en este procedimiento a
los matraces con 100 ml de caldo se les
anadian 10 ml del cultivo en agua de pep-
tona.

3°) Separacion inmunomagnética.-En
un vial Eppendorf que contenia 20 A de las
particulas recubiertas con los anticuerpos
anti-Salmonella se ponia 1 ml del cultivo
en agua de peptona, se incubaba durante

Las harinas de origen animal son imprescindibles en la explotacion ganadera.

10 minutos a temperatura ambiente. Lue-
go el vial se sometia a la acciéon del camp-
mo magnético y se dejaba en esa situa-
cion durante 3 minutos, el sobrenadante
se descargaba seguidamente. El vial era
retirado del campo magnético y el residuo
se suspendia con 1 ml de tampodn-fosfato
(PBS) con el 0,05% de Tween. El vial se
sometia, otra vez, al magnetismo y se
tenia en esa posicion otros 3 minutos, sin
retirarlo del campo magnético se elimina-
ba el sobrenadante. El residuo se resus-
pendia en 50 A de PBS y se sembraba en
dos placas de Petri: agar Hektoen y agar
verde-brillante. Las placas se incubaban a
37°C durante 18 6 24 horas.

Como se ha venido escribiendo, para
el aislamiento se usaban en todos los mé-
todos placas con agar Hektoen y agar ver-
de-brillante. En la identificaciéon bioquimi-
ca se han utilizado galerias comerciales
para 12 6 21 pruebas. En comprobacines
inmunoldgicas se han realizado aglutina-
ciones de las colonias sospechosas con
antisueros polivalentes (O/A-1 y Vi).

RESULTADOS

En el Cuadro n° 1 se han reflejado los
resultados obtenidos. Mediante la simple
observacion se puede comprobar que los

métodos en los que se han empleado ha-
rinas naturales (caldo de tetrationato y
caldo de tetrationato de Muller-Kauff-
mann) no se ha conseguido ni un sélo ais-
lamiento de salmonelas.

El inmunomagnetismo se ha mostrado
como el procedimiento mas eficaz, con él
se han logrado aislar Salmonella spp. en
27 muestras de las 46 investigadas; de es-
tos aislamientos 25 se obtuvieron en am-
bas placas de agar (Hektoen y verde-bri-
llante) y 2 en las de agar Hektoen sola-
mente. Partiendo de un pre-enriqueci-
miento en agua de peptona, con el caldo
de tetrationato se han conseguido colo-
nias de salmonelas en 15 muestras y sola-
mente en 1 aparecieron las colonias ex-
clusivamente en agar Hektoen. Con el cal-
do de Muiller-Kauffmann sembrado a par-
tir del agua de peptona tamponada, se ha
detectado la presencia de salmonelas en
22 muestras; las colonias sospechosas
aparecieron igualmente en agar verde-bri-
llante y agar Hektoen.

La resiembra de los cultivos a las 48
horas solamente ha presentado inciden-
cias en el Muller-Kauffmann: en una de las
muestras habia colonias a las 24 horas y a
las 48 no se obtuvo crecimiento, en otra
muestra ocurrié lo contrario.

La prueba de X? de Pearson nos
muestra que existen diferencias significa-
tivas entre los métodos empleados
(P<0,05). Prescindiendo de los métodos
que han derivado de harinas naturales por
los malisimos resultados obtenidos, las
proporciones y porcentajes de los aisla-
mientos han sido:

Proporciones %

Inmunomagnetismo 0,58 58,69
Caldo de Miuller-Kauffmann 0,47 47,82
Caldo de tetrationato 0,32 32,60

Las diferencias entre las proporciones
halladas en los tres procedimientos son
significativas (P<0,05), el inmunomagne-
tismo con el Muller-Kauffmann y el tetra-
tionato, y el Miller-Kauffmann frente al te-
trationato.

Para el tipaje de las cepas, se enviaron
algunas colonias al Servicio de Bacteriolo-
gia del Centro Nacional de Microbiologia,
Virologia e Inmunologia Sanitarias de Ma-
jadahonda, las especies y serotipos halla-
dos fueron los siguientes:

Especie Subespecie Serotipo Nimero
Salmonella enterica | Agona 4,12:fgs:— 10

” ? | Derby 4,12:fg:~ 3

” ” 1 Mbandaha 6,7:z210 en z15 1

” ” ! Enteritidis 9,12:gm:~ 1
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DISCUSION

En el B.O.E. de 23 de abril de 1964 se
pubiica una resolucion de la Direccién Ge-
neral de Ganaderia en la que se incluye
una técnica para el aislamiento de salmo-
nelas en harinas de pescado, hasta la fe-
cha no existe o, al menos, no tenemos no-
ticias de la publicacion oficial de una nor-
ma analitica mas moderna. El método pu-
blicado parte de una siembra de harina de
pescado en tetrationato sin haberse reali-
zado un pre-enriquecimiento; por los re-
sultados que se han obtenido en este es-
tudio, puede asegurarse que ese método
no es eficaz y deberia ser sustituido ofi-
cialmente por otros procedimientos mas
adecuados.

En el inmunomagnetismo normalmente
se parte de un pre-enriquecimiento, sin
embargo algunos autores (Olsvik et al.,
1990) han obtenido buenos resultados sin
recurrir a esa fase, lo cual supondria acor-
tar en 24 horas la emisién de los resulta-
dos analiticos. Estos investigadores, apar-
te de comentar la reduccién de plazos,
consideran que con el inmunomagnetis-
mo se consiguen los mismos resultados
que con los sistemas de aislamiento tradi-
cionales. En este trabajo el inmunomag-
netismo ha dado, incluso, mejores resulta-
dos que los otros métodos con los que se
ha comparado.

Vermunt et al. (1992) afirman que en la
deteccion de salmonelas en carne picada
por inmunomagnetismo se reducen las
proporciones de colonias no sospecho-
sas, los resultados obtenidos en este tra-
bajo con las harinas de origen animal co-
rroboran lo indicado por los autores cita-
dos.

La reduccién de los periodos de tiempo
es comentada por Mansfield y Forsythe
(1993), y, también, trabajando con varios
alimentos o condimentos demuestran las
ventajas de la inmunoseparacion por
magnetismo frente al enriquecimiento en
caldo de tetrationato de Muller-Kauff-
mann, frente a 63 aislamientos y 1 falso
negativo obtienen 58 y 61 aislamientos y 6
y 3 falsos negativos a las 24 y 48 horas
respectivamente. Esos resultados, en
cuanto a aislamientos positivos, concuer-
dan con los obtenidos en este trabajo.

En un estudio facilitado por la empresa
comercializadora, y no publicado, Forsyt-
he trabajando con leche en polvo desna-
tada encuentra 14 muestras con salmone-
las de 25 examinadas por medio de la in-
munoseparacién magnética; en estas
mismas muestras enriqueciendo con cal-
do de tetrationato sélo se obtuvieron 9 ca-
sos positivos. Los porcentajes de los ais-
lamientos son muy aproximados a los ha-
llados en este estudio: 58,69 y 32,60%
frente a 56,00 y 36,00% obtenidos por
Forsythe para el inmunomagnetismo y el
caldo de tetrationato, respectivamente.

CONCLUSIONES

¢ La inmunoseparacioén magnética apli-
cada al aislamiento de Salmonella spp. ha
dado en este estudio unos resultados
muy esperanzadores en comparacion con

otros métodos mas tradicionales (enrique-
cimiento en caldo de tetrationato o en cal-
do de tetrationato de Miiller-Kauffmann).
¢ Las siembras con harinas en estado
natural, sin pre-enriquecimiento, han pro-
porcionado unos resultados totalmente
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negativos. Quiza la causa haya sido moti-
vada a llevar algunas muestras bastante
tiempo fabricadas o a contener las mues-
tras ligeras cargas bacterianas.

¢ Para el aislamiento en placas de Petri
se han usado agar verde-brillante y agar
Hektoen con unos resultados practica-
mente iguales; por tanto, se puede usar
una sola placa, y en este trabajo, las pla-
cas de agar Hektoen se han mostrado li-
geramente superiores.

¢ La deteccion de salmonelas en siem-
bras procedentes de enriquecimientos en
caldo de tetrationato y caldo de Miiller-
Kauffmann a las 24 y 48 horas de incuba-
cion, unicamente han mostrado diferen-
cias en soélo 2 casos de los 368 investiga-
dos: en uno habia crecimiento sospecho-
so solamente a las 24 horas, en el otro
ocumia lo contrario. El simple hecho de rea-
lizarse un aislamiento a las 48 horas, que
no se habia detectado a las 24, obliga a
continuar realizando siembras a las 48 ho-
ras de enriquecimiento.

* La experiencia que se tiene en el co-
mercio de harinas de pescado (pedidos
urgentes, llegadas imprevistas de barcos
para cargar, fluctuaciones monetarias,
etc.) exige, fundamentalmente, la realiza-
cién rapida de las pruebas necesarias pa-
ra comprobar la presencia o ausencia de
salmonelas de un lote de harina determi-
nado, con el inmunomagnetismo se pue-
den evacuar los dictamenes a las 48 horas
en los casos negativos y a las 72 cuando
se hayan detectado colonias sospecho-
sas. En los métodos que utilizan harinas
sin pre-enriquecer los resultados se pue-
den conocer a las 72 6 96 horas, pero ya
se comentd que con estas técnicas los re-

Campo de Criptana (Ciudad Real).

sultados que se han obtenido han sido
francamente deplorables. En los procedi-
mientos (caldo de tetrationato y caldo de
Muller-Kauffmann) que parten de harinas
pre-enriquecidas en agua de peptona se
precisan 120 horas en los casos negativos
6 144 en los positivos.
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