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SEGURIDAD ALIMENTARIA: UN NUEVO RETO PARA

LAS TECNICAS ANALITICAS

Teresa AranglUena Rodriguez

Las crecientes exigencias desde el campo
de la Seguridad Alimentaria hacia los
sectores primarios de nuestra ganaderia,
y mas en concreto en lo referente al
control de Salmonellas zoonodticas sobre
el sector de avicultura de puesta en
primera instancia, y del sector de
avicultura de carne en un plazo muy
corto, precisan la necesidad de una
actualizacion de las técnicas analiticas
disponibles para el control de esta
zoonosis. En el presente articulo se
pretende hacer un balance de la situacion
actual por lo que a técnicas analiticas
disponibles se refiere, con especial énfasis
el tiempo de obtencion de resultados, la
sensibilidad, el coste y la oficialidad

de la técnica.

Enlaactualidad, lamayoria de las técnicas utilizadas
para deteccion de Salmonella, son métodos
microbioldgicos directos basados en el aislamiento e
identificacion de este microorganismo. Pues pese a que
existen técnicas serolégicas —fundamentalmente
ELISA—, éstas ultimas presentan numerosos inconve-
nientes en su uso: se trata de métodos de deteccion
indirecta, en los que puede haber interferencia con
anticuerposvacunales, los resultados son de dificil inter-
pretaciony en ningun caso son oficiales. De otro lado, y
congranirrupcion enel mercado, aparecen los métodos
basados en biologia molecular.

Pascual Alopso Moreno

Laboratorio de Diagndsticos y Alimentacion 2008 S.L.
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1. METODOS MICROBIOLOGICOS

Presentan un esquema comun de procedimiento:
preenriquecimiento, enriquecimiento selectivo, detec-
cion especifica en medios sélidos, confirmacion de
positivos por pruebas seroldgicas y/o bioquimicas, y
serotipado.

Asimismo, todos ellos gozan de aplicabilidad a una
ampliadiversidad de muestras procesables: heces, pol-
vo, fondos de caja, meconios, contenido de ciegos,
huevos, muestras de superficie...

Estos métodos microbioldgicos utilizados podemos
dividirlosen dos tipos:

1) Métodos microbioldgicos propiamente di-
chos, que aglutinan el desarrollo de la NORMA ISO
6579 : 2002 y su variante, "Anexo D de la Norma ISO
6579:2002", que aporta como principal novedad el
enriquecimiento selectivo con siembra directa en
un medio semisolido especifico para Salmonellaspp
—RappaportVassiliadis semisélido—, lo que permite ade-
lantar un dia la confirmacion de resultados negativos.

Se trata de métodos horizontales paradeteccionde
Salmonella spp, cuyas principales etapas de desarrollo se
resumen en:

*Dia 1: Enriquecimiento en agua de peptona (20
horas).

*Dia 2: Pase a caldos selectivos para Salmonellaspp
(Rappaport Vassiliadis -RV-y Miiller K. Tetrationato
-MKTT).(24 horas).

En este punto el Anexo D, sustituye el caldo selectivo
por el medio semisélido especifico.

*Dia 3:Pase amedios solidos especificos para Sa/mo-
nella spp —XLD y otro medio especifico de libre
eleccion—. (24 horas).
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SegunelanexoD, las placasnegativasdeben incubarse
durante 24 horas mas para su confirmacion. Las placas
positivas deben confirmarse con siembra en medios XLD
y otro medio especifico de libre eleccidn.

*Dia 4: Lectura delas placasde medios solidos espe-
cificos.

Siseguimos el anexo D, este dia se realiza la lectura
de confirmacion tanto de positivos y de negativos.

El Anexo D de la NORMA 1SO 6579 : 2002, es el
Método Oficial para el control de hecesy de muestras del
Estado Primario de Produccion. El resto de muestras,
fundamentalmente referidasalaindustria alimentaria,
se procesan segun el método genérico que marca la
NORMA IS0 6579 :2002, convalidez en todo el territorio
europeo.

A partir de este dia, si el resultado obtenido de la
lecturade las placas es positivo, empieza la confirmacion
con pruebas serologicas y bioquimicas y su posterior
tipificacion (solo este proceso puede llevarnos 3 -4 dias).

PROTOCOLO GENERAL PARA LA DETECCION DE SALMONELLA spp
EN MUESTRAS DE HECES
(Norma ISO 6579:2002 anexo D )

CONFIRMACION
DE POSITIVOS
Mj:‘/

XLD ASAP

PROTOCOLO

APT+ 25 g heces (37°C/16-20 h)

0.1 ml

MSRV .
41,5°c/24 h
o

41,5°c/24 h

NEGATIVO 37°c/24h

PROTOCOLO GENERAL PARA LA DETECCION DE SALMONELLA spp
EN MUESTRAS DE HECES

(Norma ISO 6579:2002 anIo D)

OB 50 dia Dias
sucesivos

1° dia 2° dia 30 dia

: * CONFIRMACION del ; i
. . « Obtencion de
Resultado negativo. resultado positivo Obtencion de

OCESO ™ i informacion de | informacién
PROCESO Resultado positivo. | (Giforentes prusbas) | gryp, completa de
ANALITICO ECESARIO tipificacion

CONFIRMACION resultado negativo
J

2) Métodos microbioldgicos combinados con
técnicas de Inmunoensayo: TECNICA MINIVIDAS: en
una primera fase se procede de forma similar a los
métodos anteriores, con enriquecimiento en peptona
—20horas—, siembra en medios Rappaport Vassiliadisy
Miiller K. Tetrationato —7 horas—y resembrado posterior

en caldo M —18 horas—. El tercer dia, por medio de la
Técnica MINIVIDAS —basado eninmunoensayo—, en 45
minutos procedemosa la lectura de los cartuchos, lo que
nos permite confirmar los negativos en este momento.
Los positivos se siembran en medio XLD y otro medio de
eleccién para su confirmacion el 4° dia.

Este método esta protocolizado tanto para hecesy
muestras de estadio primario, como para alimentos
(validado en este segundo por la Norma AFNOR BIO
12/1-04/94).

PROTOCOLO PARA LA DETECCION DE SALMONELLA EN HECES

PROTOCOLO VIDAS
CONFIRMACION
APT+heces (37°¢/20h)

Oml 1ml.
RV Soja MKTT-m
415°C/7h 37°C/7h
l Tmi l Ll
Caldo M
Galdo M
415°c/18n  415°C/18h
W ml

O @O

XLD ASAP XLD ASAP

Calentar a 100°C 15 min.

Cartucho SLM
37°¢/24h

NEGATIVO

MONELLA EN HECES (VIDAS)
Dias
sucesivos

=~

PROTOCOLO PARA LA L[ETECCK’)N DE
M ol 5 dia

- Resultado negativo. | + CONFIRMACION del | - Obtencién de | * Obtencion de
resultado positivo informacion de | informacién

« Resultado positivo. | (diferentes pruebas) grupo. completa de
NECESARIO tipificacion
CONFIRMACION

10 dia 2°dia 3 DIA

PROCESO
ANALITICO

Enambos métodos obtenemos resultados de analisis
hasta el nivel de "Salmonella spp", por lo que se debe
continuar con un método comun de Serotipado, cuyo
desarrollo se resume en:

1) Antigenos somaticos "0": se realizan pruebas de
aglutinacion con diferentes antisueros somaticos
que nosdaran, inicialmente, lainformacionde grupo
paraobtener finalmente unainformacion mas com-
pleta en cuanto a las caracteristicas antigénicas de
las Salmonella.

2) Antigenos flagelares "H": con las mismas pruebas
de aglutinacion y utilizando diferentes antisueros
flagelares vamos obteniendo una informacién mas
completa hasta poderdeterminar finalmente de qué
Salmonellase trata.
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METODOS BASADOS EN BIOLOGIA
MOLECULAR

La PCR —Reaccion en Cadena de |a Polimerasa— es
un método basado en la deteccion de DNA especificodel
patdgeno queseadetectarenlamuestraaanalizar,con
implantacion creciente en el diagnostico laboratorial.

Basicamente la técnica consiste en la extraccion
del DNA presente en la muestra, para posteriormente
realizar una amplificacion de fragmentos especificos
de DNA del patégeno que buscamos usando "primers"
disefados especialmente para alongar estos fragmen-
tos. Es posible utilizar "primers" especificos de determi-
nados serotipos de Salmonella —hasta 65 serotipos—,
de tal forma que lainformacion final que se obtiene es
una tipificacion completa. En caso que la muestra sea
positiva, el DNAamplificado de Salmonellase detectara
posteriormente con mecanismos de fluorescencia
(RT-PCR, PCR a tiempo real).

Este método de RT-PCR se caracteriza por su ele-
vada especificidad —detectamos DNA especifico del
patégeno—, porsu versatilidad para muestras de dis-
tinta naturalezaysobre todo por su tiempo tan rapido
de deteccion de positivos totalmente confirmados y
serotipados: 3 dias.

Es sin duda, el método con mayor implantacion en
un futuro préximo, y pese a que no es un método oficial,
su validacion puede obtenerse en el plazo de 1,5 afios.

COMPARATIVA ENTRE METODOS

PROTOCOLO PARA LA DETECCION Y TIPIFICACION DE DIFERENTES
SEROTIPOS DE SALMONELLA A PARTIR DE UN METODO BASADO EN

BIOLOGIA MOLECUIAR (PIR)
1° dia 2°dia

3° DIA

Cuadro Comparativo de técnicas analiticas para la deteccion de los principales

+ RESULTADO NEGATIVO.

+ RESULTADO POSITIVO
TIPIFICADO

PROCESO
ANALITICO

Comose muestraen el cuadro comparativo adjunto,
podemossefialar:

1. La PCR es el método mas rapido de deteccion,
especialmente porloque se refiere ala obtencion de
positivosserotipados. Enlos métodos microbioldgicos
el VIDAS aventaja en la confirmacion de negativos a
la Norma I1SO 6579.

2. La sensibilidad es idéntica para los métodos
microbiolégicos, si bien la PCR implica un salto
cualitativo en este sentido.

3. El coste es muy similar en todos los métodos
microbioldgicos. EI PCR tiene un coste algo superior
para un resultado negativo —si se compara con los
métodos microbioldgicos—, pero muy similar a los
costes de métodos microbiologicossi el resultado es
positivo tipificado.

4. Unicamente son Oficiales los métodos expuestos
en la Norma ISO 6579:2.002 y su Anexo D.

Por ultimo, a la vista de esta exposicion, sélo queda
concluir que existen a disposicion de los operadores y
productores del sector técnicas analiticas suficientes
para todo tipo de analisis —controles internos,
autocontroles oficiales, etc...—y para cualquier tipo de
muestra —heces, pienso, materias primas, huevos, su-
perficies, etc...—. Estas
técnicasse hacenimpres-
cindibles para: medir la
eficacia de las medidas

agentes productores de zoonosis.

correctorasadoptadasen

VIDAS los ultimos tiempos —
ANEXOD | orens . pos
VIDAS DE ISO ISO 6579 PCR vacunaciones, medidas
HECES MUESTRAS . . .
6579 de bioseguridad, higieni-
zaciondel pienso...—, para
Negativo 3 dias 4 dias 3 dias 4 dias implementar y poner en
Tiempode |  Positivo 4 dias 4 dias 4 dias 5 dias 48- 60 horas marcha medidas adicio-
deteccion 6° nales en definitiva
Tipificacion | 6° en adelante | 6° en adelante | 6° en adelante d Ient Y !
adelante para poder tomar deci-
Sensibilidad Muy buena Muy buena Muy buena Muy buena Muy buena siones empresa riales es-
Neg-pos ++ ++ ++ ++ tratégicasypodergaran-
Coste e .

Tipificacion e e + ++ tizarla puestaen el mer-
Oficialidad NO S| NO S| NO cado de productos segu-

ros, sanosy trazables. @
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