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RESUMEN

Se pasa revista a las diferentes etapas en la recupe-
racion de Salmonella en los alimentos, especialmente
la toma de muestras y las fases iniciales de los
andlisis: pre-enriquecimiento y enriquecimiento se-
lectivo. Se acentua la diferencia entre los protocolos
de bisqueda de Salmonella en alimentos y muestras
clinicas como resultado del dafio celular producido
durante el proceso de manufactura del alimento,
necesitindose de etapas de reactivacién de los gérme-

ABSTRACT

This article discusses the different steps to detect
Salmonella spp. in food products, mainly the sampling
methods and the first steps of the analyses: pre-
enrichment and selective enrichment. The difference
between searching Salmonella in food products and
clinical samples as a result of the celular damage
caused by food processing is pointed out. In this case,
revitalization steps are necesary before culturing.

nes.

INTRODUCCION

Los microorganismos del género Sal-
monella son responsables de una de las
toxiinfecciones alimentarias que ejercen
una mayor presion epidemiolégica so-
bre el hombre. Exceptuando la Salmo-
nella typhi y unos pocos serotipos que
estdn adaptados primariamente al hom-
bre ocasionando fiebres entéricas (ti-
foideas y paratifoideas), la mayor parte
de las salmonelas estan adaptadas pri-
mariamente a los animales. Un cierto
numero de serotipos de estas ultimas
ocasionan gastroenteritis en el ser hu-
mano, con lo que la salmonelosis se
convierte en una zoonosis que se pro-
yecta epidemiolégicamente al hombre
a través de los alimentos.

En los ultimos anos, la Salmonella
ha sido uno de los gérmenes desenca-
denantes de toxiinfecciones alimenta-
rias mas investigadas. Ello ha supuesto
que los métodos de busqueda de sal-
monelas en alimentos hayan experi-
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mentado numerosas modificaciones en
aras a lograr metodologias normaliza-
das, reproducibles y de creciente poder
de deteccién. Inicialmente, se ensayaron
los mismos métodos de analisis que
para las muestras clinicas. Sin embargo,
esta practica no resultaba indicada por
cuanto: la cantidad de salmonelas en
los alimentos es menor que en las
muestras clinicas, por lo general fuer-
temente contaminadas y ademas, en
los alimentos los gérmenes estan casi
siempre danados o debilitados y se
hacen necesarias etapas de “revivifica-
cidén” durante las fases iniciales de los
andlisis. El laboratorio de microbiologia
alimentaria debe contar con metodolo-
gias analiticas propias adaptadas al
sistema ecolégico-bacteriano integrado
por las muestras que analiza. Por lo
general, la buisqueda de salmonelas se
hace de forma cualitativa, senalando la
presencia o no de estos gérmenes en
los alimentos; sin embargo, los mismos
métodos de andlisis pueden adaptarse
a propositos cuantitativos, enumeran-
dose los microorganismos mediante la
técnica del numero mas probable
(NMP).

La sistematica del género Salmonella

ha experimentado numerosos cambios
y revisiones. Kauffmann y White pro-
pusieron una clasificacién antigénica
que fue adoptada por el Bergey's Manual
en su octava edicién. Segun ésta, las
salmonelas se agrupan en cuatro sub-
géneros que comprenden distintos se-
rotipos cada una. El subgénero I esta
formado por las salmonelas con no-
menclatura binomial aceptada, utili-
zando las denominaciones en lugar de
epitetos antigénicos. El subgénero Iil
contiene al anteriormente designado
“grupo Arizona”, Arizona hisnhawii y
mas tarde, Salmonella Arizona, que-
dando en la actualidad como grupo
bioquimica y serologicamente definido
dentro del subgénero III de Salmonella.
Los subgéneros II, III, IV, descritos
después de 1966, quedan establecidos
unicamente por la férmula antigénica.

Desde un punto de vista sanitario
todos los subgéneros de Salmonella
son importantes dada su implicacién
en toxiinfecciones alimentarias.

MUESTREO

El interés por demostrar la presencia
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de salmonelas en los alimentos ha
hecho que las agencias reguladoras y
organismos internacionales hayan ela-
borado planes de muestreo especificos
para estos microorganisimos. Son pro-
cedimientos que senalan el nimero de
unidades de muestra tomadas al azar
que deben analizarse, asi como los
- criterios de aceptacion y rechazo para
cada lote o partida sometida a compro-
bacion. A su vez, el plan crea distintas
categorias para los alimentos analizados
en funcién de la sensibilidad del grupo
de consumidores (p.e. ancianos, enfer-
mos) y del tipo de alimento, asi como de
la existencia de procesos letales para
las salmonelas durante la manufactura
o elaboracion culinarias.
El modelo propuesto por la Food and
Drug Administration (USA) establece
tres categorias de alimentos:

— Alimentos de categoria
L—Aquellos comprendidos en la
categoria Il que van destinados a
poblaciones de alto riesgo (enfer-
mos, nifnos y ancianos).

— Alimentos de categoria
I.—Aquellos que no estan sujetos
normalmente a ningun proceso
letal para Salmonella entre el mo-
mento del muestreo y el de su
consumo (productos de bolleria,
galletas, cereales de desayuno, man-
tequilla y derivados, leche pasteu-
rizada entera y concentrada, leche
en polvo, quesos, helados y cremas
pasteurizadas, huevos y ovopro-
ductos de consumo directo, pes-
cados curados y enlatados, verte-
brados, moluscos, ensaladas,
sopas, cremas, bebidas, etc.).

— Alimentos de categoria IlIl.—Los
que si comprenden una etapa
letal para Salmonella entre el mo-
mento del muestreo y el de su
consumo (cereales y almidones
para consumo humano, pastas,
pescados frescos y congelados, mo-
luscos —a menos que se coman
crudos— precocinados, alimentos
preparados, congelados, etc.).

Este plan establece un numero de
unidades de muestra de sesenta para
cada lote de alimentos de la categoria 1,
treinta para los de categoria Iy quince
para los de categoria IIl. Cada unidad
de muestra consistird en un minimo
de 100 gr. del alimento, de los que
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25 gr. constituiran la unidad analitica.
Este plan de muestreo presupone que
la distribucién de Salmonella en un
lote o partida de alimento es al azar, lo
que implica que todas las unidades
analiticas tienen igual contenido de
salmonelas. En orden a los criterios de
aceptacién de cualquier lote muestreado
segtin al anterior programa, cabe signi-
ficar para las distintas categorias de
alimentos que:

— Categoria [—Sesenta unidades

analiticas analizadas y encontra-.

das negativas indican con un
95% de probabilidad que el conte-
nido de Salmonella por cada
500 gr. del alimento en el lote, es
inferior a uno.

— Categoria IL.—Treinta unidades
analiticas negativas, indican me-
nos de una salmonela por cada
250 gr. del alimento.

— Categoria [Il.—Quince unidades
analiticas negativas, suponen me-
nos de una salmonela por cada
125 gr. de alimento en el lote.

Sin embargo, en un intento de reducir
el trabajo analitico necesario para cali-
ficar la aceptabilidad de un lote, se ha
ensayado y demostrado adecuada la
mezcla de unidades analiticas de mues-
tra sin comprometer la sensibilidad del
ensayo para la deteccion de Salmonella.
A tal fin, en el plan de muestreo de la
FDA, quince unidades analiticas de
25 gr. cada una pueden combinarse
dando una unidad de 375 gr., con lo
que la presencia de salmonela en ali-
mentos pertenecientes a las categorias
I, 1 y 111, puede llevarse a cabo mediante
el analisis de cuatro, dos o una unidades
combinadas respectivamente. El lote
resulta aceptable unicamente, si todas
las unidades combinadas sometidas a
andlisis resultan negativas.

Planes de muestreo de similares ca-
racteristicas al anterior, han sido pro-
puestos por la National Academy of
Sciences (USA), a través del Comité de
Salmonella del National Research Coun-
cil (NRC), y por la International Com-
mission on Microbiological Specifica-
tions for Foods (ICMSF).

El plan de la NRC divide los alimentos,
a efectos de muestreo, en cinco catego-
rias segun el nivel de riesgo que pre-
senta su consumo. A estos efectos, se
consideran factores de riesgo los si-
guientes: 1) el alimento o sus ingre-
dientes son una fuente potencial para
la existencia y desarrollo de Salmonella;
2) el proceso de manufactura no incluye
etapas letales para estos microorganis-
mos, y 3) existe un riesgo potencial de
multiplicacién de salmonelas durante
el transporte o la distribucién negli-
gentes. Los alimentos se categorizan
en razon al namero de riesgos que
acumulan y al riesgo anadido de la
sensibilidad de la poblacion destinata-
ria:

— Categoria I.—Alimentos destina-
dos a enfermos, ninos o ancianos.

— Categoria IL.—Alimentos con los
tres factores de riesgo.

— Categoria IlL.—Alimentos con dos
factores de riesgo.

— Categoria [V.—Alimentos con un
factor de riesgo.

— Categoria V.—Alimentos sin nin-
gun factor de riesgo.

El plan de la NRC resulta equivalente
al de la FDA, proponiendo el analisis
del mismo numero de unidades de
muestra (60 y 30) para las correspon-
dientes categorias de alimentos [y Il y
trece unidades para las restantes cate-
gorias (I, IVy V).

El plan recomendado por la ICMSF
se corresponde igualmente a los ante-
riores. incrementando el numero de
unidades de muestra a medida que
aumenta el peligro potencial de la
partida de alimentos sometida a com-
probacién. No obstante, se introduce
una modificacién que consiste en dis-
tinguir los muestreos realizados en
forma rutinaria de aquéllos orientados
a investigaciones especiales, como la
investigacién de brotes declarados de
toxiinfeccién alimentaria. Resulta obvio
decir que en el tltimo caso, las caracte-
risticas del muestreo son mas estrictas
que cuando se procede de forma ruti-
naria y equivalentes a los planes pro-
puestos por la FDA y NRC.

La metodologia para el aislamiento e
identificacién de Salmonella en ali-
mentos comprende cinco etapas basi-
cas: ‘

Pre-enriquecimiento.
Enriquecimiento selectivo.
Aislamiento en medios selectivos
solidos.

Identificacion bioquimica.
Confirmacién serolégica.

s N

PRE-ENRIQUECIMIENTO

Es una etapa esencial para la recupe-
racién de Salmonella. Como ya ha sido
apuntado, los factores intrisecos y ex-
trinsecos a los alimentos producen un
debilitamiento, cuando no dano celular,
en los microorganismos, necesitando
“revivificarlos” en medios liquidos, antes
de proceder a un enriquecimiento se-
lectivo. En condiciones ideales esta
etapa supone: 1) la multiplicacién de
las salmonelas frente a otros microor-
ganismos competidores presentes en el
alimento; 2) la lenta rehidrataciéon de
los gérmenes afectados por la baja
actividad de agua de muchos alimentos;
3) la reparacion del dano celular pro-
ducido por los distintos procedimientos
de manufactura hasta conseguir la
restauracién del fisiologismo del ger-
men, y 4)la dilucién de sustancias
inhibidoras o téxicas presentes en el
alimento.



Generalmente, se recurre a anadir a
cada unidad analitica de muesira
(25 gr. en caso en que no se trate de
una unidad combinada), 225 ml. del
caldo de pre-enriquecimiento, con lo
que el factor de dilucion es 1:10. Uno de
los medios liquidos mas utilizados en
esta etapa es el caldo lactosado que, al
rebajar el pH con la accion fermentativa
de los gérmenes lactosapositivo contri-
buye a la limitacién de su crecimiento.
Otros medios utilizados son el caldo
tripticasa de soja, el agua de peptona
tamponada y el caldo nutritivo. Ciertos
autores han apuntado la inoportunidad
de utilizar medios de pre-enriqueci-
miento clasificados como medios “ricos”
o0 muy nutritivos, tal que los anteriores,
frente a los llamados medios minimos,
como el medio M-9, al que consideran
superior para la recuperacion de Sal-
monella danadas por el calor o los
antibioticos.

Parece demostrado que una lenta
rehidratacién de los gérmenes es un
factor importante para su posterior
recuperacion, aliviando el riesgo del
dano osmético que puede producir el
paso desde un estado practicamente
desecado a un medio liquido. A tal fin,
algunos autores recomiendan una gra-
dual rehidratacién para los alimentos
con baja actividad de agua, como la
leche en polvo, proponiendo la recons-
titucion inicial del alimento desecado a
la dilucién 1:2, durante un cierto tiempo

(30 minutos), para después alcanzar la

dilucién final de 1:10.

El periodo de incubacion que se
recomienda para la etapa de pre-enri-
quecimiento es de 18 a 24 horas y la
temperatura de 35-37°C. Sin embargo,
también se ha sugerido que las prime-
ras dos-cuatro horas de incubacion se
hagan a temperaturas inferiores(25°C,
p.e.), para permitir una hidratacion
mas lenta de las células.

Por altimo, resulta desaconsejable la
adicion de sustancias surfactantes que,
aunque permiten una mayor interposi-
cion de los principios grasos del ali-
mento en el caldo de pre-enriqueci-
miento o facilitando la liberacién de
bacterias a la fase acuosa, anaden una
cierta toxicidad para los gérmenes de-
bido al principio emulgente.
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Figura 1.—Colonias de Salmonella tiphy en
un medio de aislamiento (agar-XLD).

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO

Supone la continuacion de los efectos
de la etapa de pre-enriquecimiento.
Durante el enriquecimiento selectivo
se consigue la proliferacion de las
salmonelas a la vez que se restringe el
crecimiento de otras bacterias presentes
en el alimento. Esto se logra mediante
la utilizacion de medios liquidos que
contienen principios fuertemente inhi-
bidores para los microorganismos com-
petidores.

Los caldos de enriquecimiento selec-
tivo se inoculan con el cultivo de pre-
enriquecimiento, subcultivando un mi-
lilitro generalmente del cultivo de pre-
enriquecimiento en diez mililitros del
caldo selectivo (6 10ml. en 100ml.).
Ciertos alimentos crudos o alimentos
fuertemente contaminados con salmo-
nelas, pueden inocularse directamente
en el medio de enriquecimiento selectivo
evitando la etapa del pre-enriqueci-
miento.

Los caldos de enriquecimiento mas
utilizados en la recuperacion de salmo-
nelas son el caldo Tetrationato, origi-
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Figura 2.—Bateria con un medio diferencial
(medio de Kliger) y cinco sustratos de pruebas
bioquimicas (Urea, ONPG, Citrato, Voges-
Proskauer y Rojo de Metilo) para la identifica-
cién de salmonella.

nalmente formulado por Mueller y el
caldo Selenito, inicialmente formulado
por Leifson. Ambos medios han sido
modificados mediante la adicion de
diferentes sustancias para conseguir
mayor selectividad.

El caldo Tetrationato fue modificado
por Kauffmann merced a la adicion de
verde brillante para prevenir el creci-
miento de especies de Proteus y de
sales biliares para implementar el ais-
lamiento de Salmonella. Otras modifi-
caciones han supuesto la adicion de
tergitol, novobiocina y sulfatiazol sodi-
co.
El caldo Selenito también ha experi-
mentado numerosas modificaciones
como la adicién de cistina para preser-
var la accion selectiva del selenito en
presencia de alta proporcion de materia
organica o de metionina para incre-
mentar el efecto toxico del selenito
para E.coli.

Otros medios de enriquecimiento se-
lectivo también citados en la bibliografia
son: el medio Rappaport, el medio de
Ruys o el medio Estroncio-Selenito.

La temperatura y periodo de incuba-
cion en esta etapa de enriquecimiento
es de 35-37'C durante 18-24 horas. Sin
embargo, ciertos trabajos recomiendan
temperaturas de incubacion superiores
(43C) para incrementar la recuperacion
de Salmonella en muestras fuertemente
contaminadas con otros gérmenes com-
petidores.

En un intento por reducir el tiempo
necesario para el enriquecimiento, se
han propuesto métodos en los que el
pre-enriquecimiento y el enriquecimien-
to selectivo tienen lugar en una sola
etapa. Por lo general, la modificacion
consiste en incubar las muestras del
alimento en medios combinados de
lactosa con los caldos Selenito o Tetra-
tionato basales durante cuatro horas,
para anadir después los principios
selectivos (biselenito sodico o solucién
de iodo) y completar la incubacion.

AISLAMIENTO EN MEDIOS
SELECTIVOS SOLIDOS

Esta etapa consiste en inocular en
medios solidos (agares) los cultivos de
enriquecimiento una vez incubados de
forma que se restrinja el crecimiento
de los microorganismos que no son
Salmonella y se favorezca el desarrollo
individualizado de colonias de Salmo-
nella. A su vez, estos medios permiten
un reconocimiento visual, merced a la
morfologia y coloracién, de aquellas
colonias sospechosas de ser Salmonella.
Esto se logra, fundamentalmente, me-
diante la adicién al medio de sustancias
indicadoras. Cuando en estos medios
crecen colonias de gérmenes distintos
de los bnscados, la diferenciacién re-
sulta posible debido a la fermentacion
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de ciertos aziicares o por la formacion
de negros precipitados de sulfuros me-
talicos en las colonias si los gérmenes
producen sulfuro de hidrégeno.

Existen muchos medios en el merca-
do que sirven a los anteriores propositos
y suele quedar al juicio del microbidlogo
la eleccién de los mismos. Sin embargo,
ninguno de estos medios resulta plena-
mente satisfactorio por lo que es acon-
sejable la utilizaciéon conjunta de dos o
mas de ellos. No obstante, hay diferen-
cias de selectividad entre los medios
disponibles que deben tomarse en cuen-
ta en el momento de la eleccién, combi-
nando medios muy selectivos con otros
de selectividad moderada. Entre los
mas conocidos y utilizados estan: el
agar Sulfito de Bismuto (Wilson-Blair),
el agar entérico de Hektoen, el agar
Verde Brillante (Kauffmann), el agar
Deoxicolato-Citrato (Leifson), el agar
Xilosa-Lisina-Desoxicolato {Taylor), el
agar Salmonella-Shigella, el agar de
Mac Conkey.etc.

La ICMSF recomienda que cada labo-
ratorio utilice cualquiera de estos me-
dios a su eleccién, pero que adicional-
mente emplee agar Sulfito de Bismuto
y agar Verde Brillante.

En estos medios, las salmonelas des-
arrollan colonias de morfologia y colo-
racion generalmente bien establecidas
aunque es la experiencia del microbio-
logo la que debe resolver en ultimo
término la presencia o ausencia de
colonias sospechosas. Esto es tanto
mas importante cuanto que no siempre
resultan fiables las indicaciones del
fabricante, pues no se debe perder de
vista que se esta trabajando con mi-
croorganismos, reactivos vivos y por
tanto inconsistentes.

Los medios selectivos sélidos han
experimentado numerosas modifica-
ciones desde su formulacién original
merced a la adiciéon de antibioticos,
sulfamidas, surfactantes y otras sus-
tancias quimicas, en orden a procurar
una mayor selectividad y/o una mayor
tasa de recuperaciéon de salmonelas.
Esto los ha convertido en medios cier-
tamente complejos, lo que obliga a
tomar precauciones durante su prepa-
racion. Algunos no deben ser autocla-
vados pues perderian parte de su poder
selectivo, mientras que otros exigen ser
almacenados una vez preparados para
disminuir su poder inhibitorio. En
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todo caso, los medios han de prepararse
segun las indicaciones del método se-
guido y de no especificarse, observando
las directrices de los fabricantes.

Estos medios son inoculados me-
diante asa de platino a partir del
cultivo de enriquecimiento, siguiendo
la técnica de los cuadrantes o cualquier
otra, de forma que tras la incubacion a
35-37°C durante 24-48 horas, den lugar
a colonias aisladas facilmente recono-
cibles.

MEDIOS DIFERENCIALES

Una vez realizado el aislamiento de
las colonias sospechosas se da comienzo
a la identificacién tentativa de las
bacterias, al menos a nivel de género,
mediante pruebas bioquimicas conve-
nientemente elegidas. Previamente, es
necesario contar con suficiente canti-
dad del germen de modo que puedan
efectuarse las citadas pruebas. Ello
aconseja la realizacion de cultivos en
los llamados medios diferenciales.

Los medios diferenciales son medios
sélidos no selectivos, dispensados ge-
neralmente en tubos de agar inclinado,
que aportan una informacién de gran
utilidad al poner de manifiesto, simul-
taneamente, varias caracteristicas bio-
quimicas del germen. Son medios que
tras su inoculo e incubacion experi-
‘mentan cambios de coloracion en dis-
tintos puntos como resultado de la
utilizacion de uno o mdés azucares
fermentables y produccién o no de
sulfuro de hidrégeno.

El crecimiento masivo de los gérme-
nes en estos medios sirve: como fuente
de bacterias para ulteriores pruebas
bioquimicas y/o serolégicas, como in-
dice del grado de pureza del cultivo y
para permitir el almacenamiento tem-
poral hasta que se hagan los siguientes
desarrollos.

El medio diferencial mas utilizado es
el agar Hierro Tres Azucares (TSI) o su
version simplificada, el agar Hierro de
Kligler (KIA). Se inocula con material
procedente de una sola colonia obtenida
en medios de aislamiento selectivo,
siguiendo el procedimiento de extension
en la superficie del “slant” e infeccion
por picadura del taco o fondo del agar
inclinado. La lectura de resultados es
fundamental que se haga dentro de un
periodo de incubacién de 18-24 horas
ya que lecturas realizadas antes o
después pueden conducir a falsos re-
sultados. De esta forma, resulta posible
detectar la facultad del germen para
utilizar azticares como la glucosa y la
lactosa, caso del KIA, y ademas la
sacarosa, con el TSL. También permite
medir la produccién o no de gas y de
sulfuro de hidrogeno.

Otro medio diferencial muy utilizado
en combinacion con los anteriores es el

agar de Lisina y Hierro (LIA). Se inocula

‘mediante picadura profunda en tubos

con una cantidad conveniente del medio
en cuestion. Tras incubar durante 48
horas se hace la lectura del color en
que un resultado positivo indica que el
germen es capaz de descarboxilar la
lisina confiriendo al medio la alcalinidad
debida a la amina creada.

En los anteriores medios diferenciales
los miembros del género Salmonella
dan reacciones tipicas produciendo: en
el KIA, un “slant” alcalino (rojo) y un
fondo acido (amarillo) con o sin pro-
duccion de sulfuro de hidrégeno (enne-
grecimiento), y en el LIA, una alcalini-
zacion generalizada (parpura). Estos
cultivos se llevaran a continuacion a
distintos medios para conseguir su
caracterizaciéon bioquimica.

IDENTIFICACION BIOQUIMICA

Son muchas las pruebas bioquimicas
disponibles para establecer la identifi-
cacion de las salmonelas y de otras
enterobacterias. Sin embargo, resulta
conveniente para no perderse en ensa-
yos inutiles, gastando tiempo y dinero,
hacer una seleccion de las mismas
segun el perfil bioquimico del género,
anteponiendo la realizaciéon de unas a
otras y llegando en el menor tiempo y
con la mayor fiabilidad posible a las
pruebas de confirmacion serologicas.
Para la mayoria de las situaciones
resultan suficientes las siguientes seis
pruebas: ureasa, lisina descarboxilasa,
fermentacion del dulcitol, crecimiento
en caldo CNK, utilizacién del malonato
de sodio y produccion de indol.

En ciertos casos, cuando son muchas
las colonias que se sospecha son de
Salmonella, puede resultar conveniente
realizar la prueba de la ureasa junto
con un test de aglutinacién flagelar, a
fin de evitar la realizacién de mas
ensayos si los resultados no se corres-
ponden con la Salmonella, continuando
con aquellos cultivos que den el resul-
tado esperado. Otros criterios utiles
para descartar definitivamente como
no-Salmonella los cuitivos no clasifica-
dos, estan relacionados en la tabla 2.

Una vez efectuadas las seis pruebas
bioquimicas anteriores se continuaria
con los ensayos serologicos para anti-
genos flagelares y somaticos de los que
se hablara mas adelante.

Si un cultivo no puede ser clasificado
como Salmonella o0 no-Salmonella con
los anteriores resultados bioquimicos
y serologicos, todavia pueden realizarse
alguno o varios de los siguientes ensa-
yos bioquimicos: Voges-Proskauer, rojo
de metilo, fermentacién de lactosa y
sacarosa y/o utilizacién del citrato. Si
la ambiguedad continuase, se harian
precisas otras pruebas contenidas en
el Bergey's Manual. Estos y los anterio-



res ensayos pueden ser facilmente es-
tablecidos por cualquier microbiélogo
experto, procurando una interpretacién
cuidadosa de los resultados y tomando
en cuenta todas las precauciones sena-
ladas por el método o recomendadas
por los fabricantes.

SISTEMAS MULTIPRUEBAS

Desde hace unos anos se ha extendi-
do considerablemente el uso de siste-
mas multipruebas para la identificacién
bioquimica de ciertos gérmenes. La
mayor parte de los equipos disponibles
en el comercio utilizan microtécnicas y
en una sola unidad incorporan varias
pruebas, lo que constituye la principal
limitacién para la fiabilidad del resul-

tado. Los sistemas tienen la indudable
ventaja de su rapidez y facilidad de
manejo, pero también suponen que
utilizados por personal de laboratorio
no esperimentado en bacteriologia no
se alcance el resultado deseado al igno-
rar sus indiscutibles limitaciones. Los
principales problemas que plantean
frente a las técnicas corrientes se deben
a la transferencia de sustrato durante
la inoculacién y a la edad y amplitud
del in6culo. Entre los mas utilizados
para enterobacterias estan: el sistema
microtubo API-20 entérico (Analytab)
que suministra 23 pruebas bioquimi-
cas, el sistema multiprueba Enterotube
(Roche) que aporta 11 resultados, los
sistemas Micro-ID (General Diagnostic),
Minitek (BBL) y Pathotec (General Diag-
nostic) que mediante tiras reactivas
permiten realizar 15, 34 y 11 pruebas
bioquimicas respectivamente, y el sis-
tema de diferenciacién entérica R/B
(Flow Laboratories) que utilizando tu-
bos especialmente disefiados permite
15 determinaciones.

Recientemente se han comercializado
dispositivos diagnésticos automatiza-
dos para la lectura de los resultados de
pruebas bioquimicas de identificacion.
Tres de ellos son: el Micro-Media System
(Micro-Media Systems), el Auto-Micro-
bic System (ViteK Systems) y el MS-2
System (Abbot). Tras ariadir la suspen-
sion bacteriana a cada médulo de
analisis se incuba y lee para procurar
la identificacién.

Cuando se utilizan sistemas multi-
prueba, manuales o de lectura automa-
tica, han de correlacionarse los resulta-
dos obtenidos con otras caracteristicas
de identificacién, como la morfologia
colonial en medios selectivos o diferen-
ciales, antes de emitir el resultado
definitivo.

CONFIRMACION SEROLOGICA

La dotacién antigénica de los miem-
bros del género Salmonella comprende
antigenos de tipo somatico y flagelar.
Los antigenos somaticos son de natu-
raleza lipopolisacaridica, termoestables
y resistentes al alcohol y los 4cidos
diluidos. Pueden ser: antigenos 0 o
somaticos propiamente dichos, antige-
nos Vi o responsables de la virulencia y
antigenos K o de cubierta capsular. Los
antigenos flagelares o antigenos H,
estan asociados a la motilidad y des-
arrollo flagelar. Pueden presentarse en
dos fases antigénicas, a 0 especifica y 8
o de grupo, y tienen naturaleza protei-
ca.

La confirmaciéon seroldgica de los
cultivos sospechosos de Salmonella pue-
de hacerse a partir de los crecimientos
en medios diferenciales (TSI y KIA).

La tipificacién de los antigenos so-
maticos (0) se hace mediante aglutina-
cion en “porta” con sueros polivalentes
(0 "melanges” de Pasteur) destinados a
la orientacion del diagnéstico. El 98%

Reaccion
Prueba o sustrato Positiva Negativa salmonella
(a)

1. Glucosa (TSovuvveivneenenn... Fondo amarillo Fondo rojo +

2. HS(TSDeeiiiiieiiiiiiivieeenn, Ennegrecimiento No ennegrecimiento +

3. Ureasa...cccoceeeviiiiicinnannnn.., Color rojo purpura Sin cambio de color -

4. Lisina Descarboxilasa (cal-

Lo o ) RS PRN Color plrpura Color amarillo +

5. Rojo de Fenol-Dulcitol (cal-

oo ) IO UPRPR Color amarillo; gas Sin gas; sin cambio de color + (b)

6. KCN (caldo)......couveenennen..n.. Turbidez No turbidez : —

7. Malonato (caldo)................. Color azul Sin cambio de color — (c¢)

8. Indol....ccovviniiniiiininiiiin . Color rojo en superficie Color amarillo en superficie —

9. Ensayo polivaiente flagelar. . Aglutinacién No aglutinacion +
10. Ensayo polivalente somatico Aglutinacién No aglutinacion +
11. Rojo de Fenol-Lactosa (cal-

dO)eirieicrii i Color amarillo; gas Sin gas; sin cambio — (c, d)
12. Rojo de Fenol-Sacarosa
[(oF=1le [o) RN Color amarillo; gas Sin gas; sin cambio —
13. Voges-Proskauer................ Rosa a rojo Sin cambio de color -
14. Rojo de Metilo.................... Color rojo difuso Color amarillo difuso +
15. Citrato de Simmons............ Crecimiento; color azul Sin crecimiento; sin cambio de
color v

(a) +, 90% de resuitados positivos en uno o dos dias; —, 90% de negativos en uno o dos dias; v, variable.
(b) La mayoria de los cultivos de S. arizonae son negativos.
(c) La mayoria de los cultivos de S. arizonae son positivos.
(d) De forma infrecuente, pueden encontrarse cepas atipicas o aberrantes de Salmonella fermentadoras de la lactosa,

(Tomada de “Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods”. APHA))

Tabla 1.—Reacciones bioquimicas y serolégicas de Salmonella

375

medicina militar



Métodos de cultivo convencionales
para el aislamiento e identificacion

de Salmonella en los alimentos:
Revisién y justificacién
de procedimientos

de las Salmonellas que se aislan mas
frecuentemente en patologia humana
aglutinan en los sueros 0 “melanges”
OMA y OMB de Pasteur. Los cultivos de
aglutinacion positiva se enferentaran a
los sueros O “monovalente” destinados
al estudio de la formula antigénica. La
presencia de abundante antigeno cap-
sular puede interferir las anteriores
aglutinaciones dando falsos negativos.
Para evitarlo, se calienta la dilucién
bacteriana a 100°C durante 20 minutos
o a 60°C durante una hora antes de
llevar a cabo las aglutinaciones.

Los antigenos flagelares se establecen
de la misma forma con sueros poliva-
lentes y monovalentes. Es aconsejable
una estimulaciéon previa del compo-
nente flagelar, para lo cual se inoculan
los gérmenes en una placa de agar
blando y se incuban 24 horas a 35°C.
Las aglutinaciones pueden hacerse en

Prueba o sustrato

Resultados

Ureasa.......cocovveueanes tereenaaes ereraeaeeaes Positivo (rojo purpura)
Indol........... eerreraeneae Positivo (rojo)
Ensayo flagelar {polivalente o Spicer-

Edwards)....... feeeeneeaenes e eraeaeaa Negativo {sin aglutinacion)

Lisina Descarboxilasa..........ccoveeevieninenns
KCN {(caldo).....cooevvenieniennes rereeneaas

Negativo (amarilto)
Positivo (crecimiento)

Rojo de Fenol-Lactosa (caldo) (a).........
Lisina Descarboxilasa...........cceoevnininnn.

Positivo (acido y/o gas) (b)
Negativo (amarillo)

Rojo de Fenol-Sacarosa (caldo)............
Lisina Descarboxilasa..........cceeveecnininns

Positivo (acido y/o gas) (b)
Negativo (amarillo)

KCN (caldo)....covemvinieaiinnnnnes feerreaenaens .
Voges-Proskauer........ reveenens reeeriiaeeaas .

Positivo (crecimiento)
Positivo (rojo)

Rojo de Metilo..............

Negativo (amarillo)

(a) Los cultivos positivos en caldo Malonato se deben ensayar posteriormente,
por si fuesen de Salmonella arizonae.

(b) No desechar los cultivos positivos si en el medio diferencial Lisina-Hierro
dan reaccién tipica de Salmonella. Continuar con otras pruebas.

(Tomado del “Compendium of Methods for the Microbiological Examination of

Foods”. 2nd. Ed. APHA. Washington, D.C., 1984.)

“porta”, con los sueros H “melanges” y
sueros H “monovalentes” de Pasteur o

en tubos, con cultivos formolizados

Tabla 2.—Criterios para descartar como no-Salmonella los cultivos no clasificados

ensayados frente a antisuero flagelar
polivalente y antisueros de Spicer-Ed-
wards.
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