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1.- Introduccion.

1.1.

Salmonella.

1.1.1.

Caracteristicas del género Salmonella

Este género, perteneciente a la tribu Salmoneliae en la familia Enterobacteriaceae, fue
denominado asi en honor al veterinario americano D. E. Salmon. Agrupa bacterias
patdgenas, tanto del hombre como de los animales, produciendo gastroenteritis de

distinta gravedad, y fiebres entéricas 6 tifoideas - paratifoideas.

Esta representado por bacilos gramnegativos, no esporulados, anaerobios facultativos,
méviles por flagelos peritricos (salvo S. Gallinarum y S. Pullorum, que son inmdviles).
Una de sus caracteristicas bioquimicas mas importantes es su imposibilidad para
acidificar la lactosa, por lo cual han sido designados como “enterobacterias lactosa
negativa”. Existe un bajo porcentaje (0,3-0,8% segln los autores) de cepas que son
lactosa positivas como S. arizonae, que ademas poseen actividad p-galactosidasa
{prueba ONPG). Las necesidades nutricionales de estos microorganismos son escasas
y por esto crecen facilmente en medios de cultivo comunes, aunque con frecuencia se
necesitan medios altamente selectivos para aislarlos con mayor facilidad a partir de
muestras polimicrobianas de distintos origenes, como alimentos, heces, muestras

clinicas, etc.

La mayor parte de las cepas de Salmonella son productoras de gas a partir de
glucosa, salvo Salmonella Typhi que nunca lo produce. Forman sulfuro de hidrogeno,
excepto S. Paratyphi-A y utilizan el citrato como Unica fuente de carbono. Las
reacciones de descarboxilacion de lisina y ornitina son negativas en S. Paratyphi - A,
mientras que S. Typhi es ornitina positiva. No fermentan la sacarosa, salicina, inositol

y amigdalina. Tampoco hidrolizan la urea.
El % G + C de su DNA es de 50-53 { Hill, H. 1966).

Actualmente el género Salmonella esta subdividido en dos especies denominadas
como S. choleraesuis, ésta esta a su vez dividida en 6 subespecies designadas como
I, I, ITIa, ITIb IV y V, ¥ S. bongori. (Hernandez Haba, J. y Dubdén Pérez, F., 1992)

La nomenclatura del género Salmonella es bastante compleja y actualmente no
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definida perfectamente. A medida que son descritos nuevos serovares, es habitual
atribuirles impropiamente el nombre de especie (habitualmente del lugar o animal del
cual han sido aislados), por ello son conocidos 2.267 serovares y casi otros tantos
nombres de especies de Salmonella. Esta proliferacidn justifico la propuesta de
Burman, Stuart y Wheeler (1948) de considerar sdlo 3 especies en el género
Salmonella: Salmonella Choleraesuis, Salmonella Typhosa y Saimonella Kauffmannii, la
Gltima de las cuales parece destinada a comprender todos los serotipos conocidos.
Sucesivamente, Kauffmann y Edwards (1952) propusieron la unificacion de una sola
especie comprendiendo todos los serotipos: Salmonella enterica. En 1970 Le Minor y
otros propusieron que los subgéneros I, II, III, IV de las subdivisiones bioquimicas de
Kauffmann fueran reclasificadas respectivamente como Salmonella Kauffmannii,
Salmonella Salamae, Salmonella Arizonae y Salmenella Houtenae, cada una de cuyas
especies era posteriomente subdividida en serotipos. Anteriomente también Ewing
(1966), habia propuesto tres especies: Salmonella Typhi, Salmonella Choleraesuis y
Salmonella Enteritidis; las dos primeras especies constituian un serctipo unico,
mientras que Salmonella Enteritidis comprende los cerca de 2300 serotipos
considerados especies anteriormente. A cada uno de éstos serotipos se les designd
con el nombre de la especie Salmonella Enteritidis, seguido de la indicacion abreviada
“variedad” (pe. Salmonella Enteritidis var Typhimurium) o bien con el nombre de la
especie Salmonella Enteritidis seguida por la indicacion “serotipo” (pe. Salmonella
Enteritidis serotipo Paratyphi - A). La propuesta taxonémica de Ewing hace pensar, a
primera vista, que una clasificacion constituida por cerca de 2.300 serotipos diferentes
de una misma especie, puede ser fuente de confusion. El dato practico, sin embargo,
dice que este serotipo se reduce notablemente, ya que el 95-98% de las cepas de
Salmonella Enteritidis que producen enfermedades en el hombre pertenecen a un
nimero de serotipos restringidos (aproximadamente 40). En el manual de Bergey se
aceptaba a Salmonella Choleraesuis como la Unica especie del género , pero Le Minor
y Popoff (1987), propusieron designar a Salmonella enterica com la especie tipo y
Unica del género Salmonella. Esta propuesta no ha sido aceptada por la comisién
judicial, por lo que actualmente se sigue utilizando la clasificacion de 2 especies y 6
subespecies.
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1.1.2.

1.1.3.

Clasificacién antigénica

Salmonella es el Unico género cuyas serovariedades tienen rango de especie.

La estructura antigénica de las Salmonella se estudia tratando todas las cepas aisladas
con anticuerpos especificos, mediante reacciones de aglutinacion. Salmonella posee
antigenos somaticos, flagelares y, algunos serovares, presentan un antigeno capsular
denominado antigeno Vi.

El antigeno somatico (O) es de naturaleza lipopolisacarida termoestable, localizado en
la pared celular, que estd asociado con la endotoxina y permite la diision de
Salmonelta en grupos.

El antigeno flagelar (H), es termoldbil de naturaleza proteica, y permite la division de
las especies en monofasicas (siempre poseen el mismo antigeno flagelar) o difasicas
(fase 1y fase 2).

El antigeno Vi solamente lo poseen algunos serovares comc Salmonella Typhi,
Paratyphi - C y Dublin. Es un antigeno capsular, termolabil y responsable junto al
antigeno O de la virulencia. (Hernandez Haba, J. y Dubon Pérez, F., 1992)

Division en serovares,

Para describir ias numerosisimas Salmonella existentes ha sido elaborada una formula
antigénica consistente en tres partes, que describen, por orden, el antigeno somatico
0, el antigeno flagelar H de la fase 1 y el antigeno flagelar H de la fase 2; estas tres
partes son separadas mediante un par de puntos (:) y el componente de cada parte
mediante coma(,). La notacién adoptada para designar los diversos antigenos utiliza
una combinacion de letras y numeros arabes (por ejemplo S. Typhimurium se
representa como 1, 4, 5, 12 : g, m: -} la descripcion particularizada de esta notacion
se omite ya que es bastante elaborada y también porque no es de utilidad préactica
para el clinico, teniendo valor sblo con fines taxondmicos y epidemioldgicos, Esta
clasificacion, denominada de Kauffmann-White {(Kauffmann y White, 1966; 1978), no
pretende describir la estructura antigénica completa de cada Salmonella, que es
mucho mas compleja de lo que sugiere la férmula antigénica; a fin de lograr la
diferenciacién del serotipo el esquema se ha simplificado registrando sdlo los
antigenos mayores o los méas importantes. Se han creado 50 grupos; cada uno de
ellos comprende numerosos serctipos de Salmonella, y todos ellos estan

caracterizados por la presencia de los principales antigenos O presentes en cada uno
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1.1.4.

1.1.5.

de los serotipos de fos que forman parte.

Subdivisidon en biovares.

Los biovares se diferencian por el patrén de azlcares de cepas con el mismo serovar.

Estd determinado por la ausencia o presencia de enzimas. Estos biovares pueden

. x . Y . +
utilizarse como marcadores y son de interés epidemiolégico ( p.e. la xilosa™ y la

xilosa caracteristicas de S. Typhi).

Los fagovares se determinan por la sensibilidad de los cultivos @ una serie de
bacteriéfagos en diluciones apropiadas. La tipificacidn de los fagos de S. Typhi y otras
Salmonella con antigeno Vi (S. Hirschfeldii y rara vez S. Dublin) esta basada en una
adaptacion de los fagos Vi - II de Czaigie y Yen (1938). Para S. Schottmuelleri se
utilizan los de Felix y Callow (1943) y para S. Typhimurium los de Anderson (1964).

Andlogos métodos estan propuestos para otros serovares de Salmonella.

Otra subdivisién puede realizarse basandonos en la produccién, o sensitividad a

bacteriocinas o su resistencia frente a antibioticos.

Patogenia.

Las infecciones de Salmonella son denominadas genéricamente salmonelosis, y
diferenciadas en “principales” causadas por Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi -
A, Salmonella Schottmuelleri, S. Hirschfeldii (anteriormente Paratyphi C) vy
“secundarias” (causadas por otros serotipos de Salmonella Enteritidis). Las
salmonelosis “principales” son producidas por Salmonella de procedencia humana,
capaces, sobre todo Salmonella Typhi, de dar formas septicémicas (fiebre entérica) y
gastroenteritis aguda; las salmonelosis “menores” estén producidas por Salmonella de
origen animal pero capaces de infectar también al hombre, en el cual provocan,
siendo menos invasivas, casi exclusivamente formas gastroentéricas que raramente
derivan en septicemia. En general, las salmonelosis principales determinan una
notable produccion de anticuerpos revelado mediante la reaccion de aglutinacion de
Widal; por el contrario, las salmonelosis secundarias producen un nimero de

anticuerpos escaso o nulo.
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Las Salmonella alcanzan el intestino delgado por via oral. La dosis infectante minima

se situa alrededor de 10° - 10° bacterias, aunque en personas con aclorhidria o que

han tomado recientemente antibisticos la infeccién puede producirse con 10°.

Blase, M. J y Newman, L. § (1982) estimaron que el nimero de Salmonella en

alimentos causantes de brotes de gastroenteritis oscila entre los siguientes valores:

Chocolate 1x 102 - 2. 5 x 107 ufc/g
Queso cheddar 1x 10° - 5 x 10* uf¢/g
Queso de bola 1. 5 x 10° ufc/g

Polvo de pancreatina 4, 4 x 10' - 2 x 10? ufc/g

Las salmonelosis pueden expresarse en 3 formas diferentes:

A)

fiebre entérica, diferenciada en fiebre tifoidea ( o ileotifus o tifus abdominal) y
fiebre paratifoidea (o paratifus); la primera producida clasicamente por Salmonella
typhi; la segunda, por Salmonella Choleraesuis ser. Paratyphi-A, ser. Schottmuelleri
y ser. Hirschfeldii., A veces considerada principalmente una infeccién intestinai, la
fiebre tifoidea es, de hecho, una septicemia, particularmente del sistema linfatico,
mientras que la eventual sintomatologia gastrointestinal aparece solo tardiamente
en el curso de la enfermedad; la diarrea, casi siempre ausente o de entidad feve en
las fiebres tifoideas estd presente en el 20-60% de los pacientes con fiebre

paratifoidea.

Salmonella coloniza la mucosa del intestino delgado v en el curso de las primeras
24 horas se encuentra en la lamina propia y en la submucosa, donde son
rapidamente fagocitadas por los macréfagos, no se producen graves lesiones y no
se producen diarreas. La patogenicidad de la Salmonella parece depender
principalmente de su capacidad para sobrevivir y multiplicarse en el interior de los
fagocitos, los cuales, posteriormente, pueden ser destruidos con la consiguiente
liberacion de los bacilos. De la submucosa del intestino delgado la bacteria pasa, a
través de los vasos linféticos, a los ganglios mesentéricos y de ahi, después de un
periodo de multiplicacion alcanza el torrente sanguineo y llega al higado, bazo,
rifidn, y medula ésea. Después de multiplicarse en estos drganos, sobre todo en el
bazo, las Salmonella pasan nuevamente a la sangre, causando una segunda y mas
importante bacteriemia por su mayor nimero, y ésta coincide con la elevacién de

temperatura y con otros sintomas clinicos. Por via biliar los bacilos regresan
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nuevamente al intestino, en cuyos tejidos linfoides (placas de Peyer y nodulos
linfaticos aislados) se produce una reaccién inflamatoria y una infiltracién de los
linfocitos y de células histiocitarias, seguidas de necrosis, descamacién y formacion
de las caracteristicas Ulceras tifoides. La enfermedad puede verse complicada por
hemorragias intestinales de diverso grado y con menos frecuencia por
perforaciones intestinales en correspondencia con las placas de Peyer necrosadas.
El agente etioldgico puede ser aislado también en la sangre entre los primeros 7 -
10 dias de la infeccién en el 90-100 % de los casos. Durante y despues de la
segunda semana, en el curso de la segunda localizacion intestinal, Salmoneila
puede ser aislada cada vez con mayor frecuencia de las heces, mientras decrece la
positividad del hemocultivo, que se reduce a cerca del 30% en la tercera semana;
por otra parte, durante su localizacién renal, Saimonella puede determinar una

bacteriemia mas o menos intensa y ser aislada de la orina en un 25% de los casos.

Cerca de un tercio de los individuos afectados eliminan los bacilos del tifus a las 3
semanas de la aparicion de la enfermedad y cerca de 10% durante un periodo de
8-10 semanas: éstos constituyen los portadores convalecientes; pero un pequefio
porcentaje de individuos (1-2%) continGian eliminando Salmonella durante 6 meses
0 mas, en algunos casos durante un par de afos 0, en ocasiones, durante toda la
vida. Habitualmente, el estado de portador fecal se debe a la persistencia de la
infeccién en la vesicula biliar o, mas raramente, en el higado. Los portadores
urinarios, son mucho menos comunes que los portadores fecales. Se ha encontrado
ademas, sin poder ser bien explicado, que las mujeres son portadoras con mayor
frecuencia que los hombres. En cualquier caso, la excrecidn del bacilo no es
siempre continua, sino, al contrario, muy frecuentemente intermitente, por lo cual
es necesario efectuar el examen setriado de varios cultives para evidenciar el
estado de portador.

No se conocen con precision los factores moleculares de patogenicidad de
Salmonella y la ¢apacidad invasiva de estos serotipos. Durante mucho tiempo se
ha creido que los sintomas generales de [a enfermedad eran imputables a la
actividad de la endotoxina liberada seguidamente a la bacteriolisis intravascular.
En estudios mas recientes se ha vuelto a poner de manifiesto su papel en la
patogénesis. La fiebre, por ejemplo, se atribuye a una interaccion de la endotoxina
con los leucocitos. La endotoxina estimularia la produccion de un pirdgeno de
origen endégeno, que, a su vez, actuaria sobre el sistema nervioso directamente o

a través de la liberacidn de prostaglandina. Esto es similar en los procesos febriles
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producidos por otros agentes infecciosos. Otro factor a tener en cuenta es la
presencia del antigeno capsular Vi, presente en los S. Typhi, S. Paratyphi Cy S.
Dublin, mientras que S. Paratyphi - B carece de él y otras bacterias no patégenas,

como Citrobacter freundii, lo poseen.

Los anticuerpos producidos en la infeccion natural son protectores, pero
probablemente la inmunidad celular también juega un papel importante en la
defensa de esta enfermedad, ya que la bacteria en la fase preinmune se multiplica

activamente en los macrofagos.

Durante la fiebre tifoidea o paratifoidea pueden producirse una gran variedad de
complicaciones en los aparatos digestivo (hemorragias, perforaciones intestinales,
peritonitis, colecistitis), cardiovascular (miocarditis, flebitis), respiratorio ((icera de
laringe, pulmonia, broncopulmonia, pleuresia), sistema nervioso (encefalitis,
meningitis), urinario (cistitis, cistopielitis, pielonefritis, glomerulonefritis) y
esqueleto (osteitis, periostitis, osteomielitis){ Vandepitte, 1953; Loverde, 1980). La
colecistitis y las osteomielitis pueden manifestarse también después de algunos
afios de la enfermedad tifoidea y ello indica que el bacilo es capaz de permanecer

presente en varios tejidos durante afios sin perder su virulencia.

B) gastroenteritis, producida por muchas variedades o serotipos de Salmonella
enteritidis. Los sintomas, aungue varian, estan por lo general, constituidos por
cefaleas, escalofrios y dolores abdominales que preceden a la aparicion de
nauseas, vomitos, diarrea y estados febriles, Los bacilos invaden la lamina propia y
las placas de Peyer en el intestino delgado, por lo cual es posible aislarlos de las
heces, pero el aislamiento puede efectuarse también de vémitos y de alimentos
contaminados; estos Ultimos pueden estar todavia disponibles, dado que el periodo
de incubacién es bastante breve (aproximadamente 12 horas). El mecanismo de la
secrecidn de los liquidos responsables de la diarrea se lleva a cabo por la
produccién de una toxina, no bien caracterizada, que podria actuar como la toxina
colérica, estimulando 1a produccién de AMP ciclico.

Existen numerosos genes involucrados en la patogenicidad de Salmonella, como
los inv y bil relacionados con la invasion de los enterocitos. Las cepas
gastroentéricas poseen un pladsmido cuya pérdida disminuye su virulencia y un
lipopolisacarido que desempefia un papel patogénico al mediar la resistencia a la

accion litica del complemento.
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C) Infecciones _extraintestinades que, si bien son raras, pueden implicar
practicamente todos los drganos y tejidos, habitualmente como localizaciones

purulentas metastasicas después de episodios bacteriémicos, a veces
subsiguientes a intervenciones de cirujia vascufar resconstructiva. Son por
consigulente responsables, ademés de las especies Salmonella Typhi y
Salmonella Choloraesuis las variedades mas invasivas de Salmonella Enteritidis

especialmente S. Typhimurium.
Listado de las 6 subespecies de Salmonella choleraesuis

A) Subespecie I (S. choleraesuis) :

« Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis : (del griego xokepa: cdlera y del latin
sus:cerdo). Férmula antigénica: 6,7,c:1,5 Es una especie adaptada principaimente
a los animales (particularmente cerdos), pero también es un patégeno importante
para el hombre, no tanto por su difusidn como por la gravedad de fa infeccién: en
efecto, la mortalidad es excepcionaimente alta (29-25%) en contraste con [a del
5% o a veces menor de otras Salmonelia. Cerca de la mitad de las infecciones de
Salmonella cholereasuis estdn representadas por fiebres entéricas. Ademas, un
tercio de infecciones localizadas, entre ellas neumonia, artritis séptica,
osteomielitis, meningitis purulenta y endocarditis, que casi siempre se desarrollan
después de una fase bacteriémica.

» Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis ser. Enteritidis: (de la raiz griega
gvigpov: intestino). Férmula antigénica: 1,9,12:g,m: - . Es muy frecuente en

animales y en el hombre.

» Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis ser. Hirschfeldii (del nombre de L.
Hirschfeld). Formula antigénica. 6,7 {Vi}:c:1,5. Denominada Salmonella Paratyphi-
C, nombre por otra parte mucho mas difundido. Causa en el hombre fiebre entérica
del tipo paratifoidea y ha sido también causa de endocarditis; estd difundida scbre
todo en los Baicanes, Asia Menor, Extremo Oriente e India.

» Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis ser. Paratyhpi-A: (del griego napo:

vecino, similar y de tvgof: fiebre con sopor). Férmuia antigénica: 1,2,12:a:- . Su

espectro de huéspedes esta limitado al hombre, en el cual provoca gastroenteritis
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aguda y, a veces, a continuacion de una bacteriemia, fiebre entérica de tipo
paratifoide y con menor frecuencia se produce localizacién extraintestinal. La

mayor parte de sus cepas no producen SH;,

Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis ser. Schottmuelleri (del nombre de R.
Schottmueller). Férmula antigénica: 1,4, {5},12:b:1,2 . Denominada Salmonella
Paratyphi-B, nombre por otra parte mucho mas difundido, causa fiebre entérica de
tipo paratifoideo en el hombre y mas raramente en los animales; es la variedad de
paratifus mas frecuente en América septentrional, en Europa septentrional y en
Ttalia.

Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis ser. Typhimurium (del griego tugpol:
fiebre con sopor y del latin mus: ratén). Formula antigénica: 1,4,{5},12:i:1,2
Muestra semejanzas notables con la S. Schottmuelleri y es patdgena para los
animales y para el hombre; en este Ultimo produce sobre todo gastroenteritis, pero
a veces, puede ser también responsable de fiebre entérica. Constituye
probablemente la variedad con distribucion mas amplia entre los animales y en el
ambito humano; es la Salmonella, mas cominmente aistada en América del Norte
y del Sur y en Europa, mientras que es mucho menos comun en Asia y Africa.
Presenta un elevado porcentaje de casos de mortalidad; muestra con frecuencia
resistencia al cloranfenicol y la ampicilina mientras que resulta mas frecuentemente

sensible a la gentamicina, colistina y acido nalidixico.

Salmonelia choleraesuis subsp. choleraesuis ser. Tyhpi (Del griego tugol: fiebre
con sopor). Férmula antigenica:9,12,{Vi}:d: - . Denominada Eberthella typhi y
comunmente también “bacilo de Eberth”. Su espectro de huéspedes esta limitado
exclusivamente al hombre, en el cual produce clasicamente la fiebre entérica de
tipo tifoide y raramente localizaciones extraintestinales. Requiere triptofano como

factor de crecimiento.

Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis ser. Gallinarum (Del latin galling,
gallinarum como forma plural}. Férmula antigénica; 1,9,12: - : - , Siempre inmavil.
Puede ser subdividida en biovares basandose en sus caracteristicas de
fermentacidn, preduccion de gas y de H,S. Se aisla principalmente de pollos y otras

aves.
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1.1.6.

B) Subgénero II :
* Salmonella choleraesuis subsp. salamae. Foérmula antigénica: 1,9,12,1,w:en.x.
Aislada por primera vez en 1922 en la orina de un paciente de Dar-es-Salaam

(Tanzania).

C) Subgénero III a:

e Salmonella choleraesuis subsp. arizonae. Férmula antigénica: 51:Z,,Z»:- . La
correspondencia a S. arizona es: 1,2:1,2,5: - . Se aisld por primera vez en 1939
(Caldwell y Ryerson) en Arizona (Estados Unidos) en muestras de reptiles. Incluye

los serovares monofasicos del grupo III de Kauffmann.

D) Subgénero III b:
» Salmonella choleraesuis subsp. diarizonae. Incluye los serovares monofasicos del

grupo III de Kauffmann.

E) Subgénero 1V:
¢ S. choleraesuis subsp houtenae. Su nombre proviene de Houten, ciudad holandesa.

Férmula antigénica: 43,Z4,753:- .

F) Subgénero V:
e 5. choleraesuis subsp indica.

Epidemiologia

Salmonella es reconocida como la mayor causa de diarreas en humanos. Por ejemplo,
la incidencia anual de salmonelosis en la poblacidn de USA (Chalker, R.B. y Blaser,
M.].,1988) v en Paises Bajos (Wit de, M.A.S., y col. 1996) estd estimada entre 300 y
500 casos por cada 100.000 habitantes (0,3 - 0,5 %) y 700 por cada 100.000
habitantes (0,7 %) respectivamente. Los productos de ave estan reconocidos como &l
mayor vehiculo de infeccién por Salmonella (Bryan, F.L. y Doyle, M.P.,1995) siendo S.
Enteritidis el serovar predominante, asociado a huevos y alimentos que contienen
huevo (Anonimo,1988; St.Louis, M.E. y col. 1988). Como resultado del incremento
internacional de infecciones de Salmonella en humanos se han establecido estrategias
para su control, y especialmente el control de S. Enteritidis (WHO, 1992; WHO01994b)
aplicando medidas higiénicas preventivas (WHO1994a), tratamiento de exclusion
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competitivos (Nurmi, E. y Rantala, M.,1973; WHO 1994c), inmunizacion (WHO 1994c;
Vielitz, E. y col. 1995). Ademas de estas propuestas mundiales, cada pais ha tomado
medidas propias en que se incluye el control de las materias primas y piensos
compuestos libres de Salmonella (BOE,1988 numerc 41), campanas de sanidad

controlada, programas de vacunacion, . . .

La importancia de la Salmonella radica en que es la primera causa de toxiinfecciones
de origen alimentario en paises desarrollados (Sramova, H. y Benes, E.,1994),
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Fig. 1.1 VIAS DE DIFUSION DE ENTEROPATOGENOS
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Vias de difusién de los enteropatdgenocs. Las bacterias con reservorio animal (Salmioneliay Yersinia)
llegan al hombre segin el esquema representade en A, Cuando el hombre ha sido infectado puede
difundir segiin el esquema B. Por el contrario las bacterias con reservoric exclusivamente humano (S.
Typhi, S. Paratyphi v Shigells) difunden Gnicamente seglin el esquema B ' La contaminacion cruzada
en la cocina es muy importante vy puede desorientar cuando se busca la fuente de infeccion. Por
sjemplo, el alimentc A es carne contaminada, que contaming en el mammol de la cocina a un
alimento B no contaminado. El A se cuece v el B no. Se produce un brote de enteritis entre los
comensales, se investigan los alimentos y se obtiene un falso resuftado al confundir el vehiculo (B)
con el reservorio (A). (Garcla Rodriguez, 1. A. y Picazo, 1. J. 1996)
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1.1.7.

~ Francia: mas del 80% de las toxiinfecciones alimentarias son producidas por
Salmonella (Desenclos, 1.C, y col.,1996; Bouvet, P. y Grimont, P.A.D.,1996;
Decludt, B.,y col. ,1997; Desenclos, J.C., y col. 1996; Watier, L., y col. 1993)

— Argentina: Entre 1991 y 1995 el 79,8% de toxinfecciones son debidas a S.
Enteritidis (Caffer, M.I. y Eiguer, T.,1994; Picandet, A.M., y col. 1995).

- Martinica: las toxiinfecciones que se producen con mayor frecuencia en Ja isla
estan producidas por S. Typhi y S. Paratyphi (Tchakamian, S. y col,1994; QOlive, C.,
y col, 1996)

— TItalia: En la zona sur, Salmonella es la toxiinfeccion mas importante de origen
alimentario (Nastasi, A. y Mammina, C.,1996)

- Polonia: Salmonella es la toxiinfeccion méas importante de origen alimentario
{Lalko, 1., y col. 1977 y 19590)

— Estados Unidos: Un 1% de la poblacién padece salmonelosis anualmente. (Chalker,
R.B. y Blaser, M.3.,1988)

- Espaia: es la mas importante de las toxiinfecciones de origen alimentario (Usera,
M.A,, y col. 1991, 1952, 1993, 1994, 1995, 1996). Aproximadamente 2.3 casos por
cada 100.000 habitantes.

Tratamiento.

Para el tratamiento de formas benignas sblo se reguiere prevencion a la
deshidratacion.

La terapia de eleccién en el curso de la fiebre tifoidea y paratifoidea estd constituida
por cotrimoxazol, ampicilina, fluoroquinolonas y cefalosporinas de 32 generacion,
siendo aconsejable la realizacidén de antibiogramas para prevenir la resistencia que se
esta observando en clertas cepas principalmente de Salmonella Typhi.
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Existen tres tipos de vacunas para la profilaxis de fiebres tifoideas, que solo estan

indicadas para personas que viajen a paises con alto riesgo de infeccion:

e Salmonella Ty2la. Cepa atenuada de Salmonella Typhi suministrada por
via oral.

« Antigeno Vi altamente purificado. Via parenteral.

e Vacunas con cepas muertas por calor y fenol. Poco utilizadas por los

efectos secundarios que producen.

En las formas benignas de las gastroenteritis producidas por Salmonella, no es
necesario mas que la prevencion de la deshidratacion, en casos mas graves es
necesaria la hospitalizacion, rehidratacion y el suministro de antibiéticos.

1.2. Historia de la soja (Glicine Max L.).

Como muchos inventos y descubrimientos que han marcado la historia de la
humanidad, el de la soja se sitlia también en China. La soja era considerada uno de
los cinco “granos sagrados” de la China antigua, ya que permitié suplir con ventaja la
escasez de proteinas de origen animal.

Hacia el siglo VI misioneros budistas chinos introdujeron la soja en Japdn, donde se

hizo tan popular que se transformo en el alimento basico nipon.

Hasta el siglo XVII no hay referencia de la soja en Europa. Misioneros y comerciantes
portugueses y holandeses introdujeron la semilla en Occidente, donde paso sin pena
ni gloria, mientras que el arroz, mucho mas pobre y de cultivo mas complicado, se
extendié con rapidez. Las primeras plantaciones de soja en Europa, situadas en los
Jardines Botanicos de Paris y Londres, no despertaron interés. Habra que esperar
hasta 1.875 cuando el investigador austriaco Friedrich Habulandt se dedicé a cruzar
distintas semillas y tras varios fracasos consiguié su primera cosecha, Asi comenzo el
interés cientifico por la soja. En 1.885 ya se cataloga como leguminosa, pero su
empleo seguia reducido a pequefios circulos experimentales, como el de la Sociedad
Nacional de Alimentacién.
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Por otra parte, los colonos llevaron la semilla a América donde la soja empezd a
utilizarse como medic de regeneracién del suelo, alterndndola con el cultivo, casi
exclusivo, del maiz. El empleo de la planta era casi secundario, ya que empezo a

utilizarse como forraje y en la industria aceitera.

Después de la Segunda Guerra Mundial, los granjeros se dieron cuenta de las enormes
posibiiidades de esta planta leguminosa vy su cultivo se extendié rapidamente,
situandose su habitat mas indicado en las mismas zonas de produccién del maiz (los
estados del Corn-beit- Cinturén del maiz). Iilinois, [owa, Missouri, Indiana y Minnesota

generan mas de ia mitad de la produccién del pais.

En pocos afios, Estados Unidos pasé de ser el mayor importador de materias grasas a
ser el principal exportador, superando las dos terceras partes de la produccion
mundial (62%). Brasil ocupa la segunda posicién, con un 14%, seguido de Argentina
(11%), Paraguay (6%) y China {(4%). En Europa su cultivo estad limitado a pequefias
areas de Francia, Italia, Hungria, Buigaria, Rusia, etc.

La soja es una planta anual de verano, con un rapido desarrollo y que proporciona una
elevada produccion (Piccioni, M. 1971). Su produccion en Espafia es meramente
testimonial y, por ello, la dependencia de las importaciones es muy grande, ya que es

la principal fuente de proteina en las férmulas de piensos compuestos en Espafia.

1.3. Factores nutricionales del haba de soja

En 1905 comenzd la extraccion del aceite de soja mediante presién. El subproducto
resultante de esta actividad extractora empezd a utilizarse en la alimentacion del
ganado doméstico. Dicho subproducto es la harina de soja, principal fuente de
proteina en los piensos para monogastricos.

Su alto contenido en proteinas (especialmente rica en aminoacidos como lisina,
triptéfano y treonina) hace de la soja un alimento muy rico desde el punto de vista
nutricional. Pero en ella se encuentran presentes determinados factores antinutritivos
que hacen necesario su procesamiento para que pueda ser utilizada. Mediante el
tratamiento fisico y térmico del haba de soja se eliminan los factores antinutritivos y
se facilita la disponibilidad del aceite.
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La composicién aproximada del haba de soja es (Piccioni, M. 1971):

Proteina 38-40%
Aceite 17-20%
Carbohidratos 26-29%
Agua 810%
Fibra 6-7%
Ceniza 5%

El aceite de soja tienen un alto contenido de acidos grasos saturados, monosaturados
y poliinsaturados, siendo la distribucién de estos acidos en 100 gramos la siguiente:

Monosaturados 14059
Monoinsaturados 24,26 g
Poliinsaturados 56,73 g
Linoléico 50g
Linolénico 6g

Los factores antinutricionales tienen un efecto negativo sobre el valor nutritivo y la
digestibilidad de las proteinas del haba de soja cruda. Cabe destacar (Hanraham T,
1987; Garlich, J.D., 1988):

- Inhibidores de proteasas pancredticas {Factores antitripsicos y antiquimotripsicos).
Provocan retraso en el crecimiento y se empeora el indice de conversion, al no ser los

animales capaces de digerir las proteinas suministradas en el pienso. Cuando se
suministran estos factores, el pancreas se ve estimulado a producir mayor cantidad de
proteasas lo que produce su hipertrofia.

- Hemoaglutininas: Provocan la reduccion de la absorcion de nutrientes. Sus efectos
negativos son inferiores a los producidos por los factores antitripsicos. Si no se
producen su eliminacién se forman aglutinaciones de globulos rojos. (Jaffe, W.V,
1969)

- Saponinas: Producen sabores amargos y tienen capacidad de destruir los glébulos

rojos.
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- Lipasas v lipoxidasas: No actian en condiciones normales de conservacion del haba
de soja. Tras la molienda o el triturado del producto, pueden provocar que el aceite
liberado se rancie.

- Ureasa: Tiene una accién débil como factor antinutricional, aunque su actividad es

un parametro indirecto de la presencia de factores antitripsicos en la soja procesada.

En rumiantes su degradacion puede producir una grave intoxicacion amoniacal e
incluso la muerte. En otras especies, sin llegar a ese extremo, su presencia impide el
total aprovechamiento de Ja fraccion proteinica del pienso.

Todos estos factores antinutritivos son termolabiles, por lo que son inactivados cuando

se somete el haba de soja cruda a tratamientos térmicos.

1.4. Procesado del haba de soja.

1.4.1.

1.4.1.1.

Los tratamientos tecnoldgicos aplicados al haba de soja implican la combinacién de
humedad, temperatura, y tratamiento fisico o quimico, variando en tiempo, intensidad
y forma. Los tratamientos mas utilizados son {Banks, W. y col., 1980; Dijk, H.1., y col.,
1983; Chalupa, W. y col. 1984; Wiseman, J., 1984; Ruesgsegger, G.J. y Schultz, L.H.
1985; Wiseman, 1., 1987; Wiseman, J., 1992).

Tratamientos en caliente por via seca

Tostado.

Calentamiento en seco de las habas. Las semillas pierden, de este modo, hasta un
30% de su humedad inicial y alcanzan una temperatura, al final de proceso, de 110-
170° C. Es necesario eliminar finos y polvo antes del tostado para evitar el riesgo de
incendios o explosiones

Hay equipos diferentes para el tostado del haba de soja. Uno de los mas innovadores
es el "Jet-Sploder”. Esta maquinaria somete el haba a una temperatura de 316° C
durante 26 segundos aproximadamente. Su capacidad de procesamiento es de 4-6
toneladas a la hora. El producto sale con una temperatura de unos 170° C o entero o
aplastado a través de rodillos. La alta humedad de la semillas y las condiciones

exteriores de temperatura son determinantes de la capacidad de procesamiento. Por
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Ultimo, el tamafio de la semilla es un factor que teoricamente puede afectar al
resultado final, de tal modo que las habas mas pequefias sufririan un tratamiento mas

exhaustivo

1.4.1.2. Extrusion seca.

No precisa de una instalacién de vapor, lo cual es una ventaja. Los equipos para esta
tecnologia combinan la presion y la friccion con la temperatura. Su capacidad oscila
entre los 300 y los 900 Kg. por hora, dependiendo del tipo de maquinaria. El coste
energético es muy grande, pero la calidad del producto final es muy buena. Se utilizan
extrusores de un tornillo.

La humedad del haba de soja es determinante de la humedad del producto final. Asi,
la semilla debe tener una humedad no superior al 20%, siendo recomendable que
ésta sea del 13-15%. El producto final tendrad una humedad del 7-9% para el anterior
rango de humedad del producto inicial. La temperatura del producto a la salida es de
unos 150° C.

1.4.1.3. Tratamiento con rayos infrarrojos y micronizacion,

1.4.2.

Se realiza mediante una bateria de quemadores infrarrojos de gas, a través de ia que
se hacen pasar las semillas de soja. La radiacion infrarrcja penetra en los granos
produciendo un aumento de la temperatura interna y de la presidn de vapor del agua.
Posteriormente el grano pasa a través de unos rodillos para ser aplastado y se
refrigera. El tiempo de procesado es de unos 90 segundos y el rendimiento es de 800
Kg. /h.

Tratamientos por via himeda

1.4.2.1, Coccion,

Es el método mas antiguo y sencillo. Las semillas se someten a un proceso de coccién
durante 30 minutos y posteriormente son secadas al aire para ser, de este modo,

administradas enteras o molidas al ganado.

1.4.2.2. Tostado himedo.

Este tostado se hace en un medio con vapor saturado y sobrecalentado. En general, el
tostador tiene un disefio vertical con un eje central y varios pisos, en el que se inyecta
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vapor, calentando su base. Los rendimientos medios estdn entre 10-50 Ka/h.,
alcanzandose unas temperaturas de 110-1309 C. En algunos modelos se introduce aire

en los pisos inferiores para secar y enfriar el producto.

Esta técnica procede de la que emplean las extractoras de aceite en el proceso de

desolventizacion y tostado de {a harina de soja.

1.4.2.3. Extrusién himeda.

El fundamento es el mismo que el de la extrusion seca, aungque previamente se
produce un acendicionamiento de la semilla de soja al vapor y se inyecta vapor en la

extrusora.

La humedad de salida de! aparato esta entre el 12% y el 14%, reduciéndose al 3-12%
tras el proceso de secado y enfriado.

Hay gran variedad de equipos en el mercado, oscilando sus rendimiento entre 100 v
900 Kg/h.

1.4.2.4. Expansion humeda.

Por su elevado consumo de vapor de agua, es un meétodo exclusiva de las extractoras
de aceite de soja.

Los equipos para esta tecnologia derivan de los utilizados por los extractores con el fin
de mejorar la eficacia de la extraccidn del aceite. Su capacidad oscila entre las 5 y las
10 Tm/h. y su mecanica es sencilla y facil de mantener.

Al igual que en la extrusion, ademas de destruir los factores antinutritivos, se obtienen
los siguientes fenémenos:

A) Quimicos: Destruccion de estructuras terciarias y cuaternarias de las proteinas,
respetando los aminoacidos.

B) Fisicos: Destruccion de la estructura celular, lo que conlleva la reorganizacion de la

fibra en un sentido preferencial y la liberacion del aceite al producirse la texturizacion
de la proteina. El resultado es la expansion de los polisacaridos, que implica el obtener
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un producto de menor densidad y estructura porosa.

La eleccién de cualquiera de los procesos expuestos, pasa por la realizacion de un
estudio técnico-econémico previo, siendo todos elios efectivos para la destruccion de

los factores antinutritivos

Una vez aplicado correctamente cualquiera de los tratamientos de procesado (tostado,
extrusién seca, infrarrojos y micronizacion, coccién, tostado himedo, extrusion
himeda, o expansion himeda), el haba de soja pasa a denominarse soja integral o
soja full-fat (Harper, J.H., 1986). En el desarrollo de este trabajo la denominaremos
Harina de Soja No Tratada (HSST), ya que durante su procesamiento no intervienen

componentes quimicos.

Otro de los tratamientos a los que puede ser sometida el haba de soja es el de
extrusion seca con solventes como el hexano, 1o que hace posible la extracion del
aceite de soja en cantidades que oscilan entre un 13 vy un 22 %. El haba tratada de
esta forma se denomina soja 44%, soja 47,5%, y en genheral, harina de soja.
{Piccioni, M., 1971). Nosotros ia denominaremos Harina de Soja Tratada (HST).

1.5 Importancia de la soja en la nutricion animal.

1.5.1.

Ei haba de soja cruda contiene factores antinutricionales, que deben desactivarse
mediante la aplicacién de tratamientos adecuados, como el calor y la presion. La
composicion quimica de esta materia prima refleja un alto contenido en materia grasa,
y en proteina bruta, lo que le confiere una alta densidad nutricional y la hace valida
para alimentos donde se requiera una gran concentracién energética (Nicols, D.A. v
col. 1982):

- Cerdas en lactacion.

- Ponedoras ligeras {pico de puesta)

- Aves con stress por calor,

- Vacas de leche (primera fase de lactacion).
- Conejas lactantes.

Avicultura.

La incorporacion de harina de soja en piensos destinados a avicuitura, en general,
depende del precio del resto de las materias primas.
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1.5.2.

1.5.3.

La soja integral contiene una alta energia metabolizable que se considera como la

mejor fuente de energia para las aves (Wiseman J. 1984),

El contenido en acido linoléico permite sustituir en parte cereales como el maiz por

otros de bajo contenido como el trigo y la cebada.

Es de gran interés en dietas, para combatir el stress por calor (Waldroup, W. 1985).

Puede estimarse que la incorporacion de la harina de soja lintegral o full-fat en un
pienso de avicultura puede oscilar entre un 5-20%. (Scott, M. L. 1973; Latshaw, 1. D.
1974; Latshaw, 1. D. y Clayton, P. C. 1976; Waldroup, P. W. y Hazen, K. R, 1978;
Wiseman, J. J. 1984; Arscott, G. H. 1585).

Las dietas de pavos jovenes, entre los 9 y los 24 dias requieren un alto contenido en
proteina que suele variar entre &l 35-50% de soja (Hamerstrand, G. E. y col., 1981;
Mian, A. y Garlich, J.D., 1985; Garlich, 1.D., 1988).

Porcino

La soja full-fat extrusionada cumple el primer requisito, su palatabilidad, para poder
incorporarse al pienso de lechones (Aumaitre, A. 1985 ).

Por regla general, se acepta que para lechones no es recomendable mas de un 10%.
Hay que tener en cuenta que el animal es muy sensible a los factores antitripsicos y
antiquimiotripsicos presentes en el haba de soja cruda. (Hanraham, T., 1987). Para
cerdos de terminacién (65 - 100 kg), puede incorporarse hasta un 20% del total de la
racién. (Ledesma, D. V y Rene, A.; Campabadal, H. C. y col. 1982).

Vacas de feche de alta produccién.

Para mantener la calidad de la leche {grasa y proteina), es preciso buscar una maxima
ingestidén de forraje. El concentrado nunca debe sobrepasar el 50% de la sustancia
seca de la racidn. Por esto, la soja extrusionada cuenta con un gran interés en este
tipo de alimentos. (Ruesgsegger, G.J. y Schultz, L.H. 1985)
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1.5.4.

Su inclusion permite: (Dijk, H.J., y col., 1983 ):

- Elevar la concentracién energética del alimento.

- Reducit la inclusién de otras fuentes energéticas como e almiddn (trastornos
metabdlicos) o grasas afladidas que disminuyen la actividad rumial sobre la fibra.

- Aportar proteina de baja degradabilidad y semiprotegida (grasas by pass). (Banks,
W. vy col., 1980; Dijk, H.J., ¥ col., 1983; Chalupa, W. y col. 1984; Ruesgsegger, G.J. y
Schultz, L.H. 1985)
Las recomendaciones de utilizacion de soja full-fat extrusionada pueden sintetizarse
en: (Palmquist, D.L. y Jenkins, C. 1980; Mielke, C.D. y Schingoethe, D.]. 1981;
Wiseman J. . 1984).

- No sobrepasar el 6% de la grasa sobre el total de la substancia seca de la racion.

- No sobrepasar un 20% de soja integral en el concentrado.

- Maximizar la ingestidn de forraje.

Asegurar que los niveles de calcio suplementados son suficientes.

Cunicultura.

E! conejo tiene gran sensibilidad a los factores de la tripsina, especialmente los
gazapos en crecimiento (Cheeke, P.R. y Amberg, X.W.. 1972; Cheeke, P.R. 1988).

La incorporacion de soja extrusionada en piensos de conejos puede alcanzar niveles
de hasta un 10% (Cheeke, P.R. y Amberg, K.W.. 1972; De Blas, J.C., y col. 1981;
Cheeke, P.R, 1988),

En madres lactantes existen numerosos trabajos que demuestran la respuesta en
produccién a la concentracion energética del alimento. (Cheeke, P.R. y Amberg K.W.
1972; Santoma G., y De Blas. J.C. 1987; Cheeke, P.R. 1988).
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1.6. Presencia de Salmonella en animales.

La importancia del género Salmonella reside en que practicamente todos sus serotipos
son potencialmente patégenos, tanto para el hombre come para otros vertebrados.

En la cadena epidemioldgica juegan un papel decisivo los portadores animales
{(carnes, huevos, ovoproductos, etc), ya que son los responsables de muchos brotes
toxiinfecciosos (Rigby, C.E., 1984; Board, R.G. y col. 1989, Humphrey, T.]., 1985;
Perales, 1. y Audicana, A., 1989; Berrang, M.E., vy col. 1991; Denton, J.H., 1991; Roel-
Mulder, 1991; Stephenson, P y col. 1991; Nascimiento, V.P. y col. 1992, Entis, P,,
1996, Stadelman, W.J. y col. 1996),

Una de las formas de contaminacién mas importante de los animales es a través del
tubo digestivo, por los piensos utilizados para su alimentacion, y éste a través de las
materias primas que lo componen. Hay numerosos estudios (Liu, T.S. y col. 1969;
Greenwood, D.E. y col, 1980; Emswiler-Rose, B. y col. 1984; Beckers, J.H. y col. 1986;
Mackey, S.M, y Kerridge, A.L.,, 1988; Perales, I. y Audicana, A., 1989) sobre
contaminaciones de Salmonella en materias primas de origen animal, existiendo

numerosas lagunas en cuanto a materias primas de origen vegetal.

1.7. Legislacion actual en piensos.

1.7.1.

En Espafia existe legislacion sobre piensos y sus materias primas. Podemos seguir la
clasificacién recomendada por {a CESFAC (Confederacién espariola de fabricantes de
alimentos compuestos para animales). En el presente trabajo la legislacién la tenemos
actualizada a febrero de 1997.

Ver Anexo II Tomo 2.

Legislacion Marco
Real Decreto 418/1987 de 20 de Febrero sobre sustancias y productos que intervienen

en la alimentacién de los animales (BOE 28.03.87). Correccién de errores en el BOE
de 13.05.87.
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1.7.2.

Aditivos

Orden de 23 de marzo de 1988 por la que se dictan normas relativas a los aditivos
en la alimentacion de los animales (BOE 16.4.88).

Orden de 30 de marzo de 1994 por la que se modifica la del 23 de marzo de 1988
por la que se dictan normas relativas a los aditivos en la alimentacion de los
animales (BOE 12.4.94)

Orden de 4 de julio de 1994 sobre utilizacion y comercializacidn de enzimas,
microorganismos y sus preparados en la alimentacidn animal (BOE 8.7.94).
Correccion de errores en BOE de 4 de agosto de 1994,

Resolucidn de 26 de noviembre de 1996, de la Direccién General de Producciones y
Mercados Ganaderos, por la que se hace plblica la lista de enzimas,
microorganismos y sus preparados en la alimentacion animal, autorizados para su
uso y comercializacion (BOE 21.12.96)

Real Decreto 1329/1995 de 28 de julio por el que se fijan las lineas directrices para
ia evaluacion de los aditivos en la alimentacién animal (BOE 19.8.95). Modificacion
del Anexo por Orden Ministerial de 6 de noviembre 95 (BOE 14.11.95)

1.7.2.1. Modificaciones del Anexo de las O.M. de 23.3.88 y 26.11.91

Orden de 26 de noviembre de 1951 (BOE 11.12.91).Correccién de errores en
Orden de 28 de febrero de 1992 (BOE 28.3.92 y 1.4.92)

Orden de 28 de febrero de 1992 (BOE 28.3.92 y 1.4.92).Nueva publicacion de fas
Ordenes de 28.2.92 en BOE de 14.4.92

Orden de 3 de febrero de 1993 (BOE 24.2.93)
Orden de 8 de julio de 1993 (17.7.93)

Orden de 7 de febrero de 1994 (BOE 11.2.94)
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e Orden de 10 de octubre de 1994 (BOE 18.10.94). Correccion de errores en BOE
4,11.94

e Orden de 14 de marzo de 1995 (BOE 17.3.95)

» Orden de 7 de noviembre de 1995 (BOE 7.2.96)

s Orden de 24 de enero de 1996 (BOE 7.2.96)

e Orden de 23 de febrero de 1996 (BOE 8.3.96)

« Orden de 25 de julio de 1996 (BOE 1.8.96)

» Orden de 20 de febrero de 1997 (BOE 28.2.97)

1.7.3.- Sustancias y productos indeseables:

¢ Orden de 11 de octubre de 1988, relativa a sustancias y productos indeseables en
alimentacion animal (BOE 18.11.88). Correccidn de errores en Orden de 12 de abril
de 1989 (BOE 24.4.89)

s QOrden de 19 de noviembre de 1993, por la que se medifica la del 11 de octubre de
1988 relativa a sustancias y productos indeseables en alimentacion animal.

1.7.3.1. Modificacion del Anexo

Crden de 26 de noviembre de 1991 {(BOE 11.12.91)

Orden de 24 de marzo de 1993 (BOE 31.3.93)

Orden de 10 de octubre de 1994 (BOE 18.10.94)

Orden de 25 de julio de 1996 (BOE 1.8.96)
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1.7.4.- Sanidad animal

» Real Decrefo 157/1995 de 3 de febrero, pot el que se establecen las condiciones
de preparacion, de puesta en el mercado y de utilizacion de los piensos
medicamentosos (BOE 16,3.95)

¢ Real Decreto 1423/87 de 22 de noviembre, por el que se dan normas sobre

sustancias de accién hormonal y tiroestatica de uso en los animales (BOE 23.11.87)

e Orden de 12 de julio de 1988, por la que se dan normas sobre vigilancia de
sustancias y productos de accién hormonal y tiroestatica (BOE 18.7.88)

s Real Decreto 1262/89 de 20 de octubre, por el que se aprueba el Pian Nacional de

investigacion de residuos en los animales y en las carnes frescas (BOE 26.10.89).

Real Decreto 569/90 de 27 de abril, relativo a la fijacion de contenidos maximos
para los residuos plaguicidas sobre y en los productos alimenticios de origen animal
(BOE 9.5.90). Modificacion de los anexos por Real Decreto 246/1995 de 17 de
febrero (BOE 16.3.95) y por Real Decreto 2460/1996 de 2 de diciembre (BOE
13.12.96)

» Real Decreto 570/90 de 27 de abril, relativo al intercambic de animales tratados
con determinadas sustancias de efecto hormonal y su carne (BOE 9.5.90)

+ Real Decreto 2022/93 de 19 de noviembre, por el que se establece los controles
veterinarios aplicables a los productos que se introduzcan en territorio nacional
procedentes de paises terceros (BOE 5.1.94)

« Real Decreto 2224/93, de 17 de diciembre, sobre normas sanitarias de eliminacién
y transformacién de animales muertos y desperdicios de origen animal y proteccion
frente a agentes patdgenos en piensos de origen animal (BOE 19.1.94)

s Real Decreto 2551/94, de 29 de diciembre, por el que se establecen las
condiciones de sanidad animal y sanitarias aplicables a los intercambios e
importaciones de productos no sometidos, con respecto a estas condiciones, a
normas especificas (BOE 10.2.95)
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1.7.5.

1.7.6.

o Resolucion de la Direccion General de la Salud Pablica del Ministerio de Sanidad y
Consumo de 4 de julio de 1996, por la que se adoptan medidas urgentes de
supresion cautelar de la entrada de determinados productos de animales bovinos
procedentes de Francia, Irlanda, Portugal y Suiza (BOE 24.7.96)

« Orden del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion de 10 de septiembre de
1996, por la que se adoptan medidas de proteccién contra la Encefalopatia
Espongiforme Bovina (BOE 11.9.96)

» Resolucion del Ministerio de Sanidad y Consumo de 9 de octubre de 1996, por la
que se adoptan medidas de proteccién frente a las encefalopatias espongiformes
transmisibles de algunos rumiantes (BOE 19.10.96).

Toma de muestras:

e Orden del Ministerio de Relaciones con las Cortes de 12 de mayo de 1989 por la
gue se aprueban los métodos de toma de muestras de alimentos para animales
(BOE 22.5.89)

Métodos oficiales de analisis

Real Decreto 2257/1994 del Ministerio de ia Presidencia, de 25 de noviembre, por el
que se aprueban los métodos oficiales de analisis de piensos simples o alimentos para

animales y sus primeras materias (BOE 2.3.95)

En general, podriamos decir que todas las materias primas utilizadas en la fabricacion
de piensos y los piensos mismos, deben mantenerse en las debidas condiciones
higiénico - sanitarias para su consumo durante un tiempo variable. De esta forma, la
alimentacién correcta a los animales es obligada, para evitar procesos patologicos que
repercutan en la calidad y cantidad de las producciones, y para evitar que no se

produzcan alimentos destinados a ¢consumo humano en malas condiciones,
En este sentido, esta establecido en el BOE N° 41 de fecha 17 de febrero de 1988, las

especificaciones bacteriolégicas para productos destinados a la alimentacién de los

animales.

Capitulo 1 . pag.29



1.8. Legislacién actual en alimentos.

La legislacién recogida esta actualizada a Septiembre de 1997.

1.8.1.

1.8.2.

Productos carnicos y derivados:

Orden de 29 de junio de 1983 (BOE de S de julio) por la que se aprueban las
normas de calidad para jamon cocido y fiambre de jamdn, paleta cocida y fiambre
de paleta y magro de cerdo cacido y fiambre de magro de cerdo.

Resolucién de 26 de diciembre de 1983 (BOE de 3 de enero) de la Subsecretaria,
por la que se modifica la Orden de la Presidencia del Gobierno, de 29 de junio de
1983, que aprueba las normas de calidad para jamén cocido y fiambre de jamén ,
paleta cocida y fiambre de paleta y magro de cerdo cocido y flambre de magro de
cerdo .

Orden de 6 de abril de 1984 (BOE de 9 de abril) por la gue se aprueban las normas
de calidad para jamon cocido y fiambre de jamén , paleta cocida y fiambre de
paleta vy magro de cerdo cocido y fiambre de magro de cerdo destinados al

mercado interior.

Orden 14 de enero de 1986 (Presidencia). Cddigo afimentario espafiol. Normas de
calidad para carnes picadas de vacuno, ovino y porcino destinadas al mercado

interior,

Real Decreto 30 de octubre 1992, numero 1317/1992. Mo Industria, Comercio y
Turismo. Avicultura. Estabiece las condiciones de sanidad animal aplicables a fos
intercambios intracomunitarios y las importaciones de aves de cotral v de huevos

para incubar procedentes de paises terceros.

Cereales

Real Decreto 26 de junio 1987, numero 1094/1987 (M° de Relaciones con las
Cortes y de la Secretaria del Gobierno). Cereales, Reglamentacién Técnico-
Sanitaria para elaboracién, circulacién y comercio de cereales en copos o

expandidos.
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1.8.3.

1.8.4.

Huevos

Real Decreto 6 de noviembre de 1992, nimero 1348/1992. M2, de Relaciones con
las Cortes y de Secretaria del Gobierno. Huevos. Reglamentacion Técnico-

Sanitaria para la produccién y comercializacién de los ovoproductos.

Leches y productos lacteos

Orden de 12 de julio de 1983 (BOE de 20 de julio), por la que se aprueban las
normas generales de calidad para la nata y nata en polvo con destino al mercado

interior.

Orden de 21 de diciembre de 1984(BOE 5 de enero de 1985), por la que se ratifica
el Reglamento de la denominacién de origen “queso manchego” y de su Consejo

Regulador.

Orden de 29 de noviembre de 1985 (BOE 6 de diciembre de 1985), por la que se
aprueban las normas de calidad para quesos y quesos fundidos destinados al

mercado interior.

Real Decreto 30 de enero de 1987, numero 340/1987 (M° Relaciones con las
Cortes y Secretaria del Gobierno). Helados. Modifica la reglamentacién Técnico-
Sanitaria para la elaboracién, circulacién y comercio.

Orden 8 de mayo de 1987 (M° Relaciones con las Cortes y Secretaria del

Gobierno). Cuajada. Modifica la nhorma de calidad en el mercado interior.

Real Decreto 30 de abril de 1987, nimero 874/4987 (M° Relaciones con las Cortes
y de la Secretaria del Gobierno). Yogur. Deroga el R. D. 5 de marzo de 1976,

por el que se aprueba la norma especifica

Orden 1 de julio de 1987 (M° Relaciones con las Cortes y de la Secretaria del
Gobierno). Yogur. Norma de calidad para el destinado al mercado interior.

Real Decreto 1679/1994, de 22 de julio por el que se establece las condiciones

sanitarias aplicables a la produccion y comercializacion de leche cruda, leche

tratada térmicamente y productos lacteos.
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1.8.5.

1.8.6.

1.8.7.

1.8.8.

Pasteleria

Real Decreto 19 mayo de 1978, nimero 2419/78 (Presidencia). Confiterias y
Pastelerias.  Reglamentacion Técnico-Sanitaria para elaboracién, fabricacion,

circulacion y comercio de productos de confiteria, pasteleria, bolleria y reposteria.

Pescados y mariscos

Orden 2 de agosto de 1991. M9 Sanidad y Consumo., Pescado. Normas
microbioldgicas, limites de contenido en metales pesados y métodos analiticos para
su determinacion en los productos de la pesca y acuicultura con destino al

consumo humano.

Real Decreto 308/1993, de 26 de febrero, por el que se aprueba la Reglamentacion
técnico-sanitaria que fija las normas aplicables a la comercializacién de moluscos

bivalvos vivos.

Real Decreto 345/1993, de 5 de marzo, por el que se estblecen las normas de
calidad de las aguas y de la produccién de meluscos v otros invertebrados marinos

Vivos.

Salsas, condimentos y especias

Real Decreto 358/1984, de 28 de marzo (BOE de 10 de mayo), por el que se
aprueba la Reglamentacion Ténico-Sanitaria para la elaboracion, circulacion y
comercio de salsas de mesa.

Real Decreto 2242/1984, de 26 de septiembre (BOE de 22 de diciembre), por el
que se aprueba la Reglamentacién Técnico-Sanitaria para la elaboracion,
circulacion y comercio de condimentos y especias.

Varios

Orden de 5 de agosto de 1983 (BOE 13 de agosto), por la que se aprueba la
norma de calidad para la miel destinada al mercado interior.
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e Real Decreto 380/1984, de 25 de enero (BOE de 27 de febrero), con el que se
aprueba la Reglamentacién Técnico-Sanitaria para Ia elaboracién y venta de

jarabes.

« Real Decreto 27 de septiembre 1991, nimero 1410/1991. M° de Relaciones con
las Cortes y de Secretaria de Gobierno. Horchata. Modifica fa Reglamentacidn
Técnico-Sanitaria para la elaboracién y venta de las de chufa, aprobada por R. D.
1338/1988, de 28 de octubre.

» Real Decreto 2817/1983, de 13 de octubre (BOE 11 de noviembre) por €l que se
aprueba la Reglamentacién Ténico-Sanitaria de los Comedores Colectivos.
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CAPITULO 2.
OBJETO E INTERES GENERAL.

En los Gitimos 11 afios he desempefiado mi trabajo en el laboratorio de Microbiologia de una
empresa privada. Dicho laboratorio se dedica desde hace aproximadamente treinta afos a
realizar controles microbioldgicos a las materias primas y a los piensos que utiliza tanto [a
empresa como un gran numero de clientes. Debido a la actividad a la que se dedica la
empresa (alimentacién animal), desde un principio se han mantenido contactos con la
Facultad de Veterinaria, Hace aproximadamente 8 afios, en uno de estos trabajos en comun,
surgid la necesidad de realizar un estudio sobre harinas de soja, debido a que el ndmero de
aislamientos positivos nos llamaron mucho la atencion. En aguel momento no pensabamos
que en un producto de origen vegetal, como la harina de soja, hubiese tanta contaminacién
por Saimonella. Centrados en estos aspectos nos planteamos un estudio interlaboratorial
entre el departamento de Patologia Animal 1 de la Facultad de Veterinaria y nuestro
laboratorio.

En el transcurso del estudio observamos que, cuando haciamos un contradictorio,
principailmente de harina de soja, muchas de las muestras resultaban negativas a Salmoneila.

En un primer estudio comprobamos que no existia bibliografia sobre la presencia de
Salmonella en harinas de soja de origen comercial. En la mayoria de los articulos aparece
como un producto que se contamina artificialmente, para realizar intercomparaciones entre
medios de cuitivo, métodos de ensayo, etc. En el resto de fos articulos encontrados, aparece
como la mejor aportacion de proteina bruta de origen vegetal, para la fabricacion de piensos
compuestos para distintas especies animales, y su control de calidad es puramente quimico.

Por esto, y como primer objetivo, nos planteamos estudiar distintas metodologias para el
andlisis de Safmonefla en este tipo de productos, y conocer cudl podia ser fa mas rapida y
eficaz. Se compararon técnicas convencionales de microbiologia:

+ CON Yy Sin preenriquecimiento

« distintos enriquecimientos como Rappaport Vassiliadis y Selenito Verde Brillante
+ téenicas inmunoldgicas (ELISA)

» técnicas basadas en sondas de DNA
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e medios selectivos de aislamiento distintos como Salmonella-Shigella (S5), Xilosa
lisina dextrosa (XLD), agar verde brillante (BGA)

Ademas, queriamos conocer si todos los serovares aislados en harinas de soja se disponen de
igual medida en uno u otro medio y si existian cultivos mixtos de Salmonella en una misma

muestra.

Una vez establecida una sistematica de trabajo para el aislamiento de Salmonella, y como
siguiente objetivo, nos planteamos conocer las ufc (unidades formadoras de colonias) que
contenian nuestras muestras y si podiamos establecer un método de recuento rapido y
sensible que nos sirviese para conocer estos niveles en una muestra naturalmente

contaminada y el recuento de los indculos preparados como controles.

El muestreo y la analitica son dos procesos ampliamente estudiados y legislados. Sin embargo,
existe un vacio en la reglamentacion referente al almacenamiento y conservacion de las
muestras tomadas en estos procesos, En esta linea queriamos conocer una técnica sensible de
estudio y establecer un protocolo para indicar la temperatura éptima de almacenamiento y el
tiempo de conservacion de la muestra, fundamentalmente para la realizacion de andlisis

contradictorios.

A continuacion, nos planteamos la necesidad de conocer qué ocurria con otros alimentos como
fa carne, el pescado o los productos de pasteleria, que a pesar de tener una inspeccion

constante, tampoco tienen una legislacion de almacenaje o conservacion de muestras.

Al utilizar productos con procesados distintos sobre el haba de soja y observar que el nimero
de muestras positivas en harinas de soja sin tratar (HSST) era muy superior al de muestras
positivas en harinas de soja tratadas (HST), pensamos que era posible que el procesado
tuviese algin papel en esta diferencia, y por tanto que existiese alguna sustancia inhibidora

que impidiese el desarrollo de Salmonella en fas HST.

Durante 7 afios estudiamos la presencia de Salmonella en las harinas de soja, para conocer si
el elevado nimero de muestras con presencia de Salmonella presentaba cambios anuales, si
era estacional, o si la contaminacion era constante a lo largo del tiempo. Ademas, va que es
un producto de importacion, se queria saber si la procedencia o el tipo de pracesado del haba

entera de soja tenia alguna relacién con la aparicion de este patégeno. También era
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importante conocer si habia diferencias entre los serovares aislados de estas harinas de soja y

las encontradas en animales enfermos y toxiinfecciones de tipo alimentario en humanos.
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3.- Puesta a punto de metodologia. Aislamiento e identificacion.

3.1.

Antecedentes. Plan de trabajo

En la legislacién espafiola no se indica ningiin método de analisis concreto para el
aislamiento e identificacion de Sa/monelia. En el anexo II se encuentra el BOE n%41
de 17 de febrero de 1988, que marca las especificaciones bacterioldgicas para los
productos destinados a la alimentacion de los animales. En el articulo 6° dice
literalmente “ /as tomas de muestras, los controles analiticos, la calificacion de las
infracciones, las sanciones y demds normas sobre procedimientos, se llevaran a
efecto de acverdo con lo gue establece ef Real Decrefo 1945/1983, de 22 de junio
(R.1513, 1803, 2247, 2343 y Ap. 1975-85, 11245) ..." que también se encuentra
en el mismo anexo. En ninguno de ellos se especifica el método a utilizar en tos
analisis de productos de consumo animal.

Asi mismo, queriamos comprobar si los medios selectivos utilizados soportaban ef
crecimiento de todos los serovares de Saimonel/la presentes en las muestras
analizadas, y comprobar si existia mas de un serovar por muestra.

Por todo ello nos planteamos conocer:

« Un método de andlisis que permitiera minimizar el tiempo de respuesta

» Conocer el o los medios sdlidos selectivos mas adecuados para el
aislamiento de Salmonelfa.

» Comprobar la existencia o no de distintos serovares en una misma
muestra.

En primer lugar estudiamos el mismo método con y sin preenriquecimiento y
comparamos los resultados con el recomendado por Rappaport Vassiliadis ya que era
un método ampliamente contrastado y recomendado por la FDA y la AOAC. Por
dltimo se compard el método “tradicional” microbiolégico con otras técnicas como
ELISA o sondas de DNA (disponibles comercialmente en ese momento).
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3.2.

3.3.

Materiales y muestras utilizadas.

3.2.1. Medios de cultivo y reactivos.

Los medios de cultivo y los reactivos se encuentran detallados en el anexo I.

3.2.2. Muestras utilizadas.

Las muestras utilizadas en todos los ensayos son Harinas de soja tratadas (HST) y
harinas de soja sin tratar (HSST).

Métodos de analisis utilizados

3.3.1 Introduccion.

En todos los métodos utilizados, se llevé a cabo una identificacion y confirmacién de

Salmonelfa de la siguiente forma:

A todas las colonias aisladas en medios de cultivo con morfologia tipica de Saimonefia

se les realizd:

« Seroaglutinacidn rapida en porta con antisuero polivalente O y Vi
» Confirmacion con pruebas bioquimicas de Enterotube II.

De todas las placas en las que se confirmo la presencia de Salmonelia se efectud:
« Siembra en tubos inclinados con agar de recuento (PCA)

s Se enviaron a serotipificacion al Centro Nacional de Referencia de Majadahonda
(Madrid)
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3.3.2.Preenriquecimiento + selenito verde brillante (PSBG)

3.3.2.1.

3.3.2.2

Stokes, H. y Osborne, G.,1955 ; Amejeiras, R.,1991; Amejeiras, R. y col. ,1993 y 1994

Preparacion de la muestra. Preenriquecimiento.

Se pesaron 25 + 0,2 g de la muestra y se afiadieron a un matraz con 225 ml. de agua

de peptona estéril.

Se incubd unas 16-18 horas en estufa a 37 £ 1°C

Realizacién del ensayo

Enriquecimiento: Se tomaron 10 ml del preenriquecimiento y se afadieron a 100 ml de
Selenito Verde Brillante (SBG).

Se incubG unas 20-24 horas en estufa a 37 + 1°C. Pasado este tiempo se sembraron
en estria, en placas de Agar Salmonella - Shigella (SS), agar Xilosa Lisina Dextrosa
(XLD) y agar Verde Brillante (BGA) guardando siempre las maximas condiciones de

esterilidad para evitar contaminaciones cruzadas y ambientales.

Se incubaron unas 24 horas a 37 + 19C en estufa, una vez transcurrido este tiempo,

se siguio el protocolo descrito en el apartado 3.3.1 de introduccion.

3.3.3. Selenito verde brillante (SBG)
Stokes, H. y Osborne,G.,1955 ; Amejeiras, R.,1991; Amejeiras, R. y col. ,1993 y 1994
3.3.3.1. Preparacion de la muestra.

Se pesaron 25 + 0,2 g de la muestra y se afadieron a un matraz con 100 ml de SBG.
Se incubd unas 24 h en estufa a 37 + 1°C
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3.3.3.2. Realizacion del ensayo

3.3.4.

Pasado este tiempo se sembraron en estria por agotamiento de asa alicuotas del
enriquecimiento, en placas de Agar Salmonella - Shigella (SS), agar Xitosa Lisina
Dextrosa (XLD) y Agar Verde Brillante (BGA), guardando siempre las maximas

condiciones de esterilidad para evitar contaminaciones cruzadas y ambientales.

Se incubaron unas 24 horas a 37 £ 1°C en estufa; una vez transcurrido este tiempo,

se siguid el protocolo descrito en el apartado 3.3.1 de introduccion.
Rappaport Vassitiadis (RV).
Rappaport, F. y col, 1956; Vassiliadis, P., 1983; Van-Schothorst, M y Renaud, A.M.

1985; Kalapothaki, V. y col. , 1986; Rhodes, P. y Quesnel, L.B., 1986; Beckers, J.H. y
col. 1987; June, G.A., y col. 1996.

3.3.4.1. Preparacidn de la muestra. Preenriquecimiento.

En matraces con 225 ml. de agua de peptona tamponada y estériles se afiadieron 25
g de muestra, y se incubaron a 37 + 1°C durante 16 - 20 horas.

3.34.2. Realizacion del ensayo

Se inoculd 0,1 mi del preenriquecimiento en 10 ml caldo Rappaport Vassiliadis
(previamente aterperado a unos 42 °C) y se incubd a 42 + 1°C.

Pasadas 24 horas, se sembr¢ el caldo sobre placas de BGA incubandose a 37 + 1°C
durante 18 - 24 horas. Los tubos se mantuvieron en bafio otras 24 horas y se
sembraron de nuevo en BGA y se incubaron unas 24 horas a 37 £ 1°C en estufa; una
vez transcurrido este tiempo, se siguid el protocolo descrito en el apartado 3.3.1 de
introduccion.
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3.3.5.

Gene-trak systems.

Mozola, M.A,, y col. , 1988; Izat, A.L.,, y col. , 1989; Curiale, M.S. y Klatt, M.J., 1990;
King, W., y col, 1990; Bailey, 1.S., y col. ,1991.

3.3.5.1. Preparacion y enriquecimiento de la muestra.

De acuerdo con las instrucciones del fabricante se homogeneizaron 25 g de muestra en
225 m! de caldo lactosa y se incubd de 22 a 24 horas a 37 + 19C. (Fase de
preenriquecimiento).

Se agitd la muestra tras la incubacion y se transfirié 1 ml del caldo de
preenriquecimiento a 10 ml de caldo tetrationato (TT) y a 10 ml de caldo selenito cistina
(SC). Se incubaron tanto el TT como el SCa 37 + 1°C durante 16 - 18 horas.

Se agitaron los tubos después de la incubacion, y se transfirié 1 ml de TT a 10 ml de
caldo Gram negativos (GN) y 1 ml de SC a un segundo tubo de GN con 10 ml. Se
incubaron estos cultivos a 37 + 1°C durante 6 horas.

Para el ensayo de GENE-TRAK se utilizaron 0,25 mi de cada tubo de cultiva GN (0,5 ml.

por muestra). Los cultivos de GN se reservaron para una posible confirmacién.
3.3.5.2, Procesado de los cultivos.
Antes de comenzar la experiencia, se ajustd un bafio de agua a 65° + 1°C,

Para cada muestra a analizar se utilizé un tubo de vidric de 12 x 75 mm con la
referencia apropiada y se colocd en una gradilla; ademas se incluyd un tubo para el
control positivo y otro para el control negativo.

Se agitaron los cultivos de GN y se anadieron 0,25 mi de cada uno de los 2 cultivos GN
en el tubo apropiado. Se agitaron las soluciones de control positive y negativo y se
anadieron 0,5 ml de cada una a su tubo correspondiente.

Se afiadio 0,1 ml de la solucién 1 (solucién lisis) en cada tubo y se agitd la gradilla de
tubos con la mano durante 5 segundos. Se incubaron los tubos a temperatura ambiente
durante 5 minutos.
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Se ahadieron 0,20 ml de solucion 2 + 3 (Sonda de Saimonelia) en cada tubo y se agito
la gradilla de tubos en la mano durante 5 segundos.

Se colocd una varilla en cada tubo de muestra en el bano a 65°C. e incubandose durante
1 hora; se afadieron 0,75 ml de conjugado enzimatico 1X a cada tubo de una segunda

gradilla y se lavaron a 65°C.

Se colocaron las varillas sobre la segunda gradilla de tubos que contenian el conjugado
enzimatico y se incubd a temperatura ambiente.

Se prepard una tercera gradilla de tubos y se afiadié un tubo para el ™ blanco .

Después de la incubacién, se sacaron las varillas de los tubos del conjugado enzimatico y
con suavidad se lavaron.

Se colocaron las varilias en la tercera gradilla que contenia el sustrato-cromégeno.

Pasado este tiempo de incubacion se sacaron las varillas de los tubos y se descartaron.

Se afiadid 0,25 ml de la Solucidn Stop a cada tubo incluido el "blanco". Se agitaron
suavemente.

Se coloco el "blance” en la ranura izquierda (referencia) del fotdmetro y se insertd el
control negativo en la ranura derecha (muestra). Cuando la lectura se estabilizé se
realizé la lectura. Se procedié de igual forma para determinar el valor de absorbancia del
control positivo.

Para cada muestra se mantuvo el control negativo en la ranura izquierda y el de la

muestra en la derecha.
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3.35.3.

3.3.6.

Interpretacion de resultados

e Para los controles:

El valor de absorbancia obtenido en el control negativo debia de ser menor o igual a
0,15. (Leido frente a! blanco).

£l valor de absorbancia obtenido en el control positivo debia ser mayor o igual a 1,00.
(Leido frente al blanco).

¢ Para las muestras:

Los valores menores o iguales a 0,1 (leidos frente al control negativo) se interpretaron

como negativos, es decir, ausendia de Saimonelia.

Los resultados mayores a 0,10 frente al control negativo, se interpretaron como
positivos, por tanto presencia de Saimoneliz en la muestra. Los resultados positivos se
confirmaron desde el caldo GN y sembrando a Hektoen entérico, XLD, y a SS. A

continuacion se siguid el protocolo descrito en el apartado 3.3.1 de introduccion.

Enzima inmunoensayo (ELISA).

3.3.6.1. Preparacion y enriquecimiento de la muestra.

Krysinski, E.P. y Heimsch, R.C., 1977; Swaminathan, B. y Ayres, J.C., 1980; Minnich,
S.A., y col., 1982; Robison, B.)., y col. 1983; D'Aoust, 1.Y., 1987; Todd, L.S., y col.
1987; Flowers, R.S., y col. 1988; Ng, S.P., y col. 1996; Hanai, K., y col. 1997

Se homogeneizaron 25 g de muestra en 225 ml de caldo lactosa y se incubo 24 + 2

horas a 37 + 19C. (Fase de preenriguecimiento).
Se aqgitdé la muestra tras la incubacidn y se transfirié 1 ml del caldo de

preenriquecimiento a 10 ml de caldo tetrationato (TT) y 10 ml de caldo selenito cistina
(SC). Seincubaron tanto el TT como el SCa 37 + 19C durante 18-24 horas.
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Se agitaron los tubos después de la incubacién, y se transfiric 1 ml de TT a 10 ml de
caldo-M (MB) v 1 ml de SC a un segundo tubo de MB con 10 ml, se incubaron estos
cultivos a 43 + 19C durante 14 - 18 horas.

Se tomaron 0,5 ml de cada enriguecimiento y se mezclaron en un tubo limpio y estéril.
Se colocd en un bafio a 1009 C durante 20 minutos.

Para el ensayo de ELISA se tomaron 100 ul para realizar el ensayo. Los tubos de MB se

reservaron para confirmar los resultados positivos.

3.36.2. ELISA.
Se anadieron 100 pi de los caldos de cultivo y se colocaron por duplicado en las placas
de ELISA. También se colocaron por duplicado los controles positivos y negativos. Se

incubaron las placas a 37 + 1°C durante unos 30 minutes.

Transcurrido este tiempo se lavaron las placas 3 veces y se afadieron 100 pl de
conjugado. Se incubd a 37 + 1°C durante unos 30 minutos.

A continuacion se lavaron las placas 6 veces, se les afiadié 100 ul de sustrato y se

mantuvieron a temperatura ambiente durante unos 30 minutas,

Se afadieron 100 ul de solucién de frenado y se realizé la lectura con espectrofotometro
a 450 nm de longitud de onda.

3.3.6.3. Interpretacién de resuttados

El valor de absorbancia obtenido en el control negativo debia de ser menor o igual a
0,300.

El valor de absorbancia obtenido en el control positivo debia ser mayor o igual a 0,700.
Valor del punto de corte: Se calculé sumando 0,250 al valor del control negativo.

+ Para las muestras:
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3.3.7.

3.3.8.

Se interpretaron como negativos, es decir, ausencia de Salmoneffs, aquellos valores que
resultaron menores que el valor de “punto de corte”.

Los resultados mayores al valor del punto de corte, se interpretaron como positivos, por
tanto presencia de Safmonefia en la muestra. Los resultados positivos se confirmaron
desde el caldo GN y sembrando en Hektoen entérico, XLD, y a SS. A continuacion se
siguio el protocolo descrito en el apartado 3.3.1 de introduccion.

Distribucion de serotipos de Salmonela

Ei método de ensayo utilizado fue el descrito en al apartado 3.3.3 de este capitulo y se
analizaron tanto harinas de soja como otras materias primas y piensos compuestos en
los que se detectd presencia de Salmonella

Preparacion de indculos de Saimonelia.

Se utilizd el método descrito para la preparacion de indculos a partir de cepas de la
coleccion espaiicla de cultivos tipo de Berenguer Soler, 1. y col, 1992; Diez, P. vy col,
1994,

Se inoculé un matraz con agua de peptona con la cepa de Salmonella Typhimurium
CECT 443 y se incubd a 37 + 1° C durante, aproximadamente, 20 horas.

Se hizo un recuento en placas de PCA realizando un banco de diluciones con agua de
peptona y sembrando de cada dilucién 0,33 m! en cada una de ellas. Se incubaron las
placas durante unas 24 horas a 37 + 1° C, Una vez conocida la concentracién de células
por ml, se ajustd a la concentracion deseada. Cuando el ajuste requirié diluir el cultivo,
se utjiizd el mismo medio de cultivo liquido en el que se inoculd; y cuando fue necesario

concentrar, se centrifugd el cultivo resuspendiéndolo en una cantidad menor de medio

Una vea ajustado, se diluyo el cultivo en proporcion 1/10 (1 ml cultivo + 9 ml diluyente)
con la solucion de glicero! salino o, indistintamente, con metilcelulosa (Anexo I). Se
mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos y se pasd el cultivo a un vaso de
precipitados estéril.

Se mantuvo en agitacién con un iman estéril y agitador magnético y se procedié a tomar

alicuotas de 1 a 1,5 mi con micropipeta, dispensando en microtubos estériles con tapa,
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3.4.

3.5.

convenientemente identificados. Se congelaron los tubos, bien cerrados, a -40° C, Se
tuvo en cuenta que la agitacion y la distribucién en los microtubos fuese homogénea
para evitar diferencias entre la concentracion de células por ml. de distintos microtubos.

Se mantuvieron los tubos en congelacion durante un tiempo minimo de 1 mes.
Transcurrido este tiempo se procedio a realizar el recuento de, al menos, un 10% de los
microtubos preparados. Cuando los recuentos obtenidos de distintos microtubos no
presentaron grandes desviaciones con respecto a la media, se utilizd este valor para las
inoculaciones. Cuando se produjeron grandes variaciones entre los distintos microtubos
se hizo un recuento de cada uno de ellos antes de utilizarlos, ya que no era posible
confiar en el valor medio,

Analisis estadistico.
El analisis estadistico se ha realizado utilizando el test de homogeneidad para muestras
basadas en frecuencias del tipo presencia/ausencia denominado test de Mac Nemar

(Siegel, 1956; Flowers, R.S., y col. 1987; Eckner, K.F., y col. 1987, Sachs L., 1988)

Resultados y discusion.

TABLA 3. 1

En todos los casos, se han analizado PRESENCIA DE Sa/monella. PSBG -
las mismas muestras por varios SBG
procedimientos para poder saber cual PSBG 31 (510)
de los métodos presentaba mayor SBG 30 (510)
sensibilidad para el aislamiento de PSBG (+) SBG (-) 2 (510)
Salmonelfa en este tipo de productos. PSBG (-) SBG (+) 4 (510)

Dif. significativa *

* No existen diferencias significativas para un a =

0,05.
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La primera prueba realizada fue comparar si existian o no diferencias significativas entre

un método con preenriquecimiento (PSBG) y uno sin él (SBG). Los resultados pueden

observarse en la tabla 3.1, Se analizaron un total de 510 muestras, de las cuales 31

resuitaron positivas utilizando PSBG
(6,0%), mientras que con SBG fueron
30 (5,8%). En esta experiencia no se
obtuvieron diferencias significativas
entre S5BG y PSBG para un « de 0,05

y se optd por la comparacion con

otro meétodo de  aislamiento
ampliamente conocido como
Rappaport Vassiliadis (RV), con

incubaciones a 24 y a 48 horas. Los
resultados pueden verse en la tabla
3.2. Comparando SBG con las
distintas etapas de RV vemos que
existen diferencias significativas entre
los distintos métodos para «=0,05 y
0,01. De 250 muestras analizadas, 25
de las muestras resultaron positivas a
SBG y confirmadas posteriormente
por el Centro Nacional de
Referencia de  Majadahonda
(Madrid). Sin embargo con RV
solamente resultaron positivas 18,
lo que supone un 7,2% frente a
un 10% en SBG. E} medio SBG no
proporcioné ningln falso
negativo, mientras que con RV
obtuvimos 15 muestras lo que
indica un 6%. Es importante
destacar el bajo nimero de
muestras positivas recuperadas
después de 24 horas de

incubacién en RV

TABLA 3, 2
PRESENCIA DE Sa/monella. SBG-RV
SBG 25 (250)
RY-24h 4 (250)***
RV -48 h B (250)***
RV - 24+48 h 18 (250)%**
SBG (+) RV 24 h (-) 15 (250)
SBG (+) RV 48 h (-) 15 (250)
SBG (-) RV 24 h (+) 0 (250)
SBG (-) RV 48 h (+) 0 (250)
Dif. significativa Y ka

** Existen diferencias significativas para un o =
0,01,
*** Existen diferencias significativas para un o =
0,05.

TABLA 3.3

PRESENCIA DE Sa/monella. ELISA -
SBG

ELISA 20 (93)
SBG 23 (93)
ELISA (+) SBG (-) 15 (93)
ELISA (-) SBG (+) 16 (93)
Dif. significativa *

|

* No existen diferencias significativas para un a =
0,05,
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En la tabla 3.3 pueden observarse los resultados obtenidos comparando un método
inmunoldgico como el ELISA con un método microbiolégico sin preenriquecimiento
(SBG). En este caso no se encontraron diferencias significativas para un o=0,05. El
nimero de muestras que resultaron positivas con SBG fueron 23, del total (93) frente
a 20 obtenidas por ELISA. Ademas ELISA proporciond un falso negativo mas que SBG.

En la tabla 3.4 pueden

TABLA 3.4
observarse los resultados PRESENCIA DE Sa/monelia. HDNA -
obtenidos con 93 muestras
SBG
ue se analizaron tanto por
q pe HDNA 26 (93)
SBG como por HDNA. El
po SBG 26 (93)
nimero de muestras que
q HDNA (+) SBG (-) 2 (93)
esultaron sitivas r
resuiaron  po po HONA (-) SBG (+) 12 (93)
SBG fue de 26, lo que
0 D, significativa ok
Q, .
supone un 27,9% del total; *** Fxisten diferencias significativas para un o =
por HDNA y confirmadas 0,05.

microbiold- gicamente se
obtuvo el mismo
porcentaje de recuperacion. Dos de las 93 muestras resultaron positivas por HDNA y
confirmadas como tales, lo que supone un 2,15% de falsos negativos para la técnica de
SBG. Sin embargo, 12 muestras que resultaron positivas a SBG no lo fueron con HDNA, y
esto supone un 12,9% de falsos negativos para la técnica de hibridacion. Este alto
porcentaje de negativos por HDNA frente a SBG puede deberse a que el nimero de
serotipos distintos de Safmonella aislados en este tipo de producto, es muy alto, y no
todos ellos estén representados en las sondas utilizadas en aquel momento.

D'Aoust, J.Y., y col. (1983) comparan un método con preenriquecimiento en caldo
nutritivo cen un enriguecimiento selectivo en selenito cistina o caldo tetrationato para
el aislamiento de Sa/monelia encontrando resultados similares a los nuestros (ver tabla
3.1). También Cox,y col, (1982 y 1983) presentan resultados como los encontrados en
este estudio Otros autores como Gerichter, C.B. y Sechter, 1,,{1966); Edel, W. y
Kampelmacher, E.H., (1974) y Kafel, S., (1981) encuentran diferencias significativas
entre uno y otro método aunque ninguno de ellos utiliza la harina de soja en sus
experiencias. Con PSBG, segin nuestros resultados, no aparecen diferencias
significativas entre ambos métodos de analisis, pero se obtienen un 0,2% mas de
aislamientos positivos de Salmoneffa frente al SBG, pero el porcentaje es asumibie
teniendo en cuenta que el resultado se obtiene en 24 horas menos (grafico 3. 1)
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Flowers, R.S y col. (1986) realizaron un ensayo interlaboratorial utilizando distintos
productos, entre los que se encontraba la harina de soja. Esta fue contaminada con
Salmonelfa Typhimurium y S. Blukwa y se analizaron por BAM/ACAC y ELISA, no
encontrandose diferencias significativas entre ambos métodos. En nuestros resultados
tampoco se observan diferencias significativas, aunque el SBG es sensiblemente mejor

ya que es capaz de poner de manifiesto un 3% mas de muestras positivas que ELISA.

El método basado en RV presenta un pobre rendimiento con productos como harinas
de soja, existiendo diferencias significativas tanto para un o de 0,05 como para 0,01,
ademas se obtiene un 2,8% mas de muestras positivas con SBG que con RV. Esto
podria deberse a que el método recomienda el aislamiento selectivo en agar verde
brillante (BGA) como Unico medio (Rappaport, F., y col.,1956; Van-Schothorst, M y
Renaud, A.M,,1983; Vassiliadis, P.,1983; Beckers, J.H., y col.,1985; Kalapothaki, V., y
col. 1986; Patil, M.D. y Parhad, N.M.,1986; Smedt De, J.M y Bolderdijk, R.F.,1987;
Perales, 1. y Audicana, A.,1989; Peter, M., y col.,1989) y es el tipo de placa que menor
porcentaje de recuperacion ha demostrado (Tabla 3. 5).

Otro punto que queriamos comprobar es el tiempo de respuesta de cada método,
principalmente para muestras negativas. Hay que tener en cuenta que en la mayoria
de los laboratorios (salvo los que dependen de centros hospitalarios), mantienen un
horario de 7 u 8 horas, generalmente continuadas y en ese tiempo hay que organizar
los analisis ajustandose lo mejor posible a los tiempos de incubacién, lo que supone 8
horas de trabajo y 16 horas de incubaciones minimo. En el gréfico 3. 1 podemos
comprobar la relacién en el tiempo entre los métodos ensayados. En todos los casos,
se ha tenido en cuenta solamente el tiempo necesario para la visualizacién de
Salmonelffa, en placa en los analisis microbioldgicos o la lectura por espectrofotdémetro
en el caso de HDNA o ELISA. Por tanto, a todos ellos hay que sumar, al menos 24 a
48 horas mas para la confirmacion bioguimica de la colonias sospechosas. Suponiendo
que una materia prima resulte con ausencia de Sa/monelia, el tiempo minimo para su
utilizacion en un proceso de fabricacion con garantias es de unas 50 horas si se utiliza
el método de SBG. ELISA o HDNA, no necesitan tiempos mucho mayores pero
suponen un coste mucho mayor y si se obtienen muestras positivas, su confirmacion,
lleva en el mejor de los caso otras 48 horas.

Existe gran cantidad de medios de cultivo selectivos para el aislamiento de Saimonefia

y siguiendo las recomendaciones de la FDA utilizamos 3 distintos en cada analisis,
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mayores pero supenen un coste mucho mayor y si se obtienen muestras positivas, su
confirmacian, lleva en el mejor de los caso otras 48 horas.

Existe gran cantidad de medios de cultivo selectivos para el aislamiento de Salmonella
y siguiendo las recomendaciones de la FDA utilizamos 3 distintos en cada analisis,
YLD, BGA v 55. Se tomd una colomia de cada placa que resultd positiva a Safmonefia
y se envit al centro Nacional de Referencia de Majadahonda. Los serovares aislados

en cada uno de ellos se encuentran en 13 tabla 3.5.

ESQUEMA 3.1: TIEMPO PARA LA REALIZACION DE DISTINTOS ANALISIS DE Salmonelia

RV-24
PSBG SBG o/ (GENE TRAKELISA
Dia1 =—8h.AM A T M A A
—i-B h. PM
Dia 2 =8 h. AM |
—8h. PM |
| !
Dia 3 —8 h. AM \
—s8hpPM " v
|
Dia 4 =—8 h. AM
——8 h. PM ¥

NOTA: Tiempos mnimos para muestras negativas.
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En agar SS se aislaron un total de 223 Sa/monefla (66,2%,) siendo los serovares mas

frecuentes los mismos encontrados en XLD,
En BGA el nimero de Sa/monelfa fue significativamente menor que en los otros dos

medios selectivos, 144 (42,7%). Los serovares mas frecuentes fueron Tilburg y

Montevideo.
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TABLA 3.5 DISPOSICION DE SEROVARES EN DISTINTOS MEDIOS DE CULTIVO SELECTIVO

SOLIDO.

Serovares

Agona

Anatumw

Autoaglutinable
Bredeney

L

Cubana

Derby

Enteritidis

Grupo B4

N-hu'mll-l

Kentucky

Lexington

Liandoff

Mbandaka

Meleagridis

M| | B B R

Monofasica

L]

Montevideo

Newport

Nima

Ohio

Ridean

Senfterrmem

Tennessee

i
Emmmwwméam_mmmhr\;m;mmum.g

Tilburg

R |
e

Typhimurium

[
L

Virchow

i

Worthington
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En XLD S. Meleagridis no se aisld en ninguna ocasion. En SS y en BGA solamente
aparecié en dos ocasiones. Como el niumero de muestras es tan bajo no se puede
deducir que ese serotipo no aparezca nunca en este medio. Lo que si se puede
deducir de los resultados obtenidos es que hay cierta predisposicion de algunas
Salmanella por uno u otro medio de aislamiento. Por ejemplo, S. Typhimurium en S5
se presenta en 13 ocasiones y en XLD en 12. En BGA tan solo se pudieron identificar
5, lo que supone un 61,5 % menos que en SS. Este dato, teniendo en cuenta la
importancia de S. Typhimurium, es fundamental a la hora de seleccionar un medio
sélido de aislamiento. Casos parecidos se pueden observar con S. Virchow en el que
se producen un 80% menos de aislamientos en BGA, S. Worthington con un 75% o S.
Derby en el que la reduccion es de un 69,2%.

TABLA 3.6 SEROTIPOS AISLADOS POR DUPLICADO O TRIPLICADO EN UNA MISMA MUESTRA.

Mbandaka - Hadar Derby - Ridean
Typhimurium - Derby - Rissen
- Ohio - Tennessee
- Taksony Tilburg - Seftemberg
- Kentucky - Manofasica
- Indiana - Svedi
Enteritidis - Brazzaville - Montevideo
Virchow - Derby Llandoff - Give
- Infantis - QOhio
Tennessee - Duesseldorf Calabar - Meleagridis
- Livington
Monofasica — Ohio - Meleagridis Montevideo - Rissen

23 muestras presentaron contaminacion con mas de un serovar de Salmonella.

Una de las muestras presentd tres serotipos distintos, es decir uno distinto en cada
placa de aislamiento. Esto nos hace pensar que cuando se manda a serotipar cepas al
centro de referencia, normalmente se aisla una colonia de una de las placas.
éSolamente las harinas de soja presentan mas de un serovar como queda demostrado
en la tabla 3.67 Posiblemente no. Esto nos hace pensar en el BOE 292 del 5/12/92, vy
BOE 15 del 18/01/95 v en los boletines de la Organizacion de la Salud WH01992;
WHO1994b en los que solamente se tienen en cuenta la presencia de S. Enteritidis y
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S. Thypimurium ya que en la tabla 3.6 vemos que aparecen éstos junto a otros

serovares, tedricamente “poco importantes”.

Conclusiones globales.

Las conclusiones generales a las que hemos llegado en este capitulo son:

+ Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y las consideraciones anteriormente
expuestas podemos concluir que el método denominado SBG es lo suficientemente
rapido y sensible para el aislamiento de Salmonella en este tipo de productos,

proponiendo este método de aislamiento de Salmonella en harinas de soja.

« Para nosotros el método descrito por Rappaport Vassiliadis no actua sobre harinas de
soja con la misma sensibilidad descrita por otros autores para otros productos.

e El agar SS es el medio mas sensible para la recuperacion de Salmonella a partir de

harina de soja.

e De los tres medios de aislamiento selectivos utilizados, el BGA se mostré como el
menos sensible ya que en él se obtuvo el niimero mas bajo de muestras positivas

aisladas asi como €l menor niimero de serovares encontrados.

s Ha sido frecuente en nuestro estudio, encontrar mas de una serovariedad de
Salmonella en las muestras analizadas. Tanto S. Enteritidis como S. Typhimurium

pueden encontrarse junto a otros serovares.
¢ Recomendamos por tanto:

* El uso de SBG como método de aislamiento de Salmonella en harinas de
s0ja.

*  Tres medios sélidos para el aislamiento (SS, XLD y BGA).

* El envio de, al menos, una cepa de Salmonella de cada placa en la que se
aisle cuando se desee conocer el o los serovares que forman la

contaminacién de los productos.
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4'

CALCULO DEL LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

Antecedentes. Plan de trabajo.

Cuando gueremos saber si una muestra de alimento destinado al consumo animal esta
contaminada por un patégeno como Salmonella, se lleva a cabo un aislamiento y se

determina su presencia o ausencia BOE del 17/02/88 (Anexo II).

Nos planteamos la necesidad de conocer qué ndmero de Salmonella estaba presente
en una muestra y saber cual era el limite de deteccidn de la técnica que queriamos

utilizar,

Comprobamos que en la literatura habia muchos autores que utilizaban el método del
NUmero Mas Probable (NMP) (Andrews, W.H. y Col, 1987;Dickson, 1.5, 1989), pero
nos parecia un método tedioso a la hora de verificar la presencia de Salmonella en
cada tubo y con un limite de confianza muy alto para este tipe de analitica. Por ello
recurrimos a otro método que describimos en el apartado 4.2.3 modificacion de otro
descrito por Cox, N.A.y Col 1982, que resultd mas rapido y con un limite de deteccidn
de 10 ufc/ga.

Material y método.

Medios de cultivo y diluyentes.

Los medios de cultivo y los reactives se encuentran detallados en el anexo I,
Preparacion del indculo.

Se utilizo el método descrito para la preparacion de indculos a partir de cepas de la
coleccion espafiola de cultivos tipo de Berenguer Soler, J. y Calder6n, V.,1992; Diez,

P. y Calderdn, V. 1992; Diez, P. y Col. 1994., incluido en el capitulo 3 de puesta a

punto de metodologia, aislamiento e identificacion.
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4.2.3. Célculo del limite de detecdion

Se utilizaron inoculos de Saimonelis Typhimurium (CECT 443) preparados segun se
describe en el capitulo 3.

Se tomd un vial de Safmonella, se dejé atemperar y se anadid a un matraz con 90 ml. de
agua de peptona (AP) estérl y se incubd a 37+19C durante 24 horas. Pasado este tiempo
se estima que la concentracién de microorganismos akcanza valores entre 10° - 107 ufc/ml.
(Berenguer Soler, J. y Calderdn, V.,1992; Diez, P. y Calderdn, V. 1992; Diez, P., Col.
1994.). Se realizé un banco de diluciones con Lubos de AP can 9 mi, segun se describe en
el esquema del grafico 4. 1. De cada uno de los tubos se realizaron siembras en matraces
con 90 ml. de AP y 10 g de harina de soja. Finalmente de cada uno de elios se
sembraron en 3 placas de XLD con 0,33 ml. por triplicado, es decir 9 placas por matraz.
Las placas se incubaron durante unas 24 horas en estufa de cultivo a 37 +19C.

GRAFICO 4. 1 Esquema del cakulo del limite de deteccion.

AP Agua de Peplcna

Ly

HS Harina de s0ja
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4.2.4,

Método de cuantificacion de Salmonella en muestras naturalmente

contaminadas.

4.2.5.

4.3.

4.3.1.

De todas las harinas de soja, tanto tratadas como sin tratar, se tomaron 10 g de
muestra y se anadieron a 90 mi. de agua de peptona. Se agitaron y se mantuvieron
aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se realizé un
banco de diluciones hasta alcanzar la 107, Se sembraron 3 placas por dilucién con
0,33 ml cada una. Se Incubaron durante aproximadamente 24 horas en estufa de
cultivo a 37 +1°C y se procedid a su recuento. Se verificaron, al menos, 3 colonias
sospechosas por placa con Suero polivalente de Saimonella. La confirmacién biogquimica
se realizo con Enterotube II.

Estudio estadistico.

Para que los resultados abtenidos en los recuentos microbiologicos se ajusten a una
distribucién normal se utiliza una media geométrica (g) (Andnimo,1985; Rios Castro,
A.,1994)

Los parametros analizados se han llevado a cabo con el paquete informatico SAS
(Siegel, S., 1956; SAS Institute Inc, 1985)

Resultados y discusion.

Resultados del limite de deteccién.

Los indculos preparados fueron de 5,0 x 10 8 ufe/ml con un intervalo de 3,0 x 108 y
6,3 x 108 ufc como valor mds probable.

En todos los ensayos, las siembras realizadas nos ofrecieron valores que estaban
entre los intervalos marcados, por lo que se deduce gue el limite de deteccion se sitla
en la primera dilucidn realizada, es decir, no podemos cuantificar valores por debajo
de 10 ufc. Por ello, el valor asignado cuando no se obtiene crecimiento es de < 10

ufc/g.

Para las muestras naturalmente contaminadas se cuantificaron 30 muestras de harina

de soja contaminadas con Salmonella. los analisis, tanto el cuantitativo como el
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cualitativo, se realizaron al mismo tiempo. Se descartaron los que resultaron con
calificacién de ausencia. De estas 30 muestras solo 8 ofrecieron resultados mayores
de 10 ufc/g (ver tabla 4.1), lo que indica que solamente el 26,66% de las muestras
tiene valores cuantificables segin nuestra técnica. Estos resultados coinciden con los
de otros autores (Brewer, D.G. y Col. 1977; D'Acust, 1.Y. y Col.1983; Andrews, W.H. y
Ray, B.,1989) que sostienen que los niveles de patdgenos en alimentos son muy
bajos, mientras que la flora competitiva es muy alta.

TABLA 4.1 Cuantificacion de Salmonella en muestras naturaimente
contaminadas.

No 7 1,48 30
No 11 2 100
N° 16 1 10
No 19 1,30 20
No 27 1,48 30
No 28 1 10
N° 30 1,60 40

x=325

g = 24,83

Blaser, M.J y Newman, L.S. (1982) estiman que el nimero de Salmonella en

alimentos que han causado gastroenteritis obtienen recuentos similares a los nuestros.
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4.4. Conclusiones globales.

« La metodologia analitica aplicable a estos productos debe tener un alto grado de

sensibilidad.

* Podemos concluir que la harina de soja tiene unos niveles de contaminacion

comparables con otros alimentos.

o El limite de deteccién del método descrito en este capitulo es de 10 ufc/g. Este
métado se ha aplicado al estudio del almacenamiento a distintas temperaturas,
tanto en harinas de soja como en came, pescado y crema pastelera. (Capitulos 5y
6).
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5.SUPERVIVENCIA DE Salmonella EN HARINAS DE SOJA
SOMETIDAS A DISTINTAS TEMPERATURAS DE
ALMACENAMIENTO.

5.1.

5.2.

Antecedentes. Plan de trabajo.

Habiamos detectado que aparecian algunos productos de origen vegetal, como la
harina de soja, con altos porcentajes de Salmonella. A priori, estas materias primas no
presentan contaminacidn por este microorganismo. Cuando una muestra resultaba
positiva, se guardaba para un posible analisis contradictorio. Cuando éste se realizaba,

en la mayor parte de los casos, resultaba negativo.

A pesar de la extensa bibliografia referente a la toma de muestras (BOE nimero 121
de 2 de mayo de 1989) y muestreo (UNE 66-020-88), no hemos encontrado ninguna
explicacion clara sobre el modo de transporte mas adecuado, ni el tipo de
conservacion que se ha de realizar para que la muestra se mantenga en las
condiciones mas optimas o mas proximas a la realidad.

Nos planteamos establecer cual era el tiempo y la temperatura que nos permitiese
realizar andlisis que pusieran de manifiesto las caracteristicas del producto que

queremos analizar.

Material y método.

5.2.1. Medios de cultivo y diluyentes.

Los medios de cultivo y los reactivos se encuentran detallados en el anexo 1.

5.2.2. Preparacion del indculo.

Se utilizé el descrito en el capitulo 4.
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5.2.3. Método de andlisis.

El ensayo se realizé con HSST y con HST. En ambos casos se habia realizado un
primer andlisis segin el método descrito en el Capitulo 3, para comprobar que la

muestra se encontraba libre de Salmoneila.

Se tomaron 500 g de HSST y 500 g de HST, y se colocaron en contenedores plasticos
estériles para su inoculacion con una suspension de Salmonella previamente valorada
para que la muestra final estuviera contaminada con valores entre 107 y 10° ufc/g,
teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el capitulo 4 (Calculo del limite de

deteccion y cuantificacién en muestras naturalmente contaminadas)

El método de inoculacién utilizado fue el siguiente:

La muestra se homogeneizd durante unos 15 minutos, se inoculé con la suspensién de
Salmonella, y se volvié a homogeneizar la muestra otros 15 minutos. A continuacion
se repartio de 10 en 10 g. en bolsas de plastico. Estas se aimacenaron a -80° C, -40°
C, -189 C, 4° C y temperatura ambiente (20°C).

Como control, a tiempo 0 se realizaron 6 réplicas, ya que la temperatura en ese

momento era la ambiente (aproximadamente 20°C).

Los recuentos se realizaron mediante diluciones decimales con agua de peptona hasta
la dilucidn 1:1000 (1073).

Se tomaron 0,33 ml de cada dilucién y se sembré por triplicado en placas de XLD. las
placas se incubaron a 37 + 1° C durante 18-24 horas. Se hizo la lectura de las placas

y se cenfirmaron con suero polivalente de Salmonella.

Con las muestras almacenadas se realizé la misma experiencia a las 6, 12, 24 horas,
2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 y 256 dias.

Ademas, a partir del dia 8, las muestras se incubaron en SBG por si no presentaban
crecimiento. De esta forma podriamos comprobar si Salmonella estaba destruida,
daiiada y no la recuperabamos, o bien si su nimero se encontraba por debajo del
limite de deteccion.
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5.3.

5.2.4. Andlisis estadistico.

Para que los resultados obtenidos en los recuentos microbioldgicos se ajusten en una
distribucién estadistica normal, desde un punto de vista estadistico, es preferible el uso
de la media geométrica (g) (Rios Castro, A. 1994). Por tanto como valores medios

hemos utilizado ésta.

Para comparar los resultados hemos aplicado métodos de comparacién de pendientes
(Siegel, S., 1956; SAS Institute Inc. 1985)

Resultados y discusién.

TABLA 5.1 Resultados obtenidos en HSST. (De 0 a 48 horas)

OHoras | 6Horas | 12Horas | ‘24Horas | 48Horas | %°

T 300C | T20523| 123,02 T 6542| -81,11
57,65 17,44 12,47

®C 149,10 172.47 148,34| -57,18
16,33 16,99 21,60

T180C | 346,44 216,66 199,83 109,69| -68,34
12,47° 12,47 8,16 8,16

400 C 313,19 320,00 310,00 -10,52
9,43 9,42 8,17

-80°C 32960| 329,90 31642| -8,79
16,33 8,17 12,47

 Media geométrica

® Desviacién tipica

¢ % de disminucion pasadas 48 horas.
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TABLA 5.2 Resultados obtenidos en HSST. (De 8 a 256 dias)

H55T | 8Dias | 16Dias | 32Dias | &4Dias | 128 Dias | 256 Dias %

200 C 6,23 15,87 6,30 0° 0*| -100°
2,36" 4,71 ] 2,36 0 0| -100°
49 C 109,70 12,60 2,92 1,71 2,92'| -99,16
5,16 4,71 i 1,89 1,89 1,89 -97,34
189 C 89,62 59,43 6,29 10 18,17 -98,56
8,16 8,16 2,35 6,23 8,16 il -94,42
400C | 329,71| 289.88| 302,85| 283,06] 196,61 189,49| -45,30
14,14 8,16 17,00 12,47 4,71 14,14| -42,53

-80°C 326,23| 292,83 296,19| 27589| 216,31| 209,84 -39,43
17,00 17,00 17,00 20,55 12,47 8,16| -35,68

* Media geométrica

] Desviactn Upica

£ o de disminudon entre la hora 0 y el dia 256,

4 9% de disminucion entre ! dia 8 y o dia 256,

® Muistras enriquecidas con SBG y con recuentos menores de 10 uft/g en todas las réplicas.

! Una muestra con un valer de 10 ufc/g en los recuentos y & resto con valores < 10 ufcfg y ennquecidas en SBG con

présencia de Safmonslia.

i Diae - mueetras con valorss de 10 ufc/g en los recuentms y &l resto con valores < 10 ufc/g y enrquecidas en SBG con

presencia de Ssimonals .

Capitulo 5 pdg. 67




GRAFICO 5.1 Comparacion tiempo/temperatura. Ensayo I (HSST)
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TABLA 5.3 Resultados abtenidos en HST. (De 0 a 48 horas)

&l D

128 B

PRA

"HST | 0 Horas 6 Horas 12 Horas | 24Horas | 48 Horas % ©
200C 189,82 118,17 | 69,52 54,29 - 76,34
8,16 21,60 8,16 17,00
45 C 179,81 166,19 139,04 118,88 - 48,18
8,16 12,47 16,33 16,33
-189C | 22942° 117,88 95,83 89,63 86,18 - 62,44
) 16,33" 10,27 12,47 8,16 9,43
400 C 212,97 198,88 212,97 182,92 - 20,27
T 12,47 21,60 12,47 12,47
-B0@ f.'. 213,12 192,94 215,85 216,30 -572
9,43 14,47 8,16 12,47
? Media geométrica .

b Desviacitn Hplca

© o, de disminucidn respecto al indculo inidal
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TABLA 5.4 Resultadcs obtenidos en HST. (de 8 a 256 dias)

HST 8Dias | 16Dias | 32Dias | 64 Dias | 128 Dias | 256 Dias % |
200C | 28,84° 6,30 10,00 794 | 2927 0,00 |-100,00°
8,16 " 2,36 0,00 2,36 1,89 0,00 | -100,00"
490C | 49,32 10,00 6,30 2,92° 2,92° | -94,08
8,16 6,24 2,36 1,89 1,89 - 98,73
-18°C 65,42 26,21 794 | 794 2,92° 0,00 | - 100,00
12,47 4,71 2,36 2,36 1,89 0,00 | - 100,00
209C | 196,45 | 156,39 | 148,34 | 155,77 | 132,76 | 112,66 | -42,65
9,43 9,43 21,60 17,00 12,47 12,47 | -50,89
80°C | 212,97 | 18624 | 17544 | 132,76 | 112,66 | 122,72 | 42,37
12,47 12,47 20,55 12,47 12,47 12,47 - 46,51
" Media geométrica

" hesyiacion tpica
E g, de disminucion respecto al indoulo inigal
904 de disminuditn respecto al indeulo del octavo dia

£ Una muestra con un vator de 10 ufcfg en los requentos v el resto con valores < 10 ufefq y enrquecidas en SBG con presencia de

monels
?Sgns muestras con valores de 10 ufc/g en los recuentos y el resto con valores < 10 ufcfg y enriguecidas en SBG con presencia de

Salmonelia
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GRAFICO 5.2 Comparacion tiempo/temperatura. Ensayo II (HST)
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Se llevaron a cabo dos tipos de evaluacion con los datos obtenidos:

« Comparacién de la disminucidn del nimero de Safmonella en la muestra

utilizando distintas temperaturas de almacenamiento.

« Comparacion de la disminucion del nomero de Safmanefla en los dos tipos
de harinas de soja (HST y HSST) utilizando distintas temperaturas de

almacenamiento,

Resultados cbtenidos con HSST:

El valor tedrico medio del inoculo fue de 3,46 x 107 ufc para la inoculacion de HSST,
oscilando entre 2,5 x 10° v 4,6 x 107 ufc, a tiempo 0. El calculo se realizd sobre 9

determinaciocnes,

En las tablas 5.1 v 5.2 se exponen los resultados obtenidos en [as harinas de soja sin

tratar (HSST).
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En la tabla 5.1. se reflejan los valores obtenidos en las primeras 48 horas. La
reduccion del inéculo mas aito se produce manteniendo las muestras a 20° C con un
resultado de -81,11%, lo que indica que la muestra contiene entre 4,91 y 8,7 x 10" ufc
de Saimonella. Las muestras mantenidas a -18° C presentan también una fuerte

disminucién, superior a un 68%.

Esto indica la importancia de un analisis rapido una vez tomada la muestra. En caso
de no ser posible, lo mas recomendable es mantenerla en frio en nevera (entre 4 y
89C).

En la tabla 5.2 vemos que después de pasar aproximadamente 1 mes, en las muestras
mantenidas a 20° como las de 4° y las congeladas a -18°C, el recuento de Salmonella
es practicamente nulo. Las muestras marcadas como (°) son aquellas que resultaron
negativas en el recuento, es decir, el resultado fue < 10 ufc/g y , por tanto, se
enriquecieron para saber si el nimero de Salmonella se encontraba en el rangode 1 a
10, o si se habian dafiado tanto que no podian se detectadas salvo por
enriquecimiento. En el caso de resultar positivas, es decir presencia de Salmonella, se
les asignd un valor 5, para poder ser representadas, aunque el valor real es de <10. Si
el resultado fue ausencia, se le dio valor 0. Las muestras a 20°C pasados 32 dias
resultaron negativas en el recuento y con presencia en el enriquecimiento, pero a los

128 y 256 dias el resultado fue negativo en ambas.
En el grafico 5.1 se muestran los resultados obtenidos de temperatura y tiempo de
almacenamiento. Comparando las pendientes de las curvas vemos que existen dos

tipos de rectas:

A.- El grupo correspondiente a las temperaturas de -40 y -80°C entre las que
no existen diferencias significativas (a=0,05).

B.- El grupo formado por las temperaturas de 20, 4 y -18° C, entre las que
tampoco existen diferencias significativas para el mismo nivel de significacion.

Entre el primer y el segundo grupo existen diferencias significativas para niveles de
confianza tanto del 95 como del 99%.
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Resuitados obtenidos con HST:

El valor tedrico medio es de 2,29 x 10? ufc para la inoculacién en HST, con un

intervalo de seguridad entre 1,57 x 10% y 3,34 x 10°,

En las tablas 5.3 y 5.4 se resumen los datos obtenidos referentes a temperatura y
tiempo de almacenamiento para las harinas de soja tratadas (HST).

En la tabla 5.3 se recogen los resultados obtenidos durante las primeras 48 horas,
periodo critico debido a que puede ser el tiempo que se tarda en el envio de una
muestra al laboratorio y el comienzo de su analisis. Pasado este tiempo, la
temperatura de almacenamiento en la que menos Salmonella encontramos es la de
temperatura ambiente (20° C), sequida de la de -18° C, en la que se pierde mas del
60% del indculo. A -40°C observamos que el nimero de Salmonella inicial se reduce

solamente en un 20%.

En la tabla 5.4 tenemaos los resultados para tiempos de almacenamiento entre 8 y 256
dias para todas las temperaturas estudiadas. Podemos observar que en el dia 16 a
200 C el resultado cobtenido es < 10 ufc/g, que indica que sdlo enriqueciendo la
muestra hemos podido recuperarla. Las temperaturas de almacenamiento que tras
256 dias resultaron negativas a la presencia de Salmonella son las de -18° y 202 C.
Conservadas las muestras a 4° C, se mantiene aproximadamente un 6% del inéculo
inicial, suponiendo unas 14 ufc/g. La temperatura de -40° C, en este periodo, se
comporta de forma similar a la de -80° C,

Al igual que en grafico 5.1 para la HSST, en el grafico 5.2 podemos observar los
resultados de cada temperatura respecto al tiempo de almacenaje, y de igual forma
que en la HSST, al comparar las pendientes podemos establecer dos grupos entre los
que existen diferencias significativas para «=0,05 y 0,01; uno de ellos formado por las

temperaturas de -40 y -80°C y otro con las de 20, 4 y -18°C.

Las muestras naturalmente contaminadas, como hemos visto en el Capitulo 4, tienen
un nimero de Salmonella realmente bajo, lo que implica que si las muestras no se
conservan adecuadamente, el resultado, normalmente, no podra ajustarse a la
realidad y en caso de ser necesaria su reconfirmacion los resultados siempre seran

contradictorios.
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Las normas fijadas en el BOE aplicables al andlisis microbioldgico en alimentos para
animales son las siguientes:

- BOE, niimero 168, de fecha 15 de julio de 1983. Real Decreto 1945/1983
de 22 de junio en el que se regulan las infracciones y sanciones en
defensa del consumidor vy de la produccidn agroalimentaria.

- BOE, nimero 41 de fecha 15 de febrero de 1988 sobre normas
microbioldgicas para productos destinados a la alimentacidn de los
animales.

- BOE nimero 121 de fecha 22 de mayo de 1989, Orden Ministerial de 12
de mayo de 1989, Piensos. Métodos oficiales de toma de muestras de
alimentos para animales.

En ninguno de ellos, se describe cual ha de ser la sistematica para el transporte y
conservacion de las muestras, limitandose a citar el niimero de muestras que
representan un muestreo y el orden analitico de su realizacion. Estas normas
ponen en evidencia a la Administracion, siendo obvio que sin una normativa clara y
definitiva pueden plantearse problemas legales en su interpretacién. Un transporte y
conservacion inadecuada de las muestras puede producir resultados analiticos
dispares, que tendran especial importancia en aqueilas muestras en las que sea
necesario realizar un andlisis contradictorio y dirimente.

5.4. Conclusiones globales

A la vista de los resuitados obtenidos, podemos enumerar las siguientes conciusiones:
+ La temperatura de almacenamiento de este tipo de productos ha de ser de 40° C,
como maximo para evitar la destruccion de Sa/monelia.

« Si se sospecha que una muestra ha de conservarse para la realizacion de un
analisis contradictorio se recomienda que sea almacenada a 40 ¢ -80°C.

» El envio al laboratorio debe realizarse lo més rdpidamente posible. Si se realiza en
las siguientes 6 horas, es suficiente que se lleve a cabo a ternperatura ambiente,
siempre que estemos en rangos proximos a 20° C. Si no se puetle garantizar esta
temperatura, o tiempo necesario para el envio de la muestra es de 24 horas, éste
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Antes de realizar su analisis nunca han de congelarse estos productos a -18°

C(congeladores caseros).

No se encuentran diferencias a lo largo del tiempo entre ias harinas de soja
tratadas (HST) vy las harinas de soja sin tratar {HSST) a las temperaturas de

atmacenamiento utilizadas.

Revisiones periddicas de las normas. Recomendamos la conveniencia de
legislacion, dada la falta de normativa respecto al transporte y conservacion de
muestras remitidas para su estudio, principalmente, teniendo en cuenta el bajo

numero de Saimonella presentes en muestras naturalmente contaminadas.

Creacidn de comisiones de estudio entre la administracion y el sector implicado.
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CAPITULO 6.

SUPERVIVENCIA DE Sa/monella EN
ALIMENTOS SOMETIDAS A DISTINTAS
TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO.

6. Supervivencia de Sa/monella en alimentos sometidas a distintas temperaturas de

almacenamiento.
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6.- SUPERVIVENCIA DE Salmonella EN ALIMENTOS
SOMETIDAS A DISTINTAS TEMPERATURAS DE
ALMACENAMIENTO.

6.1.- Antecedentes. Plan de trabajo.

Al conocer los resultados en harinas de soja, nos planteamos conocer qué
tiempo y temperaturas eran las adecuadas para almacenar alimentos que se
recogen habitualmente en inspecciones sanitarias y se envian a los laboratorios
para su analisis. Es practica habitual el mantenimiento de la muestra en nevera
(de 4 a 8°C) hasta su andlisis, si se realiza durante las primeras 24 horas
después de la recepcion. Si el andlisis se lleva a cabo después de este tiempo,
comao las muestras normalmente son perecederas, se guardan en congeladores
caseros a unos -18°C. Ademas de saber si la muestra mantiene las mismas
condiciones en que se tomd, queriamos establecer un protocolo a seguir en

caso de gue se necesite realizar un analisis contradictorio.

Como en el capitulo anterior, la bibliografia es extensa referente a la toma de
muestras (BOE nimero 121 de 2 de mayo de 1989) y muestreo (UNE 66-020-
88), pero no hemos encontrado ninguna explicacion clara sobre el modo de
transporte més adecuado, ni el tipo de conservacién que se ha de realizar para
que la muestra se mantenga en condiciones 6ptimas sin dafiar a las Salmonella
presentes.

Para ello, tomamos tres tipos de alimentos como representativos de aquellos
vinculados a toxiinfecciones alimentarias, como son: la crema pastelera, la
carne picada tipo hamburguesa y gambas. De esta forma podiamos establecer
unos tiempos y temperaturas minimas para cada grupo de productos.
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6.2.- Material y método.

6.2.1.- Medios de cultivo y diluyentes,

Los medios de cultivo y los reactivos se encuentran detallados en el anexo I.
6.2.2.- Preparacion del indculo.

Se utilizd el método descrito en el capitulo 4.
6.2.3.- Método de andlisis.

Se tomaron 500 g de crema pastelera, 500 g de carne picada y 500 g de
gambas peladas.

En todos los casos se tomaron muestras y se realizd un andlisis previo,
siguiendo la metodologia descrita en el Capitulo 3, para comprobar que estaban
libres de Salmonella.

Se colocaron en contenedores de plastico estériles y se les afiadié un indculo de
Salmonella para que la muestra final estuviera contaminada con valores entre
10° y 10° ufc/g segln los niveles determinados en el capitulo 4 (Blaser M. 1.,
Newman, L.S., 1982).

Todas las muestras se homogeneizaron, tras la inoculacién, durante unos 15
minutos y se repartieron en bolsas de plastico a razén de unos 10 g. Estas se

almacenaron a -80°C, -40°C, -18°C, 4°C y 20°C (temperatura ambiente).

Se cuitivaron dos muestras de cada alimento para realizar el recuento de
Salmonella a tiempo 0 con seis réplicas cada una,

Los recuentos se realizaron mediante diluciones decimales en agua de peptona
hasta la dilucién 1:1000 (103).
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Se tomaron 0,33 ml de cada dilucidn y se sembrd por triplicado en placas de
XLD. Las placas se incubaron a 37 + 1° C durante 18-24 horas. Se realizd la
lectura de las placas y se confirmaron con suero polivalente de Salmonella, al
menos, tres colonias por placa, ya que se aislaban colonias en cultivo puro.

Con las muestras almacenadas se realizé la misma experiencia a las 24 horas, y
los dias 2, 8, 16 y 32 por triplicado en cada momento. Para las muestras
almacenadas a 20°C solamente se pudieron realizar recuentos a las 24 y 48
horas y a 4°C a las 24 y 48 horas y los dias 4 y 8, ya que la alteracion de los

productos era acusada.

6.2.4.- Analisis estadistico.
Para que los resultados obtenidos en los recuentos microbioldgicos se ajusten a
una distribucion estadistica normal, desde un punto de vista estadistico, es
preferible el uso de la media geométrica (g) (Rios Castro, A. 1994). Por tanto

como valores medios hemos utilizado ésta.

Para comparar los resultados hemos aplicado métodos de comparacion de
pendientes. (Siegel, S., 1956; SAS Institute Inc. 1985).
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6.3.- Resultados y discusion.

TABLA 6.1 Resultados obtenidos sobre carne picada.

0 Horas 24 48 Horas o 1) 8Dias | 16Dias | 32 Dias Yo
Horas
20°0C 21x100| 1,9x 100 1. 7] = - 91, 7
9,7 7.3
40 ¢ 24x10° | 9,5x%10° 58,7| 1,3x10°] — 43, 51
11,7 9,1 11,4
189C | 23x10°W| 34x100| L1x10 99, 5 10 0®[ -100, 0 ™
12,4 17,1 7,0 6,23 0| -100,0"
400 C 51x10°| 57 x10° 75, 2| 53x10%| 4,1 x10°| 4,0 x 10°| -29, 89
19,8 13,1 130 3 9,8 79| -82, 6"
-80°C 6,7 x 10°| 7,1 x 10 69,1] 69x10°| 63x 10’ 64x 10| 9,9
7.8 9,3 8,1 7.1 10,3| -72,2

* Media geomética (g)

b hesyiacian Hpica

“ i de disminuclén de Saimanalia pasadas 48 horas.,

d

Muestras enriqueddas con SBG positivas y recuentos <10 ufi/g.

* Muestras enriguecidas con SBG negativas y recusntos - 10 ufc/g en todas las réplicas,

" 9% de disminucidn de Saimonells entre & inicio y & fin del ensayo

9 9, de disminucidn de Saimoneiia desde el dia 8 & dia 32.

Capituio & pdy.
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GRAFICO 6.1 Recuentos realizados schre carme picada

0 Horas 24 Horos 2 Dias 8 Dias 14 Dlas 32 Dias
[==20°C  4°C == -18°C = -40°C == BO°C

GRAFICO 6.2 Curva de lendencia de Salmonella en came picada respecto al tiempo v la
temperatura de almacenamiento,

feig (Miles
q /g (Miles)

-3
0 Horas 24 Horas 2 Dias 8 Dias 1& Dias 32 Dias

—0rC 4°0 =—-18°C =—-A0°C =—-80°C
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TABLA 6.2 Resultados obtenidos con gambas.

OHoras | Z4horas | 2Dias | %'9 | 8Dias | 16Dias | 32 Dias %
- 200C 2,0x10° | 2,1x10° | 90,9 — | - 90,9
5,1 7,9
40 C 21x10° | 20x10° | 13,1 | 9,0x10? - -60, 8"
8,7 11,4 9,3
T 189C |2 3x10°™W[ 51x107 | 1,7x10° | -99,3 10 0™ 0@ | -100,07
12,4 ® 3,5 10,1 10 0 0 -100,0
408 € T1x10° | B3x107 | 63,9 | 7,000 | 64x10 | 53x107 | 2540
4,3 171 9,7 16,3 8,7 -76,9'"
800 C 8ExI0 | 74xI07 | 6,8 | 69F | 72x10 | 57x107 | 174
5,8 5.7 11,3 7.5 8,3 70,01

® Media geomitrica {g)

b Besviacion Lipeca

€ e de disminucitn de Satmanalla pasadas 48 horas..

9 Muestras enriquecidas con SBG positivas y requentos <10 ufc/g.

" Muestras enriquedidas con SBG negativas y recuentos - 10 uft/g en todas as réplicas.

%, de disminucidn de Saimonala enore & inicio y &l fin dal ensayd

% oy, de disminucién de Samonalia desds el dia 8 a! diz 3L
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GRAFICO 6.3 Recuentos realizados sobre gambas
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TABLA 6.3 Resultados obtenidos con crema pastelera,

OHoras | 24 horas | 2 Dias %@ | gpias | 16Dias | 32 Dias %
200 | 2,0x10° | 2,5x10° | -89, 1 - | == -89, 17
6,3 6,9
49C 2,0x10° | 1,8x10° | -21,7 | 1,0x10° s .56, 50 |
8,7 9,6
A8°C |2 3x10°@[ 6,1x10° | 3,3x10° | -85, 65 o 0™ | -100, g
12,4® 11,5 8,1 0 0 -100, oW
400 C 11x10° | 9,7x10° | 57,8 7.6 x10° | 6, 5x10°| -33, 0
88 58 11,6 10,9 12,7 1,7
-80°C 2 1x10' | 1,9%x10° | -17,4 | 1,9x10° | 9,2x10° | 7,7 10’ | -59, 59|
11,8 0,7 2,3 9,5 10,3 -66, 5"
* Media geométrica (g)

" Desviacidn tplca

“ g de dleminucitn de Saimonalia pasadas 45 horas..

% Muestras enfguecdas con SBG positives v recuentos <10 ufcfg,

® Muestras enriquecidas con SBG negativas y recuentos < 10 ufc/g en todas fas réplicas,

! o de disminucion de Salmanaia entre e inicio y & fin dal snsayo

U &4 de disminucidn de Saimonaes desds el dia B al dia 32.
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GRAFICO 6.5 Recuentos realizados sobre crema pastelera
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Se llevaron a cabo dos tipos de evaluacién con los datos obtenidos:

o Comparacién de la disminucion del nimero de Salmonella en la

muestra utilizando distintas temperaturas de almacenamiento.

» Comparacion de la disminucion del nimero de Salmonella utilizando
distintas matrices, carne picada, gambas y crema pastelera a distintas

temperaturas de almacenamiento.

El valor teérico medio del indculo utilizado fue de 2,30 x 10° ufc, oscilando entre
1,7 x 10°y 3,1 x10° ufc.

En las tablas 6.1, 6.2 y 6.3 se exponen los resultados obtenidos sobre carne
picada, gambas y crema pastelera. Durante las primeras 24 horas, después de
la inoculacion con Salmonella, se produce la reduccibn mas brusca,

principalmente en carne picada y gambas.

Los ftres productos son perecederos y por tanto, no pueden realizarse
almacenamientos de los productos hasta el 89 dia sin que se alteren. A 49C
pueden almacenarse hasta el 89 dia, esta temperatura ha proporcionado
resultados sorprendentes, ya que en productos como las gambas se mantuvo la
concentracién inicial de Salmonella mejor que a temperaturas de congelacion
de -40 e incluso -80°C. Para cuando sean necesarios periodos superiores a 8

dias sélo debe confiarse en estas temperaturas de congelacion.

Las temperaturas de -189C, el almacenamiento de estos productos para su
andalisis posterior, resultd fatal ya que disminuye el indculo de Salmonella entre
un 85,6% para la crema pastelera y 99,3 y un 99,5% para gambas y carne
picada en tan sélo 48 horas.

En las graficas 6.2, 6.4 y 6.6, podemos comparar las pendientes de las curvas, y
dado que algunos productos ne han podido ser analizados a temperatura
ambiente (202C) y a 4°C mas de 8 dias, haremos la comparacién de las
pendientes en dos grupos:

e Deldia0al8
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« Del dia 0 al 32.

Para carne picada (Tabla 6. 1, gréficos 6.2 y 6.3):

+ Del dia 0 al 8. Encontramos tres grupos entre los que existen
diferencias significativas para un o de 0,01 y 0,05 y no aparecen
dentro de ellos:

- 200C
— 4y-18°C
- -40y -80°C

¢ Del dia 0 al 32. Encontramos tres grupos entre los que existen
diferencias significativas para un a de 0,01 y 0,05 y no aparecen
dentro de elios:

- -18°C
- 4y20°C
- -40y -80°C

Para gambas (Tabla 6.2, graficos 6.4 y 6.5):

+ Del dia 0 al 8. Encontramos tres grupos entre los que existen
diferencias significativas para un o de 0,01 y 0,05 y no aparecen
dentro de ellos:

- -189C
- 20°C
— 4,-40y -80°C

¢ Del dia 0 al 32. Encontramos tres grupos entre los que existen
diferencias significativas para un o de 0,01 y 0,05 y no aparecen
dentro de ellos:

- -18°C
— 200C
- 4, -40y -80°C
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Para crema pastelera (Tabla 6.3, graficos 6.5 y 6.6):

¢+ Del dia 0 al 8. Encontramos cuatro grupos entre los gue existen
diferencias significativas para un o de 0,01 y 0,05 y no aparecen
dentro de ellos:
~ -18°C
- 20°C
~ 4,-400C
- -80°C
+ Del dia 0 al 32. Encontramos tres grupos entre los gue existen
diferencias significativas para un « de 0,01 y 0,05 y no aparecen
dentro de ellos:
- -18y 20°C
- 40C
- -40y -80°C

Tal y como comentabamos en el capitulo 5, la toma de muestras se ileva a cabo
basandose en el BOE nimero 11 R. D. 1945/1983 de 22 de junio. Aungue en
este caso existen normas de realizacion de analisis mediante la UNE o ISO
correspondiente, en ninguna de éstas se indica la temperatura éptima de
almacenamiento ni el método de transporte de las muestras hasta el
{aboratorio. Como observamos en los resultados, es muy importante el tiempo
transcurrido desde la toma de muestra hasta su analisis, mucho mas si es
necesario realizar andlisis contradictorio y la temperatura de conservacion de la

misma.
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6.4.- Conclusiones globales.

Las conclusiones principales de este capitulo son:

En las muestras tomadas de alimentos para analisis de Sa/monella, se debe
tener en cuenta:

+ Si el andlisis se lleva a cabo durante las primeras 48 horas, el
almacenamiento ha de realizarse:

— Para los tres productos la temperatura preferente es la de 4°C, e
incluso puede utilizarse la temperatura ambiente (préxima a los
20°C).

» Si el andlisis ha de realizarse después de [as primeras 48 horas:

— El almacenamiento ha de realizarse a 40 y si es posible a -80°C,

+ En ningin caso ha de utilizarse la temperatura de -18°c
{congeladores caseros).
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7. Busqueda de inhibidores en la harina de soja

7.1. Antecedentes. Plan de trabajo

Debido a que encontrabamos Salmonella en distinta proporcién en las harinas de soja
tratadas (HST) y en las harinas de soja sin tratar (HSST), pensamos que el proceso de

fabricacion de ambos productos tendria un papel importante en este sentido.

Durante el procesamiento de la HST se utiliza un disolvente quimico, generaimente
hexano, para extraer el aceite del haba de soja. El disolvente se separa de los fléculos
extraidos mediante un aparatc conocido con el nombre de DT
(disolventizador/tostador). El DT alcanza temperaturas de vapor entre 71 y 82°C,

Mientras que en las HSST, no se utiliza ningln tipo de extractor de grasa.

Se tomaron un total de 14 muestras de HST y se analizaron para conocer si el nivel de
solventes utilizados durante su fabricacién permanecian en el producto. Se realizd
mediante cromatografia de gases con sistema de inyeccién por purga y trampa y

detector de ionizacion de llama (FID), y cuantificacidn con patrén externo.

También se llevd a cabo la determinacion biologica para detectar la presencia de
inhibidores analizdndose un total de 24 muestras de HST y HSST mediante ensayos
microbiologicos basados en el crecimiento o no de Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis, mediante dos tipos de pruebas comerciales. Paralelamente, se realizé una
prueba de inhibicién utilizidndose como cepa indicadora Salmonella Typhimurium CECT

443, especie utilizada en todos los ensayos de este trabajo.
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7.2. Material y método. Presencia de residuos quimicos.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

Cuantificacion de hexano en la harina de soja tratada.

Dado que el disolvente residual en la harina no debe exceder de 600 ppm segin
Woerfel. 1.B.,1992, utilizamos para la cuantificacién de hexano y otros residuos en las
muestras los métodos recomendados por la AOAC vy la EPA para la cuantificacion de
residuos quimicos organicos.(Métodos EPA: SW-846, Método 8280 y 613; Horwitz, W,

y otros, 1980; Pesticide analytical manual, volumen I -II)

Extraccion y concentracion,

Se tomé 0,5 g de muestra y se calentdé a 100°C durante 2 minutos en el
portamuestras. Pasado este tiempo, se aplicd un flujo de 60 ml/minuto de N, durante

15 minutos para recoger €l hexano en la trampa.

La temperatura de desorcién de la trampa fue de 100°C y el tiempo de desorcion

utilizado de 2 minutos con un fiujo de 60 ml/minutos.

Condiciones cromatogréficas.

Cromatdgrafo: GC Shimadzu 14-A

Columna SPB-1 de 30 m. de longitud y 0,25 mm de didmetro interno con 0,25 pm de
espesor de pelicula.

Detector FID (flame ionization detector).

Temperatura del horno: 359C

Temperatura del inyector: 125°C

Temperatura del detector: 150°C

Gas portadar: N,

Flujo: 0,8 mlfminuto.
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7.2.4. Cuantificacion de residuos.

La cuantificacion de residuos de hexano se realizé mediante una recta de calibraciéon

con patrén externo.

7.2.5. Resultados.

TABLA 7.1 Resultados obtenidos sobre muestras de harina de soja.

N° de muestra [Resultado(ng/Ka.) |
1 213 ]
h 2 <0,1
3 [ <0,1
4 1,5
| 5 <0,1
6 15 ]
7 { <0,1
8 L <0,1
9 <0,1
10 JL <0,1
11 <0,1
12 <l 01
13 <0,1
14 0,2
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7.2.5.1,

Cromatogramas
START STRRT
- »
Ga.7- 6.7 -
F -
13.3- 13.3-
TQp BToP

Cromatograma con valor considerado de Cromatograma con 20 1 g/kg.
< 0,1 ng/ka.

ZTRRT

)
|

0
|
'W

Cromatograma con 200 p 9/kg.
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7.3. Material necesario para la realizacion de la prueba de
inhibidores.
Para los ensayos se tomaron 11 muestras de harina de soja tratada (HST) y 11
muestras de harina de soja sin tratar (HSST), ademas de dos muestras de las harinas
utilizadas en el estudio de prevalencia. (Ver Capitulo 7).
Los medios de cultivo y los reactivos se encuentran detallados en el anexo 1.
7.3.1. Delvotest (Gist-Brocades) y con BR TEST

El principio de la prueba consiste en la utilizacién de esporas de Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis C953. Este microorganismo es sensible a gran
cantidad de inhibidores microbianos. La germinacion de la espora, con los nutrientes
y la temperatura adecuados, forma un medio acido que hace virar el indicador del
medio. Si la muestra contiene algln tipo de inhibidor, no se multiplica el bacilo y por

tanto no se produce acido y el medio se mantiene del color original (parpura).

El material que se utilizé fue el recomendado por la casa comercial:

« Ampollas con Bacillus stearothermophilus var. calidolactis: el bacilo se encuentra en
forma esporulada estabilizada. Las esporas no pasan a la fase vegetativa hasta no
haberse ariadido la pastilla nutritiva al medio de cultivo y la temperatura alcance y
se mantenga a 64°C.

= Tabletas nutritivas

+ Micropipeta de volumen variable.

« Puntas de pipeta estériles

¢ Placas de ELISA estériles.

s Salmonella Typhimurium {(CECT 443)

e La descripcion y preparacion de los medios de cultivo se encuentran en el Anexo I

» Pdrpura de Bromocresol al 0,04% (DIFCO):

+ PBS salino al 1% (Saco, M.; M.A. Diaz y A. San Gabriel. 1986M; Tschape. H, 1996)

» Agua peptonada.

e Control negativo: se llevara en paralelo una ampolla marcada con CN, y se afadira

0,1 del control negativo estandar proporcionado por la casa comercial.
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7.3.1.1. Preparacién de la muestra,

Se pesd 1 g de harina de soja en 10 ml de PBS al 1% y se mantuvo 2 horas en
agitacion. A continuacion se centrifugd durante 2 minutos a 2000 r.p.m. E!
sobrenadante se filtré con un poro de 0,22 pm, y se tomaron 100 pl para la realizacion
de la prueba.

7.3.1.2. Preparacidn de las placas con Salmonella Typhimurium

Se tomd un vial de Salmonella Typhimurium (CECT 443) y se inoculd en un matraz con
10 mi de agua de peptona. Se incubdé durante unas 24 horas a 37 + 19C. A
continuacién se centrifugd durante 2 minutos a 2000 r.p.m. Se desechd el
sobrenadante y el sedimento se disolvié de forma aséptica en cabina de flujo laminar,
con 2 ml de la solucion de pdrpura de bromocresol al 0,04%. Se mantuvo en agitacién

2 minutos y se tomaron 100 pl y se afiadieron a los pocillos nhecesarios.

El resto de la prueba se llevd a cabo igual que para el caso de Bacillus

stearothermophilus var. calidolactis

7.3.1.3. Preparacion de las placas con B. stearothermophilus.

Se tomo una ampolla por cada muestra a probar y se le afiadié una tableta nutritiva y
0,1 ml de la muestra problema.

Se incubaron las ampolias utilizadas en un “bafio maria” a 64+ 0,1°C.

7.3.1.4. Lectura e interpretacién de los resultados.

Después de 2 2 horas, se comprobé el color de las ampollas, y se utilizd el mismo

sistema tanto para Salmonella como para B. stearothermophilus :
¢ Muestras Negativas (-): Color amarillo, no contienen ningln residuo de sustancias

inhibidoras.
e Muestras Positivas {+): Color purpura, contiene residuos de sustancias inhibidoras.
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7.4. Resultados y discusion

Segun Woerfel, 1.B.,1992, el hexano residual en la harina de soja no debe exceder de
600 ppm, aunque recomienda que no pase de 200 ppm. En la tabla 7. 1 puede
observarse gue ninguna de las muestras analizadas contiene estos niveles, muy al
contrario, los datos indican que practicamente la totalidad de los solventes utilizados
se ha volatilizado. Por ello podriamos concluir que éste no era el factor limitante para
que en la soja tratada el nimero de muestras positivas a Salmonella fuese menor a la

de HSST. Por tanto, solo nos quedaba estudiar si existian o no otro tipo de inhibidores.

Las pruebas microbioldgicas para ver presencia de inhibidores estan destinadas,
fundamentalmente, a muestras de leche y/o huevos. La sensibilidad es muy alta
aunque la especificidad no lo es. Por eso, aunque estas pruebas no estan disefiadas
especificamente para harinas de soja, pensamos que si existia cualquier tipo de

inhibicién podriamos ponerla de manifiesto.

También se realizaron los mismos ensayos con Salmonella Typhimiurium (G-) por si

habia diferencias con el Bacillus stearothermophilus (G+).
En ninguna de las pruebas utilizadas (BR test y Delvotest) encontramos presencia de

ningtn residuo inhibidor, tampoco se aprecia diferencias respecto al microorganismo
utilizado.

Capitulo 7 pdg. 96



7.5. Conclusiones globales

Por todo esto, el hecho de que haya mayor porcentaje de muestras de HSST con
presencia de Salmonella que en las HST, no depende de la presencia de inhibidores

en las harinas de soja.

Como conclusidn final, se puede decir que la destruccién o no contaminacion en las
HST se debe a factores distintos y no a la presencia de ningin tipo de sustancias
inhibidoras de la propia harina de soja.
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8. PREVALENCIA DE Salmonella EN HARINA DE SOJA.

8.1. Antecedentes. Plan de trabajo.

Salmonella es un patdégeno que obligatoriamente debe controlarse en productos
destinados a la alimentacion de los animales segln se describe en el BOE n® 41 del 17
de Febrero de 1988 (ver Anexo II). La creencia general es que las materias primas
utilizadas en la fabricacion de piensos compuestos mas “peligrosas”, desde el punto de
vista de este microorganismo, son las de origen animal (harinas de carne, huesos,
sangre y pescado), aunque teniamos datos que resultaban contradictorios con esta

afirmacion.

La incorporacion de soja para la elaboracion de piensos compuestos para los animales
se viene realizando desde principio de siglo (ver capitulo 1). En Espafia la utilizacion
de esta materia prima depende de importaciones de otros paises, ya que el cultivo de

la soja en nuestro pais es meramente testimonial.

Entre enero de 1990 y diciembre de 1996 se han analizado, para este trabajo, un total
de 4.504 muestras de harina de soja de distintos origenes geograficos. Con la
finalidad de establecer condlusiones de utilidad para la industria de los piensos

compuestos, hemos considerado una serie de variables, como son:
s ORIGEN. Las hemos clasificado como HN, hemisferio norte (Estados
Unidos) y HS hemisferio sur {Brasil, Argentina).
» EPOCA de aislamiento. Estaciones, meses y afios.
» Tipo de TRATAMIENTO de la soja. Harinas de soja tratadas, después de

extraccion del aceite (HST) y harinas de soja sin tratar, o fuli-fat (HSST).
o ANOS: Desde Enero de 1990 a Diciembre de 1996.

8.2. Material y método.

8.2.1. Medios de cultivo y reactivos.

Los medios de cultivo y los reactivos se encuentran detallados en el anexo I.
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8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

Muestras utilizadas.

Las muestras utilizadas han sido 4.504 para todos los ensayos de harinas de soja
tratadas (HST) y harinas de soja sin tratar (HSST).

Las muestras de harinas de soja tratadas (HST) han sido 2.890, lo que corresponde a
un porcentaje del 64,16 % del total

Las muestras de harinas de soja sin tratar (HSST) han sido 1.158, lo que corresponde
a un porcentaje del 25,71 % del total.

No fue posible la identificacion de las 456 muestras restantes, mediante el
correspondiente andlisis quimico, por ello se han denominado genéricamente como

soja, siendo su porcentaje un 10,13 % del total.

Método de ensayo.

El método utilizado es el descrito en el capitulo 3 y esta basado en un enriquecimiento
con selenito verde brillante (SBG), aislamiento scbre placas de Salmonella - Shigella
(5S), Xilosa Lisina Dextrosa (XLD) y agar verde brillante {BGA).

Las tipificaciones de Salmonella, entre 1990 y 1995 se realizaron en el Centro de Salud
Carlos III de Majadahonda de Madrid y las de 1996 en el departamento de
Bacteriologia del Centro Nacional de referencia de Salmonelosis Animal de Algete
{Madrid).

Analisis estadistico.

El anélisis estadistico de los resultados se realizd mediante el paquete informatico

SAS. Las pruebas estadisticas utilizadas han sido:

e Test no paramétricos (SAS, programa informatico, 1985; Siegel, S, 1956) Para
resuitados basados en presencia/ausencia. Se utilizaron los siguientes test:
*  Wilcoxon Score.
*  Test de Kolmogorov-Smirnov.
* Test de Cramer - Von Mises.

* Test de Van der Waerden Scores.
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* Chi-Square Approximation.

» Andlisis de varianza: test de GLM para muestras en ias que el nimero de datos no
es igual por tratamiento. En aquellos casos en que aparecen diferencias
significativas se utilizaron tests de comparaciones posteriores multiples. En nuestro
caso utilizamos Duncan (para disefios equilibrados) y Scheffe (para disefios
desequilibrados). En las tablas 8. 27, 8. 28, 8. 29 y 8. 30 los agrupamientos cen
igual letra no presentan diferencias significativas para un o = 0,05; las tablas que
tienen distintas letras presentan entre si diferencias significativas para el mismo

valor de significacion.

» Test de homogeneidad. Test de Mac Nemar: Estos tests se han utilizado para
muestras basadas en frecuencias de tipo presencia/ausencia (Siegel, 1956; Flowers,
R.S.y col., 1987; Eckner, K.F. y col., 1987; Sachs, L., 1988).

8.3. Resultados y discusion.

Entre 1990 y 1996 se analizaron un total de 4504 muestras de harina de soja de

origen comercial.

En el anexo del capitulo 8, se encuentran los resultados obtenidas entre 1990 y 1996,

ordenados por afios:

o Areas geograficas, producto y resultados.

o Areas geograficas, producto y tiempo,

« Correlacidn de los serotipos aislados por nosotros con los identificados a
partir de alimentos. (&)

s Correlacién de los serotipos aislados por nosotros con los obtenidos a partir
de animales enfermos. (p)

» Caracterizacion de los aislados en HSST.

+ Caracterizacion de los aislados en HST.

(») En estos dos casos los datos se tomaron a partir del Boietin Epidemicldgico emitide por el

laboratorio de referencia.(instituto de Salud Carlos III, Ministeric de Sanidad y Consumo)
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a) Resuitados estadisticos para los afios 1990 - 1996.
TABLA 8.27

e —_ 5 . ™ .
199109 636 91 0,1431 B
19920 480 78 0,1625 B
19930 ‘ 375 2 0,0560 C

1994 539 24 0,0445 C
1995 * 768 38 0,0495 C
1996 683 26 0,0381 C

™ No se han tenido en cuenta las muestras clasificadas genéricamente como soja.
Todos los datos han sido calculados teniendo en cuenta, como variable dependiente,
el nimero de muestras con presencia de Salimonelfa.

Tras el analisis estadistico por afios, en lo que hace referencia al numero de
aislamientos, hemos podido comprobar que existe agrupacion con una significacion
del «=0,05 y con una clara tendencia a la disminucién de la prevalencia en ios
ultimos afios (grupo C).

v Grupo A: 1990
v Grupo B: 1991 y 1992
v Grupo C: 1993, 1994,1995 y 1996

No hemos podido establecer ninguna correlacion con el clima y las areas de
importacion en Espafia, ya que la llegada de estos productos se produce en cinco
puertos diferentes, situados principalmente en el norte y en el este del pais, siendo la
climatologia de ambas zonas muy diferente. Se observa que la tendencia de estos
afios se mantiene en un 4 %. En 1997 para estos productos, se espera obtener los
mismos porcentajes de prevalencia de Saimonelfa, lo que estaria en concordancia con
las disminuciones observadas durante los (ltimos 4 afios, lo que conduce a
pensar en el esfuerzo que se realiza para presentar productos de mayor calidad.
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b) Resultados estadisticos para los anos 1990 - 1996 por tratamientos (HST y HSST).

TABLA 8.28

HSST

1158 210 018135 | T

HST

2890 129 0,04464 II

En la tabla 8.28, se observan los resultados totales de muestras positivas a
Saimonella en las HST y HSST en los siete afios del estudio. Tras un andlisis
estadistico hemos comprobado que existen diferencias significativas entre un
tratamiento y otro para un nivel de significacion del 0,05, con un claro predominio de
aislamientos positivos en las HSST sobre [as HST.

Consideramos importante hacer hincapié en el vacio legal que encontramos para este
tipo de probiemas. La legislacidn actual es muy escasa al respecto. La norma en
vigor de las especificaciones bacterioldgicas para productos destinados a la
alimentacidn de los animales, es del 15 de febrero de 1988, BOE nimero 41 (Anexo
II). En ella se citan los niveles maximos para productos lacteos en el Articulo 2°
apartado a) y en el apartado b) para los demas productos. En dicha orden se cita en
el capitulo 4 que los productos de origen animal procedentes del exterior deberan
venir acompafiados de un certificado oficial en el que se garanticen las
especificaciones  bacterioldgicas y ademas se tomardn  muestras
sistematicamente con fines analiticos. Los productos de naturaleza distinta
tunicamente se someterdn a muestreo esporadico y no se les exigird certificacion
veterinaria. Son muchas las dudas que nos plantea esta norma, siendo algunas de
las mas obvias équé significa muestreo esporadico?, épor qué no estan sujetas a
control las materias primas como la harina de soja, que presenta tan altos
porcentajes de contaminacion, a veces mayor que las de origen animal?. Lo anterior
nos lleva a pensar en la conveniencia de establecer un plan de revisién de la
legislacion a este respecto.
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¢) Resultados estadisticos para los afios 1990 - 1996 por areas geograficas.

H. Norte

TABLA 8.29

H. Sur

En la tabla 8.29, tras el andlisis estadistico, comprobamos que existen diferencias
significativas entre los aislamientos positivos realizados a partir de sojas importadas
del hemisferio norte y del hemisferio sur, siendo significativamente mayores con un

10,7% frente a un 6,9% , con un « del 0,05, las realizadas a partir del HN.

En fas tablas 8. 1, 8. 5, 8. 9, 8. 13, 8. 17, 8. 21 y 8. 23 del anexo se encuentran los
resultados obtenidos por dreas geograficas entre 1990 y 1997. El afio con mayor
incidencia de Salmonella en el Hemisferio Sur fue 1994 con un 16,67% para las HST y
con un 43,75% para las HSST. Respecto al Hemisferio Norte, en 1995 fue de un
52,63% para HST y de un 37,5% en 1994 para las HSST. En todos los casos, los
porcentajes encontrados son muy altos, teniendo en cuenta que en 1995 en mas de la

mitad de las muestras de HST se aislaron Salmonella.

En los gréaficos 8. 1, 8. 5, 8. 9, 8. 13, 8. 17, 8. 21 y 8. 23 de anexo pueden observarse
con claridad estos resultados.

El haba de soja se cosecha en primavera - verano en el HN y en otofio - invierno en el
HS, no existiendo problemas de suministro a lo largo del afo por ser un producto que

se cultiva en ambos hemisferios,

El harina de soja o el haba de soja llega a Espaia en barcos, siendo generalmente el
almacenamiento en zonas préximas a puertos. Los almacenes son abiertos y de gran
capacidad, usandose palas y excavadoras para mover la mercancia. En estas
condiciones, la presencia de aves (gorriones, palomas, gaviotas), junto con roedores e
insectos, es normal que se produzcan contaminaciones constantes (Madsen, M., Hald,
B., v Olsern, A. , 1977; Pfeiffer, D. G. y Axtell, R. C. , 1980; McAllister, J. C. , y col.,
1995). A este factor de contaminacién se une el polvo provocado por la entrada y
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salida de camiones, asi como el de palas y excavadoras. Este polvo es capaz de
contaminar otros productos almacenados en una zona distinta de la nave, como la
harina de colza que no presenta habitualmente problemas con Salmonella. Durante los
encuentros de Ploufragan, en mayo de 1997,comenzd a hablarse de contaminacion
por Salmonella en productos vegetales, como la alfalfa, por dos brotes acaecidos en
Finlandia y USA simuftaneamente, come insospechados, cuando es un hecho que la
harina de soja presenta en nuestro estudio contaminaciones por Salmonella de hasta
un 45% en algunos casos comparables con las existentes para preductos considerados

de mucho mayor riesgo como las harinas de origen animal.(Ver anexo III)

d) Resultados estadisticos para los afios 1990 — 1996 por estaciones.

TABLA 8.30

Primavera 971 71 0,0731 a
Verano 896 49 0,0547 a
Otofio 1100 112 0,1018 b
Invierno 1081 108 0,0991 b

Tras el analisis estadistico, observamos como se produce un doble agrupamiento, por

un lado la primavera y el verano y por otro el otofio v el invierno.

Las importaciones, por regla generai, del HS, se producen entre los meses de Abril y
Octubre, mientras gue las del HN se llevan a cabo entre Octubre y Abril, coincidiendo
con las campafias de recoleccion de este producto en el pais de origen. En cuanto a
la procedencia, observamos (tabla 8.29) como existian diferencias significativas entre
ambas zonas; los resultados por estaciones vienen a reforzar estos resultados. Por

tanto podemos plantear las siguientes hipdtesis:

- La contaminacién se produce en origen y a pesar del tratamiento de la soja en
destino mantiene parte de la carga microbiana y es por tanto el origen el punto de
contaminacion.

- La mayor parte de las importaciones se realizan con soja manufacturada; es decir,

el producto viene preparado para el consumo y, ¢ bien la contaminacion se
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- La mayor parte de las importaciones se realizan con soja manufacturada; es
decir, el producto viene preparado para el consumo y, o bien la contaminacién se
realiza en el barco durante el transporte, o ya va contaminada desde los
almacenes del origen de la mercancia.

- El producto se transforma en Espaiia y el tratamiento esteriliza el producto, la
contaminacién se lleva a cabo en los almacenes de las extractoras de soja
durante su almacenamiento.

e) Presencia de Salmonella en HST (1990-1996). GRAFICO 8.27
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g) Serotipos aislados con mayor frecuencia entre 1990 - 1996,

TABLA 8.32
SEROTIPO | Maximo detectado % Afio de aparicien
Agona 20,8 1953
Liandoff 17,74 1990
| Mbandaka 16,13 1990
'Montevideo 15,1 1992
Tilburg 41,5 1992
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Basandonos en los serovares aislados entre 1990 y 1997, hemos confeccionado unas
tablas con los resultados obtenidos en los aislamientos de origen alimentario (Centro
Nacional de Referencia, Instituto Carlos III) (Ver tablas 8. 3, 8. 7, 8. 11, 8. 15, 8. 19y
8. 23 del anexo).

En estos resultados puede observarse que, salvo en 1991 y 1993, en todos los casos
existe algln serovar aislado a partir de harina de soja que también se encuentra en
huevos y ovoproductos. En el resto de los alimentos y en el agua, estan
representados basicamente los mismos serovares que los encontrados en las harinas

de soja.

Los serovares aislados con mayor frecuencia entre 1990 y 1996 pueden observarse en
la tabla 8.32. S. Tilburg con un 41,5 % en 1992 es el serovar mas frecuentemente
aislado. S. Enteritidis y S. Typhimurium, frecuentemente aisladas en brotes de
toxiinfecciones alimentarias en el hombre fueron aisladas a partir de soja en los afios
1993, 1995 y 1996.

En cuanto a los serctipos aislados a partir de los animales enfermos (tabla 8. 4, 8. 8,
8. 12, 8. 16, 8. 20 y 8. 24 del anexo), al compararlos con los identificados a partir de
harina de soja, se comprueba que anualmente se produce algin brote que podria
estar relacionado con la presencia de Salmonella en harina de soja. No debemos
olvidar, tal y como se indica en el capitulo 1, que en las raciones suministradas a
distintas especies animales la cantidad de soja oscila entre los valores siguientes:
avicultura del 5 al 50%, porcino del 15 al 20%, vacuno del 30 al 50% y cunicultura
hasta el 10%.

Por lo que no seia extrafio que alguno de los brotes aparecidos en los animales o de
las cepas aisladas en los alimentos tuvieran su origen en la soja contaminada. Por lo
que recomendamos que seria imprescindible la realizacion de un estricto control
microbiolégico de este producto, dado que ademas cada vez se incorpora con mayor
frecuencia en alimentos destinados al consumo humano.
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8.4. Conclusiones.

A la vista de los resultados obtenidos en estos 7 afios, podemos deducir que:

- La harina de soja tiene un altisimo porcentaje de contaminacién por Salmonella
por lo que es imprescindible que se lieve a cabo un exhaustivo control
microbioldgico de la misma. Hay que tener en cuenta que los productos de
proteina de soja cada vez son més utilizados en consumo humano.

- La aparicién de Salmonella en HST es mayor que en las HSST y ésta es estacional,
siendo el otofio y scbre todo el invierno las estaciones que conllevan mayor

riesgo.

- Las Salmonella presentes en la harina de soja pueden ser las causantes de
algunos de los problemas clinicos que aparecen en los animales. S. Tilburg con un
41,5 % es el serovar aislado con mayor frecuencia que se presenta en mas alto
porcentaje. Tal y como comentamos en el capitulo 3, es muy importante el tipado
de mas de una colonia para asegurar gue el serotipo causal es Unico o esta

producido por un grupo de elios.

- Revisidn de la legislacion entre la Administracion y los sectores implicados.
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ANEXO DEL CAPITULO 8.
PREVALENCIA DE Salmonella EN HARINA DE SOJA.
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ANEXO DEL CAPITULO 8. PREVALENCIA DE Sa/monella EN HARINA DE

SOJA,

8.3.1.- RESULTADOS OBTENIDOS EN 1990,

TABLA 8.1.- Resultados obtenidos en 1590 por areas geograficas.

HSST/HST | ZONA MUESTRAS NEGATIVAS | MUESTRAS POSITIVAS
SOIA ' -
H. SUR 34 (5,65 %) 1(1,49%)
H. NORTE 62 (10,30 %) 5 (7,46%)
Tolal Soja 96 (15,95 %) 6 (8,96 %)
HSST
- |H. SUR 30 (4,98%) 6 (8,96 %)
H. NORTE 95 (15,78 %) 23(34,33%) |
Total HSST 125 (20,76 %) 29 (43,28 %)
HST
H. SUR 152 (25,25 %) 6(8,96 %) |
H. NORTE 229 (38,04 %) 26 (38,81 %)
Total HST 381 (63,29 %) 32 (47,76 %)
Suma total 602 67

GRAFICO 8.1 Presencia de Salmonelia en 1990. Areas geograficas.
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TABLA 8.2.- Resultados obtenidos en 1990 por meses.

'SOIA ENE 21(3,49 %) 1 (1,49 %)
| Fes 2 (0,33 %) 0 (0,00 %)
MAR 4 (0,66 %) 1(1,49 %)
ABR 4 (0,66%) 0 (0,00 %)
MAY 4 (0.66%) 0 (0,00 %)
JUN 6 (1,00 %) 0 (0,00 %)
JuL 1(0,17 %) 0 (0,00 %)
AGO 9 (1,50%) 0 (0,00 %)
SEP 5 (0,83 %) 1 (1,49 %)
locT 17(2,82 %) 1 (1,49 %)
NOV 10(1,66 %) 2 (2,99 %)
DIC 13(2,16%) 0 (0,00 %)
Total Soja 96 (15,95%) 6 (10,52%)
HSST ENE 15 (2,49 %) 2 (2,99 %)
FEB 21 (3,49 %) 0 (0,00 %)
MAR 9 (1,50 %) 1 (1,49 %)
ABR 6 (1,00 %) 0 (0,00 %)
MAY 6 (1,00 %) 3 (4,48 %)
JUN 4 (0,66 %) 1 (1,49 %)
JUL 6 (1,00 %) 1 (1,49 %)
AGO 5 (0,83 %) 0 (0,00 %)
SEP 9 (1,50 %) 1 (1,49 %)
ocT 12 (1,99 %) 3 (4,48 %)
NOV 16 (2,66 %) 1 (1,49 %)
DIC 16 (2,66 %) 6 (8,96 %)
Total de HSST 125 (20,76 %) 19 (33,33 %)
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TABLA B8.2.- Continuacidn: Resultados obtenidos en 1990 par meses.

HST ENE 7 (1,16 %) 1 (1,49 %)
i FEB 30 (4,98 %)  0(0,00 %)
MAR 34 (5,65 %) 8 (11,94 %)
ABR 28 (4,65 %) 2 (2,59 %)
MAY 19 (3,16 %) 1 (1,49 %)
JUN 36 (5,81%) 1 (1,49 %)
UL 28 (4,55 %) 2 (2,99 %)
AGO 30 (4,98 %) 2 (2,99 %)
SEP 22 (3,65 %) 0(0,00%)
ocT 28 (4,65 %) 0 (0,00 %)
NOV 64 (10,63 %) 14 (20,90 %) |
DIC 55 (9,14 %) 1 (1,49 %) ]
Totales de HST 381 (63,29 %) 32 (56,14 %)
Suma total : | 602 BT

2} Frecuencias absolutas.

GRAFICO 8.2 Datos obtenidos en 1990. (Producto /Mes de aislamiento)
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TABLA 8.3. Serotipos de Salmonella distribuidos por origen alimentario (1990)° (Usera,
M.A., Echeita, A., Aladuefia, A. 1991)

| SEROTIPO | Huevo | Aves Embut* Agua * Soja®
Agona® 1,89 0,93 1,56 4,83
Anatum 1,61 7,55 74 2,72 6,45
Cubana 3,23
Havana 6,45
Infantis® 0,95 2,78 11,67 3,23
Kentucky 3,23
Lexington 3,23
Llandoff 0,46 1,95 17,74
Mbandaka 0,78 16,13
Montevideo’ 48 0,46 1,17 8,06
Orion 4,83
Riesen 0,93 4,83
Senftemberg 7,39 8,06
Tennessee 0,93 9,68

@ Se han tomado como patrdn los serovares presentes en harinas de soja. Aproximadamente el 90% de los serotipos
mayoritarios. Los datos estan en %.

! Embutide de carme y carne fresca.

2 Harinas de soja.

3 Serovares productores de brotes de toxiinfeccién alimentaria durante 1990.

4 Serotipos ambientales aislados de agua de bebida, de rio, de mar y aguas residuales.
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TABLA 8.4. Serotipos de Salmonella aisladas de animal enfermo 1990% (Usera, M.A., Echeita,
A., Aladuefia, A. 1991

SEROTIPO Aviar | Vacuno | Cunicultura | Soja’
Agona® 4,83
Anatum 6,16 5,56 20,00 6,45
Cubana 3,23
Havana 6,45
Infantis® 3,23

Kentucky 0,69 3,23

Lexington 3,23
Llandoff 17,74

Mbandaka 16,13 |

Montevideo® | 1,38 8,06 |

QOrion 4,83 4
Riesen 4,83
Senftemberg 0,69 8,06
Tennessee 9,68

? Se han tomado como patron los serovares presentes en harinas de soja. Aproximadamente el 90% de los serotipos
mayoritarios. Los datos estan en %.

2 Harinas de soja,

3 serovares productores de brotes de toxiinfeccién alimentaria durante 1990.
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GRAFICO 8.3 Serovares de Salimonelia aislados en HSST durante 1930.

Almancia Presenca

Lo serovares representados comresponden al 90% del total

GRAFICO 8.4 Serovares de Salmonelia aislados en HST durante 1990.

| Crion
| Montevideo

| Liandoff
Ausencis —

Lo serovares representados corresponden al 90% del total,
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8.3.2.- RESULTADOS OBTENIDOS EN 1991.

TABLA 8.5. Resultados obtenidos en 1991 por areas geograficas.

H. SLR 27 (4,40%) 1(1,04%)
H. NORTE 42 (6,84%) 4(4,17%)
Total Soja 69 (11,24%) 5 (5,21%)
HSST
- - H. SUR 102 (16,61%) 27 (2813%)
H.NORTE | 84 (13,68 %) 32 (33,33 %)
Total HSST | T 186(30,29%) |  59(61,46%) |
HST T —
. H. SUR 185 (30,13 %) 15 (15,63 %)
H. NORTE 174 (28,34 %) 17 (17,71 %)
Total HST 359 (58,47 %) 32 (33,33 %)
Suma total 614 96

GRAFICO 8.5 Presencia de Sa/monelia en 1991, Areas geograficas.
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TABLA 8.6 Resuitados obtenidos en 1991 por meses

SOTA | ENE 7 (1,14 %) 0 (0,00 %)
|FeB 5 (0,81 %) 0 (0,00 %)
MAR 6 (0,98 %) 0 (0,00 %)
ABR 4 (0,65%) 2 (2,08 %)
MAY 8 (1,30%) 0 (0,00 %)
JUN 3 (0,49 %) 0 (0,00 %)
JUL 9 (1,47%) 0 (0,00 %)
AGO 2(0,33 %) 1(1,04 %)
SEP 3 (0,49 %) 0 (0,00 %)
ocT 6(0,98 %) 0 (0,00 %)
NOV 11 (1,79 %) 2 (2,08 %)
pIC 5 (0,81%) 0 (0,00 %)
Total Soja | 69 (11,24%) 6 (5.21%)
HSST ENE 24 (3,91 %) 3(3,13 %)
' FEB 20 (3,26 %) 4 (4,17 %)
MAR 20 (3,26 %) 1(1,04 %)
ABR 30 (3,26 %) 7 (7,29 %)
MAY 20 (3,26 %) 3(3,13 %)
JUN 18 (2,93 %) 5 (5,21 %)
J0L 23 (3,75 %) 3(3,13 %)
AGO 13 (2,12 %) 4(4,17 %)
SEP 11 (1,79 %) 3(3,13 %)
ocT 6 (0,98 %) 5 (5,21 %)

NOV 5 (0,81 %) 13 (13,54 %)
DIC 6 (0,98 %) 8 (8,33 %)

Total de HSST 186 (30,29 %) 59 (61,46 %)
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Contineacion: Resultados obtenidos en 1991 por meses.

HST ENE 29 (4,72 %) 4 (4,17 %)
FEB 49 (7,98 %) 7 (7,29 %)
MAR 51 (8,31 %) 4 (4,17 %)
ABR 60 (9,77 %) 4 (4,17 %)
MAY 34 (5,54 %) 1 (1,04 %)
JUN 31 (5,05%) 1 (1,04 %)
JuL 34 (5,54 %) 4 (4,17 %)
AGO 24 (3,91 %) 1(1,04 %)
| SEP 15 (2,44 %) 0(0,00 %)
oCT 13 (2,12 %) 1 (1,04 %)
NOV 13 (2,12 %) 3(3,13%)
DIC 6 (0,98 %) 2 (2,08 %)
Tolales de HST 359 (58,47 %) 32 (33,33 %)
Suma total : 52 614 96 i

) Frecuencias absolutas,

GRAFICO 8.6 Datos obtenidos en 1991, (Producto /Mes de aislamiento)

% ohé muattim conSamcnoio | porcentale relalivo)
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TABLA 8.7 Serotipos de Saimonella distribuidos por origen alimentario (1991)° (Usera, M.A.,
Echeita, A., Aladuefa, A. 1992)

SERQTIPO Huevo Aves Embut’ Agua * Soja’
Agona 1,72 4,92 6,59
Anatum 0,86 8,20 11,92 4,40
Cubana 0,42 5,49
Havana 4,40
Kentucky 0,86 0,55 591 6,59
Llandoff 0,42 16,49
Mbandaka® 0,55 6,59
Montevideo® 0,42 7,69
Monofasica 0,55 2,20
Senftemberg? 0,86 4,40
Tennessee 5,49
Tilburg 0,55 15,39
Worthington 1,64 3,38 5,49

® Se han tomado como patrdn los serovares presentes en harinas de soja. Aproximadamente el 90% de los serotipos
mayoritarios. Los datos estan en %.

! Embutido de carne y carne de consumo plblico.

? Harinas de soja.

3 Serovares productores de brotes de toxiinfeccién alimentaria durante 1991,

4 Serotipos ambientales aislados de agua de bebida, de rfo, de mar y aguas residuales.
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TABLA 8.8 Serotipos de Salmonella aislados de animal enfermo (1991)" (Usera, M.A,,
Echeita, A., Aladuefa, A. 1992)

SERQTIPO Aviar | Vacuno | Cunicultura | Soja’
Agona 6,59
:natum 10,00 4,40
Cubana 5,49
Havana 4,40
Kentucky 6,59
Llandoff 16,49
Mbandaka® 5,00 6,59
Montevideo® 7,69
Monofasica 2,20
Senftemberg® 4,40
Tennessee 5,49
Tilburg 2,78 5,00 15,39
Worthington 5,49

? Se han tomado como patron los serovares presentes en harinas de soja. Aproximadamente el 90% de los serotipos

mayoritarios. Los datos estdn en %.

% Harinas de soja.

* Serovares productores de brotes de toxiinfeccién alimentaria durante 1991,
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GRAFICO 8.7 Serovares de Sajmonella aislados en HSST durante 1991

Ausencia - Fresencia

Los serovares representados corresponden al 90% del total.

GRAFICO 8.8 Serovares de Saimonella aislados en HST durante 1991

Ausencia

Los serovares representados corresponden al 20% del fotal.
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8.3.3,- RESULTADOS OBTENIDOS EN 1992.

TABLA 8.9 Resultados obtenidos en 1992 por areas geograficas

— T . ; :
- H. SUR 132 (22,34%) 1(1,25%)
'H. NORTE 57 (9,64%) 1(1,25%)
Total Soja 189 (31,98%) 2 (2,50%)
HSST 7 '
H. SUR 145 (24,53%) 35 (43,75%)
H_NORTE | 65(11,00%) 28 (35,00 %)
Total HSST T | 210(3553 %) 63 (78,75 %)
HST - o
i H. SUR ' 107 (18,11 %) 4 (5,00 %)
H. NORTE 85 (14,38 %) 11 (13,75 %)
Total HST 192 (32,49 %) 15 (18,75 %) |
 Suma total L 591 80

GRAFICO 8.9 Presencia de Salmonella en 1,992. Areas geograficas.
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TABLA 8.10 Resultados obtenidos en 1992 por meses.

[ENE 5 (0,85 %) 0(0,00 %)
FEB 12 (2,03 %) 0 (0,00 %)
MAR 13 (2,20 %) 0 (0,00 %)
ABR 26 (4,40%) 1(1,25 %)
MAY 19 (3,21%) 0 (0,00 %)
JUN 25 (4,23 %) 0 (0,00 %)
0L 15 (2,54%) 0 (0,00 %)
| AGO 15 (2,54 %) 1(1,25%)
SEP 14 (2,37 %) 0 (0,00 %)
ocT 15 (2,54 %) 0 (0,00 %)
NOV 26 (4,40 %) 0 (0,00 %)
DIC 4 (0,68%) 0 (0,00 %)
Total Soja 189 (31,98%) 2 (2,50%)
(HSST TENE 23 (3,89 %) 7 (8,75 %)
FEB 15 (2,54 %) 10 (12,50%)
MAR 10 (1,69 %) 2 (2,50 %)
ABR 16 (2,71 %) 19 (23,75 %)
MAY 15 (2,54 %) 6 (7,50 %)
JUN 16 (2,71 %) 0 (0,00 %)
UL 40 (6,77 %) 2 (2,50 %)
AGO 28 (4,74 %) 1 (1,25 %)
SEP 12 (2,03 %) 0 (0,00 %)
ocT 14 (2,37 %) 5 (6,25 %)
NOV 8 (1,35 %) 9 (11,25 %)
DIC 13 (2,20 %) 2 (2,50 %)
Total de HSST 210 (35,53 %) 63 (78,75 %)
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Continuacién: Resultados obtenidos en 1992 por meses,

HST ENE 12 (2,03 %) 1(1,25 %)
FEB 20 (3,38 %) 7 (8,75 %)
MAR 10 (1,69 %) 0 (0,00 %)
ABR 26 (4,40 %) 4 (4,17 %)
MAY 19 (3,21 %) 1(1,25 %)
JUN 13 (2,20%) 0 (0,00 %)
JuL 8 (1,35 %) 4 (4,17 %)
AGO 5 (0,85 %) 1(1,25 %)
SEP 6 (1,02 %) 0 (0,00 %)
OCT 24 (4,06 %) 2 (2,50 %)
NOV 28 (4,74 %) 2 (2,50 %)
DIC 21 (3,55 %) 0 (0,00 %)

Totales de HST 162 (32,49 %) 15 (18,75 %)

Suma total : 591 80

) Frecuencias absolutas.

GRAFICO 8.10 Datos obtenidas en 1992. (Producto/Mes de aislamiento)
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TABLA 8.11 Serotipos de Salmonella distribuidos por origen alimentario (1992)% (Usera,
M.A., Echeita, A., Aladuefia, A. (1993)

SEROTIPO Huevo Aves Embut! Agua* Soja*
Grupo E4 5,5
Lexington 9,4
Llandoff 38
Mbandaka 0,84 3,8
Montevideo® 0,84 15,1
Tennessee 0,4 0,84 15,1
Tilburg 2,5 1,69 41,5

? Se han tomado como patrén los serovares presentes en harinas de soja. Aproximadamente el 90% de los serotipos
mayoritarios. Los datos estan en %.

! Embutido de camne y carnes frescas.

? Harinas de soja.

3 Serovares productores de brotes de toxiinfeccién alimentaria durante 1992,

4 Serotipos ambientales aislados de agua de bebida, de rio, de mar y aguas residuales.

TABLA 8.12 Serotipos de Salmonella aislados de animal enfermo (1992)° (Usera, M.A.,
Echeita, A., Aladueiia, A. (1993)

SEROTIPO Aviar Vacuno Cunicultura | Soja’
Grupo E4 5,5
Lexington - 94
Llandoff 3,8
Mbandaka 3,8
Montevideo® 5,3 15,1
Tennessee 15,1
Tilburg 1,3 41,5

 Se han tomado como patrén los serovares presentes en harinas de soja. Aproximadamente el 0% de los serotipos
mayoritarios, Los datos estan en %,

? Harinas de soja.

3 serovares productores de brotes de toxiinfeccion alimentaria durante 1992.
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GRAFICO 8.11 Serovares de Salmonelia aislados en HSST durante 1992.

Ausencia — Presencia

Los serovarss representados corresponden al 80% del lotal.

GRAFICO 8.12 Serovares de Salmonella aislados en HST durante 1992

Ausencia

Los serovares representados correspenden al 80% del total,
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8.3.4.- RESULTADOS OBTENIDOS EN 1993,

TABLA 8.13 Resultados obtenidos en 1993 por areas geograficas,

HSST/HST ~  |ZONA | MUESTRAS NEGATIVAS | MUESTRAS POSITIVAS:
SOIA
H. SUR 50 (11,31%) 0(0,00%)
H. NORTE 38 (8,60%) 1(4,55%)
Total Soja | 88(19,91%) 1 (4,55%)
HSST
H. SUR 22 (4,98%) 6 (27,27%)
H. NORTE 27 (6,11 %) 8 (36,36 %)
Total HSST 49 (11,09 %) 14 (63,64 %)
HST o
S S——— H. SUR 140 (31,67 %) 3 (13,649 %)
H. NORTE 165 (37,33 %) 4 (18,18 %)
Total HST 305 (69,00 %) 7 (31,82 %)
'Suma total 442 22

GRAFICO 8.13 Presencia de Salmonella en 1993, Areas geograficas
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TABLA 8.14 Resultados obtenidos en 1993 por meses

O ENE 10 (2,26 %) G (0,00 %)
FEB 0 (0,00 %) 0 (0,00 %)
MAR 14 (3,17 %) 0 (0,00 %)
ABR 19 (4,30%) 1 (4,55 %)
MAY 7 (1,58%) 0 (0,00 %)
[ JUN 6 (1,36 %) 0 (0,00 %)
oL 8 (1,81%) 0 (0,00 %)
AGO 6 (1,36 %) 0 (0,00 %)
SEP 2 (0,45 %) 0 (0,00 %)
ocT 7 (1,58 %) 0 (0,00 %)
NOV 5 (1,13 %) 0 (0,00 %) |
DIC 4 (0,90%) 0 (0,00 %)
Total Soja 88 (19,91%) 1 (4,55%)
'HSST TENE 10 (2,26 %) 2 (9,09 %) B
| “{FEB 7 (1,58 %) 2(9,09 %)
[MAR 0 (0,00 %) 0 (0,00 %)
ABR 6 (1,36 %) 0 (0,00 %)
MAY 0 (0,00 %) 0 (0,00 %)
JUN 6 (1,36 %) 1 (4,55 %)
UL 4(0,50 %) 1(4,55 %)
AGO 1(0,23 %) 0 (0,00 %)
SEP 3(0,68 %) 0 (0,00 %)
oCT 6 (1,36 %) 2 (9,09 %)
NOV 3 (0,68 %) 2 (9,09 %)
DIC 3 (0,68 %) 3(13,64 %)
Total de HSST 49 (11,09 %) 14(63,64 %)
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Continuacion: Resultados obtemidos en 1993 por meses.

HST ENE 32 (7,24 %) 0 (0,00 %)
FEB 28 (6,33 %) 0 (0,00 %)
MAR 25 (5,66 %) 0 (0,00 %)
ABR 12 (2,71 %) 1 (4,55 %)
MAY 24 (5,43 %) 2 (9,09 %)
JUN 15 (3,39%) 0 (0,00 %)
JuL 12 (2,71 %) 0 (0,00 %)
[AGO 13 (2,94 %) 1(4,55 %) |

SEP 13 (2,94 %) 1 (4,55 %)

ocT 38 (8,60 %) 1 (4,55 %)
' NOV 41 (9,28 %) 1 (4,55 %)
DIC 52 (11,76 %) 1 (4,55 %)

Totales de HST 305 (69,00 %) 7 (31,82 %)

Suma total : 442 2

) Frecuencias absolutas.

GRAFICO 8.14 Datos obtenidos en 1593, (Producto /Mes de aislamiento)

% de muestras con Salmonsella (Porcentaje retatia)
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TABLA 8.15 Serotipos de Salmonella distribuidos por origen alimentario (1993)° (Usera,
M.A., Echeita, A., Aladuefia, A. 1994)

SEROTIPO Huevo | Aves Embut’ Agua * Soja’
Agona 0,6 0,5 1,35 20,8
Derby 0,6 11,7 1,96 20,8
London 0,6 2,2 0,61 8,3
Mbandaka 0,12 12,5
Montevideo 0,6 0,7 1,47 12,5
Tilburg 0,6 0,12 12,5

2 Se han tomado como patrdn los serovares presentes en harinas de soja. Aproximadamente el $0% de los serotipos
mavyoritarios. Los datos estan en %.

! Embutido de carne y carnes frescas.
% Harinas de soja.

1 Serotipos ambientales aislados de agua de bebida, de rfo, de mar y aguas residuales,

TABLA 8.16 Serotipos de Salmonella aislados de animal enfermo (1993)® (Usera, M.A.,
Echeita, A., Aladuena, A. 1994

SERCTIPO Aviar Vacuno Porcino Cunicultura | Soja’
Agona 20,8
Derby 10,0 20,8
London 2,7 8,3
Mbandaka 2,7 12,5
Montevideo 12,5
Tilburg 12,5

? Se han tomado como patron los serovares presentes en harinas de soja. Aproximadamente el 90% de los serotipos
mavyoritarios. Los datos estan en %.

2 Harinas de soja.
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GRAFICO 8,15 Serovares de Saimonela aislados en HST durante 1993
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GRAEICO 8.16 Serovares de Salmonelia aislados en HSST durante 1993
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8.3.5.- RESULTADOS OBTENIDOS EN 1994.

TABLA B.17 Resultados obtenidos en 1994 por areas geograficas

HSST/HST ~~  |ZONA ~ MUESTRAS NEGATIVAS | MUESTRAS POSITIVAS
H. SUR 40 (7,77%) 2 (8,33%)
H. NORTE 41 (7,96 %) 9 (37,50%)
Tolal HSST 81 (15,73 %) 11 (45,83%)
HST
H. SUR 184 (35,73 %) 4 (16,67 %)
H. NORTE 250 (48,54 %) 9 (37,50 %) |
Total HST 434 (84,27 %) 13 (54,17 %)
Suma total 515 24

GRAFICO 8.17 Presencla de Salmoneila en 1994, Areas geograficas
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TABLA 8.18 Resultados obtenidos en 1994 por meses

HEST ENE 0 (0,00 %) 0 (0,00 %)
' FEB 8 (1,55 %) 4 (16,67 %)
MAR 7 (1,36 %) 0 (0,00 %)
ABR 16 (3,11 %) 1(4,17 %)
MAY 6 (1,17 %) 0 (0,00 %)
JUN 10 (1,94 %) 1 (4,17 %)
JuL 9 (1,75 %) 1(4.17 %)
AGO 7 (1,36 %) 0 (0,00 %)
SEP 8 (1,55 %) 0 (0,00 %)
OCT 8 (1,55 %) 2(8,33 %)
NOV 0 (0,00 %) 2 (8,33 %)
DIC 2 (0,39 %) 0 (0,00 %)
Total de HSST ' 81 (15,73 %) H(@#588%
HST ") ENE 40 (7,77 %) 3(12,50 %)
| FEB 31 (6,02 %) 1 (4,17 %)
MAR 51 (9,90 %) 1(4,17 %)
ABR 43 (8,35 %) 1 (4,17 %)
MAY 28 (5,44 %) 3 (12,50 %)
| JUN 28 (5,44%) 0 (0,00 %)
JUL 39 (7,57 %) 1 (4,17 %)
AGO 50 (9,71 %) 0 (0,00 %)
SEP 39 (7,57 %) 0 (0,00 %)
ocT 33 (6,41 %) 1(4,17 %)
NOV 31 (6,02 %) 2(8,33 %)
DIC 21 (4,08 %) 0 (0,00 %)
Totales de HST 434 (84,27 %) 13 (54,17 %)
Suma total : 515 R

@ Fracuencias absolutas.

Anexo Capitulo 8 Pag. 137




GRAFICO 8,18 Datos obtenidos en 1993, (Producto /Mes de aislamiento)
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TABLA 8.19 Serotipos de Sa/monelia distribuidos por origen alimentario (1994)° (Usera, M.A.,
Echelta, A., Aladuena, A. 1995)

SERQTIPO Huevo Aves Embut’ Agua ’ Soja’
Cubana 5,0
Mbandaka 03 2,54 2,0
Monofisica 0,8 03 3,0
Montevideo 0,3 2,7 2,22 5,0
Poona 0,32 2,0
Tilburg® 0.8 25 0,32 3,0
Typhimurium® 7,1 11,8 34,4 5,40 20 |

® e han mmadn como pabon (0% Seroverss presenies an hadinas de soja. Agrowmadaments & 50% da los serolpos rEyoritanes, Los
datos estin en S,

! Embutidn de came v cames frescas,

* Harinas de sofa.

? Serpvares productores de brotes de toxiinfeccion alimentana durante 1934,

% Serctipos ambientales aislados de agus de bebida, de 1io, de mar y aguas residuales,
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TABLA 8.20 Serctipos de Saimonelia aislados de animal enferma (1994)° (Usera, M.A., Echeita,
A., Aladuena, A. 19395)

SEROTIPC Aviar | vacuno' Porcino Cunicultura | Soja’
Cubana 5,0
| Mbandaka 2,0
Monofésica 1,8 3,0
Montevideo 36 5,0
Poona ' 2,0
Tilburg* 1,8 30
Typhimurium’ 32 | 83 | 889 3,4 20

* Sa han mmado como patrtn los Serovares presertes en harinas de S0P, Aprdmadamente o S0% de los serotipos mayontarios. Los
dlatos estin en Y,
* Harinas de sofa.

3 gerovares productores de brotes de todinfeccitn alimentana durante 1994

" ca encuentra agrupado e ganado oving y boving

GRAFICO 8.19 Serovares de Salmonelia aislados en HSST durante 1994

Ausencia

Los serovares representados corresponden al 90% del total
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GRAFICO 8.20 Serovares de Saimonslla aislados en HST durante 1994
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Tiphymurium
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Los serovares rapresantados carresponden al 90% del total,

8.3.6.- RESULTADOS OBTENIDOS EN 1995.

TABLA 8,21 Resultados obtenidos en 1995 por areas geograficas

HSST/HST ~ [ZONA [ MUESTRAS NEGATIVAS | MUESTRAS POSITIVAS
b e e b B e
H. SUR 44 (5,91 %) 8 (21,05%)
H. NORTE 82 (11,02 %) 6 (15,79%)
Total HSST 126 (16,94 %) 14 (36,84%)
e =
S H. SUR 230 (30,91 %) 4 (10,53 %)
H. NORTE 388 (52,15 %) 20 (52,63 %)
Total HST 618 (83,06 %) ; 24 (63,16 %)
Suma total 744 — 38
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GRAFICO 8.21 Presencia de Salmonelia en 1995, Areas geograficas
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TABLA 8.22 Resultados obtenidos en 1995 por meses.

HesT o |EnE 6 (0,81 %) 2 (5,26 %)
~IFEB 8 (1,08 %) 0 (0,00 %)
MAR 8 (1,08 %) 0 (0,00 %)
ABR 6 (0,81 %) 0 (0,00 %)
MAY 0 (0,00 %) 0 (0,00 %)
JUN 2 (0,27 %) 0 (0,00 %)
UL 12 (1,61 %) 0 (0,00 %)
AGO 18 (2,42 %) 6 (15,79 %)
SEP 12 (1,61 %) 2 (5,26 %)
ocT 20 (2,69 %) 0 (0,00 %)
NOV 16 (2,15 %) 0 (0,00 %)
DIC 18 (2,42 %) 4 (10,53 %)
Total de HSST 126 (16,94 %) 14 (36,84 %)
HST ~ |ENE 72 (9,68 %) 16 (42,11 %)
| FEB 56 (7,53 %) 0 (0,00 %)
MAR 36 (4,84 %) 0 (0,00 %)
ABR 48 (6,45 %) 2 (5,26 %)
MAY 40 (5,38 %) 0 (0,00 %)
JUN 50 (6,72 %) 0 (0,00 %)
UL 42 (5,65 %) 0 (0,00 %)
AGO 54 (7,26 %) 0 (0,00 %)
SEP 44 (5,91 %) 4 (10,53 %)
ocT 44 (5,91 %) 0 (0,00 %)
NOV 70 (9,41 %) 2 (5,26 %)
DIC 62 (8,33 %) 0 (0,00 %)
Totales de HST 618 (83,06 %) 24 (63,16 %)
Suma total ;- 744 38

@ Frecuencias absolutas.
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GRAFICO 8.22 Datos obtenidos en 1995, (Producto/mes de aislamiento)
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TABLA 8.23 Serotipos de Salmonella distribuidos por origen alimentario (1995)" (Usera, M.A,,
Echeita, A., Aladuenia, A. 15996)

SERCTIPO Huevo | Aves Embut’ Soja’
Agona 1.4 28
Bredeney’ 1,0 43 130
Derty 4,6
Entertidis® 50,0 35,1 12,8 28
Ridean 75
Riesen 05 2,8
Tennessee _ 0.5 34
Tilburg 0.5 46
Typhimurium?® &7 18,5 256 4.6
Virchow® 34 4,9 33 6,5

" Se han mmado como patrdn los sermwass presentes en harinas de soa. Aprmdmadarents & 90% de los serotipos mayoritarios, Los
dalos estan en %.

! Embutids de came v cames frescas,

* Harinas de soja.

? cernvares productores de brotes de tamnfecoidn alimentana durante 1996,

Anexn Capltulo 8 Pég. 143



TABLA B.24 Serotipos de Salmonefia aislados de animal enfermo (1995)* {(Usera, M.A., Echeita,
A., Aladuefia, &. 19396)

SEROTIFO Aviar | Vacuno® Porcing Cunicultura | Soja’
Agona 1 28
Bredeney’ 39 29 13,0
Derby 1,3 5,5 4,6
Enteritidis’ 40,3 5.5 1,6 2,8
Ridean 1.4
Riesen 28
:rennessm - | 1 34
Tilburg ' o 46
Typhimuriun® | 260 | 294 550 6,3 46
Virchow” 9,1 B | 6,5

'&mmmmmmmﬁmmeMSﬂmmmnudanmﬂm%delmserm;mmmuwmm
datos estdn en %,
* Harinas de sofa.

4 Serpvares productores de brotes de towdinfeccion alimentana durants 1994

4 5¢ encuentra agrupads sl ganado ovine y boving

GRAFICO 8.23 Serovares de Salmonelia aislados en HSST durante 1995

Lms sefovars representedos cormesponden al S0% del fotal
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GRAFICO 8.24 Serovares de Salmonelia aislades en HST durante 1995

Arsoncia

Los earovares represantacdos cormesponden al B0% ded tatal

8.3.7.- RESULTADOS OBTENIDOS EN 1996.

TABLA 8.25 Resultados obtenidos en 1996 por areas geograficas

HSST/HST ZONA MUESTRAS NEGATIVAS | MUESTRAS POSITIVAS |
H. SUR 88 (13,39%) 4 (15,38%)
H. NORTE 83 (12,63 %) 16 (61,54%)
Total HSST 171 (26,03 %) 20 (76,92%)
HST
H, SUR 261 (39,73 %) 1 (3,85 %)
H. NORTE 225 (34,25 %) 5 (19,23 %)
Total HST 486 (73,97 %) 6 (23,08 %)
Suma total 3 657 26
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GRAFICO B.25 Presencia de Salmonelfa en 1996. Areas geoqraficas
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TABLA 8.26 Resultados obtenidos en 1996 por meses

14 (2,13 %) 5 (19,23 %)
FEB 17 (2,59 %) 1 (3,85 %)
MAR 15 (2,28 %) 5 (19,23 %)
ABR 13 (1,98 %) 0 (0,00 %)
MAY 22 (3,35 %) 1 (3,85 %)
JUN 20 (3,04 %) 1 (3,85 %)
JUL 12 (1,83 %) 1 (3,85 %)
AGO 14 (2,13 %) 1 (3,85 %)
'SEP 4 (0,61 %) 1 (3,85 %)
OCT 11 (1,67 %) 2 (7,69 %)
NOV 16 (2,44 %) 1 (3,85 %)
DIC 13 (1,98 %) 1 (3,85 %)
Total de HSST 81 (15,73 %) 20 (76,92 %)
HST ENE 36 (5,48 %) 1 (3,85 %)
FEB 45 (6,85 %) 1 (3,85 %)
MAR 38 (5,78 %) 0 (0,00 %)
ABR 42 (6,39 %) 1 (3,85 %)
MAY 37 (5,63 %) 0 (0,00 %)
JUN 59 (8,98 %) 0 (0,00 %)
JuL 26 (3,96 %) 0 (0,00 %)
AGO 38 (5,78 %) 0 (0,00 %)
SEP 38 (5,78 %) 0 (0,00 %)
oCcT 55 (8,37 %) 0 (0,00 %)
 NOV 43 (6,54 %) 3 (11,54 %)
DIC 29 (4,41 %) 0 (0,00 %)
Totales de HST 486 (73,97 %) 6 (23,08 %)
Suma total : ' 657 26

@ Frecuencias absolutas.
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GRAFICO 8.26 Datos obtenidos en 1996. (Producto/Mes de aislamiento)
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TABLA 8.27 Serctipos de Salmonellz aislados de animal enfermo  (1996)°
Departamento de Bacterologia del Centro Nacional de referencia de Salmonelosis
Animal de Aljete (Madrid).

| SEROTIPO Aviar | Vacuno® Porcino Cunicultura | Soja’
Agona 19
Enteriidis 31,2 16,7 2,8
Kentucky 19
Livigston 37
Liandoff 83
Montevideo ' 28
Riesen 6,5

"SeMnmmmmmﬁkﬂmmmmmmmm.wmmﬂmmlmMmmmdm.m
datos estEn &n Yo,
? Harinas te suja.

¥ 5o encuentra agrupado el ganado ovino y boving
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GRAFICO B.27 Serovares de Salmonellz aislados en HSST durante 1996
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GRAFICO 8.28 Serovares de Saimonella aislados en HST durante 1996
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CAPITULO 9.
CONCLUSIONES.

PRIMERA:
1.A) FE método descritc por Rappaport Vassiliadis, cuando lo utilizamos para la
deteccidn de Safmonella a partir de harinas de soja, tiene menor sensibilidad

que la descrita por otros autores para otros produchos.

1.B) El limite de deteccion de la técnica propuesta por nosotros, utilizando Xilosa
Lisina Dextrosa Agar en placa, es de 10 ufc/g.

1.C) Elagar Salmonelfa - Shigella, ha resultado el medio de aislamiento mas sensible
para la recuperacion de Salmonelia a partir de harinas de soja.

1.D) El medio Agar Verde Brillante se mostré como el menos sensible de los utilizados
SEGUNDA:

Para la deteccion de Salmonefla a partir de harinas de soia proponemos la siguiente
metodoiogia:

2.A) Puede suprimirse el preenriquecimiento. Dado que la metodologia propuesta
resulta suficientemente sensible

2.B) Realizacién de un sdlo enriquecimiento en Selenito Verde Brillante.
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2.C)

Recomendamos la utilizacion de tres medios de aislamiento: agar Salmonella
- Shigella, agar xilosa lisina dextrosa y agar verde brillante.

TERCERA:

Ha sido frecuente encontrar mds de una serovariedad de Salmonella por
muestra analizada, lo que implica que las fuentes de contaminacién de las
harinas de soja son muy variadas, por lo tanto seria conveniente investigar mas
de una colonia por muestra, ya que el aislamiento de serovariedades poco
patdgenas, no implica que no se encuentren otras potencialmente mas

peligrosas como S. Enteritidis o S. Typhimurium.

CUARTA:

las Salmonella resultan extremadamente labiles a temperaturas de congelacién

superiores a -30°C, por tanto:

4.A)

4.B)

4.0

Cuando una muestra ha de procesarse para investigar Salmonella, no debe

conservarse a temperaturas superiores a —40°C.

Si la muestra se ha de procesar en un tiempo inferior a 24 horas, debe

mantenerse en refrigeracion a 4°C.

Si se prevé que ¢! tiempo va a ser superiar y puede producirse alteracion, se

debe congelar a temperaturas iguales o inferiores a -40°C,

Antes de realizar un analisis bacteriologico, nunca han de congelarse las

muestras a -189 C (congeladores caseros).
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QUINTA:

SEXTA:

A pesar de la creencia generalizada de que la salmonelosis se contrae por el
consumo de productos de origen animal, se puede concluir que la harina de
soja es un producto altamente contaminado por Saimonella, seglin se ha
demostrado en el trabajo que hemos realizado a lo largo de los Gltimos 7
anos. Por tanto resulta imprescindible el exhaustivo control microbiolégico de
esta materia prima, antes de incorporarla a los alimentos, tanto para el

consumo humano como animal.

La presencia de Salmonella en harinas de soja tratadas es significativamente
menor que en las harinas de soja sin tratar. En ambos casos se observaron
variaciones estacionales, siendo el otoho y sobre todo el invierno las

estaciones donde el porcentaje de aislamientos ha sido mayor.

SEPTIMA:

No se ha relacionado la menor prevalencia de Salmonella en harinas de soja

sin tratar con la presencia de inhibidores en estos productos.
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MEDIOS DE CULTIVO Y DILUYENTES.

AGAR NUTRITIVO .. veesereseeesessesemasessatsssassematsssassssatsassssssassatbesessssatbatvssnsessatssnsasssasssosesas 156
AGAR PARA SALMONELLA Y SHIGELLA ... vreereeeesesssseemassssnsssserassossssssassssssasssssssessesessses 156
AGAR VERDE BRILLANTE ... vtvevstemesersssesssessssessesssestvessssssstsstatesssesssatsesessssssatssssesssnssssnns 157
AGAR XILOSA, LISINA, DEXTROSA .. c.cvreerureeseseesessessssssnsssssseassssssssesessssssstbessesssesssasssosessnens 157
AGUA PEPTONADA v1vevvsssnssmessssssssmasssmssssssssmssssssssssacssssssssassssssssesssssnssssssiossssssasssesinsssanes 158
AGUA PEPTONADA TAMPONADA ......oeverereiecsssisssssssssssserssssssssssscssssssessesabesssssssssssassssessnnns 158
ANTISUERO DE SALMONELLA O POLY A-TY Vi. coovieesieecesstsesssieesessesssssssssssasessssssssssssesnns 158
CALDO BASE CON TETRATIONATO (TT) cvreerereerverseesesssssssnssessssessssessssssssnstessesssssssessessansenes 158
CALDO CON LACTOSA (CL) 1vmrtreereresreessiseseseeesseeesesesessnesessessssssssesseseesssssssseenesesssssasssnsssnens 159
CALDO CON SELENITO Y CISTINA (SC) (DIfCO) sverevrrerasemsersnssessessmsssssssessessseressessasseesesses 159
CARBONATO-BICARBONATO, TAMPON .....ovrreeereereistnmsenseessssssssssssesssssestsssssnsesnesesesstoeseseees 163
ENTEROTUBE L. ...vueeeteeomaeesscessesessasssmsssmasesssessssesasasnasssssssssassesacsesssssssssemnsansssssssssnsomness 159
GRAM NEGATIVOS (GN)..ouuvveeseearseeseisesessessseeesssssserssesensesstsesssassomsesssssssssssesseseessossesosssnens 160
INFUSION DE CEREBRO Y CORAZON BHI ......vuiveisesieseecsersieresssseensesssesessessnssassesesssnsenenns 160
MEDIO DE CONGELACTON...v.vvveveeeiisessesesseseensiessssssassesastatsssseasseesnseesstatssssssassassessesesns 160
MEDIO DE CONGELACION . c1v1vuveveeereeeesssressaresasessassstsesesassssssassstassesasseesesssasassasassssssssesseses 161
PBS ... evresereesenrasessstese e seee s aest et st se A et e et A st e Ane A ee e AeeA e Aane A en A ene et R an A ene e eeeant s e ee et ennn 163
PBS = T eevvrereeeseeesseseesseseseasesaeset e st aeeasae et et s e e s s eeaesetneseeseseeenseeaateeR s et s eensenarsenneneenaees 163
PBS SALIND AL 16 +.evverervrerseeeseesessessssessssesssmsssesssssssssssessssessssnsassesassesassensensssmsesessssens 163
PBS-TWEEN 11.e.eevoeattvereensaseestesesesessssssessssassssssssssessseesesonesessssssntsesassessssseesessessssssnenesanns 164
PURPURA DE BROMO - CRESOL AL 0,099 ......urververereseessssessssssesessassessessssssesessamssssssssaseesens 164
RAPAPPORT VASSILIADIS ... eeevevseeseseseeesaenesssescaseasseenessessseessessnsosseseesnsesassesassesasassssses 161
REACTIVO DE KOVACS oe...cecmiivrseeseseeseeresisessesssesssassassssesesssssssessssessssssssesenesesnesesssmanesnes 164
SELENITO VERDE BRILLANTE ...covvvesiseresieesteeesseesesessssmesesessesosasessseessssassssensnsseessstsssomneseras 166
SOLUCION DE METILCELULOSA w.vuveereeieescseissisissssessssesstsessssessesessesesessssssseenseesessessssmsasnas 165
SOLUCTION DE YODO 1.vuvreererevtsiesiseeneseesess s tssesesesseassssssssensssesssasesssssssessssesssssessssesesnsoessorns 165
SOLUCION GLICEROL SALIND cvvvuvveeesisisctsisereenssessssesessessessssesssessessesessssssessesnesesessissasnsenns 164
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SOLUCION RINGER, DILUIDA AL CUARTO....ccooviiiiiririiiresnsmmensess e e ensinmnanans e 165

VOGUES PROSKAUER REACTIVO A...vviviviiiiiniininmis i e s s 165
VOGUES PROSKAUER REACTIVO B ..o rircinrrncmrmr e s sns s e s e v e 165
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MEDIOS DE CULTIVO Y DILUYENTES.

¢ AGAR NUTRITIVO (Difco)

EXracto de CAME..uuvei e ienrerismsnamsereeenin 3g
(2= 5 (oo - T PO 5g
Yo SN 15g

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °© C.
pH final 6,8 +£0,2a25°C.

+ AGAR PARA SALMONELLA Y SHIGELLA. (Difco)

EXLracto de Carme. v ee i ininiersremsereess st renssvenssensssensssnin 5049
= 0] - U 5049

17 T Lo < [P 10,0 g
Sales biliares NUMEID 3 ...t e s eees 85g
(001 1=Y (o B=76 s |10 o JHUUUUR TR 85¢g
TIOSUIFELO SOAITO - eeaeecerreriiiirerenrescnrrre e crr s s ssssmnnr e e 85¢g
0011 (o R =] 1 oo SO OO 1,0¢g
AGAN AQAE .oiieeeeene sttt cr e eerrrr s e e a e ara s 13,5¢g
00 Co Tl g T=10 oo Y 0,025 g
Verde Brillante ..........cooevevvirirrrrir s s erena v ersanerians 0,33¢

Rehidratar 60 g con 1000 ml de agua destilada o desionizada y caliente hasta la
ehullicién. Hervir durante 2 ¢ 3 minutos evitando el calentamiento excesivo. No debe
autoclavarse. Dejar enfriar hasta 56-60° C y dispensar en placa Petri estériles,

pH final 7,0 £ 0,2 a 25° C.
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+ AGAR VERDE BRILLANTE (Difco)

ST (o= | (0 1T OO
Cloruro SOGICO....cuurveererrsiiirsverereeeereess i rnanereeens
BT | o - T
ROJO FENOI eeeeeeeeericirrrricece e
Verde brillante ...,

Rehidratar 58 g con 1000 ml de agua destilada o desionizada hasta una total homogeneizacion.

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°9C. Evitar el sobre calentamiento. Dejar enfriar

hasta los 55 - 60°C y dispensar en placa Petri estériles.
pH final 6,9 =+ 0,2 a 25° C.

+ AGAR XILOSA, LISINA, DEXTROSA (Becton Dickinson)

FoTa 1 o - | U
[ 0o] (o3 71 To | IS PP
Tiosulfato de s0di0.....cccvvveeveeeeenniiirrerrereeennnns

Citrato de amonio f&ITICO veerrv v er i e rreenns

Mezclar con 1000 ml de agua destilada estéril hasta una total homogeneizacién. Calentar en bafio

de agua hasta su total disolucion. iNo puede autoclavarse!,
pH final 7,4 £ 0,2 a 25° C.
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+ AGUA PEPTONADA (Difco)

PEPLONE ..vvcvrrrreeenriiiiiiirr s s a 104
ClOruro SOAICO. . eeei ittt e e s 5g

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C,
pH final 7,2 £ 0,2 a 25° C.

+ AGUA PEPTONADA TAMPONADA {Oxoid}

PEPEONA 11 vrvseeinc i e s 10¢g
ClOFUFO SOMICO.cevvrreriieerrersseeessrrrrerrereerssss s s nanereereesseaneesessas 5g

FOSTAto DISOICO vvvrreeririrreiiiiiiiiicrrersvererrrssessssssnmassss s e e sbrarnsereen 359
Fosfato MONOPOLASICO...ccvuvviiiriiieeeerserecssanrrrrrr e rrrrsnese s s rmarenene 1,5¢g

Anadir 20 g a un litro de agua destilada. Mezclar y distribuir en recipientes finales. Esterilizar en
autoclave durante 15 minutos a 121°C,
pH final 7,2 £ 0,2 a 25° C.

+ ANTISUERO DE SALMONELLA O POLY A-1Y Vi. (Difco)

Rehidratar afiadiendo 3 ml de una solucidn de NaCl 0,85%. Agitar hasta su total disolucién.

+ CALDO BASE CON TETRATIONATO (TT) (Difco)

Peptona ......iiieeveemnii i e e e 5g
Sales bIIAres .....ccovviiviviimn i e lg
TIOSUIFAtO SOAICO eeveecrrriiiiiiireeeeceiieiis s irbbrrsresessrnessansnmesneeessnnens 30g
Carbonato SOTICO .evurirrcrvvriseisiiriesiiiirrrrrrssssers s ssssseessssssntranensens 10g

Suspender 4,6 g en 100 ml de agua destilada o desionizada y calentar hasta la ebullicidon. Enfriar
por debajo de 60° C. Afadir 2 ml de solucion de yodo al medio, No calentar el medio después de
afiadir el yodo. Dispensar cantidades de 10-12 ml en tubos de ensayo estériles. Utilizar el medio el

mismo dia en que se prepare.
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CALDO CON LACTOSA (CL) (Difco)

Ingredientes por litro:

EXtracto de CArN .. ..cccieeeeiniiiinirrsirmcscaninnnniesersseunssainsasssanninina 39
PEPEONA ..ivveeiiiiri i irei s e e 59
I T (o 1=~ P PSPPSR 5g

Suspender 13 g en 1 litro de agua destilada o desionizada y calentar ligeramente para que se
disuelva por completo. Dispensar en tubos. Colocar un vial de fermentacion invertido en cada
tubo. Tapar los tubos y estilizarlos en el autoclave durante 15 minutes a 121° C,

pH final 6,9 + 0,2 a 25° C.

+ CALDO CON SELENITO Y CISTINA (SC) (Difco)

B 1] 10 ] - PR 5g
LaCtosa 1 vvreieirn i i e 4q
FOSfato diSOdICO. .. ... cereeeie i crerer s srrnrr e s srrneeses e 109
Selenito Acido SOdICO....ovvrri v 4q

| o 11 13 T [ PPN 0,01q

Suspender 23 g en 1 litro de agua destilada o desionizada. Calentar hasta la ebullicién para
disolver. Dispensar en tubos estériles o botellas a una profundidad de al menos 60 mm. Si se
desea, calentar durante 10 minutos en flujo de wvapor. iNo puede autoclavarse!. El
sobrecalentamiento destruira las propiedades selectivas. El medic no es estéril v se debe emplear
el mismo dia de su preparacién.

pH final 7,0 £ 0,2 a 25° C,

+ ENTEROTUBE II (BBL)

Enterotube II, es un sistema de identificacién de Enterobacterias que utiliza 15 pruebas
biogquimicas.
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+ GRAM NEGATIVOS (GN} (Difco)

THPLOSE cevveiiiirevvtiis e e 2049
DIEXEIOS 1evuverernarrirnrinieemsrrerbrsrrrnssssrrsssssrnnissterisennsrstssssssnanssanes 1g
MBNILOL "D ceeevvriiiiiiii s e e 29
(0] 4 7=1 (0 =10 o | oo SO O PO 59
Desoxicolato SOAICO..vvirmmriirirrerrrrreeen s 0,5g
Fosfato dipotasiCo ... e s 4g
FOSFato MONOPOLASICO ...uvuiveciiiicirire e e e e rrerrerne e rr s e 1,59
Cloruro SOAICO. . vueeeiiiiiiimneciiniir et e 5¢

Para rehidratar, disolver 39 g en 1 litro de agua destilada o desionizada. Dispensar en tubos y
esterilizar en el autoclave durante 15 minutos a 116 6 a 121° C. Evitar un calentamiento excesivo
del medio.

pH final 7,0 £ 0,2 a2 25° C

+ INFUSION DE CEREBRO Y CORAZON BHI (Difco)

Infusion de cerebros de ternera ..o, 200 g
Infusion de corazon de VacuNO.........vveeeereeeiiiiiiieremerssss i 250 g
= - 10g
1 07 U 29
ClorUro SOIC0. ... it ieeicriere e s s sesseees s e e e s s sseree s s s nnsrees 5g
(o3 (o) 0|10 o [ o TR 259

Disolver 37 gramos en 1 litro de agua destilada o desionizada. Dispensar seglin se desee. Esterilizar en
autoclave durante 15 minutos a 1212 C
pH final 7,4 +0,2 a 25° C

+ MEDIO DE CONGELACION

L1510 4 - T U 10g
Leche desnatada.......covviveciinn e 2049

1 o~ [ - 80 ml
Agua destilada........ooeereeeiiiiiiii 320 ml
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Pesar la triptona y la leche. Disolver en €l agua y afiadir la glicerina. Precalentar el autoclave y
esterilizar a 110° C durante 10 minutos. Enfriar rapido y dispensar en tubos estériles (3 - 4 ml).

+ MEDIQ DE CONGELACION (Diez, P. y col. 1994)

Clorurg sOAICO....cuuii v e e e 10g
GHCBIINA. . v ieeccccer e cees s e s e e s e s e rnennns 15 mi
Agua destilada......cceevvvieeecccc e 85 mi

Pesar la triptona y la leche. Disolver en el agua y afadir la glicerina. Precalentar el autoclave y
esterilizar a 110°C durante 10 minutos. Enfriar rapido y dispensar en tubos estériles (3 - 4 ml).

+ RAPAPPORT VASSILIADIS (Oxoid)

Peptona de SOJa......cccimueermrernnimmsnnensnnrrneas 5009
Cloruro de SO0 cvv.. i e e e 80¢g
FOsfato dipotASiCO .ccciviiviiivirrrereer e s reeseeess e erev e srrrreree s 2659
Fosfato MonopPOtASICO ..vveriiiricie e e e 1649
Cloruro de magnesio 6 H2O ......ccooveceriiiiimrniasvannnnsessserniesnens 40,09
Verde malaquita.......cccocceeriiiiiiieerr s s e e 0,044

Mezclar 30,0 g con 1000 ml de agua destilada o desionizada. Calentar, suavemente, hasta una
total homogeneizacién, Repartir en volimenes de 10 ml en tubos con tapdn de rosca y esterilizar
en autoclave a 1152C durante 15 minutos.

pH final 5,2 +£ 0,22 25° C,
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+ SELENITO VERDE BRILLANTE (DIFCO)

Bacto peptona ...t s e 5049
Extracto de Levadura .......ccceevieennrniiinemmmmnnnnnnsssssnn 504
D-Manitol .....oovvieemmmiiniiiiirrns s e 50¢g
SElENItO SOTITO wvvveviiiiisisci s s 4,09
Fosfato DIPOLASICO.....cciiiienii i e e 2,65¢g
Fosfato MONOPOLASICO.........iiii e vrcreeer e s nmneree s mrrenssnans 1,02¢g
Verde brillante.......cccvveveriiiic s s 0,005 g

Mezclar 23,70 g con 1000 ml de agua destiada o desionizada estéril hasta una total
homogeneizacion. Calentar en bafio de agua hasta su total disolucion, a uncs 70°C durante
aproximadamente 10 minutos. iNo puede autoclavarse!. Dejar enfriar hasta los 30 - 359 C antes
de utilizar.

pH final 7,2 £ 0,2 a 25° C,
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REACTIVOS:

+ CARBONATO-BICARBONATO, TAMPON.

Bicarbonato SOdICO ...vvvvmmrrreerrrrreciriirrrrssssersrrenssnssessssssanssbsnnnennnes 1,59 g
Carbonatn SOAICO .ovvvvvireeeeeriirririnnrrrbrrerssssssssssssessereessnnnnensnnns 293¢
AQUA destilada......evvvreeen i s 11

Se ajustaeipHa 9,6

+ PBS
Fosfato potasico MONODASICO ... e 4,08 g
Fosfato potasico dIBASICO ..c.crerrrerreemrrree e ii s 12,18 g
ClOrUrO SOHICO......iiiivererrerrrrririsrsesss e rerserrrrrrrenmnssssnnss 85¢g
Agua destilada..........cooevviniimnimin 11

Se ajusta el pH a 7,2

¢ PBS SALINO AL 1% (Saco, M. y col. 1986; Tschape, H., 1996)

ClOFUFO SOQICO. . 1uutiiieeaiiiiiii e rrrrsrrees s s s s s e e s sssssnsssseeeeenes 14,400 g
Fosfato sOdICo dibASICO.....cuvmmrrrrrrerv i 7,466 g
Fosfato potdsico monobasico ... e, 1,160 g
AQUa destilada .. .veeeeeeeermmiire 2000 mi

Se ajusta el pH a 7,2 y se esteriliza en autoclave a 120°C durante 15 minutos.

+ PBS - T ( Minnich, S.A. y col. 1982)

L0l ToT ¥ (o Y55 o 1o SO 309
Fosfato potasico MONODASICO .......ccovveerveerernrrnrmmssnrrecerssersssnessees 0,204q
Fosfato SOdICO dibASICO....u.iiiiiiirereirrereriirresiererereseer e s srreeereseeeenns 2904
ClOTUMO SOAICO. 1 teeeereeeeeesiirrrrrrrrererersessesssiiineaaassestens s essasssssnes 0,20g
NILFAtO SOMICO vuvirririrriiiiiiriiessirerrserrrssarreereeensaseestsesrrasesssrrrnnesns 0,209
Agua destilada...........cccvvinnimm 1

Se ajusta el pH a 7,2,
AfRadir Tween 20 al 0,05%
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¢ PBS-TWEEN ( Minnich, S.A. y col. 1982)

Fosfato potisico MONODESITO ...evveereeririninisnssnnscns e 4,089
Fosfato potdisco dibAsiCO........eecvvrirmniiiiiiieesensnin e 12,18 g
CIOFUFD SOTICO. ceeeeeeiiiiiriirsresmmnrrerrestrtissssssmnrestben s e s e e saassassssnatis B5g
Agua destilada..........vvreni 1l

Se ajustael pH a 7,2
Afiadir Tween 20 al 0,05%

+ PURPURA DE BROMO CRESOL AL 0,04% (Difco):

HidroXido SOMICO vvvrrerriiiiiiiiresiiiiiiiiitceerreeseeererererecnmnnnnn s irsssss e 18,5 ml
Pirpura de Bromo Cresol.irri e 0,1g
Agua destilada.......ier 250 ml

Se ajusta el pH entre 5,2 y 6,8.

« REACTIVO DE KOVACS (Difco)

F-Y o 3 To) =132 11 Tols LR 75 mi
AGAO EHIICO 950 1.vvrreeeeririsiirisrssrerereeesreesesssssssosssrssestesssssesenes 25 ml
p-dimetilaminobenzaldehido ..........cevveveiiiiiiiiiemms 5g

+ SOLUCION GLICEROL SALINO

Afiadir 85 mi de Cloruro sddico en 1% en agua destilada y 15 ml de glicerol.
Esterilizar durante 20 minutos a 121° C,
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+ SOLUCION DE METILCELULOSA

Afadir 1,2 g de Sulfato de Magnesio a 100 ml de agua destilada. Disolver con agitacion y
calor. Sin dejar de agitar, afladir 1 g de metilcelulosa (15 centipoises} y hervir de 5 a 19
minutos hasta que se empiecen a formar agregados. Esterilizar a 121° C durante 15 minutos.

Una vez fria ta solucién, la metilcelulosa se redisuelve.

+ SOLUCION RINGER, DILUIDA AL CUARTO {Wilson G.S., 1935; Harrigan, W.F. y McCance, M.E., 1979))

ClIOrUrD SOQICO. vvassmrrrreesirrmrrrrecerrr e rrm e e eeesana et e srrsaeees s sarnas e s 0949
ClOrUro POLASICO . cevsrriereerrerrerrererrrrrrrrrersssmmmsassssssssssssssensnneseenennns 0,042 g
ClOPUFD CAICICO vvveviiviiiiiievressmnrrrrresresssssssssserrrrnrssseeressssssssssssnnes 0,048 g
Bicarbonato SOOICO ..iviierrrerersrrreeiirrrrmrrrreisrrrer e smsereeransrrenaseres 0,02g
Agua destilada............coooviiiiiiii 400,00 ml

Se disuelven las sales en agua, se distribuyen de la forma requerida y se esteriliza en autoclave a
121°C durante 20 minutos,

+ SOLUCION DE YODO (Difco)

Cristales de yodo ... 6g
B oo [N o T oo - ol T 5g
Agua destilada o desionizada .........ccceeoiiiini e, 20 mi

+ VOGUES PROSKAUER REACTIVO A (Baritt, M.M. 1936)

Alfa=Naftol ..o e 50g
Etanol absolULO...cceerviiiiiirccccccirr e e 1000 ml

» VOGUES PROSKAUER REACTIVO B (Baritt, M.M. 1936)

HIdroxido POLASICO ... reeeerrecreereenramresersemeer e e s mnr e e e e e ae s 40g
Agua destilada.....ivvviiesrer e 100 ml
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ANEXO III
FOTOGRAFIAS.
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Fotografia 2.- Descarga y almacenamiento de harina de soja.

Fotografia 1.- Haba de soja
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Fotografia 3.- Descarga v almacenamiento de harina de soja.

Fotografia 4.- Carga de camidn automética (almacenamiento en silos).
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Fotografia 6.- Almacenes de soja en el puerto. Vuelo de gaviotas.
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