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@ Resumen:

Procedimiento para la diferenciacién in vitro de las
cepas virulentas de Salmonella enteriditis, que con-
siste en introducir las muestras a analizar en un me-
dio ATM (“adherence test medium”), incluyéndose
el conjunto en un tubo de ensayo, el cual somete a
una agitacion intensa hasta que las cepas analizadas
forman filamentos, distinguiéndose las cepas de vi-
rulencia elevada por la formacién de filamentos de
considerable tamafo y las cepas de poca virulencia
por la formacién de fi?/amentos de reducido tamano.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la diferenciacién in vitro
de las cepas virulentas de salmonella enteriditis.

La presente invencién hace referencia a un
procedimiento destinado para diferenciar las ce-
pas virulentas de Salmonella enteriditis, que son
nocivas, respecto de otras de menor virulencia que
no resultan nocivas.

Ensayos realizados para determinar el grado
de virulencia de Salmonella enteriditis, han ve-
nido a demostrarla existencia de aislamientos de
dicho microorganismo con un bajo grado de viru-
lencia, presentando unas dosis infectivas minimas
tan elevadas que dificilmente pueden ser adquiri-
das por la ingestién de un alimento contaminado
por las cepas correspondientes.

La infeccién por Salmonella enteriditis es una
causa muy importante de toxi-infecciones por ali-
mentos, constituyendo la causa principal de gas-
troenteritis en los humanos, de tal forma que ha-
bitualmente es adquirida por la ingestion de ali-
mentos contaminados, siendo los productos pro-
cedentes de las aves de corral la fuente mas impor-
tante de esta bacteria en los paises desarrollados.

Durante su viaje por el organismo Salmo-
nella debe tolerar varias agresiones, como el pH
gastrico y los péptidos antimicrobianos segrega-
dos por los enterocitos, produciéndose durante di-
cho viaje una interacién intima entre la bacteria
y las células hospedadoras mediante una serie de
senales bioquimicas. Luego, durante la invasién
dentro de las células epiteliales y fagociticas ocu-
rren espectaculares sucesos que dan lugar a nu-
merosos procesos de induccién, lo cual permite
afirmar que la virulencia de Salmonella, asi como
en la mayoria de otros microorganismos, es una
propiedad adquirida.

Consiguientemente, la osmolaridad, la tensién
de oxigeno, el pH, la concentraciéon de hierro li-
bre y el magnesio, influyen significativamente en
el fenotipo y la expresion de genes de invasion;
basdndose en lo cual es posible llevar a cabo un
procedimiento para la diferenciacién in vitro de
la virulencia en base al estudio de la expresién
de un fenotipo por las cepas virulentas, en unas
condiciones determinadas.

En ese sentido, de acuerdo con la invencién se
propone un procedimiento que permite desarro-
llar la diferenciacién in vitro de las cepas virulen-
tas de la Salmonella enteriditis y las que por su
grado de virulencia menor resultan inofensivas.

El procedimiento consiste en inocular la cepa
bacteriana a analizar en un medio ATM (“adhe-
rence test medium”), conteniendo un compuesto
como fuente de carbono, para lo cual resulta por

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ejemplo idénea la glucosa, sin que ésta sea limi-
tativa.

El ensayo se puede realizar tanto en medio
liquido como en medio s6lido. Cuando la de-
terminacién se realiza en medio liquido ATM,
éste se incluye en tubo de ensayo sometiéndose
a una agitacién vigorosa, con lo cual la cepa ino-
culada forma filamentos visibles, habiéndose com-
probado que las cepas cuyo grado de virulencia es
elevado dan lugar a filamentos de un considerable
tamano, en tanto que las cepas poco virulentas
apenas forman filamentos apreciables.

Cuando la determinacién se realiza en medio
sélido el medio ATM debe ser suplementado con
agary rojo congo (A TMA,“ATM agar”). En este
caso, las colonias de las cepas mas virulentas tras
la incubacién en ATMA presentan una coloracién
rojiza, en contraste con las colonias de las cepas
de baja virulencia que presentan una coloraciéon
amarillenta.

De esta forma es posible determinar por lo
tanto muy facilmente las cepas que son virulentas
y por lo tanto infecciosas, de las que no lo son,
lo cual permite por ejemplo comprobar de una
forma sencilla y rapida la salubridad o no de los
alimentos.

La agitacién en el proceso debe efectuarse de
una forma brusca, es decir a base de sacudidas o
vibracién intensa, ya que una agitacion uniforme,
orbital o similar, no proporciona resultados efecti-
vos en lo que se refiere a la formacién de filamen-
tos por las cepas analizadas, pudiendo motivar
conclusiones erréneas.

El medio ATM para desarrollar el procedi-
miento, debe ser deficiente en nitrégeno (N),
fésforo (P), azufre (S), magnesio (Mg) y hierro
(Fe), ya que estos materiales ocasionan una inhi-
bicién del fenémeno de la produccién de filamen-
tos por las cepas analizadas.

Composicién del medio y condiciones de incu-
bacién:

- Medio liquido ATM, que en su caso se
compone de: 60mM NaCl, 30mM NaHCO03
20mM KCl, 111mM Glucosa (pH 8,2). Las
bacterias deben ser incubadas a 37°C du-
rante una hora mediante agitacién vibrato-
ria pulsante. El indculo consistird en bac-
terias en su fase exponencial o bien en su
fase estacionaria, en cuyo caso el medio
ATM debera suplementarse con rojo congo
(0,004 %)

- Medio sélido ATMA, compuesto de ATM
suplementado con agar (1,5%) y rojo congo

(0,03 %)
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la diferenciacién in vi-
tro de las cepas virulentas de Salmonella ente-
riditis, caracterizado porque consiste en intro-
ducir las muestras a analizar en un medio ATM
(“adherence test medium”), incluyéndose el con-
junto en un tubo de ensayo, el cual se somete a
una agitacién intensa hasta que las cepas anali-
zadas forman filamentos, de forma que las cepas
de grado de virulencia elevado forman filamentos
de considerable tamano, mientras que las de poca
virulencia apenas forman filamentos apreciables.

2. Procedimiento para la diferenciacién in vi-
tro de las cepas virulentas de Salmonella enteri-
ditis, en todo de acuerdo con la primera reivin-
dicacidon, caracterizado porque la agitacion del
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tubo de ensayo debe efectuarse con brusquedad,
preferentemente a base de sacudidas.

3. Procedimiento para la diferenciacién in vi-
tro de las cepas virulentas de Salmonella ente-
riditis, en todo de acuerdo con la primera rei-
vindicacion, caracterizado porque el medio de
cultivo ATM debe ser deficiente en algunos ele-
mentos, tales como N, P, S, Mg y Fe, que inhiben
el fenémeno de formacién de filamentos por las
cepas de las muestras.

4. Procedimiento para la diferenciacién in vi-
tro de las cepas virulentas de Salmonella enteri-
ditis, en todo de acuerdo con la primera reivindi-
cacion, caracterizado porque el medio de cultivo
ATM puede ser suplementado con rojo congo para
favorecer la autoagregacion y pigmentacion de las
cepas virulentas en medios sélidos o liquidos.
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