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RESUMEN

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos son un problema mundial en aumento. Uno de
los agentes causales es Salmonella enterica serovar Enteritidis (SE), serotipo predominante en
Chile y asociado a alimentos de origen animal, entre ellos, carne de pescado. Una forma
reciente de controlar la presencia de SE en los alimentos, ya en uso internacional, es el
biocontrol mediante bacteriéfagos. Para poder realizar a futuro estudios ajustados al escenario
nacional que permitan evaluar su efecto directamente en alimentos, es primordial contar
previamente con protocolos de contaminacion experimental de las muestras.

Por esto, el presente estudio analizd protocolos de contaminacion experimental con SE, en
carne de salmoén congelada fresca y ahumada, mantenida 10 dias a temperatura de
refrigeracion y ambiente. Las variables analizadas fueron: presentaciéon de los alimentos (molido
y laminado) y técnica de contaminacién (goteo con y sin homogeneizacion). En cada protocolo
se determind la menor dosis bacteriana (entre 10> a 10° UFC/mL) que lograra = 80% de
muestras contaminadas. Ademas, se evalud la eficiencia de Piruvato de Sodio en la
recuperacion de SE en estas carnes contaminadas y refrigeradas.

Las menores dosis que lograron = 80% de muestras contaminadas fueron de 10> UFC/mL para
todos los protocolos independiente de la temperatura, excepto salmén fresco molido sin
homogeneizar refrigerado, cuya dosis fue 10° UFC/mL. Los cuatro protocolos comparados por
cada matriz no presentaron diferencias estadisticas (p>0,05) en la bacteriologia cualitativa
(deteccion) y cuantitativa (recuentos). La adicién de Piruvato de Sodio no generé diferencias

estadisticamente significativas (p>0,05) en la recuperacion de SE.

Palabras clave: Salmonella Enteritidis, carne de pescado, contaminacion experimental.



ABSTRACT

Foodborne Diseases are a rising global problem. One of the causative agents is Salmonella
enterica serovar Enteritidis (SE), the predominant serotype in Chile and associated with food of
animal origin, including fish meat. A recent way to control the presence of SE in food, already in
international use, is the biocontrol by bacteriophages. In order to perform future studies geared
to the national situation to assess its effect directly in food is essential to previously have
experimental contamination protocols of samples.

Therefore, this study analyzed experimental contamination protocols with SE, in fresh and
smoked frozen salmon meat, kept for 10 days at refrigeration and room temperature. The
variables analyzed were: presentation of food (ground and laminated) and contamination
technique (drip with and without homogenization). In each protocol the lowest bacterial dose
was determined (between 10? to 10° CFU/mL) which achieved = 80% of contaminated samples.
Also, the efficiency of Sodium Pyruvate on recovery of SE in these contaminated and
refrigerated meats was evaluated.

The lowest dose that yielded = 80% of contaminated samples were 10> CFU/mL for all protocols
regardless of the temperature, except fresh ground salmon without homogenizing and
refrigerated, whose dose was 10° CFU/mL. The four protocols compared for each meat were not
statistically different (p>0,05) in qualitative (detection) and quantitative (counts) bacteriology.
The addition of Sodium Pyruvate produced no significantly statistical differences (p>0,05) in SE

recovery.

Key words: Salmonella Enteritidis, fish meat, experimental contamination protocol.



INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) constituyen un problema mundial que en
las ultimas décadas ha aumentado debido a los cambios en la produccion y el consumo de los
alimentos, al crecimiento de la poblacion, urbanizacion en los paises subdesarrollados,
envejecimiento y por ende vulnerabilizacion de la poblacién, pobreza, consumo frecuente de
alimentos fuera del hogar y a la aparicion de nuevos agentes (Olea, 2007). Se conocen
alrededor de 250 agentes causales, entre ellos estan Vibrio parahaemolyticus, Salmonella spp.,

Shigella spp., Staphylococcus aureus y Escherichia coli enterotoxigénica (Olea, 2007).

Salmonella spp. es un patégeno bacteriano que es de relevancia mundial, tanto para los
animales como para el ser humano. Un grupo de sus serovares son capaces de colonizar el
tracto digestivo de una serie de animales, y pueden causar enteritis agudas o infecciones
subclinicas, entre otros cuadros. Como consecuencia de la colonizacion intestinal y de su
eliminacion por las heces, en particular en los animales de abasto, las bacterias pueden entrar
en la cadena alimentaria humana, colonizando el intestino, y causando un cuadro de

gastroenteritis (Barrow et al., 2010).

En Chile, Salmonella spp. es un agente sujeto a vigilancia de laboratorio y de resistencia
antimicrobiana. El Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) realiza la tipificacion de las cepas
provenientes de aislamientos clinicos y no clinicos (alimentos, ambientales y animales). Entre
los aflos 2005 y febrero del 2011 (Vaquero et al., 2011), el ISP tipific6 20.566 cepas de
Salmonella spp. de las cuales un 6,2% provino de alimentos; de ellos, un 25,3%
correspondieron a Salmonella enterica serovar Enteritidis (SE) haciéndolo el serotipo mas
aislado. Desde el afio 2005 al 2010 se notificaron 87 brotes de SE, observandose importantes
aumentos en los casos clinicos en los afios 2009 y 2010. Entre los grupos de alimentos en los
cuales se detectdé SE, un 4% correspondié a pescados y mariscos (Vaquero et al., 2011). En
Febrero del 2011, en la Regién Metropolitana de Chile, se present6 un brote por SE en
restaurantes de sushi en el cual se vieron afectadas 28 personas, de las cuales nueve
requirieron hospitalizacion; este evento finalizé con la resolucién del SEREMI de Salud de
prohibir el funcionamiento del local responsable. En esta intoxicacién la mayoria de las
infracciones fueron por falta de higiene, falta de refrigeracion y venta de pescados crudos no
permitidos (Anon 1, 2011).



Entonces, las infecciones humanas por SE tienen relacion con cada eslabén de la cadena
alimentaria, incluyendo las etapas de produccion, distribucién, conservacién, manipulacion y
preparacion de los alimentos por parte del consumidor final, es decir desde “la granja a la
mesa”. En los alimentos, una de las formas recientes de controlar la contaminacién por
Salmonella spp. es la utilizacion de bacteriéfagos, virus que estan siendo actualmente usados
de forma comercial por parte de algunos paises desarrollados. El uso de estos virus, que solo
atacan y lisan bacterias, es visto con grandes expectativas como forma de proveer una mayor
inocuidad alimentaria, sobretodo dado el contexto actual de la multiresistencia bacteriana, lo
que, entre otros factores, permite sugerir un enfoque mas hacia el control y la prevencion que
hacia la terapia. Los bacteriéfagos son altamente especificos y poseen varias caracteristicas
que los convierten en buenos candidatos para el biocontrol en alimentos; por ejemplo, su
capacidad de reducir la cantidad de bacterias, no alterar las caracteristicas organolépticas de
los alimentos, ser inofensivos para humanos, animales y plantas y ser altamente ubicuos y de

facil aislamiento y multiplicacion in vitro (Hagens y Offerhaus, 2008).

Una posible aplicacion de estos virus podria ser para controlar la presencia de SE en carnes de
pescado, dado que segun los datos de oficinas gubernamentales (Vaquero et al., 2011) este
alimento es de riesgo en Chile. Sin embargo, es un alimento que es comunmente obviado
dentro de los esfuerzos de prevencion, a pesar de que esta carne frecuentemente se consume
sin la adecuada coccién ya sea en su presentacion ahumada o fresca de manera cruda en
platos como el ceviche o el sushi, transformandolo en un alimento de riesgo ya sea por
contaminacién primaria o cruzada. Por este motivo, es importante preocuparse del control de la

contaminacién en esta preparacion hecha en base a pescado.

Como base de cualquier estudio para determinar formas de control de SE directamente en
alimentos, se hace necesario antes realizar una contaminacion experimental de la matriz
alimentaria a estudiar, estableciendo asi un protocolo para generar un grupo control donde un
elevado porcentaje de sus muestras logre contaminarse. De lo contrario, un efecto controlador
podria no reflejarse claramente. Es importante entonces, generar protocolos de contaminacion
de muestras de alimentos que incluyan diversas variables ya que, factores como la dosis
contaminante, presentacion del alimento y técnica de inoculacion, influyen en la contaminacion
de muestras. Es asi como, en un estudio con vienesas se presentaron diferencias en el

porcentaje de contaminacion con SE, realizados con una misma dosis contaminante, de



acuerdo a la presentacion del alimento y a la técnica de inoculacion; con valores que fluctuaron

entre 40 y 100% de muestras contaminadas (Lopez, 2012).

En el ambito internacional existen estudios que han realizado ensayos de contaminacion
experimental para analizar distintas formas de control de Salmonella spp. en diferentes
especies de pescado. Estas contaminaciones fueron exitosamente logradas con diversos
serotipos de este patdogeno y considerando diferentes dosis bacterianas, variadas
presentaciones del alimento (molido, fileteado, etc.) y técnica de contaminacion. Entre éstas se

describen los siguientes:

Con respecto a las dosis bacterianas utilizadas como inéculo, Bernbom et al. (2009) utilizaron
una suspension de 10° UFC/g de SE para contaminar carne de trucha (Salmo trutta), mientras
que Lu y Cai (2010) utilizaron 10* UFC/mL de S. Typhimurium para contaminar tilapia
(Oreochromis sp.) logrando en ambos casos contaminar la matriz alimentaria. Otros
investigadores han logrado contaminar con dosis tan bajas como 0,2 UFC/g (Perelle et al.,
2004) y tan altas como 2x10° UFC/g de pescado (Kumar et al., 2010), logrando altos niveles de
recuperacion de muestras positivas, llegando al 100% en algunos casos como el de Hein et al.
(2006). Dosis mayores a estas fueron utilizadas por Mol et al. (2010) quienes con 7 a 8 Log (10’
a 10°%) UFC/mL de SE, contaminaron jurel (Trachurus trachurus) logrando una recuperacion de
4,04+0,13 Log UFC/g al cabo de 10 dias.

Con respecto a la presentacion del alimento, Lu y Cai (2010) utilizaron laminas de tilapia para
ser contaminadas experimentalmente con S. Typhimurium, mientras que Bernbom et al. (2009)
utilizaron SE para contaminar trucha en forma picada y en ambos estudios los resultados fueron

exitosos.

Por otra parte, un factor importante de considerar para obtener muestras exitosamente
contaminadas es la técnica de contaminacién utilizada. Asi por ejemplo Lu y Cai (2010)
contaminaron mediante goteo con posterior homogenizacion mientras que Mol et al. (2010)
inocularon filetes, previamente lavados con agua, mediante aspersion y posteriormente
utilizaron una varilla doblada de vidrio para esparcir y obtener una distribucion uniforme de las

células, logrando en ambos estudios la contaminacion de las muestras.



Los estudios antes sefialados no so6lo dejan en evidencia el interés que existe por parte de la
comunidad cientifica de investigar sobre la carne de pescado, entendida como un alimento de
riesgo, sino también demuestran que existen diferentes formas de contaminar estas matrices,

para poder lograr contaminaciones experimentales exitosas.

Tomando en cuenta que la carne de pescado se presenta como un alimento de riesgo para la
adquisicion de salmonelosis y la existencia de diversas formas de lograr la contaminacion
experimental, este estudio analizé diferentes protocolos de contaminacion de carnes de
pescado con SE. Especificamente, se buscé implementar un protocolo de contaminacion
logrado con la menor dosis de SE en carne de pescado fresca y ahumada que contaminara al
menos un 80% de las muestras mantenidas a temperatura ambiente y de refrigeracion.
Adicionalmente, se determiné el efecto de la adiciéon de un suplemento al medio de cultivo sobre
la recuperacion (recuentos) de SE desde estas carnes mantenidas a temperatura de
refrigeracion, como una manera de reducir el estrés térmico sobre las bacterias. Los resultados
de este estudio serviran como base para una posterior investigacién sobre la aplicabilidad de
bacteriéfagos en el biocontrol de SE en el marco de la realizacion de experimentos ajustados a
la realidad nacional y que apunten a lograr una mayor inocuidad alimentaria al servicio de la

salud publica.



MATERIALES Y METODO

La investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de Microbiologia y de Tecnologia de los
Alimentos de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. El
estudio se realizé bajo las normas de bioseguridad correspondientes al nivel 2 del Manual de
Normas Bioseguridad que establece CONICYT para sus investigaciones (CONICYT, 2008) y

ademas, se cont6 con un certificado de la entidad local.

Muestras de alimentos

Para la realizacion de este estudio preliminar se considerd un tamafio muestral de 20 para cada
protocolo de contaminacion, el cual fue calculado con un 95% de confianza. Se usaron filetes
de salmén (Salmo trutta, Salmo salar u Oncorhynchus kisutch segun estacionalidad) fresco
congelado y ahumado congelado en envases sellados, adquiridos en un supermercado de
Santiago. Los alimentos fueron transportados en neveras en un periodo ho mayor a cuatro
horas desde su compra y fueron refrigerados en el Laboratorio hasta su procesamiento. Antes
de iniciar el procesamiento, todos los alimentos se probaron para determinar su negatividad a
Salmonella de campo; los analisis realizados fueron bacteriologia cualitativa y posterior prueba
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), técnica que posee una sensibilidad de 10*
UFC/mL (Malorny et al. 2003; Sanchez 2007). Todo alimento positivo fue desechado del

experimento.

Contaminacién experimental de las muestras

Se analizaron distintos protocolos de contaminacion tanto para la carne de pescado en su forma
fresca como ahumada. Las variables a analizar fueron: a) dosis del inéculo bacteriano, b)
presentacion del alimento (laminado y molido) y c¢) técnica de contaminacién (con y sin

homogeneizacion del inéculo bacteriano).

La contaminaciéon de los alimentos se realizé con una cepa nativa de Salmonella enterica
serovar Enteritidis de origen aviar donada por la Dra. Irma Acevedo Gonzalez (Laboratorio de
Bacteriologia del Servicio Agricola Ganadero); a partir de esta, fue seleccionada una cepa
mutante espontanea, con resistencia a Acido Nalidixico (nal) y Rifampicina (rif") por parte del
Laboratorio de Bacteriologia de la Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso. Las dosis
incluidas dentro del estudio fueron de 10% a 10° UFC/mL. Estas fueron preparadas a partir de un

cultivo de SE crecido en caldo comun a 37°C en agitacién orbital (Big Bill digital, Thermolyne®)
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por 24 horas al cual se le adicion6 Agua Peptonada Tamponada (APT) (Difco®) estéril hasta
ajustar su turbidez al tubo 0,5 del Nefelémetro de McFarland (aproximadamente 1,5x10°
bacterias/mL). A partir de esta suspension se prepararon diluciones al décimo hasta obtener las
concentraciones teoricas deseadas. Posteriormente, la concentracion de los indculos fue

corroborada mediante recuento bacteriano tradicional.

Las presentaciones de los alimentos analizadas fueron: molida (mediante Moulinex®) y
laminada con un grosor aproximado de 1 cm, siendo ambos procedimientos realizados bajo
condiciones de asepsia. Las técnicas de contaminacién fueron: mediante goteo con
micropipeta con y sin posterior homogeneizacion del in6culo. En el caso de los alimentos
laminados, la contaminacion fue realizada sobre sélo un lado de las laminas. Es asi como se
generaron las siguientes combinaciones de variables: molido con homogeneizacién (M.H.),
molido sin homogeneizacion (M.S.), laminado con homogeneizacion (L.H.) y laminado sin

homogeneizacion (L.S.).

Para la contaminacién, las muestras de 25 g cada una (INN, 2002) fueron colocadas en bolsas
estériles Whirl-pak® y a continuacion fueron contaminadas con un volumen de
aproximadamente un 2% del peso de las muestras (500 pL totales), bajo gabinete de
bioseguridad. El alimento ya contaminado se dejé reposar a temperatura ambiente dentro del
gabinete de bioseguridad por dos horas para permitir que la bacteria se adaptara al nuevo
medio. Luego las muestras fueron mantenidas durante 10 dias a dos temperaturas: ambiente y

a temperatura de refrigeracion, cada grupo con un tamafio de 20 muestras.

Bacteriologia cualitativa (deteccién de muestras positivas)

Transcurridos los 10 dias de almacenamiento tanto a temperatura ambiente como de
refrigeracion, todas las muestras fueron analizadas para bacteriologia cualitativa segun la
Norma Chilena Oficial NCh 2675.0f2002: “Deteccion de Salmonella en Productos
Hidrobioldégicos” emitida por el Instituto Nacional de Normalizacion de Chile (INN, 2002). Las
muestras de 25 g de alimento adicionadas de 225 mL de APT (Difco®) fueron homogeneizadas
en equipo triturador homogeneizador (Masticator®) por maximo un minuto. Se utilizaron como
caldos de enriquecimiento selectivo el caldo Rappaport Vassiliadis (incubado a 42°C) y el
Selenito/Cistina (incubado a 36°C), y como agares selectivos se utilizaron placas de agar XLD
(Xilosa Lisina Desoxicolato) (Difco®) y de agar Salmonella-Shigella (S.S.) (Difco®), ambas
adicionadas de Rifampicina (Caisson®) (50 pg/mL) y Acido Nalidixico (Arlab®) (50 pg/mL) e



incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. Para cada tipo de carne de salmoén, aquellos protocolos
gue presentaron porcentajes de positividad mayores o iguales a 80% logrados con la misma

dosis bacteriana, fueron comparados entre si mediante recuento bacteriano.

Bacteriologia cuantitativa (recuento bacteriano)

Para realizar el recuento de SE, se utilizaron 10 muestras contaminadas experimentalmente, las
cuales una vez en las bolsas Whirl-pak® fueron almacenadas a temperatura ambiente y de
refrigeracion por 9 dias, para luego adicionar 225 mL de APT, y homogeneizar (Masticator®)
por maximo un minuto. Posterior a esto las muestras fueron incubadas a 37°C por 18 horas. De
cada bolsa se realizaron 4 diluciones en APT (Difco®) estéril de las cuales se traspasaron 0,1
mL a placas de agar XLD (Difco®) adicionadas con Rifampicina (Caisson®) (50 pug/mL) y Acido
Nalidixico (Arlab®) (50 ug/mL). Estas placas fueron sembradas en superficie mediante asa de
Digralsky y posteriormente incubadas por 18 a 24 horas a 37°C, realizando lectura sélo de las
placas que tuvieran un maximo de 150 colonias. A una colonia de cada muestra se le realiz6 la
prueba de aglutinacion con suero anti Salmonella grupo D1 (Difco®) para corroborar su
identidad. En el caso de no obtener crecimiento en ninguna de las placas, se realiz6 un analisis
de bacteriologia cualitativa para corroborar la presencia de la bacteria en las muestras. Con los
resultados de los recuentos se selecciond, tanto para salmén fresco como ahumado, aquel
método que, siendo similar en sus porcentajes de deteccion y habiendo sido logrado con la

misma dosis bacteriana, presentara el mas alto recuento bacteriano.

Eficiencia de la adicién de un suplemento en la recuperacién de SE.

Salmonella spp. es susceptible de sufrir shock térmico a bajas temperaturas si es expuesta a
descensos repentinos de al menos 10°C, respondiendo inicialmente con un cese de su
crecimiento para reanudarlo posteriormente luego de una etapa adaptativa (Wesche et al.,
2009); esta situacién podria llevar a una subestimacion de los recuentos de Salmonella en los
alimentos contaminados y almacenados por 10 dias en refrigeracién. Para evitar esto, es
recomendable adicionar Piruvato de Sodio, el cual ha mostrado aumentar considerablemente el
recuento de Salmonella térmicamente lesionada al agregarlo a un agar no selectivo, como es el
Tripticasa de Soya (Wu, 2008). Basandose en esto, el mejor protocolo seleccionado a
temperatura de refrigeracion fue repetido en ambos tipos de carne de salmén usando 10
muestras, las cuales fueron almacenadas a temperatura de refrigeracion por 9 dias, posterior a
los cuales se les repitié el procedimiento descrito anteriormente para bacteriologia cuantitativa,

con la salvedad de que esta vez los recuentos se realizaron en placas de agar Tripticasa Soya
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(Difco®) con Rifampicina (Caisson®) (50 pg/mL) y Acido Nalidixico (Arlab®) (50 pg/mL) con 'y
sin la adicién de Piruvato de Sodio (Merck ®) al 1%. Estas Ultimas placas constituyeron el grupo
control.

Andlisis Estadistico

Los datos que se desprendieron del estudio fueron analizados con el programa Info Stat® (Di
Rienzo et al., 2008). Para los datos derivados de los analisis de bacteriologia cualitativa, ellos
se expresaron como porcentaje de positividad y se utilizé la prueba de diferencia de

proporciones para determinar diferencias estadisticas entre protocolos para cada matriz.

Para el analisis de bacteriologia cuantitativa (usado para protocolos con similar eficiencia de
contaminacién y para la evaluacion del Piruvato de Sodio), los datos se expresaron en unidades
logaritmicas y se les realiz6 un Analisis de Varianza (ANDEVA) para determinar si existian
diferencias entre los protocolos analizados segun matriz y temperatura. Valores de p<0,05

fueron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

Los diferentes protocolos probados en este estudio se realizaron apuntando a encontrar aquel
que entregara un 80% o mas de muestras positivas logradas con la menor concentracion de
indculo bacteriano.

En general, los cuatro protocolos analizados con carne de salmén fresca y con carne ahumada
lograron porcentajes superiores al 80% de positividad a SE con las menores dosis de in6culo
analizadas, es decir con 10% y 10® UFC/mL. Los resultados de los analisis de bacteriologia
cualitativa de las muestras contaminadas y almacenadas a temperatura ambiente (Tabla 1)
demuestran un 100% de contaminacién, independiente de la presentacién del alimento y de la

técnica de contaminacion.

Tabla 1. Porcentaje de positividad a SE de muestras de Carnes de Pescado contaminadas

experimentalmente y almacenadas a temperatura Ambiente.

Porcentaje de Positividad a SE

Tipo de Presentacion Técnica de Concentracién de In6culo
Pescado del Alimento Contaminacion 10° (UFC/mL)

Molido Con Homogeneizacion 100%*
Salmén Fresco Sin Homogeneizacién 100%*
Laminado Con Homogeneizacion 100%
Sin Homogeneizacién 100%
Molido Con Homogeneizacion 100%
Salmén Ahumado Sin Homogeneizacion 100%
Laminado Con Homogeneizacion 100%*
Sin Homogeneizacion 100%*

El signo (*) indica los protocolos preseleccionados para el estudio de recuento bacteriano.

Para las muestras contaminadas y almacenadas a temperatura de refrigeracion (Tabla 2), en el
salmén ahumado se lograron porcentajes de positividad mayores al 80% con la menor dosis
empleada (10?> UFC/mL), mientras que para salmén fresco se logré contaminar el 100% de las
muestras con una dosis de 10° UFC/mL, independiente de la presentacion del alimento y la

técnica de contaminacion de éste.
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Tabla 2. Porcentaje de positividad a SE de muestras de Carnes de Pescado contaminadas

experimentalmente y almacenadas a temperatura de Refrigeracion.

Porcentaje de Positividad a SE

Tipo de Presentacioén Técnica de Concentracién de In6culo
Pescado del Alimento Contaminacion 10° (UFC/mL) 10°
Salmén Fresco Molido Con Homogeneizacion 30% 100%*

Sin Homogeneizacion - 100%*
Laminado Con Homogeneizacion - 100%
Sin Homogeneizacion - 100%
Salmoén Ahumado Molido Con Homogeneizacion 100% -
Sin Homogeneizacion 100% -
Laminado Con Homogeneizacion 100%* -
Sin Homogeneizacion 95%* 100%
El signo (-) indica no realizado; El signo (*) indica los protocolos preseleccionados para el estudio de recuento
bacteriano.

El andlisis estadistico de los porcentajes de positividad determiné que los protocolos con
porcentajes mayores al 80% no fueron diferentes (p>0,05) por lo que, basandose en factibilidad
técnica, se preseleccionaron sélo 2 protocolos (Tablas 1y 2, signo asterisco) por tipo de carne

para su comparacion mediante el estudio de recuentos bacterianos.

En las Figuras 1 y 2 se muestran los resultados de los recuentos bacterianos de los protocolos
preseleccionados, tanto a temperatura ambiente como de refrigeracién respectivamente. Del
analisis estadistico de protocolos para cada tipo de carne de pescado se desprende que no
existian diferencias significativas en los recuentos bacterianos (p>0,05) para ninguna de las dos

temperaturas analizadas.
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Figura 1. Recuentos bacterianos y dosis de contaminacion (Log UFC/g) de los protocolos de
contaminacién de muestras de carne de pescado mantenidas a temperatura ambiente por 10

dias.
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(*): Una de las muestras experimentalmente contaminadas resulté negativa a los andlisis de bacteriologia cuantitativa
y cualitativa a los cuales fue sometida, por lo que no se consideré dentro del andlisis estadistico.

Figura 2. Recuentos bacterianos y dosis de contaminacion (Log UFC/g) de los protocolos de
contaminacion de muestras de carne de pescado mantenidas a temperatura de refrigeracion

por 10 dias.

Para poder responder el ultimo de los objetivos del presente estudio, el cual dice relacién con la
adicion de Piruvato de Sodio para el andlisis de bacteriologia cuantitativa de las muestras
almacenadas a temperatura de refrigeracion, se seleccioné arbitrariamente un protocolo para
cada tipo de carne de pescado (F.M.S. y Ah.L.H). Los protocolos elegidos y los resultados de
sus recuentos para evaluar la eficiencia de la adicion de un suplemento en la recuperacion de

SE se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Recuentos bacterianos de los Protocolos de contaminacion de carnes de pescado

mantenidas a temperatura de refrigeracion con y sin la adicion de Piruvato de Sodio al 1%.

El analisis estadistico mostré que la adicion de Piruvato de Sodio, en muestras contaminadas y

mantenidas por 10 dias a temperatura de refrigeracion, no generé un aumento significativo en

los recuentos (p>0,05) comparado con el grupo control.
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DISCUSION

SE en carnes de pescado es una causa de ETA, ya sea como contaminacion primaria o
cruzada a partir de otros alimentos, como quedd de manifiesto con el brote producido en
Febrero del 2011 en Santiago de Chile (An6n 2, 2011).

Tratar de disminuir la presencia de este patégeno en los alimentos cuando éste se encuentra en
las ultimas etapas de su cadena de produccion, es una de las metas del proyecto Fondecyt en
el cual se encuentra enmarcada esta memoria de titulo. La fase inicial para poder realizar estos
estudios es primero generar un protocolo de contaminacién experimental que entregue un
grupo control para, a futuro, lograr poner de manifiesto los efectos benéficos del uso de

bacteriéfagos como biocontroladores de SE.

En este estudio se logré contaminar experimentalmente salmoén fresco y ahumado con bajas
dosis de SE, siendo de 10?> UFC/mL para los protocolos que inclufan la mantencion de las
muestras contaminadas a temperatura ambiente. Para el caso de la temperatura de
refrigeracion, esta misma dosis fue exitosa para el salméon ahumado, sin embargo para el tipo

fresco, la dosis minima exitosa fue de 10° UFC/mL.

Las dosis de SE con las que se lograron los protocolos 6ptimos de contaminacién (positividad
mayor o igual a 80%), fueron las mas bajas dentro del intervalo analizado en este estudio, con
excepcion del protocolo de contaminacion de F.M.S.R. (Salmé6n Fresco Molido Sin
homogeneizar en Refrigeracion), lo cual las hace asemejarse a las posibles cantidades con las
gue un alimento es factible de encontrarse naturalmente contaminados con Salmonella (Kumar
et al., 2010). Una posible explicacion para que F.M.S.R. haya necesitado una mayor dosis para
lograr contaminar 80% o0 mas de las muestras es que esta matriz venia en su presentacion
comercial de forma congelada en trozos mas grandes que para el caso del ahumado, el cual
venia finamente laminado; es por esta razén que el tipo fresco durante el desarrollo de la
experiencia, se notaba macroscopicamente aun con algunos pequefios trozos de hielo, lo cual
no se vio para la forma ahumada. Entonces se puede asumir que la forma fresca se
encontraba a una menor temperatura, presentando asi un ambiente mas dificil para que la
bacteria se adaptara y creciera. Lo anterior sumado a que luego las muestras fueron
almacenadas a temperatura de refrigeracién, pudo haber generado en adicion un efecto de

cese de crecimiento e incluso muerte bacteriana (Wesche et al., 2009).
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Con respecto a la presentacion de los alimentos, las formas analizadas fueron molido y
laminado, resultando ambas igualmente exitosas, por lo que en este estudio, la forma de
presentacion del alimento no fue un factor que mejoré los resultados de los protocolos de
contaminacién, como si se vio en otras experiencias revisadas (Lopez, 2012). Cabe mencionar
que dentro de la literatura se mencionaba ademas la técnica de aspersion (Mol et al., 2010), sin
embargo ésta fue descartada por ser mas contaminante para el ambiente, a pesar del uso de

gabinete de bioseguridad.

En cuanto a las formas de contaminacidén analizadas, con y sin homogeneizacién del inéculo,
ambas fueron exitosas, ya que lograron 80% o mas de las muestras contaminadas. La eleccion
de los protocolos éptimos, entre los pares de protocolos preseleccionados, se hizo basandose
en aquel que lograra un mayor recuento promedio para las muestras analizadas, a pesar de
gque al someter los resultados a andlisis estadisticos, estos revelaron que no existian diferencias
significativas entre ellos, sin embargo en valores absolutos, los protocolos elegidos reportaron

mayores cantidades bacterianas.

Otro factor relevante de discutir es la temperatura a la cual se almacenaron las muestras luego
de su contaminacién, dado que resulté en diferencias en los recuentos bacterianos luego de los
10 dias de almacenamiento. En el caso de la temperatura ambiente, esta significd que todos los
protocolos sufrieran un aumento de mas de 5,16 Log UFC/g aproximadamente en su recuento
con respecto a la dosis de inoculacién. Para el caso de la temperatura de refrigeracion el caso
fue distinto ya que el salmén ahumado registré un aumento de 4,25 Log UFC/g, mientras que el
salmén fresco sufri6 una disminucion en su recuento de 0,77 Log UFC/g, posiblemente
explicado porque en esta matriz alimentaria, SE no fue capaz de sobreponerse al estrés por frio
y mantener su poblacibn y menos aln multiplicarse, posiblemente por lo explicado

anteriormente por la forma en trozos en que esta matriz se comercializa.

Con respecto a la adicion al medio de cultivo, de Piruvato de Sodio al 1% y su efecto en la
recuperacion de SE, contrario a lo descrito por el estudio de Wu (2008), de los resultados
estadisticos se desprende que tanto para la carne de salmoén fresca como para la ahumada no
hubo diferencias significativas (p>0,05) al comparar los recuentos bacterianos con y sin la
adicion del suplemento mencionado. Los resultados obtenidos podrian posiblemente ser
explicados debido a que el Piruvato de Sodio en un comienzo pudo haber reducido el dafio

provocado por las bajas temperaturas de mantencion de las muestras, pero con el pasar de los
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dias, SE fue capaz de generar una respuesta al estrés por frio en su metabolismo que se
evidencié con una adaptacion y posterior crecimiento bacteriano (Wesche et al., 2009) situacién
que equiparé los recuentos al dia 10 de almacenamiento en ambos grupos experimentales.
Otra posible explicacién es que este serotipo de Salmonella se comporta distinto al descrito en
el estudio de Wesche et al. (2009) que fue realizado con Salmonella Senftenberg. Tomando en
cuenta esto, seria recomendable que en posibles experimentos posteriores se realizaran
analisis de bacteriologia cuantitativa a un nimero menor de dias que los 10 analizados en este

estudio, para poder evaluar mas en detalle el efecto que tendria la adicién de este suplemento.

En conclusion, este estudio muestra que es factible lograr la recuperacion de SE desde carne
de salmén, tanto fresca como ahumada, contaminada experimentalmente con bajas dosis
bacterianas (10? a 10° UFC/mL) y almacenada por 10 dias a temperatura de refrigeracion y
ambiente, independiente del protocolo con el cual fue lograda la contaminacion, entregando en
la mayoria un porcentaje de contaminacion de las muestras mayor al 80%. La adicion del
suplemento Piruvato de Sodio al 1% en los medios de cultivo no logré generar un aumento
significativo en la recuperacion de SE luego de 10 dias, al compararlo con el grupo control sin
Piruvato de Sodio al 1%.

Finalmente, esta memoria sirve como base para los futuros analisis del proyecto Fondecyt
dentro del que se encuentra, sobre la aplicabilidad de bacteriéfagos en el biocontrol de SE en el
marco de la realizacion de experimentos ajustados a la realidad nacional y que apunten a lograr

una mayor inocuidad alimentaria al servicio de la salud publica.
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