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RESUMEN

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos representan un problema de salud
publica creciente, siendo Salmonella spp. el patdgeno mas frecuentemente aislado en los
brotes. En Chile, la mayor prevalencia la registra Salmonella Enteritidis (SE), aislado
principalmente desde productos de origen animal como carnes de diferentes especies. En este
trabajo se implementaron protocolos de contaminacién experimental con SE en alimentos
carneos crudos de riesgo, como un paso previo para la investigacion del uso de bacteriéfagos

liticos en la disminucién de la carga bacteriana en estos alimentos.

Se implementaron cuatro diferentes protocolos de contaminacion experimental con SE
en productos carnicos crudos considerados como riesgosos: pollo, pavo, cerdo y bovino. Se
determiné la menor dosis de indculo bacteriano (10% hasta 10° UFC/mL), forma de aplicacion del
in6culo (goteo con/sin homogeneizacion) y forma de presentacién de las carnes (molido y
laminado) con las cuales se logr6 porcentajes = 80% de contaminacion de las muestras,
mantenidas por 10 dias a temperatura ambiente y de refrigeracion. Ademas, se estudid la
eficiencia del Piruvato de Sodio adicionado a los medios de cultivo en los recuentos de SE en

las muestras contaminadas y almacenadas a temperatura de refrigeracion.

En la mayoria de los protocolos analizados se obtuvo elevados porcentajes de muestras
contaminadas con bajas dosis de SE (10> UFC/mL y 10° UFC/mL) tanto a temperatura ambiente
como en refrigeracion, obteniendo recuentos similares entre protocolos. La adicion de Piruvato
de Sodio no produjo recuentos significativamente mayores (p > 0,05) que aquellos obtenidos sin

la adicion del suplemento.

Palabras clave: Salmonella Enteritidis, carnes crudas, pollo, pavo, cerdo, bovino,

contaminaciéon experimental.



ABSTRACT

The Foodborne Disease are a growing public health problem, with Salmonella spp. the
pathogen most frequently isolated outbreaks. In Chile, recorded the highest prevalence of
Salmonella Enteritidis (SE), isolated mainly from animal products like meat from different
species. This work implemented protocols of experimental contamination with SE in meat raw of
risk, as a preliminary step to investigating the use of lytic bacteriophages in reducing the

bacterial load in these foods.

We implemented four different protocols of experimental contamination with SE in raw
meats considered at risk: chicken, turkey, pork and beef. We determined the lowest dose of
bacterial inoculums (107 to 10° CFU/mL), mode of application of inoculums (dripping with/without
homogenization) and presentation of meat (grinded and laminated) which was achieved with
percentages = 80% contamination of the samples, maintained for 10 days at ambient
temperature and refrigeration. Further, we studied the efficiency of Sodium Pyruvate added to

the culture media in SE counts in contaminated samples and stored at refrigeration temperature.

In most of the protocols analyzed there was high percentages of samples contaminated
with low doses of SE (10> CFU/mL and 10° CFU/mL) to ambient and refrigeration temperatures,
obtaining similar counts between protocols. The addition of Sodium Pyruvate was not
significantly higher counts (p > 0.05) than those obtained without the addition of the supplement.

Keywords: Salmonella Enteritidis, raw meats, chicken, turkey, pork, beef, experimental

contamination.



INTRODUCCION

Actualmente las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son un problema de
salud publica generalizado y creciente, tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias
de desarrollo. Estas se definen como enfermedades, generalmente de tipo infeccioso o téxico,
causadas por agentes o toxinas que entran en el cuerpo a través de la ingestién de alimentos
(WHO 2007). En Chile, los brotes de ETA son de notificacién obligatoria, mediante una red de
vigilancia de laboratorios dependientes de la Secretaria Regional Ministerial (SEREMI) de Salud
y el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP).

Una de las ETA y zoonosis mas importante a nivel mundial es Salmonelosis, causada
por bacterias pertenecientes al género Salmonella. Dentro de este género la mayoria de las
infecciones humanas son causadas por la especie Salmonella enterica, en la cual han sido

identificados mas de 2.500 serovares (Jones et al. 2008).

Las salmonelas no tificas tienen un gran impacto en la salud humana; esto se refleja en
gue cada afio se estiman 93,8 millones de enfermos a nivel mundial, de los cuales
aproximadamente 80,3 millones son producto de la transmision de la bacteria por alimentos y
155.000 acaban en muerte (Majowicz et al. 2010).

En las dltimas décadas, el comportamiento de Salmonella spp. en la poblacién ha
presentado un cambio epidemiologico, desde Salmonella Typhi hacia Salmonella Enteritidis
(SE), convirtiéndose en el serovar mas frecuentemente aislado en Chile y en el mundo. Segun
Hendriksen et al. (2011), a nivel mundial exceptuando Oceania y Norteamérica, los serovares
mas prevalentes fueron S. Enteritidis y S. Typhimurium, con 43,5% y 17,1% respectivamente;
Chile sigue la tendencia mundial, mostrando en los ultimos afios una disminucién de Salmonella
Typhi hasta 4,1%, y un aumento de SE hasta 49% en el mismo periodo. Las infecciones por SE

actualmente son endémicas (Solari et al. 2011).

En una publicacion reciente de Vaquero et al. (2011) pertenecientes al Ministerio de
Salud de Chile, el serotipo que mas se aisla en el ambiente clinico sigue siendo SE; en el
periodo comprendido entre 2005 y febrero de 2011, este serotipo fue aislado en un 57,7% de

las cepas de origen clinico y 25,3% de aquellas de origen alimentario. Existe una tendencia al
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aumento de los casos clinicos asociados a SE desde el afilo 2008, con una distribucién
geografica donde destaca la zona central de Chile (Region Metropolitana y Region de
Valparaiso). Las carnes de mayor riesgo y donde se detect6 mayormente SE fueron las
provenientes de ave (49%), y lejanamente otros productos carnicos (3%) y carne sin especificar
(2%). Estos datos refuerzan la idea de establecer medidas de control que incluyan prevenir la
contaminacioén de las instalaciones, reducir la multiplicacién de la bacteria en plantas y matar a
los patégenos presentes en los alimentos (Jones 2011), esto a todo nivel, ya sea produccion,
procesamiento, transporte y almacenamiento en sitios de venta; como asimismo es importante
una campanfa educativa en la poblacién que enfatice la forma de almacenamiento y coccién de

este tipo de productos.

Para disminuir la supervivencia de las bacterias en los alimentos existen diversos
factores que pueden modificarse. Los cambios de temperatura son cominmente usados para
disminuir el crecimiento bacteriano (bajas temperaturas) o para eliminar los microorganismos
(altas temperaturas) (McCann et al. 2006). En el caso de los productos carneos crudos se utiliza
la refrigeracion o la congelacion. Las radiaciones también son un mecanismo de eliminacion de
bacterias, ya sea radiacion ultravioleta (Isohanni y Lyhs 2009) o ionizante. Estas disminuyen el
namero de células vegetativas que se encuentren en la superficie del alimento, sin produccion
de calor, manteniendo los alimentos frescos. La destruccion o inhibicion de los microorganismos
puede ser producida ademas por diversos gases usados con frecuencia en el envasado y
almacenamiento de los alimentos como: nitrégeno, oxigeno y diéxido de carbono (Garcia et al.
2006). Después de estos tratamientos, una poblacion de microorganismos puede morir,

sobrevivir y/o presentar lesiones subletales (Wu 2008).

Durante las ultimas décadas los esfuerzos se han enfocado en el biocontrol de los
alimentos que van a consumo humano, donde se encuentra a los bacteri6fagos, o fagos. Estos
son virus que destruyen especificamente bacterias, los cuales son considerados como
potenciales agentes antibacterianos (Gorski et al. 2007, Hagens y Loessner 2007). Hagens y
Loessner (2007) publicaron una investigacion donde se demuestra que estos fagos también
pueden ser utilizados exitosamente en el control bacteriano en alimentos contaminados con

Salmonella spp.



Para evaluar la eficiencia del biocontrol con fagos contra Salmonella spp., es necesario
realizar contaminaciones experimentales en los alimentos en estudio, donde se obtenga un alto
nimero de muestras contaminadas con un elevado recuento bacteriano, de lo contrario el
efecto de la aplicacion de fagos podria ser subestimado. Existen diversos trabajos publicados
sobre contaminacion experimental de carnes con Salmonella spp., donde se advierten
diferentes variables que deben ser estudiadas previamente como concentracidon del indculo,

forma de inoculacion y forma de presentaciéon del alimento.

Higgins et al. (2005) contaminaron pechugas de pollo enteras, con un inéculo de escasa
concentracion que contenia 31 unidades formadoras de colonias (UFC) de SE. Estas muestras
fueron almacenadas a 4°C durante dos horas, y luego incubadas a 37°C durante toda la noche,
pasado este tiempo se obtuvo un 95% de las muestras positivas a SE. En contraste, Fiorentin et
al. (2005) contaminaron trozos de pollo por inmersién en una solucion de elevada concentracion
que contenfa 10° UFC/mL de SE. Se recuperaron bacterias de todos los cortes con una

concentracién aproximada de 10® UFC totales por muestra.

En cuanto a la presentacién del alimento al momento de la contaminacion, se han
realizado experiencias en carnes laminadas; es el caso de McCann et al. (2006) quienes
usando carne de bovino, cortaron laminas de 20 mm. de espesor, inoculando Salmonella
Typhimurium en una concentracion de 10 Log UFC/mL en un punto central de la muestra, y
luego extendieron por toda la superficie. Las muestras fueron mantenidas durante 15 minutos a
4°C, mostrando una concentracion constante de aproximadamente 7-8 Log UFC/cm?, con bajos
niveles de variacion entre muestras. Por otro lado, Bigwood et al. (2007) usaron laminas de
carne de bovino de dos por dos cm., contaminando con dos dosis de Salmonella Typhimurium
(< 10% y 10* UFC/mL) y almacenando a dos temperaturas (5°C y 24°C). Luego de 24 horas se
logré un crecimiento bacteriano > 3 Log/cm? en la carne inoculada con una baja concentracion y
> 5,9 Log/cm? en aquella carne contaminada con una alta concentraciéon de inéculo. En ambos

protocolos se obtuvo un 100% de muestras contaminadas.

Los estudios presentados demuestran que es posible realizar contaminaciones
experimentales exitosas en matrices carneas, con diversas presentaciones de alimentos, con
diferentes concentraciones y formas de aplicacion de las bacterias. Es por esto que esta

investigacion propone implementar protocolos de contaminacion de alimentos cérneos
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utilizando una dosis minima de una cepa nativa de SE, con el fin de obtener un = 80% de
muestras positivas y un elevado recuento. Estos protocolos seran utilizados posteriormente en
el Proyecto FONDECYT N° 1110038 donde se aplicaran fagos contra SE a las matrices

alimenticias contaminadas para evaluar su efecto en la disminucién de la contaminacién inicial.



MATERIAL Y METODOS

1. Financiamiento.

El presente trabajo fue financiado por el proyecto FONDECYT N° 1110038: “Biocontrol
de Salmonella enterica Serovar Enteritidis en alimentos de origen animal que representan un
riesgo en Salud Publica: Uso de Bacteriéfagos”. Se realizo en los Laboratorios de Microbiologia
y de Tecnologia de los Alimentos del Departamento de Medicina Preventiva Animal de la

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

2. Matrices carneas.

Se utilizaron carnes crudas de pollo, pavo, cerdo y bovino, cuyas marcas fueron
confidenciales. En el caso de pollo y pavo se usé Muasculo Pectoral (corte Pechuga), en cerdo el
corte elegido fue Pulpa proveniente de los masculos de la parte alta de la pierna y por ultimo,

Musculo Semimembranoso (corte Posta Negra) en el bovino.

Todos los alimentos se adquirieron en fecha lo mas cercana posible a su fecha de
elaboracion, en envases sellados, desde un supermercado de la Region Metropolitana (Chile).
El transporte al Laboratorio de Microbiologia se realiz6 en una caja isotérmica con refrigerante
en un maximo de cuatro horas, e inmediatamente los alimentos fueron procesados en el

Laboratorio.

De todos los alimentos se tomd una muestra representativa, a la cual se le hizo un
andlisis bacteriol6gico cualitativo e identificacion de Salmonella spp. mediante el método de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para evidenciar alguna contaminacién previa.

Toda muestra positiva fue eliminada del estudio.

3. Cepa desafio.

Se utiliz6 una cepa nativa de Salmonella enterica serovar Enteritidis de origen aviar
donada por la Dra. Irma Acevedo Gonzélez (SAG). A partir de esta, fue seleccionada una cepa
mutante espontanea, con resistencia a Acido Nalidixico (nal) y Rifampicina (rif') en el
Laboratorio de Bacteriologia del Instituto de Biologia de la Pontificia Universidad Catdlica de

Valparaiso.



4. Disefio Experimental.
4.1 Dosis, presentacién del alimento y forma de inoculacion de Salmonella Enteritidis.

Los protocolos analizados se observan en la Tabla 1.

El tamafio muestral de este estudio preliminar fue definido mediante el programa
estadistico InfoStat® (Di Rienzo et al. 2008) para un nivel de confianza de un 95%, resultando
20 muestras para cada protocolo experimental y para cada temperatura de almacenamiento
post contaminacion. Entonces, de cada matriz se tomaron 40 muestras de 25 gramos cada una,
laminadas (laminas de aproximadamente 20 mm) o molidas en Moulinex®. Estas muestras
fueron colocadas en una bolsa (Whirl-Pak®) para equipo triturador homogeneizador y luego
bajo un gabinete de bioseguridad se aplicé el indculo por goteo con una micropipeta, con y sin
homogeneizacion mediante un asa de Digralsky (Tabla 1). El volumen de in6culo correspondi6
aproximadamente a 250 L, equivalente al 1% del peso de las muestras. Se consideraron dos

muestras controles (sin contaminar), una para cada temperatura.

La contaminacion se realizé con diferentes dosis de SE nal' rif', desde una concentracion
de 10% a 10° UFC/mL. Para ello se obtuvieron indculos preparados a partir de un cultivo puro de
SE en caldo comun incubado a 35°C + 1°C por 18-24 horas. A partir de este cultivo, se obtuvo
un tubo con aproximadamente 1,5 x 10° bacterias/mL mediante la comparacién con el tubo 0,5
del nefelémetro de McFarland. Desde este tubo inicial se prepararon diluciones al décimo con
Agua Peptonada Tamponada (APT, Difco®), hasta llegar al valor teérico de 10° hasta 10°
bacterias/mL. Estas concentraciones fueron corroboradas mediante recuento bacteriano
tradicional (UFC/mL) sembrando en placas de agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD, Difco®)
adicionados de Acido Nalidixico (Arlab®, 50 pg/mL) y Rifampicina (Caisson®, 50 ug/mL).

Luego de la contaminacion, las muestras se dejaron reposar durante dos horas a
temperatura ambiente, para la adaptacion y adhesion de la bacteria a la superficie del alimento.
La mitad de las muestras (20) se mantuvieron a temperatura ambiente y las muestras restantes
(20) a temperatura de refrigeracion por 10 dias. Después de este tiempo, todas las muestras

fueron analizadas por Bacteriologia Cualitativa para la deteccion de SE.



Tabla 1. Protocolos experimentales de contaminacion con SE para cada alimento en estudio.

. ., F 5di
Alimento Presentacion orma de Temperatura codigo
Inoculacién Protocolo
Homogeneizado A PMHA
Molido : Refrigeracion PMHR
Sin Ambiente PMSA
Homogeneizado Refrigeracion PMSR
Pollo .
Homoaeneizado Ambiente PLHA
Laminado g Refrigeracion PLHR
Sin Ambiente PLSA
Homogeneizado Refrigeracion PLSR
Homogeneizado GIIRIENTC TMHA
Molido 9 Refrigeracion TMHR
Sin Ambiente TMSA
Homogeneizado Refrigeracion TMSR
Pavo -
Homogeneizado A TLHA
Laminado - Refrigeracion TLHR
Sin Ambiente TLSA
Homogeneizado | Refrigeracion TLSR
Homogeneizado GIIRIENIC CMHA
. g Refrigeracion CMHR
Molido : -
Sin Ambiente CMSA
Homogeneizado | Refrigeracion CMSR
Cerdo -
Homogeneizado Ambiente CLHA
L aminado g Refrigeracion CLHR
Sin Ambiente CLSA
Homogeneizado | Refrigeracion CLSR
Homogeneizado ADICN(E BMHA
. : Refrigeracion BMHR
Molido : -
Sin Ambiente BMSA
) Homogeneizado Refrigeracion BMSR
Bovino -
Homogeneizado Ambiente BLHA
L aminado g Refrigeracion BLHR
Sin Ambiente BLSA
Homogeneizado | Refrigeracion BLSR




4.2 Bacteriologia Cualitativa (Deteccion de SE).

Se realiz6 segun la Norma Chilena Oficial 2675 Of 2002 sobre “Productos
hidrobiolégicos — Deteccion de Salmonella” (INN 2002). Para ello, pasados los 10 dias de
almacenamiento de las muestras contaminadas, se hizo un pre-enriquecimiento adicionando
225 mL de APT (Difco®) a la muestra (25 g) y, posteriormente se homogeneizd en el equipo
triturador homogeneizador (Masticator®, IUL Instruments) por no mas de un minuto. Estas
muestras fueron incubadas a 35°C + 1°C por un maximo de 20 horas. Para el enriquecimiento
selectivo se transfirio 0,1 mL a un tubo con 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV, Difco®)
y un mL a un tubo con 10 mL de caldo Selenito-Cistina (SC, Difco®), incubados a 42°C + 1°C
por 18-24 horas y a 35°C + 1°C por 18-24 horas, respectivamente. Como medios selectivos se
utilizaron los agares XLD (Difco®) y Salmonella-Shigella (SS, Difco®) adicionando Acido
Nalidixico (Arlab®, 50 pug/mL) y Rifampicina (Caisson®, 50 pg/mL). Las placas sembradas se
incubaron a 35°C + 1°C por 24 h £ 2 h. Cuando el crecimiento en la placa fue escaso 0 si
ninguna colonia tipica fue observada, las placas se reincubaron a 35°C + 1°C hasta completar
48 h+2h.

5. Selecciéon mejor protocolo.

Se selecciond la menor dosis bacteriana, asociada a aquella forma de inoculacién y
presentacion del alimento que ofrecieron en conjunto un 80% o mas de muestras positivas a SE
(Bacteriologia Cualitativa). Cuando existieron dos o mas protocolos que con la misma dosis
lograron un porcentaje de positividad igual o superior a 80, se seleccioné aquel que entrego el

mayor recuento (Bacteriologia Cuantitativa).

5.1 Bacteriologia Cuantitativa (Recuento).

Pasados 9 dias de almacenamiento post contaminacion, se adicion6 a la muestra (25 g),
225 mL de APT (Difco®), y se homogeneizé en el equipo triturador homogeneizador
(Masticator®, IUL Instruments) en no mas de un minuto. Las muestras se incubaron a 35°C *
1°C por 18 horas. Al completar este tiempo (dia 10), desde la bolsa Whirl-Pak® se tomaron 100
ML y se prepararon cuatro diluciones, en APT (Difco®). De ellas se extrajeron 100 L, los que
fueron sembrados en superficie mediante asa de Digralsky en placas de agar XLD (Difco®) con
Acido Nalidixico (Arlab®, 50 pg/mL) y Rifampicina (Caisson®, 50 pg/mL). Las placas se
incubaron a 35°C + 1°C por 18-24 horas para realizar el recuento de colonias. Los recuentos se

realizaron en grupos con un tamafio de 10 muestras cada uno, y se contaron solo aquellas
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placas con hasta 150 colonias. Si la placa no evidencio crecimiento bacteriano (placa negativa)

se realizé bacteriologia cualitativa desde la muestra inicial.

5.2 Recuperacion de SE usando el suplemento Piruvato de Sodio.

Salmonella spp. al igual que otras bacterias, sufren estrés térmico al estar sometidas a
temperatura de refrigeracion, lo cual se traduce en una disminucién del crecimiento bacteriano,
y con ello una subestimacion en los recuentos. Este efecto puede ser contrarrestado in vitro por
la adicion de Piruvato de Sodio como suplemento al medio de cultivo (Gurtler y Kornacki 2009,
Wu 2008).

Por esta razén, una vez que se seleccioné el protocolo éptimo, todas las muestras
mantenidas a temperatura de refrigeracién fueron analizadas por Bacteriologia Cuantitativa en
medios de agar Tripticasa de Soya (TS, Difco®) adicionados de Acido Nalidixico (Arlab®, 50
png/mL) y Rifampicina (Caisson®, 50 pg/mL), con y sin la adicion de Piruvato de Sodio (Merck®)

al 1%. Los recuentos fueron realizados en grupos con un tamafio de 10 muestras.

6. Andlisis Estadistico.

El andlisis de los datos se realiz6 mediante el programa computacional InfoStat® (Di
Rienzo et al. 2008). Para determinar el mejor protocolo, los resultados del andlisis cualitativo
(deteccion de SE) se expresaron como porcentaje de positividad a Salmonella y sus diferencias

analizadas mediante la Prueba de Diferencia de Proporciones.

Los resultados de los recuentos, tanto para la seleccion de protocolos de similar
eficiencia como para analizar el efecto de la adicion de Piruvato de Sodio a un medio no
selectivo, se expresaron en unidades logaritmicas (Log UFC/g) y con los datos obtenidos se

realizé un Andlisis de Varianza (ANDEVA).
Valores de p < 0,05 fueron considerados de significancia estadistica.
7. Normas de Bioseguridad.

Este estudio cont6 con un Certificado de Bioseguridad otorgado por el Comité local de la

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Se trabajé con
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estandares para el nivel dos de bioseguridad segun el Manual de Bioseguridad en Laboratorios
de Microbiologia y Biomedicina (CDC 1999).
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RESULTADOS

Los resultados de la bacteriologia cualitativa para los protocolos con muestras
contaminadas y mantenidas a temperatura ambiente se observan en la Tabla 2 y a temperatura
de refrigeracion en la Tabla 3.

Tabla 2. Deteccion de SE en diferentes matrices carneas contaminadas y mantenidas a

temperatura ambiente segun protocolo de contaminacion.

; OB Muestras :
Matriz In6culo | Protocolo* Positivas Porcentaje
(UFC/mL)
10° PMHA 20 100%
10? PMSA 14 70%
Pollo .
10 PLHA 11 55%
10° PLSA 16 80%
10° TMHA 20 100%
Pavo 102 TMSA 20 100%
10 TLHA 13 65%
102 TLSA 7 35%
10° CMHA 20 100%
S 10° CMSA 20 100%
10° CLHA 19 95%
10° CLSA 20 100%
10° BMHA 20 100%
e 10° BMSA 20 100%
10° BLHA 20 100%
102 BLSA 20 100%

*P: pollo; T: pavo; C: cerdo; B: bovino; M: molido; L: laminado; H: homogeneizado; S: sin homogeneizar;
A: temperatura ambiente.
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Tabla 3. Deteccién de SE en diferentes matrices carneas contaminadas y mantenidas a

temperatura de refrigeracion segun protocolo de contaminacion.

; ReRlE Muestras :
Matriz In6culo | Protocolo* Positivas Porcentaje
(UFC/mL)
10° PMHR 18 90%
10° PMHR 2 10%
Pollo 10° PMSR 7 35%
10° PLHR 14 70%
10° PLSR 20 100%
10° TMHR 20 100%
10° TMHR 6 30%
Pavo 10° TMSR 18 90%
10° TLHR 10 50%
10° TLSR 8 40%
10° CMHR 19 95%
. 10° CMSR 20 100%
10° CLHR 20 100%
10? CLSR 19 95%
10° BMHR 20 100%
102 BMHR 14 70%
Bovino 10° BMSR 20 100%
10° BLHR 19 95%
10° BLSR 14 70%

*P: pollo; T: pavo; C: cerdo; B: bovino; M: molido; L: laminado; H: homogeneizado; S: sin homogeneizar;
R: temperatura refrigeracion.

Se observé que la mayoria de los protocolos, en cada matriz, cumplieron con la
contaminacion de 80% o mas de muestras con las méas bajas dosis bacterianas analizadas (10?
y 10° UFC/mL). En la Tabla 4 se resumen aquellos protocolos preseleccionados de acuerdo a la
dosis de SE. Es interesante hacer notar que en las muestras de una misma matriz mantenidas a
temperatura de refrigeracion, la dosis minima fue 10 veces mayor (10° UFC/mL) que la dosis
minima a temperatura ambiente (10° UFC/mL), excepto en cerdo, donde se mantuvo la misma
dosis infectante tanto a temperatura ambiente como a temperatura de refrigeracion (107
UFC/mL).
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Tabla 4. Protocolos de contaminacion experimental preseleccionados segun la minima dosis de

SE.
AMBIENTE REFRIGERACION
Matriz (UID:cc)er:L) Protocolo* P03|(t0|/:)/)|dad (UID:(();rIr?L) Protocolo* POS'(E)I/Z)Idad
— 10° PMHA 100? 10° PMHR 902
10? PLSA 802 10° PLSR 100?
Pavo 10° TMHA 100? 10° TMHR 100?
10? TMSA 100? 10° TMSR 90?
10° CMHA 1002 10° CMHR 95°
. 10° CMSA 1002 10° CMSR 1002
10° CLHA 952 10° CLHR 1002
102 CLSA 1002 102 CLSR 952
10° BMHA 100? 10° BMHR 100?
i 10° BMSA 1002 10° BMSR 1002
10° BLHA 100? 10° BLHR 952
10° BLSA 1002

% Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas (p>0,05).
*P: pollo; T: pavo; C: cerdo; B: bovino; M: molido; L: laminado; H: homogeneizado; S: sin homogeneizar;
A: temperatura ambiente; R: temperatura refrigeracién.

Como se observa en la Tabla 4, los porcentajes de positividad a SE en los protocolos
ensayados para cada matriz no arrojaron diferencias estadisticas (p > 0,05), por lo que se les
hizo un recuento bacteriano para poder definir cuél es el mejor de ellos. En el caso del cerdo y
bovino se compararon solo dos protocolos preseleccionados por cada temperatura,
discriminando por la facilidad de procesamiento. Los promedios de los recuentos de los

protocolos en comparacién se detallan en la Tabla 5.
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Tabla 5.

Recuentos bacterianos promedios en protocolos de contaminacion experimental con

SE segun matriz y temperatura.

AMBIENTE REFRIGERACION
= » | Dosis Inicial UFC/mL Recuento « | Dosis Inicial UFC/mL Recuento
rotocolo (Log UFC/g) Promedio | Protocolo (Log UFC/g) Promedio
9 9 (Log UFC/g) 9 9 (Log UFCJ/qg)
PMHA 2,2 x 10% (0,3424) 2,8461°% PMHR 6,6 x 10° (1,8195) 1,6696°
PLSA 1,05 x 10 (0,0212) 1,8005" PLSR 8,825 x 10° (1,9457) 2,06872
TMHA 2,2 x 10% (0,3424) 2,5220°% TMHR 1,05 x 10° (1,0212) 1,1258%
TMSA 1,05 x 10% (0,0212) 2,5401% TMSR 8,825 x 10° (1,9457) 0,9122°
CMHA 2,2 x 10% (0,3424) 5,7254° CMHR 2,2 x 10% (0,3424) 2,92542
CMSA 6,6 x 10% (0,8195) 5,6498% CMSR 6,6 x 10? (0,8195) 2,0673°
BMHA 2,2 x 107 (0,3424) 4,6289° BMHR** 6,6 x 10° (1,8195) 4,4863°
BMSA 6,6 x 10% (0,8195) 4,465% BMSR 1,05 x 10° (1,0212) 4,3286°

% Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas (p>0,05).
P. | etras distintas indican que hay diferencias estadisticas (p<0,05).
*P: pollo; T: pavo; C: cerdo; B: bovino; M: molido; L: laminado; H: homogeneizado; S: sin homogeneizar;
A: temperatura ambiente; R: temperatura refrigeracion.

**Promedio realizado con nueve muestras ya que una de ellas no se contamino.

Al confrontar los recuentos, se encontré diferencias estadisticas sé6lo en la matriz pollo,

entre los protocolos PMHA y PLSA (p = 0,0001) a temperatura ambiente, mientras que en

aguellos a temperatura de refrigeracioén, hubo diferencias estadisticas sélo en la matriz cerdo
entre los protocolos CMHR y CMSR (p = 0,006).

Finalmente, los resultados de los recuentos bacterianos, realizados a aquellas muestras

mantenidas a temperatura de refrigeraciéon con y sin la adicion del suplemento Piruvato de

Sodio, arrojaron en promedio resultados sin diferencias estadisticas (p > 0,05) entre ellos (Tabla

6).
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Tabla 6. Recuentos promedio de protocolos de contaminacidén experimental a temperatura de

refrigeracion en medios de cultivo con y sin la adicién del suplemento Piruvato de Sodio.

Recuento Recuento
Protocolo* Promedio con Promedio sin
Piruvato de Sodio | Piruvato de Sodio

(Log UFC/g) (Log UFC/g)
PLSR 1,1561°% 1,1497°
TMHR 2,1754% 2,1089°%
CMHR 3,7398% 3,6613%

BMHR 1,8399°%

1,7555°

*P: pollo; T: pavo; C: cerdo; B: bovino; M: molido; L: laminado; H: homogeneizado; S: sin homogeneizar;

R: temperatura refrigeracion.
% Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticas (p > 0,05).
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DISCUSION

En el presente trabajo se implementaron protocolos de contaminacién experimental con
una cepa nativa de SE, en los cuales se utilizaron bajas dosis bacterianas (10> UFC/mL y 10°
UFC/mL), logrando un alto porcentaje de muestras positivas (80% y mas), en todas las matrices
en estudio. Esto deja de manifiesto la facilidad con que se contamina este tipo de alimentos,
siendo el ambiente y los nutrientes los necesarios para el favorable desarrollo bacteriano. Estos
resultados son similares a los obtenidos por otros autores en donde las dosis utilizadas de
Salmonella spp., si bien comprenden un amplio rango, desde concentraciones menores a 10?
UFC/mL hasta 10 UFC/mL, los resultados finales han sido exitosos en cuanto a porcentajes
de contaminacion (Bigwood et al. 2007, Fiorentin et al. 2005, Higgins et al. 2005, McCann et al.
2006).

En el andlisis cualitativo (deteccidn) se observé que para obtener un alto porcentaje de
muestras positivas a SE, en general, las muestras mantenidas durante 10 dias a temperatura
ambiente necesitaron una menor concentracion de inéculo en comparacion a las muestras
mantenidas en refrigeracion. Esto estd dentro de lo esperado, ya que el efecto de la
temperatura de refrigeracibn genera un estrés térmico en la bacteria que, sumado con el
prolongado tiempo de almacenamiento desencadena la muerte de una cierta cantidad de
Salmonella (Wu 2008). Esta situacion se observo en todas las matrices, excepto en la carne de
cerdo que logré ser contaminada con una concentracion de 10° UFC/mL en ambas
temperaturas. Algunos investigadores han descrito que al aumentar el contenido graso en el
sustrato, la resistencia térmica de Salmonella tiende a aumentar, confiriéndole mayor
resistencia y con ello, aumentando su sobrevivencia (Juneja y Eblen 2000, Orta-Ramirez et al.
2005). Esto podria explicar el caso de la carne de cerdo, donde a pesar que se le extrajo la
grasa mas evidente antes de su procesamiento, este corte en particular (Pulpa) tiene una mayor

infiltracién grasa comparada con otras matrices mas magras como pollo y pavo.

Respecto de la presentacion y forma de inoculacion de las muestras a la misma dosis
contaminante, si bien se observaron ciertas diferencias en el porcentaje de contaminacion final
en los protocolos exitosos (desde 80% hasta 100%), éstas no resultaron ser significativamente
diferentes (p > 0,05). En un principio se pensé que el protocolo mas exitoso resultaria ser

molido/homogeneizado, por la facilidad que representaria para esta bacteria adherirse al
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alimento, situacion que no se observo. Algunos autores reportaron contaminaciones igualmente
exitosas con Salmonella spp. en carnes laminadas a diferentes grosores, utilizando inéculos tan
variables como 10° UFC/mL hasta 10* UFC/mL (Bigwood et al. 2007, McCann et al.2006).

Parece interesante sefialar que en la metodologia seleccionada para la deteccién de SE
en las diferentes carnes, se observé que en todas las matrices almacenadas a temperatura
ambiente, la combinacion de medios de cultivo que entregd una mayor cantidad de muestras
positivas fue caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) y agar XLD. Esta fue la mejor dupla también en
refrigeracion, aunque en las muestras de pollo y cerdo se observé un buen rendimiento también
con caldo Selenito-Cistina (SC) y agar Salmonella-Shigella (SS) (datos no mostrados). Este
menor rendimiento del caldo SC y agar SS puede deberse a algln tipo de inhibicion en el
crecimiento de este serotipo y cepa en particular (Banwart y Ayres 1953, Koneman et al. 1988).
Con resultados similares a los obtenidos en este estudio, Rall et al. (2005) encontraron que
usando caldo RV se aisla un mayor porcentaje de Salmonella que usando SC desde alimentos

contaminados y, en cuanto a los agares, XLD fue también el mejor, seguido por SS.

En relaciéon al analisis cuantitativo (recuentos) realizado a las muestras almacenadas a
temperatura ambiente, los resultados obtenidos manifiestan recuentos con valores mayores a la
dosis inicial inoculada, lo que confirma que luego de 10 dias de almacenamiento a temperatura
ambiente existe una adecuada multiplicacion bacteriana. Este crecimiento podria explicarse por
las condiciones favorables con que contaria la bacteria, tanto de temperatura como de
nutrientes. Al comparar los recuentos de distintos protocolos pero de una misma matriz, no se

observaron diferencias significativas entre ellos (p > 0,05), excepto en pollo.

En el caso de las muestras contaminadas y mantenidas a temperatura de refrigeracion,
los recuentos bacterianos fueron bastante variables segun la matriz, asi en las matrices cerdo y
bovino se observé multiplicacién bacteriana; en pollo y pavo el recuento fue similar a la dosis
inicial, y se observé disminucién de la poblacién inicial de SE sélo en las muestras de Pollo
Molido Homogeneizado (PMH) y de Pavo Molido Sin homogeneizar (TMS) después de 10 dias
de almacenamiento. Esta situacion difiere parcialmente de lo expuesto por Wu (2008), quien
asevera que producto del estrés que representa una baja temperatura, como la de refrigeracion,
por lo menos una parte de las bacterias moririan produciendo recuentos bajos. Entonces, el

crecimiento o multiplicacion de las bacterias en los alimentos refrigerados podria ser explicado
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por la curva de crecimiento en estrés, donde existe un periodo de adaptacion, luego del cual los
microorganismos activan una serie de mecanismos que les permite sobrevivir al efecto
estresante y prepararse para volver a tener sus funciones normales (Wesche et al. 2009).
Segun Wesche et al. (2009) existen diferentes grados de estrés, considerandose como un
estrés moderado a un proceso continuo de injurias, como lo seria mantener a las bacterias a
una temperatura de refrigeracion continua durante 10 dias. Si bien la habilidad de las bacterias
para adaptarse bajo esas condiciones estresantes no esta bien definida, se ha reportado que
Salmonella spp. puede sobrevivir durante un maximo de ocho meses a una temperatura de
almacenamiento de 5°C, presentando inicialmente un shock por frio y posteriormente una
adaptacion. Ademas, mediciones hechas en medios selectivos sugieren que, bajo condiciones
Optimas, los microorganismos injuriados, en este caso por la baja temperatura, pueden llegar a
ser reparados entre cuatro y cinco horas, aunque si el dafio es severo podria requerir un tiempo
mayor de reparacion (Wesche et al. 2009). En esta experiencia las muestras contaminadas y
almacenadas por 10 dias fueron incubadas durante maximo 18 horas antes de la siembra, lo
gque ayudaria a la reparacién de las bacterias dafiadas, al igual que el uso de un agar selectivo

para Salmonella.

Como era de esperar, los recuentos observados a temperatura ambiente fueron mayores
que a temperatura de refrigeracion, luego de 10 dias de almacenamiento, en todas las matrices

y en todos los protocolos.

En cuanto a la efectividad del Piruvato de Sodio, se esperaba que hubiese diferencias
estadisticas al comparar con los recuentos realizados sin el suplemento (Gurtler y Kornacki
2009, Wu 2008), lo que no sucedié con las muestras analizadas (p > 0,05). El Piruvato de Sodio
al adicionarse a un agar no selectivo como Tripticasa de Soya (TS) ayudaria a contrarrestar el
efecto que produce en la bacteria el estrés térmico (refrigeraciéon), aumentando
considerablemente la recuperacién de estas bacterias y con ello, evitando la subestimacién en
el recuento (Wu 2008). El modo de accién propuesto para el Piruvato de Sodio es a través de la
degradacion del agua oxigenada (H,O,) y otras especies reactivas del oxigeno, que son
subproductos metabdlicos bacterianos (Gurtler y Kornacki 2009, Wu 2008). Como se indicé
anteriormente, la mantencion de Salmonella durante 10 dias a temperatura de refrigeracion
podria considerarse como un estrés moderado, donde las bacterias tendrian tiempo suficiente

para adaptarse a estas nuevas condiciones (Wesche et al. 2009). En este estudio no se
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observo el efecto benéfico de la adicion del suplemento Piruvato de Sodio en la recuperacion de
SE, lo que podria atribuirse, ademés de lo anterior, a un efecto intrinseco de estos alimentos en
el grado de lesion en la bacteria y también en la sobrevivencia de esta cepa en particular frente
al estrés por frio (Wesche et al. 2009).

Con los resultados se puede concluir que es posible implementar protocolos de
contaminacién experimental con dosis tan bajas como 10> UFC/mL o 10° UFC/mL de una cepa
nativa de SE en carnes crudas, obteniendo méas del 80% de muestras positivas, independiente
de la forma de presentacion y tipo de inoculacién. El uso del suplemento Piruvato de Sodio
adicionado a un agar no selectivo, no mejora los recuentos en matrices contaminadas con SE y

mantenidas durante 10 dias a temperatura de refrigeracion.
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