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RESUMEN

En el mundo, uno de los patdgenos mas frecuentemente aislado desde brotes causados
por Enfermedades Transmitidas por los Alimentos es Salmonella spp. En Chile, el
serotipo que posee la mayor prevalencia es Salmonella Enteritidis (S.E), aislado
principalmente desde productos de origen animal como la carne de ave y otros
productos carnicos como las cecinas. Considerando que las medidas para controlar
S.E en alimentos son de vital importancia, en este estudio se implementaron cuatro
protocolos de inoculacion experimental en cecinas, con el fin de disponer
previamente de una herramienta fundamental que permita a futuro analizar nuevas

tecnologias tendientes a disminuir este patdgeno en los alimentos.

Asi, en este estudio se presentan los resultados de la inoculacion experimental con
S.E mediante cuatro protocolos en distintos tipos de cecinas, determinando tanto la
dosis minima (10? — 10° UFC/mL) y la mejor técnica de aplicacién del inéculo (con
homogeneizacion/sin homogeneizacion), como la forma de presentacion de las
matrices (laminado/molido) para lograr porcentajes de positividad a S.E > 80%, tanto
a temperatura ambiente como en refrigeracion. Adicionalmente se estudia la
eficiencia de la adicién de Piruvato de Sodio en los medios de cultivo para la
recuperacion de S.E en cecinas contaminadas y almacenadas a temperatura de

refrigeracion.

En las cecinas contaminadas se obtuvieron porcentajes de positividad > 80% con la
mayoria de los protocolos analizados y con bajas dosis de S.E (10> — 10° UFC/mL).
La adicién de Piruvato de Sodio no entregd diferencias estadisticamente significativas
(p > 0,05) al compararlo con medios de cultivo sin suplemento.

Palabras claves: Salmonella Enteritidis, cecinas, protocolos de inoculacion

experimental.



ABSTRACT

Worldwide, one of the pathogens most frequently isolated from outbreaks of
Foodborne Disease is Salmonella spp. In Chile, serotype Enteritidis (S.E) is the most
prevalent, isolated mainly from animal products as poultry meat and other meat
products such as sausages. Considering that the measures to control S.E in food are of
vital importance, in this study were implemented four protocols of experimental
inoculation in sausages with the purpose of having previously an essential tool that
will allow future analysis of new technologies aimed at reducing this pathogen in

foods.

Thus, this study presents the results of experimental inoculation with S.E using four
protocols in different kind of sausages, to determine the minimum dose (10% — 10°
CFU/mL), the best techniqgue of application of inoculum (with
homogenization/without homogenization) and the best presentation of the matrices
(rolled/ground) to achieve a percentage of positive S.E > 80% both at room
temperature as refrigerated. Additionally, the efficiency of the addition of Sodium
Pyruvate in the culture media for recovery of S.E from contaminated sausages stored

at refrigeration temperature was studied.

With most of the protocols analyzed was obtained a percentage of positive > 80% and
with low doses of S.E (10> — 10° CFU/mL) in all sausages. The addition of Sodium
Pyruvate did not show statistically significant differences (p > 0.05) when compared
with culture media without supplement.

Keywords: Salmonella Enteritidis, sausages, experimental inoculation protocols.



INTRODUCCION

En las Gltimas décadas, tanto en Chile como en el mundo, la preocupacion por la
inocuidad de los alimentos ha tomado cada vez mayor importancia, debido
principalmente al aumento de brotes de infecciones causados por la ingesta de
productos que contienen agentes biologicos (virus, hongos, parasitos y bacterias) en
cantidades tales que afectan la salud del consumidor; a este tipo de patologias se les

denomina enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA).

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos de
Norteamérica (CDC) estiman que cada afio, 48 millones de personas se enferman (al
menos uno de cada seis estadounidenses), 128.000 son hospitalizados y 3.000 mueren
por enfermedades transmitidas por los alimentos; ademas establece que el principal
patdégeno bacteriano es Salmonella spp. el cual provoca alrededor de 1.027.561
personas enfermas, 19.336 hospitalizaciones y 378 muertes en este pais (CDC 2011).
En Chile, el afio 2010 las ETA provocaron 4.794 enfermos de los cuales cinco
fallecieron y se registra que en 2011 existe una tendencia al aumento de brotes segln
informacion entregada por el Departamento de Estadistica e Informacion de Salud
(DEIS) (Dlnner 2011). En cuanto a los patdgenos bacterianos causantes de ETA en
Chile, Salmonella spp. es uno de los principales, causando 2.728 casos confirmados
por el Instituto de Salud Publica (ISP) en 2010 (ISP 2010).

Los serotipos de Salmonella spp. que existen en el mundo son alrededor de 2.600
(Guibourdenche et al. 2010) y en Chile, Salmonella Enteritidis (S.E) posee la mayor
prevalencia, lo que queda de manifiesto en investigaciones realizadas por el ISP que
demuestran que del total de tipificaciones de Salmonella spp., el 59% de los
aislamientos clinicos realizados en humanos y el 25% de las identificaciones en

alimentos correspondieron a S.E (Vaquero et al. 2011).

De acuerdo a datos entregados por el DEIS sobre alimentos involucrados en brotes de
ETA, en el afio 2009 las carnes y productos carneos (bovino, cerdo, ave,



hamburguesas y cecinas) se asociaron a un 9% de los brotes, siendo la carne de ave y
las cecinas las que ocuparon el primer lugar en importancia con un 26% cada una
(DEIS 2009). En cuanto a la asociacion entre un determinado alimento y un patdégeno
especifico, se observo que los productos carneos representaron aproximadamente el
63% de los alimentos positivos a S.E registrados por el DEIS entre 2005 y agosto de
2011 en Chile (Vaquero et al. 2011), lo que concuerda con datos, tanto nacionales
como internacionales, que situan a los productos de origen animal como una de las
principales fuentes desde las cuales se puede contraer esta bacteria (Figueroa 2007,
FSIS 2010, Yang et al. 2010).

En la mayoria de los paises, el porcentaje de cecinas positivas a Salmonella spp. es
muy bajo, principalmente debido a las adecuadas medidas de produccion y de
seguridad alimentaria por las cuales se rigen. Pero aun cuando se cumplen
adecuadamente todas las practicas de elaboracion e higiene, siguen existiendo brotes
de salmonelosis en el mundo por consumo de estos productos. Por ejemplo, se han
registrado brotes en Francia por consumo de salchichas de cerdo (Bone et al. 2010) o
por consumo de salame en Italia (Luzzi et al. 2007), Estados Unidos de Norteamérica
(Julian et al. 2010) y Dinamarca (Kuhn et al. 2011).

Aunqgue en Chile los registros sobre brotes de salmonelosis atribuidos al consumo de
cecinas son escasos (Prado et al. 2002), no se descarta que estos podrian aumentar,
debido a que se debe considerar el alza que ha experimentado el consumo de cecinas
en Chile (cercano a 15 kg. por habitante al afio), asi como también el aumento en la
elaboracion de estos productos, cercana a un 5% con respecto a afios anteriores (INE
2010).

De lo descrito, se desprende que la mejor forma de cuidar la salud es consumiendo
alimentos cuya carga bacteriana sea nula o tan baja que no sea capaz de producir un
cuadro patoldgico en las personas. Es por esto que las medidas que se tomen para

proteger a los alimentos de la contaminacion con bacterias patdgenas no deben ser



subestimadas. Para lograr este propdsito se han generado distintas formas de
proteccion de los alimentos, como la radiacién ultravioleta, aplicacion de ozono,
ultrasonido y ciertos agentes bioldgicos entre otras medidas (Mukhopadhyay y
Ramaswamy 2011). Dentro de la ultima categoria descrita, cabe destacar el uso de
bacteriéfagos como controladores bacterianos en productos listos para su consumo.
La capacidad biocontroladora de estos virus ha quedado demostrada frente a distintas
bacterias como Salmonella spp. ademéas de diferentes matrices alimentarias como
carcasas de pollo, quesos, frutas y salchichas entre otras (Garcia et al. 2008). A la
fecha, existen productos elaborados con bacteriéfagos que se comercializan para
controlar bacterias en los alimentos, tanto en los Estados Unidos de Norteamérica
aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), como
también en Suiza aceptados por la legislacion europea de seguridad alimentaria
(Mahony et al. 2010).

Las medidas para disminuir la presencia de Salmonella spp. en los alimentos se
perfilan como un propdésito que se debe alcanzar. Para esto, la implementacion de
protocolos experimentales de contaminacion con cepas nativas de S.E en cecinas, son
una herramienta esencial para la generacion de grupos controles donde
posteriormente poder realizar estudios destinados a generar tecnologias que controlen
ésta y otras bacterias en los alimentos.

En este trabajo, se implementaron protocolos de contaminacion con S.E en cecinas
crudas (salame y longaniza) y cecinas cocidas (vienesas y jamon de pavo)
considerando determinar la dosis minima de S.E, la técnica de aplicacion del
indculo bacteriano y la forma de presentacion de las diferentes matrices que
permitieran lograr porcentajes de positividad a S.E > 80% en los alimentos analizados
tanto a temperatura ambiente como en refrigeracion. Adicionalmente, se estudio la
eficiencia de la adicion de un suplemento en los medios de cultivo para la
recuperacion de S.E en cecinas contaminadas y almacenadas a temperatura de

refrigeracion.



Esta investigacion se realizd con el propdsito de generar los grupos controles
necesarios para implementar un estudio posterior (FONDECYT 1110038) destinado a
demostrar la aplicabilidad de bacteri6fagos especificos contra S.E en distintos

alimentos de origen animal que representan un riesgo en salud publica.



MATERIAL Y METODOS

Muestras de alimentos: Las distintas matrices fueron adquiridas desde un
supermercado de la ciudad de Santiago de Chile, en envases sellados y lo més
cercano a su fecha de elaboracion. En la Tabla Nro.1 se resumen las distintas cecinas

Yy Sus caracteristicas.

Tabla Nro. 1: Tipos de cecinas analizadas.

Tipo de cecina* Especie Animal Clasificacion
Salame italiano Vacuno/Cerdo** Cecina cruda
Longaniza Cerdo Cecina cruda

Vienesa de pollo Ave/Vacuno/Cerdo*** Cecina cocida
Jamon pechuga de pavo cocida Pavo Cecina cocida

*Las marcas de los alimentos fueron mantenidas bajo confidencialidad

**E| salame Italiano es elaborado a partir de carne de vacuno, pulpa y tocino de cerdo.

***_as vienesas de ave son elaboradas principalmente, a base de pechuga de pollo aunque entre sus ingredientes
también se encuentra carne de cerdo y vacuno.

Los alimentos fueron transportados a temperatura de refrigeracion utilizando una caja
isotérmica con refrigerante en un tiempo inferior a las 4 horas desde su adquisicion.
Una vez en el laboratorio, los alimentos fueron analizados mediante un cultivo
tradicional asociado a una deteccion a través de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para corroborar la ausencia de Salmonella spp. Se trabajé solo con

muestras cuya bacteriologia fuera negativa a esta bacteria.

Cepa desafio: Se utilizd una cepa nativa de S.E de origen aviar donada por la Dra.
Irma Acevedo del Laboratorio de Bacteriologia del Servicio Agricola y Ganadero
(SAG). A partir de ésta, en el Laboratorio de Bacteriologia del Instituto de Biologia
de la Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso se selecciond una cepa doble

mutante espontanea resistente a acido nalidixico (nal") y rifampicina (rif").

Forma de presentacion de la matriz alimentaria: De acuerdo a estudios
internacionales (Jofre et al. 2008, Govaris et al. 2010), se analizé la presentacion

laminada y molida. En cuanto a la presentacion laminada, salame y jamon fueron



adquiridos de esta forma desde un supermercado en envases al vacio, en tanto que
vienesas y longanizas fueron laminadas en el laboratorio (aprox. 1,5 cm/lamina). Por
otro lado, para lograr la presentacion molida, las cecinas fueron procesadas en una
picadora de alimentos (Moulinex®). Estos procedimientos fueron realizados bajo
condiciones de asepsia en un lugar del laboratorio donde no se trabajaba con

bacterias.

Técnicas de aplicacion del inoculo: El andlisis se realiz6 en base a investigaciones
internacionales (Holck y Berg 2009, Porto-Fett et al. 2010) donde se estudiaron
distintas formas de contaminacion. Las técnicas seleccionadas para este estudio
fueron goteo sin y con homogeneizaciéon mediante asa de Digralsky, con un
volumen de indculo cercano al 1% del peso de la muestra (250 pL). Las matrices se
contaminaron con diferentes concentraciones de S.E que variaron entre 10° a 107
UFC/mL, obtenidas a partir de una cepa de S.E nal" rif" incubada en caldo comun por
24 horas a 35 = 1 °C, suspension que luego se diluyd hasta que su turbidez fuera
similar al tubo 0,5 del nefelémetro de Mc Farland (1,5 x 10° bacterias/mL). La

concentracion de los indculos fue corroborada mediante recuento bacteriano.

Protocolos experimentales: En cada protocolo experimental se trabajé con 40
muestras de 25 g de alimento (INN 2002). EI nimero de muestras fue definido
mediante un programa estadistico para un nivel de confianza de un 95%. Cada
muestra se inoculd dentro de una bolsa estéril (Whirl-Pak®, Nasco) bajo gabinete de
bioseguridad y con una concentracion especifica de S.E. Después de la inoculacion,
las muestras se mantuvieron en gabinete por dos horas para que la bacteria se
adaptara a su nuevo medio. Luego de esto, 20 muestras fueron incubadas a
temperatura ambiente y las 20 restantes a temperatura de refrigeracion por 10
dias. Finalizado este tiempo, las muestras fueron analizadas para deteccion de S.E
(bacteriologia cualitativa). Los diferentes protocolos de contaminacion se describen
en la Tabla Nro. 2.



Tabla Nro. 2: Protocolos de contaminacion segun temperatura por cada matriz
en analisis™*.

Técnica de aplicacidn del in6culo

Homogeneizado (H) Sin homogeneizar (S)
Formade | Laminado (L) L/H L/S
presentacion | Molido (M) M/H M/S

* Cada protocolo se ensay6 con diferentes dosis de Salmonella Enteritidis.

Bacteriologia cualitativa: La deteccion bacteriana a partir de las cecinas
contaminadas se realizO segun lo descrito en la Norma Chilena Oficial NCh
2675.0f2002 sobre “Productos hidrobiologicos — Deteccion de Salmonella” (INN
2002). Luego de los 10 dias de almacenamiento a ambas temperaturas, a cada
muestra contaminada (25g) se le agregaron 225 mL de Agua Peptonada Tamponada
(APT, Difco®) e inmediatamente fueron homogeneizadas en un equipo Masticator®
(IUL Instruments) por un minuto, para posteriormente ser incubadas a 35 £ 1 °C por
16 a 20 horas. Transcurrido este tiempo, se transfirié 0,1 mL en un tubo con 10 mL
de caldo Rappaport Vassiliadis (RV, Difco®) que se incubd a 42 + 1 °C durante 24
horas. Paralelamente, se transfiri6 un mL a un tubo con 10 mL de caldo Selenito
Cistina (SC, Difco®) que se incubé a 35 + 1 °C por el mismo periodo de tiempo.
Luego 0,1 mL de cada tubo fue sembrado en agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD,
Difco®) y agar Salmonella-Shigella (SS, Difco®) adicionados con 4cido nalidixico (50
ng/mL, Arlab®) y rifampicina (50 pg/mL, Caisson®). Por dltimo, cada placa se
incub6 a 35 £+ 1 °C por 24 a 48 + 2 horas.

Eleccion del mejor protocolo de contaminacion: Se selecciondé como mejor
protocolo aquel cuya presentacion de la matriz, técnica de aplicacion y menor
dosis de in6culo bacteriano generaron como minimo un 80% de muestras positivas.
En el caso de existir dos 0 mas métodos que informaran un porcentaje de positividad
> 80% con la misma dosis bacteriana, se selecciond aquel que entregd un mayor

recuento (bacteriologia cuantitativa) al dia 10 post-incubacion.



Bacteriologia cuantitativa (recuentos): A los nueve dias de almacenamiento a
temperatura ambiente y refrigeracion, las bolsas con alimento contaminado (25 Q)
fueron adicionadas con 225 mL de APT (Difco®) e inmediatamente homogeneizadas
en un equipo Masticator® (IUL Instruments) por un minuto, para posteriormente ser
incubadas a 35 + 1 °C por méaximo 18 horas. Una vez trascurrido este tiempo, se
realizaron cuatro diluciones consecutivas en APT (Difco®) para finalmente sembrar
con asa de Digralsky un volumen de 0,1 mL de cada dilucion en placas Petri estériles
con agar XLD (Difco®) adicionado con &cido nalidixico (50 pg/mL, Arlab®) y
rifampicina (50 pug/mL, Caisson®). Estas placas se incubaron a 35 + 1 °C por 24 + 2
horas. Pasado el tiempo estipulado, se procedid a contar aquellas placas que
contenian como méaximo 150 colonias. En el caso de encontrar placas sin crecimiento
de colonias (placa negativa) se realizé una bacteriologia cualitativa a partir de la

muestra inicial.

Adicién de Piruvato de Sodio como suplemento para la recuperacién de S.E en
muestras refrigeradas: Dado que se reconoce el efecto detrimental que provocan las
bajas temperaturas en el crecimiento de las bacterias y en particular de Salmonella
spp., (Gurtler y Conner 2009, Wesche et al. 2009) es que se han estudiado formas
para revertir este proceso. Una de ellas es la adicion de Piruvato de Sodio (Wu 2008)
en medios de cultivo no selectivos (Gurtler y Kornacki 2009). De acuerdo a lo
sefialado, se realizd un nuevo recuento de las muestras contaminadas y almacenadas a
temperatura de refrigeracion en agar Tripicasa Soya (TS, Difco®) adicionado con
4cido nalidixico (50 pg/mL, Arlab®) y rifampicina (50 pg/mL, Caisson®) y
suplementado con Piruvato de Sodio al 1% (Merck®). Se contemplé un grupo control

sin la adicion del suplemento para evaluar la eficiencia de este Gltimo.

Analisis de los resultados: Los datos de la bacteriologia cualitativa y cuantitativa
fueron analizados mediante el programa estadistico InfoStat® (Di Rienzo et al. 2008)
y los valores de p < 0,05 fueron estadisticamente significativos. De esta forma, los

resultados de la bacteriologia cualitativita fueron expresados como porcentaje de



positividad y sus diferencias analizadas mediante la Prueba de Diferencia de
Proporciones. En los casos donde no existidé diferencia estadistica, se realizé un
recuento bacteriano cuyos resultados se expresaron en unidades logaritmicas (Log
UFC/g) para luego realizar un Andlisis de Varianza (ANDEVA). Asimismo, para
establecer la eficiencia de la adicion del suplemento en la recuperacion de S.E, se
realizd un recuento bacteriano de las muestras contaminadas almacenadas a
temperatura de refrigeracion y los resultados de sus recuentos se transformaron a

unidades logaritmicas (Log UFC/g) para ser analizados mediante un ANDEVA.

Normas de bioseguridad: Los procedimientos realizados en el laboratorio contaron
con una certificacion de bioseguridad local y ademés fueron regidos bajo las normas
que sefiala el nivel de bioseguridad N° 2 del Manual de Normas Bioseguridad que
establece CONICYT para sus investigaciones (CONICYT 2008).



RESULTADOS

Todas las cecinas que se analizaron lograron porcentajes de positividad superiores al
80% al ser contaminadas con bajas concentraciones de S.E (10° - 10° UFC/mL).

Los resultados de los porcentajes de positividad a S.E de cecinas almacenadas a
temperatura ambiente (Tabla Nro. 3) demostraron que en vienesa, longaniza, y
jamon de pavo la concentracion minima que logré mas de un 80% de muestras
positivas fue de 10° UFC/mL, mientras que en salame fue de 10° UFC/mL. La
presentacion molida, con y sin homogeneizacion, entregd para todas las cecinas un
100% de muestras contaminadas con S.E. En la presentacién laminada en cambio,
los valores fueron > 95%, con excepcion de vienesa laminada sin homogeneizar, que
solo entregd un 40% de muestras positivas con una misma dosis de S.E (10°
UFC/mL).

Tabla Nro. 3: Porcentajes de positividad a Salmonella Enteritidis en cecinas
contaminadas experimentalmente y almacenadas a temperatura ambiente.

Porcentaje de positividad
Tipos de Forma de Tecnica de inoculacion | Concentracion de indculo
cecinas presentacion (UFC/mL)
10° 10°

Molido Con homogeneizacion — 100%
Vienesas Sin homogeneizacién — 100%
Laminado Con homogeneizacion — 95%
Sin homogeneizacion — 40%
Molido Con homogeneizacion 100% 40%
Salame Sin homogeneizacién 100% 40%
Laminado Con homogeneizacion 100% 40%
Sin homogeneizacion 100% 40%
Molido Con homogeneizacion — 100%
Longaniza Sin homogeneizacion — 100%
Laminado Con homogeneizacion — 100%
Sin homogeneizacion — 100%
Molido Con homogeneizacion — 100%
Jamon de Sin homogeneizacion — 100%
pavo Laminado Con homogeneizacion — 100%
Sin homogeneizacion — 100%

(—): No realizado por existir una menor concentracion bacteriana que logré > 80% de muestras positivas.
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En cuanto a las cecinas contaminadas y almacenadas a temperatura de
refrigeracion (Tabla Nro. 4) se puede observar que en la mayoria de ellas,
independientemente del protocolo seleccionado, se logré un porcentaje superior al
80% con una concentracién de 10 UFC/mL. La presentacién molida, con y sin
homogeneizacion, entregd porcentajes > al 80% para todas las cecinas, mientras que
en la presentacion laminada los valores fueron de un 100% de positividad a S.E, con
excepcion de vienesa laminada sin homogeneizar que solo entregd un 40% de

muestras positivas con una misma dosis (102 UFC/mL).

Tabla Nro. 4: Porcentajes de positividad a Salmonella Enteritidis en cecinas
contaminadas experimentalmente y almacenadas a temperatura de
refrigeracion.

Porcentaje de positividad
Tipos de Forma d_el Tecnica de inoculacion | Concentracion de indculo
cecinas presentacion (UFC/mL)
10°

Molido Con homogeneizacion 80%
Vienesas Sin homogeneizacion 85%
Laminado Con homogeneizacion 100%
Sin homogeneizacion 40%
Molido Con homogeneizacion 95%
Salame Sin homogeneizacion 100%
Laminado Con homogeneizacion 100%
Sin homogeneizacion 100%
Molido Con homogeneizacion 100%
Longaniza Sin homogeneizacion 100%
Laminado Con homogeneizacion 100%
Sin homogeneizacion 100%
Molido Con homogeneizacion 100%
Jamon de Sin homogeneizacion 100%
pavo Laminado Con homogeneizacion 100%
Sin homogeneizacion 100%

Dado que la mayoria de los protocolos fueron altamente eficientes en la
contaminacion, (> 80% de positividad) no presentaron diferencias estadisticas (p >
0,05) al ser analizados. Es asi como se procedio a comparar solo dos protocolos por

matriz mediante recuentos bacterianos (bacteriologia cuantitativa), los cuales fueron
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elegidos segin menor riesgo en su manipulacion y factibilidad operativa. Finalmente
los recuentos alcanzados por los protocolos seleccionados fueron comparados
mediante un andlisis estadistico para elegir el mejor por cada matriz.

La lustracion Nro. 1 presenta los recuentos alcanzados por los protocolos de las
cecinas almacenadas a temperatura ambiente. En términos generales, los recuentos
de los dos protocolos analizados en longaniza presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05), siendo la técnica sin homogeneizar la méas
exitosa (LMSA). De la misma forma, los recuentos de los dos protocolos analizados
en salame también presentaron diferencias estadisticas, siendo en este caso la técnica
homogeneizada la mejor (SLHA). Por otro lado, las vienesas (VMHA, VMSA) no
presentaron diferencias estadisticas (p > 0,05) entre los recuentos de los dos
protocolos analizados, al igual que el jamoén de pavo (JLHA, JLSA), por lo que sus

protocolos fueron igualmente exitosos.

.. 63 B8 64 69 68
' 49 48
28 | 28
18 18 18 | 18 | 18 | 18

LMHA LMSA SLHA SLSA VMHA VMSA JLHA JLSA

Protocolos*
O Dosis de Inoculacion (Log UFC/g) B Recuento (Log UFC/g)

OO N B O

Recuentos (Log UFC/g)

lustracion Nro. 1: Recuentos bacterianos (Log UFC/g) de dos protocolos por matriz almacenados por
10 dias a temperatura ambiente. * V: Vienesa; S: Salame; L: Longaniza; J: Jamon de Pavo. M:
Molido; L: Laminado. H: Homogeneizado; S: Sin Homogeneizar. A: Ambiente.

En la llustracion Nro. 2 se observan los recuentos alcanzados por los protocolos de
las cecinas almacenadas a temperatura de refrigeracién. En las longanizas no
existié diferencia estadistica (p > 0,05) entre los recuentos alcanzados por los
protocolos con y sin homogeneizacion, resultando ambos igual de exitosos (LMHR,
LMSR). Por otro lado, los recuentos de los dos protocolos analizados en salame
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presentaron diferencias estadisticas (p < 0,05) al igual que los recuentos analizados
tanto en vienesas como en jamon de pavo. Para las vienesas la mejor técnica fue sin
homogeneizacion (VMSR) y para salame y jamon de pavo la homogeneizacion

resulto ser la més exitosa (SLHR, JLHR).

8
6,3
' 5,7
6 5,4
3,9
4 3,8 31 3,5
2,3
0

LMHR LMSR SLHR SLSR VMHR VMSR JLHR JLSR

Protocolos*
O Dosis de Inoculacion (Log UFC/g) B Recuento (Log UFC/g)

Recuentos (Log UFC/g)

lustracion Nro. 2: Recuentos bacterianos (Log UFC/g) de dos protocolos por matriz almacenados por
10 dias a temperatura de refrigeracion. * V: Vienesa; S: Salame; L: Longaniza; J: Jamén de Pavo. M:
Molido; L: Laminado. H: Homogeneizado; S: Sin Homogeneizar. R: Refrigeracion.

En cuanto a la eficiencia del Piruvato de Sodio 1% en la recuperacién de S.E desde
cecinas almacenadas a temperatura de refrigeracion, se establecié que no existid
diferencia estadisticamente significativa (p > 0,05) entre ninguno de los recuentos
analizados con y sin Piruvato (llustracién Nro. 3).

6,6

6,5
5,7 5,6
4,4 43 a7 4,6
120 | 12l | 12 | 12 | 12 | 12 1,2 1,2

LMSR LMSR SLHR SLHR VMSR VMSR JLHR JLHR

C/pP S/P C/pP S/P C/P S/P C/P S/P
Protocolos*

ODosis de Inoculacion (Log UFC/qg) O Recuento (Log UFC/g)

OFrRrNWA~rUUITO N

Recuento (Log UFC/g)

lustracion Nro. 3: Comparacion de recuentos bacterianos segun la adicion o no de Piruvato de Sodio
1% desde muestras almacenadas a temperatura de refrigeracion. * V: Vienesa;, S: Salame; L:
Longaniza; J: Jamon de Pavo. M: Molido; L: Laminado. H: Homogeneizado; S: Sin Homogeneizar.
R: Refrigeracién. C/P: Con Piruvato; S/P: Sin Piruvato.
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DISCUSION

Las cecinas analizadas en esta investigacion han sido objeto de estudio de
inoculaciones experimentales con diferentes dosis de Salmonella spp. A manera de
ejemplo, se han contaminado con éxito salchichas tipo Frankfurt (Sommers et al.
2010) y chorizos con concentraciones de 10° UFC/g (Hajmeer et al. 2006), jamén con
10* UFC/g (Jofré et al. 2008) o salame inoculado con 10° UFC/g (Abdelwaheb et al.
2008).

En este estudio, se logrd contaminar vienesa, longaniza y jamon de pavo con dosis
tan bajas de S.E como 10° UFC/mL tanto a temperatura ambiente como de
refrigeracion, logrando porcentajes de positividad > 80% en la mayoria de los
protocolos. Por otro lado, el salame almacenado a temperatura de refrigeracion logré
ser contaminado con una dosis baja de S.E (10° UFC/mL), pero a temperatura
ambiente la inoculacion debié aumentar (10° UFC/mL) para obtener porcentajes
aceptados de positividad (= 80%). Esto ultimo pudo deberse a que intrinsecamente los
ingredientes que componen este tipo de cecina (FSIS 2011), en especial los cultivos
iniciadores, podrian estar seleccionados para suprimir de mejor forma el crecimiento
de microorganismos patdgenos a temperatura ambiente que bajo refrigeracion, debido
a que ésta es una cecina elaborada y almacenada a temperaturas cercanas a la
sefialada (Newton et al. 2009). Es relevante mencionar que los cultivos iniciadores
podrian aumentar su numero a temperatura ambiente, lo que sumado a su alta
habilidad de competencia contra otros microorganismos (FSIS 2005) produciria una
dificultad para que S.E contaminara con éxito el salame, necesitando por lo tanto, una

mayor carga bacteriana para entregar los porcentajes de positividad requeridos.

Es importante resaltar que las concentraciones de inoculacion alcanzadas en este
estudio, tanto a temperatura ambiente como en refrigeracion, son una de las mas bajas
registradas (10° y 10°UFC/mL) al compararlas con otras investigaciones (Hajmeer et
al. 2006, Abdelwaheb et al. 2008, Jofré et al. 2008, Sommers et al. 2010). Las
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concentraciones de indculo mayores usadas por otros investigadores pueden
explicarse por la necesidad de contaminar con seguridad la totalidad de sus muestras,
en cambio en este estudio, se postulé encontrar la menor dosis de S.E que entregara
> 80% de muestras positivas con el proposito de ser una base para estudios
posteriores destinados al control de S.E en cecinas por medio de bacteridfagos.

En cuanto a las formas de presentacién y a las técnicas de contaminacion
analizadas, ambas fueron igualmente exitosas para todas las matrices (> 80% de
positividad a S.E). Solo vienesa laminada sin homogeneizar, tanto a temperatura
ambiente como refrigeracion, entregd un valor inferior al aceptado (40%) al ser
contaminada con una concentracién bacteriana de 10 UFC/mL. Esta diferencia no se
puede atribuir a un factor especifico, dado que esta matriz obtuvo porcentajes de
positividad > 80% en los demas protocolos, asi como la presentacidon laminada y sin
homogeneizar alcanz6 porcentajes de positividad similares en las otras matrices

analizadas.

Las diferentes temperaturas a las cuales se almacenaron las cecinas también son un
punto relevante a discutir, puesto que arrojaron distintos resultados al momento de

comparar los recuentos bacterianos obtenidos luego de 10 dias de almacenamiento.

A temperatura de refrigeracion cada matriz fue inoculada con 1,1 Log UFC/g. El
salame registr6 un aumento de 5,2 Log UFC/g comparado con la dosis de
inoculacion, posteriormente siguié jamon de pavo con un aumento de 4,3 Log UFC/g
y en tercer y cuarto lugar respectivamente, longaniza y vienesa con aumentos de 2,8 y
2,0 Log UFC/g. Cabe destacar que ninguna matriz mantuvo o disminuyd el nimero
de bacterias luego de 10 dias de almacenamiento, como se presenta en algunos
estudios para Salmonella spp. almacenada bajo parametros similares a los analizados
en esta investigacion (Gurtler y Conner 2009). EI aumento en los recuentos registrado
pudo deberse a que en el transcurso de los 10 dias de almacenamiento S.E generd una

adaptacion al estrés por frio incluso aumentando su namero (Wesche et al. 2009).
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A temperatura ambiente en tanto, las matrices fueron inoculadas con 1,8 Log UFC/g,
excepto salame que fue contaminado con 2,8 Log UFC/g. De acuerdo a esto, jamon
de pavo y longaniza fueron las cecinas donde mas aumento el nimero de bacterias
luego de 10 dias de almacenamiento comparado con la dosis de inoculacion, siendo
de 5,1y 4,5 Log UFC/g respectivamente, luego les siguieron salame con un aumento
4,0 Log UFC/g y finalmente vienesa con 3,1 Log UFC/g de crecimiento con respecto
a la dosis de contaminacién. Todas las cecinas presentaron mayores diferencias en
sus recuentos a temperatura ambiente que los registrados a temperatura de
refrigeracion, con la excepcion de salame, que en base a su dosis de inoculacion
disminuy6 el nimero de bacterias encontradas. Un caso similar a lo ocurrido con
salame se describe en una investigacién donde se inocul esta matriz con Salmonella
Zanzibar en una concentracion de 10° UFC/g, y luego de 10 dias de almacenamiento
a4 °Cya25°C, registraron que los recuentos bacterianos aumentaron a temperatura
de refrigeracion y se mantuvieron a temperatura ambiente (Abdelwaheb et al. 2008).
Esto puede explicarse dado que -como se mencion0 anteriormente- los cultivos
iniciadores pueden verse favorecidos a temperatura ambiente y desplazar
competitivamente a S.E la que podria mantener o disminuir su namero (FSIS 2005).
Por otro lado, la temperatura de refrigeracion podria afectar el crecimiento de los
cultivos iniciadores que no lograrian disminuir adecuadamente el pH del producto, lo
que finalmente provocaria que microorganismos como S.E. puedan crecer y

multiplicarse con éxito (FSIS 2011).

En relacion a la adicion de Piruvato de Sodio 1% en agar TS para aumentar los
recuentos de S.E en cecinas almacenadas durante 10 dias a temperatura de
refrigeracion, se estableci6 que no existieron diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras con y sin la adicion del suplemento. Diferentes
estudios demostraban que Piruvato de Sodio 1% adicionado en agares no selectivos
aumentaba los recuentos de Salmonella spp. cuando era expuesta a algin tipo de

estrés (Wu 2008, Gurtler y Kornacki 2009), lo que no se observd en esta
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investigacion. Los resultados dispares podrian explicarse porque se describe que
Salmonella spp. mantenida a esta temperatura no se multiplica, sino mas bien, su
crecimiento se mantiene o disminuye (Gurtler y Conner 2009), por lo que se podria
deducir que Piruvato de Sodio en un comienzo redujo el dafio provocado por las bajas
temperaturas, pero al pasar los dias, S.E generd una respuesta metabolica al golpe de
frio que finalmente provocd una adaptacion y posterior crecimiento bacteriano
(Wesche et al. 2009) que al término de los 10 dias de almacenamiento iguald los
recuentos medidos tanto en TS con y sin Piruvato de sodio 1%. De acuerdo a lo
descrito, seria adecuado que en experimentos posteriores se realizaran recuentos
bacterianos a distintos tiempos dentro de los dias de almacenamiento para evaluar el

real efecto que produciria la adicién de este suplemento.

Se concluye con los resultados expuestos, que es posible recuperar S.E desde cecinas
contaminadas con bajas concentraciones (10° a 10° UFC/mL) y almacenadas por 10
dias a temperatura ambiente y refrigeracion casi sin importar el protocolo que se
utilice para llevar a cabo la contaminacion de la matriz, ya que en la mayoria de ellos
se logré contaminar con éxito mas del 80% de las muestras. La adicion de Piruvato de
Sodio en los medios de cultivo no aumentd el nimero de bacterias al compararlo con

medios sin la adicién del suplemento luego de 10 dias de almacenamiento.
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