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RESUMEN

Salmonella spp. es una de las mayores causas de enfermedad entérica tanto en el hombre
como en animales, estimando la OMS que decenas de millones de casos se producen en el
mundo cada afio. En Chile, la norma de referencia para la deteccion de este patdgeno en
productos hidrobioldgicos es la norma chilena NCh 2675.0f2002, esta no tiene validacion
internacional, como si lo tiene la normativa 1SO 6579:2002.

Este estudio tiene por finalidad implementar y verificar ambos métodos de deteccion de
Salmonella spp. para las matrices alimentarias chorito (Mytilus chilensis) y salmén del
Atlantico (Salmo salar), en el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos (LIA) de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. La verificacion
de las metodologias se llevd a cabo, siguiendo los pasos descritos en la norma
ISO 16140-3. Ademas, se usé la cepa bacteriana Salmonella Typhimurium, la cual fue

confirmada para género y especie en el Instituto de Salud Pablica de Chile.

En la verificaciobn de ambas metodologias, se logré la deteccién de un 100% de las
muestras contaminadas en el laboratorio, cumpliendo todos los criterios de aceptacion

descritos en la norma ISO 16140-3 para las matrices analizadas.

Los resultados obtenidos demuestran la capacidad del Laboratorio de Inocuidad de los
Alimentos, de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile
para realizar ambos métodos en las matrices estudiadas, entregando resultados confiables,
en la deteccion de Salmonella spp. en productos hidrobioldgicos. Todo esto, verificado a
través de estandares dictados por la Organizacion Internacional de Normalizacion (1SO). El
uso de normas ISO, facilitaria el comercio internacional al proporcionar estandares

comunes entre paises.

Palabra claves: Salmonella spp., Salmonella Typhimurium, implementacion, verificacion



ABSTRACT

Salmonella spp. is one of the major causes of enteric disease as much in man and animals;
the WHO estimates that tens of millions of cases occur each year worldwide. In Chile, the
reference standard for detection of this pathogen in seafood products is the Chilean norm
Nch 2675.0f2002, which does not have international validation, different from the 1SO
6579:2002, which does have.

The purpose of this study is to implement and verify both methods of detection of
Salmonella spp. for food matrices for mussel (Mytilus chilensis) and Atlantic salmon
(Salmo salar), in the Laboratory of Food Safety (LIA), Faculty of Veterinary and Animal
Sciences at the University of Chile. Verification methodologies were carried out following
the steps described in 1SO 16140-3. In addition, the bacterial strain Salmonella
Typhimurium, which was confirmed for genus and species at the Institute of Public Health
of Chile, was used for the investigation. For the verification of both methods, a detection of
a 100% of the samples contaminated in the laboratory was achieved, meeting all acceptance

criteria described in 1ISO 16140-3 standard for matrices analyzed.

The obtain results demonstrate the ability of the Laboratory of Food Safety, of the Faculty
of Veterinary and Animal Sciences at the University of Chile for both methods in the
matrices studied, delivering reliable results, in detecting Salmonella spp . in seafood
products . All this, verified through standards issued by the International Organization for
Standardization (ISO). The use of ISO standards, facilitate international trade by providing
common standards between countries.

Key words: Salmonella spp., Salmonella Typhimurium, implementation, verification.



INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) son de gran relevancia en el &mbito
de la salud pdblica mundial, reconociéndose cada vez mas la importancia de sus
repercusiones sobre la salud de la poblacién, ya sea por la frecuencia con la que ocurren,
como por el impacto que pueden causar, afectando a una persona o a grupos de ellas y
variando desde un dolor estomacal hasta la muerte. Dentro de éstas, la salmonelosis es una
de las principales enfermedades gastroentéricas, es causada por Salmonella spp. y se
produce principalmente por la ingestion de alimentos de origen animal contaminados,

siendo los serotipos Enteritidis y Typhimurium los més frecuentes.

Por otra parte, los productos pesqueros y acuicolas estan entre los productos alimenticios
mas comercializados a nivel mundial, representando el 10% del valor de las exportaciones
de los sectores agropecuario, silvicola, pesca y acuicultura. Chile se encuentra dentro de los

10 primeros paises exportadores de productos alimenticios hidrobioldgicos.

En Chile, el Servicio Nacional de Pesca (Sernapesca), es el organismo encargado de
asegurar que los productos hidrobiolégicos cumplan los requisitos zoosanitarios para la
exportacion. Para esto, existe el Programa de Aseguramiento de la Calidad (PAC), el cual
mantiene un control periédico microbioldgico, quimico y fisico a través de laboratorios que
verifican mediante el andlisis de muestras el correcto funcionamiento de la linea de
produccién. En este contexto, para el andlisis de Salmonella spp. en productos
hidrobioldgicos actualmente se utiliza la Norma Chilena NCh 2675.0f2002, la cual esta
basada en métodos de referencia internacional, sin embargo no tiene la misma validez, a
diferencia de las normas 1ISO, ICMSF, FDA, AOAC y OIE. Ademés, para la
implementacién de estas normas en un laboratorio se debe realizar un proceso de
verificacion, a través del cual, se demuestra su capacidad para llevar acabo el analisis en las

matrices de interés.

La presente memoria de titulo tiene por objetivo, implementar en el Laboratorio de
Inocuidad de los Alimentos, dos métodos para la deteccion de Salmonella spp. en productos
hidrobioldgicos. Uno es el utilizado actualmente en nuestro pais, norma NCh 2675.0f2002
y el segundo es el método I1ISO 6579:2002. Ambos métodos se verificaran siguiendo el

protocolo descrito en la norma ISO 16140-3.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y corresponde a bacilos
Gram negativos, que se comportan como patogenos primarios (Retamal et al., 2010). Son
bacterias mesofilas, con una multiplicacion 6ptima entre 35 y 37°C, pero pueden
desarrollarse entre los 5 y los 46° C. Pueden sobrevivir a la desecacion y refrigeracion por
largo tiempo. Ademés, se multiplican en varios alimentos sin afectar sus cualidades
organolépticas (Ray, 2004). Asimismo, pueden sobrevivir en productos con altas
concentraciones de sal, sobre todo en aquellos alimentos con un elevado contenido de
proteinas o grasas, como salchichas saladas; también resisten el ahumado. Se ha indicado
que pueden sobrevivir un largo periodo de tiempo en el suelo y en el agua (Acha, 2001).
Los procedimientos normales de coccion disminuyen al minimo la probabilidad de ingerir
este patdgeno, por lo tanto, la mayor preocupacion esta relacionada al consumo de
moluscos y pescados crudos, en preparaciones tales como el ceviche o el sushi (Huss et al.,
2000).

En paises donde la incidencia de enfermedad por salmonelas tificas es muy baja, cobran
una mayor relevancia serotipos capaces de infectar a las personas y otros animales. Siendo

una de las mas importantes, S. enterica de la serovariedad Enteritidis (Ryan y Ray, 2011).

La expansion epidemioldgica de Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) en Chile es
consecuencia principalmente del desarrollo que tuvo la industria de los alimentos,
especificamente la industria avicola a principio de los afios 90", la que cambi6 desde un
perfil atomizado de proveedores artesanales y de pequefias y medianas empresas hacia una
centralizacion de esta industria, con grandes empresas que acapararon gran parte del
mercado nacional. Esta centralizacion implicd grandes volimenes de aves compartiendo
alimentos, habitat y microorganismos comunes. Al mismo tiempo, la distribucion de estos
productos disemin6 el patbgeno por todo el pais. Las infecciones
por S. Enteritidis aparecieron en forma dramatica en 1994 en el norte del pais con cifras que
implicaban un 3.000% de aumento sobre los esporadicos casos registrados historicamente.
Las cifras aumentaron desde un promedio de 0,35 casos por 100.000 observados entre 1990

y 1993, a valores superiores a 3 casos por 100.000 habitantes en 1994 y sobre 5 por



100.000 en 1998 (Fica et al., 2001). Para el afio 2010 (1.826 casos), se estimd una tasa de
10,7 casos por 100.000 habitantes, siendo el doble respecto de 1998 (Fica et al., 2012).

La salmonelosis es una infeccion alimentaria causada por una enterobacteria del género
Salmonella. Esta es la mayor causa de enfermedad entérica tanto en el hombre como en
animales (MINSAL, 2012). Se estima que decenas de millones de casos se producen en el
mundo cada afio (WHO, 2013). El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC), valora que el nimero de casos de salmonelosis en EEUU es de 1,2 millones al afio,
con 23.000 hospitalizaciones y 450 muertes (Scallan et al., 2011). ElI 2012, los casos
notificados asociados a Salmonella en ese pais, fueron de 7.800 (39,9%), siendo el serotipo
Enteritidis el mas frecuente (18%) (CDC, 2012). Asimismo, en la Union Europea (UE), en
el mismo afio se notificaron 5.363 de brotes de ETA, de los cuales 1.533 fueron
ocasionados por Salmonella, siendo la causa mas frecuente de enfermedad
gastroalimentaria (29,3%). Del total de brotes producidos por Salmonella, 70 fueron

vehiculizados por pescado y derivados de éste (EFSA, 2014).

Cifras similares ocurren en Chile, en el afio 2013, se notificaron 1.096 brotes de ETA con
7.344 casos. En el 33,9% de ellos, se logro identificar el agente y de éstos, un 58,2% el
agente identificado fue Salmonella spp. (MINSAL, 2013). Ademas, desde el afio 2005 al
2010 se notificaron 87 brotes por Salmonella Enteritidis y entre los grupos de alimentos en
los cuales se detectd este patdgeno, un 4% correspondié a pescados y mariscos (Vaquero
et al., 2011). Por otro lado, entre el 2009 y 2010, se identifico Salmonella Enteritidis
como principal agente etiolégico de ETA, igual a lo que ocurre en paises europeos (Olea et
al, 2012). En un estudio donde se analizd las bases de datos correspondientes a los
serotipos de Salmonella spp. (origen clinico) recibidas por el Instituto de Salud Publica de
Chile entre Enero de 2009 a Julio de 2014, se concluy6 que el 65,3% de los serotipos
confirmados correspondié a S. Enteritidis y el 12,7% a S. Typhimurium (MINSAL, 2014).

En cuanto a la transmision de este patdgeno a través de productos hidrobiol6gicos,
Salmonella spp. ha sido identificada como la causa de diferentes brotes en Estados Unidos
(EE.UU) y la Unidn Europea (UE), como también en otros paises a traves del mundo. La
administracion de alimentos y medicamentos (FDA), ha demostrado la presencia de



Salmonella spp. en distintas variedades de peces, moluscos y crustaceos (Amagliani et al.,
2012).

Esta bacteria puede entrar en el ambiente acutico a través de animales salvajes, presencia
de ganado, pobre sanitizacion o falta de higiene y también una inapropiada eliminacion de
los deshechos humanos y animales (Amagliani et al., 2012). Los peces, moluscos y
crustaceos pueden adquirir este patdgeno directamente del agua contaminada, como
también durante el procesamiento y almacenamiento de los productos (Vidacek, 2014). Es
importante mencionar que Salmonella puede sobrevivir por largos periodos de tiempo,
inclusive afios, en el ambiente acuatico (Winfield et al., 2003). Un estudio hecho en las
playas de Barcelona entre 1980 y 1981, detecto la presencia de Salmonella spp. en un 22%

de las muestras de agua tomadas, aislando 34 serotipos diferentes (Isern et al., 1987).

Otro factor importante a tener en cuenta es que la produccién global de peces, crustaceos y
moluscos ha ido en continuo incremento desde finales de la década de los 70°. Al mismo
tiempo el comercio internacional también ha aumentado durante las ultimas tres décadas,
incrementando desde US$8 billones en 1976 a US$102,5 billones en el 2010 (Vidacek,
2014). En Chile, se ha observado esta misma tendencia, con un crecimiento en la
produccion y exportaciones, siendo un pais que destina la mayor parte de sus productos al
comercio internacional. En el afio 1970, se exportaron 132.179 toneladas de productos
pesqueros por un valor de 29 millones de doélares, mientras que en el afio 2013 se
exportaron 1.163.177 toneladas con un valor de méas de 4 billones de ddlares (ODEPA,
2014).

Debido a la importancia que tiene Salmonella spp. como causante de ETA en todo el
mundo, sumado al aumento de produccién y demanda de productos hidrobioldgicos, es
fundamental contar con metodologias analiticas sensibles y especificas que protejan la
salud de los consumidores, asegurando la entrega de productos inocuos. Para este
propoésito, el Ministerio de Economia, a través del Servicio Nacional de Pesca y
Acuicultura (Sernapesca), mantiene el control de los productos hidrobioldgicos destinados
a la exportacion. Parte de este control se logra a través del Programa de Aseguramiento de
la Calidad (PAC), que es un programa de certificacion voluntario, basado en el concepto de

analisis de peligros y control de puntos criticos (HACCP), al cual pueden optar todas las
7



plantas pesqueras y barcos factoria del pais, que se hace obligatorio para las empresas que
exportan a la Union Europea y Estados Unidos.

Para este Programa de certificacion, Sernapesca debe aprobar el plan de aseguramiento de
calidad de la industria y supervisar su posterior funcionamiento a través de laboratorios
autorizados por ellos. Estos laboratorios, verifican mediante el analisis de muestras, el
correcto funcionamiento del PAC asociado a la linea de produccion correspondiente

(Sernapesca, 2014).

En este sentido, es importante que los resultados entregados por los laboratorios sean
confiables. Por esto, es necesario que los analisis se realicen de acuerdo a normas
reconocidas y validadas internacionalmente como ISO, ICMSF, FDA, AOAC y OIE.
Ademas, existe la norma internacional 1ISO 16140-3, segun la cual, para implementar un
método de andlisis estandarizado en un laboratorio, es necesario realizar un proceso de
verificacion. A través de dicho proceso, el laboratorio interesado en implementar una
norma demuestra su capacidad para aplicar el método en las matrices de interés. El objetivo
de esta norma es evaluar el rendimiento de un método, en un laboratorio en particular,
contra las especificaciones del método establecidas durante la validaciéon y ademas evaluar
el rendimiento del método en las matrices incluidas en el alcance del método y probados
rutinariamente en el laboratorio. En el proceso de verificacion, a diferencia de la validacion,
no es necesario volver a evaluar todas las caracteristicas del método, sino sélo aquellas que
dependen del laboratorio en donde éste se va a implementar. Para métodos cualitativos, la
caracteristica relevante del desempefio de una prueba es el nivel de deteccion, que
corresponde a la menor concentracion de un microorganismo que puede ser determinado,

con una probabilidad dada, bajo condiciones experimentales del método a evaluar.

El método usado actualmente en Chile para la deteccion de Salmonella spp. en productos
hidrobioldgicos, es la norma chilena Nch 2675.0f2002 (Productos Hidrobiologicos-
Deteccién de Salmonella), basada en métodos de referencia, pero no cuenta con validacion
internacional. Por esta razon actualmente se estan implementando las normas ISO, la cuales
son reconocidas en la mayoria de los paises. Para el caso de Salmonella spp. se utiliza la

norma ISO 6579:2002 (Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal



method for detection of Salmonella spp.), que corresponde a un método horizontal para la

deteccion de este patogeno.

Ambos métodos se componen de 5 fases: i) preenriquecimiento en un medio liquido no
selectivo; ii) enriquecimiento en un medio liquido selectivo; iii) siembra en placa e
identificacion presuntiva; iv) confirmacion de identidad por bioquimica y v) confirmacion
de identidad seroldgica. Los resultados son expresados en términos cualitativos, es decir
presencia 0 ausencia del patégeno en una determinada cantidad de muestra (ISO 6579:
2002 y NCh 2675.0f2002).

En esta memoria de titulo se implementara y verificard la norma ISO 6579:2002 y la
NCh 2675.0f2002 en dos matrices: salmén del Atlantico (Salmo salar) y chorito (Mytilus
chilensis). Esto, con el fin de demostrar la capacidad que tiene el Laboratorio de Inocuidad
de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, de la Universidad de
Chile, para realizar estos métodos en las matrices mencionadas. Esto permitira la entrega de
resultados confiables, siendo relevante en la entrega de alimentos inocuos para el consumo

de las personas.



OBJETIVO GENERAL
Implementar dos métodos cualitativos para la deteccion de Salmonella spp. en productos

hidrobioldgicos

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Implementar la norma ISO 6579:2002 en chorito (Mytilus chilensis) y salmon del

Atlantico (Salmo salar).

2. Implementar la norma chilena NCh 2675.0f2002 chorito (Mytilus chilensis) y

salmén del Atlantico (Salmo salar).

3. Verificar ambos métodos para las matrices alimentarias chorito (Mytilus chilensis) y

salmén del Atlantico (Salmo salar) de acuerdo a la norma ISO 16140-3.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Este laboratorio, trabaja bajo
un sistema de gestion basado en la norma ISO 17025 (Requisitos generales para la

competencia de los laboratorios de ensayo y calibracién).

1. Normas de bioseguridad

Las normas de seguridad utilizadas en este estudio son las usadas en el Laboratorio de
Inocuidad de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. Se trabajé bajo las condiciones descritas en el Manual de Normas de
Bioseguridad de la Comision Nacional de Investigacién Cientifica y Tecnoldgica
(CONICYT), segun el cual, Salmonella Typhimurium se describen como riesgo intermedio.
Para trabajar con ellas, los procedimientos y técnicas a usar se deben hacer bajo un nivel de
bioseguridad 2 (CONICYT, 2008).

2. Cepa bacteriana

La cepa corresponde a Salmonella Typhimurium, la cual proviene del cepario del
Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos. La cepa fue identificada para género y especie
por la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-assisted laser
desorption/ionization). La identificacion se basa en el analisis de proteinas, a través de la
creacion de un espectro de masas el que es especifico para cada bacteria. Este analisis fue

realizado por la unidad de Bacteriologia del Instituto de Salud Pablica de Chile.

3. Matrices alimentarias

Las matrices utilizadas fueron dos, chorito (Mytilus chilensis) y salmon del Atlantico
(Salmo salar). Las muestras de salmén fueron proveidas por el Laboratorio de
Farmacologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, que corresponden a contramuestras del Programa de Aseguramiento
de la Calidad (PAC). Las muestras de chorito fueron compradas congeladas en un

supermercado de la Region Metropolitana. .
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4. Implementacion de metodologias

La implementacion de las metodologias analiticas se hizo siguiendo los procedimientos
descritos en la norma ISO 6579:2002 (Anexo 1) y la norma NCh 2675.0f2002 (Anexo 2).
Para ambos, las muestras de 25 gramos fueron pre-enriquecidas con 225 mL de agua
peptonada (AP) e incubadas a la temperatura correspondiente, para cada método. Luego, se
realizd la etapa de enriquecimiento selectivo en dos medios liquidos. Uno de ellos,
Rappaport-Vassiliadis con soya (caldo RVS), para ambos métodos y el segundo, caldo
Muller-Kauffmann-Tetrationato-Novobiocina  (caldo MKTTn) para la norma
ISO 6579:2002 y caldo Selenito-Cistina (caldo SC), para la norma NCh 2675.0f2002.
Posteriormente se llevo a cabo la etapa de aislamiento, en agar Xilosa Lisina Deoxicolato
(XLD) y agar Salmonella-Shigella (SS). De cada medio selectivo solido, dos colonias
fueron confirmadas por técnica bioquimica. No se hizo confirmacién seroldgica, ya que la

cepa fue identificada previamente.

5. Verificacion de las metodologias

La verificacion de los métodos analiticos ISO 6579:2002 y NCh 2675.0f2002,
implementados para las matrices alimentarias chorito (Mytilus chilensis) y salmén del
Atlantico (Salmo salar) se realizé en base a la norma ISO/WD 16140-3; Microbiology of
the food chain- Method validation- Part 3: Protocol for the verification of reference and
alternative methods implemented in a single laboratory. Segun esta norma, para métodos
cualitativos, la caracteristica relevante del desempefio de una prueba es el nivel de
deteccion, que tiene que ser menor a 30 unidades formadoras de colonias (UFC) del

patdgeno por porcion a analizar.

Segln esta misma norma, las matrices deben ser representativas de lo que se analizara
rutinariamente en el laboratorio. Ademas, se especifica que el nimero de muestras a
analizar deben ser 10, con 2 controles negativos. En el caso de este estudio, se hizo un pool
con las muestras, desde donde posteriormente se obtuvieron, las 10 muestras y los 2

controles negativos para cada método y matriz evaluada.

Segun la norma ISO 16140-3 el criterio de aceptacién para cada matriz, es la deteccién
positiva de Salmonella Typhimurium en un 100% de las muestras inoculadas. En caso que
12



se detecte un porcentaje menor, se tiene que buscar las posibles causas de este resultado y
se debe repetir el proceso de verificacion.

5.1 Preparacion del inoculo

Para la preparacion del indculo se utilizd criotubos que cepa pura de Salmonella
Typhimurium y caldo glicerol, los cuales se mantienen almacenados a -20°C. Se
descongeld a temperatura ambiente y se traspaso el contenido del criotubo a un tubo que
contenia 3 mL de caldo infusion cerebro corazén (BHI). Este se incubd a 35°C por 24 h.
Luego, se sembro por estria en un tubo que contenia 9 mL de Agar Tripticasa Soya (TSA)
preparado previamente de forma inclinada y se incubd a 35°C por 24 h. De este Gltimo
tubo, se traspasé a través de un asa, la multiplicacion superficial de las bacterias a un tubo

gue contenia 9 mL de agua peptonada. Se homogenizo el contenido.

Posteriormente, se verifico la absorbancia mediante un espectrofotdmetro con una longitud
de onda de 625 nm, la cual debe ser equivalente a 10% ufc/mL. Se debe repetir el
procedimiento cuando sea necesario, hasta alcanzar dicha absorbancia. Una vez hecho esto,
se realizan diluciones decimales traspasando 1 mL de cada tubo a otro que contiene 9 mL

de agua peptonada, hasta llegar a la dilucion tedrica que contenga < 30 ufc/mL.

5.2 Determinacion de la absorbancia especifica para Salmonella Typhimurium

Para determinar la absorbancia especifica de la suspension de Salmonella Typhimurium, en
la cual hay una concentracion de 108 ufc/mL a una longitud de onda de 625 nm, se hicieron
10 suspensiones ajustadas al patron estandar de turbidez 0.5 McFarland en tubos de ensayo
con agua peptonada més la cepa. Posteriormente, se verificd la absorbancia del preparado,
mediante un espectrofotometro. Se calcul6 el promedio y la desviacion estandar. Ademas,
se calcul6 la absorbancia del agua peptonada sola, para comprobar que no afectara
significativamente el valor de la absorbancia. Los resultados se pueden observar en la tabla
1.
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Tabla 1. Absorbancias en espectofotometro a 625 nm, de 10 suspensiones de S.
Typhimurium ajustadas a un patron estandar de turbidez 0,5 McFarland.

Suspensiones ajustadas a estdndar
de turbidez de 0,5 McFarland Absorbancia a 625 nm

0,099
0,087

0,094
0,089
0,133
0,143
0,093
0,087
0,084
0,089
Promedio 0,099

Desviaciéon Estandar 0,019

© |0 (N o o (& (W I (B

=
o

Se determino que la absorbancia a 625 nm, debe estar entre 0,08 y 0,12. La absorbancia
del AP fue de 0,001.
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5.3. Contaminacion de las muestras

Para la contaminacion de las muestras, primero se pesan 25 gramos para cada método y
matriz evaluada, esto se hace en bolsas para homogeneizador de laboratorio Stomacher.
Posteriormente, se prepara el in6culo y se contaminan las 4 muestras con 1 mL de esta
suspension.

Paralelamente, se siembra 1 mL de la suspension en profundidad y en duplicado en placas
Petri con agar para recuento en placa. Estas se incuban a 37°C por 24 horas con el fin de
verificar que el recuento promedio de los duplicados sea menor a 30 ufc/mL. Si hay un

recuento mayor al esperado, esas muestras no se consideraran validas.

En la tabla 2 se pueden observar el promedio de los resultados obtenidos de los recuentos

en placa.

Tabla 2. Resultados obtenidos de los recuentos en placa de los indculos con S. Typhimurium.

In6culo S. Typhimurium Recuento en placa promedio (ufc/mL)
1 26
2 18
3 10
4 15
5 8
6 12
7 22
8 16
9 20
10 14
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RESULTADOS

Se evalué si los métodos descritos en la norma ISO 6579:2002 y la norma
NCh 2675.0f2002 pueden detectar un nivel suficientemente bajo de Salmonella
Typhimurium en ambas matrices alimentarias y bajo las condiciones propias del
Laboratorio de Inocuidad Alimentaria. Para determinar esto, se inocularon las muestras con
1 mL de una suspensién con una concentracion menor a 30 ufc/mL de la cepa previamente
identificada por método MALDI-TOF. Se realizaron 2 pooles con las muestras de salmon
del Atlantico y chorito respectivamente. Se analizaron 10 muestras por cada método y
matriz evaluada con 2 controles negativos.

El criterio de aceptacion para cada matriz correspondi6 a la deteccion positiva de

Salmonella Typhimurium en un 100% de las muestras inoculadas.
1.1. Verificacion norma I1SO 6579:2002 en salmon del Atlantico (Salmo salar)

Los resultados obtenidos en salmon del Atlantico (Salmo salar) analizados bajo la norma
ISO 6579:2002 se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados obtenidos segin norma ISO 6579:2002 en las muestras de salmén del
Atlantico (Salmo salar) y de los controles negativos.

NUmero de muestra Resultado (Presencia/Ausencia)
1 Presencia
2 Presencia
3 Presencia
4 Presencia
5 Presencia
6 Presencia
7 Presencia
8 Presencia
9 Presencia
10 Presencia
C. Negativo 1 Ausencia
C. Negativo 2 Ausencia
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1.2. Verificacion Norma I1SO 6579:2002 en chorito (Mytilus chilensis)

Los resultados obtenidos en chorito (Mytilus chilensis) ISO analizados bajo la norma 1SO
6579:2002 se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados obtenidos segin norma ISO 6579:2002 en las muestras de chorito (Mytilus

chilensis) y de los controles negativos.

NUmero de muestra Resultado (Presencia/Ausencia)
1 Presencia
2 Presencia
3 Presencia
4 Presencia
5 Presencia
6 Presencia
7 Presencia
8 Presencia
9 Presencia
10 Presencia
C. Negativo 1 Ausencia
C. Negativo 2 Ausencia

1.3. Verificacion norma NCh 2675.0f2002 en salmon del Atlantico (Salmo salar)

Los resultados obtenidos en salmén del Atlantico (Salmo salar) analizados bajo la norma
NCh 2675.0f2002 se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados obtenidos segun norma NCh 2675.0f2002 en las muestras de salmén del
Atlantico (Salmo salar) y de los controles negativos.

NUmero de muestra Resultado (Presencia/Ausencia)

Presencia

Presencia

Presencia

Presencia

Presencia

Presencia

~N oo~ wWIN|EF

Presencia
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8 Presencia
9 Presencia
10 Presencia
C. Negativo 1 Ausencia
C. Negativo 2 Ausencia

1.4. Verificacion Norma NCh 2675.0f2002 en chorito (Mytilus chilensis)

Los resultados obtenidos en chorito (Mytilus chilensis) analizados bajo la norma chilena
NCh 2675.0f2002 se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados obtenidos segin norma Nch 2675.0f2002 en las muestras de chorito (Mytilus

chilensis) y de los controles negativos.

NUmero de muestra Resultado (Presencia/Ausencia)
1 Presencia
2 Presencia
3 Presencia
4 Presencia
5 Presencia
6 Presencia
7 Presencia
8 Presencia
9 Presencia
10 Presencia
C. Negativo 1 Ausencia
C. Negativo 2 Ausencia
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DISCUSION

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) constituyen unos de los problemas de
salud publica méas importantes en el mundo. El género Salmonella spp. es el méas relevante
tomando en cuenta el nimero de casos y brotes. En Chile, Estados Unidos y la Unién
Europea, se ha demostrado su presencia en productos hidrobioldgicos, ya sea por
contaminacion primaria, o cruzada por la manipulacién, almacenamiento y distribucion de
estos alimentos. Si bien no hay datos disponibles en Chile sobre la incidencia de
Salmonella spp. patdogenas para humanos en productos hidrobioldgicos, datos del
Departamento de Estadisticas e Informacion de Salud (DEIS) en lo que se refiere a
porcentaje de brotes de ETA, segun lugar de pérdida de la inocuidad, se indica que en la
manipulacion comercial y manipulacién doméstica es donde mas se contaminan los
alimentos que consumimos, sumando entre ambos un 66,7% (MINSAL, 2016). Lo
anteriormente descrito, sumado a que hay preparaciones como el sushi y el ceviche, donde
no hay coccion del pescado previo al consumo, es que es de importancia el andlisis

periodico para detectar Salmonella spp. en éstos y otros productos.

En Chile, el mercado de la exportacion de productos hidrobioldgicos ha ido en constante
aumento, pasando de exportar 132.179 toneladas en 1970, a 1.163.177 toneladas en el
2013. Los requisitos sanitarios para exportar productos alimenticios son cada vez mas
exigentes, por lo que los paises exportadores deben asegurar un producto inocuo y de
calidad. En este contexto, el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (Sernapesca) cumple
un rol fundamental al ser el responsable de garantizar la calidad sanitaria de los productos
pesqueros y de la acuicultura de exportacion. Para este propdsito, cuenta con su Programa
de Aseguramiento de la Calidad (PAC). Parte de este programa, es el analisis periddico de
estos alimentos, utilizando métodos de deteccion de patdgenos que permitan demostrar
resultados seguros y confiables, acorde a los estandares de los paises importadores. Por
esto, es que la utilizacion de normativa de referencia internacional, como las normas ISO,
cobra una alta importancia debido a que son aceptadas en la mayor parte del mundo. En
Chile, para la deteccion de Salmonella spp. en productos hidrobioldgicos, la norma de
referencia utilizada es la norma chilena Nch 2675.0f2002, la cual aunque esta basada en

una norma 1SO, cambia un medio de enriquecimiento selectivo. Si bien, esta diferencia
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desde el punto de vista técnico demostrd no ser relevante en este estudio, hace que ambas
normas ya no se consideren como equivalentes, por lo que la norma chilena no tiene la
misma validez que la norma ISO fuera de Chile. Por consiguiente, la incorporacion de
metodologia de referencia internacional, respaldaria de mejor forma la vigilancia que se

esta haciendo a los productos de exportacion.

Aunque el método a utilizar haya pasado por un proceso de validacion técnico, antes de la
implementacién de un método de deteccién microbioldgica, es importante que se evalle el
rendimiento de este en cada laboratorio y para cada grupo de matrices a través de un
proceso de verificacidn. Este proceso, asegura que los resultados que se obtengan al utilizar
el método, estén acordes a los parametros que se establecieron en el proceso de validacion.
El énfasis que se le otorga a que los resultados sean confiables, es debido a que en base a
estos se toman decisiones que pueden afectar la salud de las personas, ademas de todas las

repercusiones econdémicas que pueden significar para un pais.

En el caso de este estudio, ambos métodos de deteccion cualitativos descritos en la norma
ISO 6579:2002 y la norma chilena Nch 2675.0f2002, los cuales fueron implementados en
el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos (LIA), cumplieron los requisitos para ser
verificados segun lo descrito en la norma ISO 16140-3, para las matrices alimentarias,
chorito y salmon del Atlantico. Estos dos productos alimenticios, se eligieron por ser
representativos de los productos que se analizaran rutinariamente en el laboratorio, por lo
que el LIA tendra la facultad para realizar estos métodos de deteccion de Salmonella spp.
en otros moluscos y pescados diferentes a chorito y salmén del Atlantico. En el caso que se
requiera realizar estos métodos en grupos de alimentos diferentes, se tendra que realizar un
nuevo proceso de verificacion para esas matrices. También, gracias a los resultados
obtenidos en los controles negativos, se pudo determinar que la matriz inicial se encontraba
libre de Salmonella. Asimismo, todos los recuentos que se hicieron paralelo al analisis de
las muestras mostraron una recuento menor a 30 ufc/mL, lo que validd los resultados

posteriormente obtenidos.

Es importante decir, que ambos métodos demostraron ser capaces de detectar una
contaminacion menor a 30 ufc por porcion analitica, en el 100% de las muestras analizadas,

por lo que en el caso de estas matrices y para el LIA, ambos métodos son equivalentes. Sin
20



embargo, en el caso del anélisis de productos hidrobioldgicos de exportacion, se debe usar
el método descrito en la norma ISO, debido al amplio y aceptado uso que tienen estas

normas a nivel mundial.
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CONCLUSIONES

El método descrito en la norma 1ISO 6579:2002 implementado y verificado, en las
matrices alimentarias salmén del Atlantico (Salmo salar) y chorito (Mytilus
chilensis) entregé resultados positivos en un 100% de los casos para la deteccion de
Salmonella Typhimurium en ambas matrices, cumpliendo con los criterios descritos
en la norma ISO 16140-3.

El método descrito en la norma Nch 2675.0f2002 implementado y verificado, en
las matrices alimentarias salmén del Atlantico (Salmo salar) y chorito (Mytilus
chilensis) entregd resultados positivos en un 100% de los casos para la deteccion de
Salmonella Typhimurium en ambas matrices, cumpliendo con los criterios descritos
en la norma ISO 16140-3.

La verificacion de ambos métodos implementados en estas matrices en el
Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos, permite demostrar su capacidad en la
entrega de resultados confiables en la deteccion de Salmonella spp. en productos

hidrobiolégicos.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de Bioseguridad

CERTIFICADO N° 78

Santiago, 30 de Junio del 2016

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, ha revisado proyecto de memoria de titulo: “Implementacién y
verificacién de 2 métodos cuantitativos para la deteccion de Salmonella spp en
productos hidrobioldgicos” cuya profesora guia es la Dra. Pilar Oviedo, académica de
FAVET.

El proyecto se llevard a cabo en la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
de Chile (FAVET).

1.~ El Personal recibirda una induccibn en normas de bioseguridad. Se utilizara
vestimenta adecuada para realizar el trabajo en el laboratorio, delantal, gafas, guantes
etc. Restriccion de acceso al laboratorio.

2.- Se trabajara bajo campana de bioseguridad, utilizando desinfectantes adecuados.

3.- Todos los materiales utilizados, seran descontaminados mediante autoclave previo
a su uso y antes de ser eliminados.

Este proyecto esta actualmente siendo revisado por el comité de bioseguridad en base
a las especificaciones contenidas en el “Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, de
la Organizacién Mundial de la Salud (versién 2005)” y el Manual de Bioseguridad de
Conicyt (version 2008), que previenen los riesgos para las personas, los animales y el
medioambiente.

Coordinadora .
Comité de Bioseguridad



Anexo 2. Método para deteccion de Salmonella spp. segiin norma ISO 6579:2002.

PREENRIQUECIMIENTO
Muestra (25g) + APT (225 mL)/ 18h +/-
2h a37°C +/-1°C

v
ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO

A A
0,1 mL + Medio Rappaport Vassiliadis 1 mL + Caldo Muller-Kauffmann Tetrationato
con Soja (Caldo RVS) (10 mL) / 24h +/- Novobiocina (Caldo MKTTn) (10 mL) / 24h
3h A41,5°C +/-1°C +/-3h A37°C+/-1°C

A\ 4 A\ 4

AISLAMIENTO EN MEDIO SOLIDO SELECTIVO
Siembra en agar Xilosa Lisina Deoxicolato (XLD) y agar Salmonella-
Shigella (SS) / 24h +/- 3h A 37°C +/-1°C

A 4

Seleccién de las presuntas colonias de Salmonella spp. de cada placa y
aislamiento en agar nutritivo /24h +/- 3h a 37°c +/- 1°c

CONFIRMACION BIOQUIMICA

Fermentacion de la glucosa, lactosa, sacarosa y produccion de has.
hidrélisis de la urea, descarboxilacion de la I-lisina, reaccion B-
galactosidasa. reaccion voges- proskauer y produccién de indol. /24h +/-
3ha37°c+/-1°C

CONFIRMACION SEROLOGICA

Fuente: norma 1SO 6579: 2002 “Microbiology of food and animal feeding stuffs —
Horizontal method for detection of Salmonella spp.”
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Anexo 3. Método para deteccion de Salmonella spp. segun norma Nch 2675.0f2002.

PREENRIQUECIMIENTO
Muestra (25g) + APT (225 mL)/ 16h a
20h a 35°C +/-1°C

A 4
ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO

A A
0,1 mL + Medio Rappaport Vassiliadis 1 mL + Selenito/Cistina (Caldo SC) (10 mL) /
con Soja (Caldo RVS) (10 mL) / 24h a 24h 'y 24h posteriores (opcionales) A 35 °C +/-
42°C +/- 2°C 1°C

A 4 A 4
AISLAMIENTO EN MEDIO SOLIDO SELECTIVO

Siembra en agar Xilosa Lisina Deoxicolato (XLD) y agar Salmonella-
Shigella (SS) / 24h +/- 3h A 35°C +/-1°C

A 4

Seleccién de las presuntas colonias de Salmonella spp. de cada placa y
aislamiento en agar nutritivo /18h +/- 3h A 35°C +/- 1°C

CONFIRMACION BIOQUIMICA

Fermentacion de la glucosa, lactosa, sacarosa y produccion de has,
hidrélisis de la urea, descarboxilacién de la I-lisina, reaccion B-
galactosidasa, reaccion voges- proskauer y produccién de indol. /24h +/-
3ha35° +/-1°C

\ 4
CONFIRMACION SEROLOGICA

Fuente: norma Nch 2675.0f2002 “Productos hidrobioldgicos- Deteccion de Salmonella”.
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