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RESUMEN

La salmonelosis es considerada una de las zoonosis de origen alimentario de mayor
prevalencia y actualmente supone uno de los mayores problemas de seguridad
alimentaria. El objetivo del estudio fue detectar la presencia de especies de Salmonella
spp. en carcasas porcinas destinadas al consumo humano, mediante técnicas de
aislamiento. Se utilizaron 300 carcasas porcinas procedentes de dos camales de Lima.
Las muestras fueron tomadas mediante hisopados sobre la piel de la carcasa, en cuatro
zonas distintas: cabeza, vientre, lomo Yy pierna, representando en total 1200
submuestras. Las submuestras tomadas, fueron recogidas en tubos Falcon con Agua
Peptonada Tamponada y llevadas al Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la
FMV — UNMSM. Después del pre-enriquecimiento no selectivo en APT, se utilizo el
caldo Rappaport Vassiliadis como enriquecimiento selectivo. Posteriormente, para la
siembra se usaron medios selectivos: Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) y Agar
Salmonella — Shigella (SS). Se realizaron pruebas bioquimicas y serotipificacion para su
identificacion final. De las 300 carcasas examinadas, en 19 de ellas se obtuvieron
aislamientos de Salmonella spp. lo que representa un porcentaje de positividad de 6.3%
+ 2.4(19/300). Segun la zona de muestreo, el resultado fue 21 aislados compatibles con
Salmonella spp. de un total de 1200 submuestras analizadas, esto debido a que dos
carcasas fueron positivas en dos submuestras. EI mayor porcentaje de aislamientos se
obtuvo de la piel de la cabeza 33.33% (7/21), y vientre 33.33% (7/21), seguida por el
lomo 23.81% (5/21) y finalmente de la pierna 9.52% (2/21) Los aislados fueron
serotipificados, e identificados como Salmonella Derby. Conocer los niveles de
contaminacion de las carcasas porcinas permite determinar la necesidad de implementar
medidas de control contra salmonelosis y ayuda a evaluar si su implementacion permite

reducir el porcentaje de carne de cerdo contaminada que Ilega al consumidor.

Palabras clave: Salmonella spp., salmonelosis, carcasas porcinas, camales, salud

publica

Vi



ABSTRACT

Salmonellosis is considered one of the most prevalent foodborne zoonotic diseases. In
developed countries, is now one of the biggest problems of food security. The aim of
the study was to detect the presence of Salmonella spp. on pig carcasses intended for
human consumption, by isolation techniques. Three hundred pig carcasses from two
slaughterhouses in Lima were used. Samples were taken by swab on the skin of the
carcasses, in four different areas: head, stomach, back and leg, representing a total 1200
subsamples. The subsamples were collected in Falcon tubes with Buffered Peptone
Water and taken to the Laboratory of Microbiology and Parasitology, FMV - UNMSM.
After the non-selective pre - enrichment in BPW, Rappaport Vassiliadis broth was used
as selective enrichment. Subsequently, Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD) and
Salmonella - Shigella Agar (SS) selective medias, were used. Biochemical and
serological tests for final identification were performed. Of the 300 cases examined, 19
isolates of Salmonella spp were obtained, representing 6.3% + 2.4(19/300). According
to the sampling area, the result was 21 isolates compatible with Salmonella spp. From a
total of 1200 sub-samples analyzed, because two carcasses were positive in two
subsamples. The highest percentage of isolates were obtained from the skin of the head,
33.33 % (7/ 21), and 33.33 % belonged to the belly (7/21), followed by the back with
23.81 % (5 /21) and finally 9.52 % from the leg (2/21). Isolates were serotyped and
identified as Salmonella Derby. Knowing the levels of contamination of pig carcasses
helps to determine the need to implement control measures against Salmonella and
helps to assess whether implementation can reduce the percentage of contaminated pork

that reaches the consumer.

Key words: Salmonella spp., salmonellosis, pig carcasses, slaughterhouses, public
health
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Figura 2: Porcentajes de aislamientos de Salmonella spp. segun
submuestras, considerando el total de aislados positivos:
cabeza (7/21), vientre (7/21), lomo (5/21) y pierna (2/21).
P4g 40.

Figura 3: Porcentaje de carcasas positivas segun granja de procedencia.
A: 7.78% (7/90); B: 6.25% (5/80); C: 10% (3/30); D: 6.67%
(4/60); E: 0% (0/20); F: 0% (0/20). Pag 41.



I. INTRODUCCION

Los microorganismos del género Salmonella pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, en ella se encuentran las bacterias Gram negativas aerobias o
anaerobias facultativas, en formas de baston o bacilos. Estos microorganismos son
conocidos como “patdogenos universales”, por tener un amplio rango de hospedadores

(D’Aoust y Maurer, 2007).

Los principales reservorios de Salmonella son los animales portadores asintométicos
y las fuentes de infeccién mas frecuente son los alimentos o los productos derivados de
estos. El aumento de la incidencia de Salmonella spp., es de gran impacto tanto en salud
publica como en salud animal y se ha relacionado con un incremento de la diseminacion
de los microorganismos a través de las cadenas productivas animales (Uribe y Suarez,
2006).

Salmonella, junto con Campylobacter, son los agentes zoonOticos mas
frecuentemente aislados en casos de gastroenteritis de origen alimentario tanto en
Europa como en los Estados Unidos (CDC, 2006; EFSA, 2007). Los casos declarados
de toxico-infecciones por Salmonella en Europa son 73 por cada 100’000 habitantes,
con importantes variaciones entre paises en funcion del método diagndstico, la
comunicacion de datos y también los habitos culinarios de cada pais. Se estima que la
incidencia real de salmonelosis en la Union Europea puede rondar los 450 casos anuales

por cada 100°000 habitantes con 3 muertos por cada millon (Berends et al., 1998).



En la produccion porcina, la contaminacion de la carne porcina por Salmonella,
puede producirse en cualquier etapa de la cadena cérnica: desde las materias primas
para la alimentacion del animal, la fabricacion del pienso, la granja, la planta de
sacrificio, hasta los centros de elaboracion de productos carnicos. En el momento del
sacrificio el contenido intestinal conteniendo los patdégenos puede contaminar la carcasa
y la piel de los animales. Los errores cometidos en la cadena alimentaria transforman el
riesgo potencial en una verdadera multiplicacion bacteriana (Lindner, 1995). Debido a
eso, el control de este microorganismo en la carcasa es importante para evitar la

diseminacion del agente a los seres humanos (Mejia, 2007).

En un estudio se comprob6 que el sacrificio de una partida con un 21% de animales
portadores producia una contaminacion por Salmonella en el 5% de las carcasas
(Kranker et al, 2003). Un trabajo en Alemania sobre casi 12’000 porcinos demostro la
existencia de un 6.2% de animales portadores y un 4.7% de carcasas contaminadas.
Estudios realizados en Dinamarca, han demostrado que durante el proceso de beneficio,
las cepas de Salmonella llegan a contaminar la superficie de la carcasa, existiendo una
correlacion positiva entre los niveles de Salmonella en las granjas y su presencia sobre

la superficie de las carcasas (Kasbohrer et al, 2000).

El control de Salmonella es primordial debido a la existencia de barreras comerciales
de indole sanitarias en la importacion de carne. Un mejoramiento en los estandares de
seguridad alimentaria aportaria mejor calidad del producto. EI mejor ejemplo de este
enfoque es el desarrollo de programas de control de Dinamarca (desde 1993) y Suecia,
paises netamente exportadores que han disminuido los niveles de salmonelosis en la

poblacion.

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de especies de
Salmonella spp. en carcasas porcinas destinadas al consumo humano, mediante técnicas
de aislamiento. Se aplicaron métodos microbiologicos diagnésticos, y se caracterizaron
los aislados empleando analisis bioquimico y la serotipificacion con antisueros

especificos.



11-REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ANTECEDENTES

El nombre Salmonella se debe al veterinario y bacteriélogo Daniel E. Salmon, quien
con ayuda de Theobald Smith, aislaron la primera Salmonella a partir de intestino de un
porcino en 1885, inicialmente considerandolo como agente causal de la Peste Porcina
Clasica (PPC). Salmonella cholerasuis (actualmente Salmonella enterica subespecie
enterica serovar Cholerasuis), fue la cepa aislada, sin embargo, esta se consider6 como
una bacteria oportunista en cerdos inmunosuprimidos por agentes infecciosos tales
como el virus de la PPC (Schwartz, 1991).

Entre otros eventos relacionados con este patdégeno se encuentra el famoso caso de
Mary Mallon, también conocida como “Maria la Tifosa”, ejemplo claro de un portador
cronico, siendo la primera persona en ser identificada como una portadora sana de
Fiebre Tifoidea en Estados Unidos. Ella trabajé como cocinera en Nueva York y en
Long Island a comienzos del siglo XX, en casas de huéspedes e instituciones de
beneficio. En andlisis realizados en las heces de esta mujer, se hallaron gran cantidad de
Salmonella Typhi, agente etioldgico de la fiebre tifoidea. Ella se opuso a recibir
tratamiento y escapd de las autoridades sanitarias cuando determinaron que constituia
un foco de infeccién. En Nueva York, infectd a 22 personas, pasd por diferentes
familias, diseminando el agente, cambidé su nombre e infectd a 25 personas mas, y causo
dos muertes. Un tiempo después fue capturada, conducida a prision y permanecié bajo
custodia en Nueva York durante 23 afios. Falleci6 en 1938, por neumonia no

relacionada a Salmonella (Brock, 1999).



2.2. ETIOLOGIA
2.2.1. Caracteristicas generales

El género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae. Se caracterizan
por ser bacilos Gram negativos, de 0,7-1,5 x 2,0-5um, moviles por flagelos peritricos
(excepto Salmonella Gallinarum y Salmonella Pullorum), anaerdbicos facultativos, no
esporulados. No fermentan la lactosa (excepto Salmonella arizonae y Salmonella
diarizonae), fermentan glucosa con produccion de gas (excepto Salmonella Thypi), la
mayoria producen H,S, son oxidasa negativos, catalasa positivos, indol, urea y Voges
Proskauer negativos, Citrato de Simmons positivo, descarboxilan la lisina y la ornitina.
La mayoria son patdgenos para los humanos, sin embargo, pueden ser patégenos para
otros hospedadores como mamiferos, aves, reptiles, anfibios e incluso plantas por lo que
son conocidos como “patégenos universales”, por su amplio rango de hospedadores
(Edwards y Edwing, 1972; Grimont y Weill, 2007; Caffer et al., 2008).

2.2.2 Factores que afectan el crecimiento y supervivencia

Salmonella posee una temperatura Optima de crecimiento de 35 - 43°C, siendo la
temperatura minima de crecimiento importante en los alimentos refrigerados (Cuadro
1). El ritmo de crecimiento de Salmonella se reduce sustancialmente a temperaturas
inferiores a 15°C, mientras que el crecimiento de la mayoria de salmonelas esta inhibido
a temperaturas inferiores a los 7° C (ICMSF, 1998).

A temperaturas bajas, la muerte de salmonela es mayor durante el proceso de
congelacion que durante el tiempo que puede permanecer congelado un alimento. El
descenso de la viabilidad de las salmonelas es mucho mayor en el intervalo de
temperaturas entre 0°C y -10°C que entre el de -17°C a -20°C (ICMSF, 1998). Por otro
lado, cuando se sobrepasa la temperatura maxima de crecimiento (47°C) sobreviene la
muerte. La tasa de muerte aumenta a medida que aumenta la temperatura. La
temperatura maxima de crecimiento es importante como valor por encima del cual
deben de ser mantenidos los alimentos almacenados calientes para impedir el
crecimiento de Salmonella. Si bien serian suficientes 55°C, en las disposiciones con
frecuencia especifican 63°C (Forsythe, 2003).



Cuadro 1. Factores que afectan al crecimiento y la supervivencia de Salmonella spp.

Rango de crecimiento

Parédmetro
Minimo Optimo Méaximo
Temperatura 5°C 33-43°C 45-47°C
pH 4 6,5-8,2 9,5
Actividad agua 0,94 0,99 -
%CINa - - 4% - 5%

Velocidad de crecimiento (td) 10 horas/generacion, 10°C
D60= 33 seg -- 6,5 min

Fuente: Borch et al., 1996; ICMSF, 1998; Bello et al., 2000; CE, 2000B; Doyle et al., 2000 ; Mossel et
al., 2002.

Por lo general, las salmonelas pueden ser facilmente destruidas por una
pasteurizacioén y suele bastar una media hora de tratamiento térmico a 60°C para
inactivarlas, temperatura que debe alcanzar al centro de masa del producto (carnes,
pollos, pasteles, etc.). Asi mismo, cuando la temperatura se eleva hasta los 72°C pueden
bastar solamente 15 segundos para su destruccion, aunque la eficacia térmica va a
depender del serotipo. Sin embargo, cuando se trata de alimentos deshidratados se
necesitan tratamientos mas intensos porque bajo estas condiciones las células presentan
una mayor fortaleza frente a los tratamientos térmicos (Bello et al., 2000). La evidencia
mas reciente indica que la exposicion prolongada de cepas mesofilas a condiciones de

estrés téermico se traduce en mutantes capaces de crecer a 54°C (Doyle et al., 2000).

Salmonella es capaz de crecer en medios aerobios y anaerobios inactivandose por la
luz, desinfectantes comunes y su supervivencia disminuye a pH acido (Coma, 2001).
Dicha supervivencia variara en funcién del tipo de &cido presente: el &cido citrico
apenas les afecta, pero en medio acético con pH 4,0 pueden ser destruidas en pocas
horas (Bello et al., 2000).

Tratamientos de alta presion hidrostatica inactivan a Salmonella, siendo bastantes

resistentes a la accion de nitritos y de la sal (Garriga et al., 2003).

2.2.3. Estructura Antigénica

La estructura antigénica de Salmonella spp. es muy parecida a la de otras

enterobacterias, presenta: Antigeno O, Antigeno H y Antigeno Vi (Parra et al., 2002).
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La envoltura externa de las bacterias del género Salmonella estd compuesta por 3 capas:
la membrana interna, la pared de peptidoglucano y la membrana externa (Brock, 1999).
Esta ultima, ampliamente estudiada estd compuesta por fosfolipidos, lipopolisacéridos
(LPS) y proteinas. EI LPS estd compuesto de un lipido A embebido en la membrana

externa, una region central, y una region antigénica O.

El antigeno O, llamado también antigeno somatico, esta compuesto por complejos de
fosfolipidos y polisacaridos, su composicion es aproximadamente 60% polisacaridos,
20-30% lipidos y 3,5-4% hexosamina. Se encuentra en todas las bacterias Gram
negativas. (Brock, 1999). La cadena de polisacaridos del Ag O es un polimero de
unidades repetidas de oligosacaridos (de 3 a 5 azucares) lineales o ramificados. La
naturaleza de los grupos terminales y el orden en que se encuentran las unidades
repetidas de la cadena determina la especificidad antigénica de la bacteria. Como esta
estructura difiere ampliamente entre las distintas serovariedades, hay diferencias en la
especificidad antigénica O (Caffer et al., 2008).

La mayoria de serotipos de Salmonella son mdviles, debido a la presencia de
flagelos. Estos, son una estructura compleja que consiste en un cuerpo basal, un
segmento de union (“hook™) y un filamento. El cuerpo basal ancla el flagelo a la
envoltura de la célula y el “hook™ une el cuerpo basal con el filamento, constituido por
flagelina, una proteina de alto peso molecular. El antigeno flagelar es conocido como
antigeno H. Generalmente las bacterias del género Salmonella poseen dos fases
flagelares (difasicos) diferenciables por medio de aglutinacion. Las bacterias que sélo
expresan una fase son denominadas monofésicas. La expresion de estas fases (Fase 1 0
Fase 2), depende de los genes estructurales que posean (Parra, et al., 2002).

Las salmonelas carecen de una capsula propiamente dicha, conocida como antigeno
K. En su lugar, existe el Antigeno Vi, presente Unicamente en 3 serotipos del género:
Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi, y algunas cepas de Salmonella Dublin
(Raffatellu et al., 2006).

2.2.4. Clasificacion

A lo largo de los afios, los nombres dados a Salmonella no han seguido las normas

usuales de la nomenclatura. En un inicio, y siguiendo el principio de la nomenclatura



Linneana, el nombre se formaba asociando la enfermedad con el origen zooldgico
(Frobisher, 1978; Falkow y Mekalanos, 1996). Asi, por ejemplo, el microorganismo
responsable del proceso tifoideo en roedores recibi6 el nombre de S. typhimurium. Esta
forma de denominar las nuevas “especies” fue abandonada puesto que el nombre
asignado al microorganismo dejaba suponer una especificidad de hospedador, lo cual no
siempre era cierto (Lopez-Brea, 1980; Le Minor et al., 1982).

Kauffman subdividio el género Salmonella en cuatro subgéneros (I-1V) sin asignarles
ningln nombre especial. Los serotipos pertenecientes a cada uno de estos subgéneros
recibi6 un nombre en funcion de su férmula antigénica y siguiendo el esquema
establecido por Kauffman y White. En 1966, el Subcomité de Enterobacteriaceae,
decidié que para designar en adelante a los nuevos serotipos del subgénero 1, habia que
afiadirle un epiteto que indicase el origen geogréafico de la primera cepa aislada. Por
ejemplo, S. biafra y S. panama; los nuevos serotipos de los otros subgéneros serian
asignados por su formula antigénica. Sin embargo, ciertos serotipos de los subgéneros Il
y IV habian recibido nombres antes de la decision de 1966: S. bilthoven del subgénero
Il 'y S. houten del subgénero IV. Por ello, ese mismo afio, Ewing propuso una nueva
clasificacion, modificando la anteriormente realizada por Kauffman. Ewing, la clasifico
en tres especies: S. choleraesuis (especie tipo), S. typhi y S. enteritidis. Esta Gltima
agruparia a todos los serotipos de Salmonella, exceptuando S. choleraesuis y S. typhi.
La especie seria escrita en los caracteres italicos o bien subrayando el nombre, mientras
que el serotipo estaria representado en caracteres romanos y su primera letra iria en

mayuscula. Ejemplo, S. enteritidis ser. Typhimurium (Le Minor et al., 1982).

Hasta 1970, la taxonomia de Salmonella y la nomenclatura existente por entonces, se
basaba Gnicamente en el estudio de los caracteres bioquimicos y antigénicos. Ese mismo
afio, Le Minor et al. (Moustardier, 1976), subdividen el género en cuatro especies que

se corresponderian con los subgéneros de Kauffman:
- S. kauffmanni: subgénero | de Kauffman
- S. salamae: subgénero 11 de Kauffman
- S. arizonae: subgénero 111 de Kauffman

- S. houtenae: subgénero 1V de Kauffman



La nomenclatura propuesta por estos autores para su clasificacion fue que para los
serotipos pertenecientes al subgénero | de Kauffman: S. kauffmanni ser Typhimurium,
etc. Para los serotipos pertenecientes a los otros subgéneros: S. salamae, S.arizonae o S.
houtenae, le seguiria la formula antigénica. Por ejemplo: S. salamae 13, 22 : Z39 : 1, 5,
1.

En 1973, los estudios gendmicos (hibridacion ADN/ADN) llevados a cabo por Crosa
et al., y aflos mas tarde, por Storew et al. (Le Minor et al., 1982), mostraron que las
salmonelas del subgénero I, Il y IV, estaban reunidas en grupos de hibridacion

diferentes y que era posible cuantificar los parentescos gendmicos entre estos grupos.

En 1982, Le Minor et al. realizaron el estudio de los caracteres fenotipicos y
gendmicos de un amplio grupo de salmonelas pertenecientes a los subgéneros I, I1, 111y
IV de Kauffman, asi como un numero de cepas atipicas: grupo bongor. El analisis de los
resultados, en taxonomia numérica, les permitid reconocer siete grupos fenotipicos y
seis grupos genomicos (Le Minor et al., 1982). La correlacion existente entre los
resultados de los dos métodos les llevo a dividir Salmonella en 6 taxones (Taxén: grupo
formado por la combinacién de caracteres fenotipicos y gendmicos). Basado en este
estudio, Salmonella constituiria una especie Gnica que comprenderia 6 subespecies a su
vez subdividas en serotipos. Estos autores propusieron, conforme a las reglas del
Cadigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana (CINB), la siguiente nomenclatura

para el género Salmonella (Le Minor et al., 1982):
Especie Unica S. choleraesuis

— Para el taxon 1: S. choleraesuis subespecie choleraesuis. Corresponderia al

subgénero | de Kauffman.

— Para el taxén 2: S. choleraesuis subespecie salamae. Corresponderia al

subgeénero 1.

— Para el taxon 3: S. choleraesuis subespecie arizonae. Este taxon agruparia

los serotipos monofasicos del subgénero Illa.

— Para el taxon 4: S. choleraesuis subespecie diarizonae. Agruparia los

serotipo difésicos del subgénero Il1b.



— Para el taxén 5: S. choleraesuis subespecie houtenae. Corresponderia al

subgénero 1V.
— Parael taxdn 6: S. choleraesuis subespecie bongori.

Asi pues, estos subgrupos se incluian en Unica especie, que posteriormente se
denominaria Salmonella cholerasuis (Le Minor et al., 1982). Poco después, Le Minor y
Popoff (1987) propusieron que estos 7 subgrupos (I, II, Hlla, Hb, 1V, V, VI) fueran
considerados subespecies y recomendaron ademas el cambio de nombre de Salmonella
choleraesuis por el de Salmonella enterica, ya que se prestaba a confusion debido a la
existencia de un serotipo denominado Choleraesuis. Por Gltimo, en 1989 fue elevada al
rango de especie la hasta entonces denominada subespecie bongori o subgrupo V
(Reeves et al., 1989). Recientemente se ha rechazado el nombre de Salmonella

choleraesuis como especie (Tindall et al., 2005).

La clasificacion actual de Salmonella  es extremadamente compleja. Su
caracterizacion da como resultado la division del género en dos especies: S. enterica y
S. bongori. A su vez, S. enterica se subdivide en 6 subespecies basandose en las
diferencias bioquimicas (Cuadro 2). El género Salmonella esta a su vez, dividido por
serologia en mas de 2579 serovares, mediante el esquema de Kauffman-White. Esta
clasificacion define al serogrupo de acuerdo a la expresién del antigeno somatico O del
LPS, y al serovar por la expresion del antigeno flagelar H. Las diferentes combinaciones
entre los 46 antigenos O y 114 antigenos H descritos, permite reconocer los diferentes
serotipos. Este método ha sido de gran utilidad para comprender la epidemiologia de
este patdgeno (Tillier y Collins, 2000; McQuinston et al., 2008).

La subespecie méas frecuentemente aislada es Salmonella enterica subespecie
enterica (I). Su reservorio corresponde principalmente a mamiferos (Cuadro 2) y es la
causa mas comun de enfermedad en el hombre y animales. Las otras subespecies de
Salmonella enterica y Salmonella bongori pueden ocasionalmente causar enfermedad

en el humano.



Cuadro 2. Serovariedades y principales habitats para las diferentes subespecies de

Salmonella spp.

Especies Subespecies N 'de Principales habitats
serovariedades
subesp. enterica (1) 1531 Animales de sangre caliente
subesp. salamae (11) 505 Animales de sangre caliente / fria y ambiente
Salmonella subesp. arizonae (ll1a) 99 Animales de sangre fria y ambiente
enterica  subesp. diarizonae (111b) 336 Animales de sangre fria y ambiente
subesp. houtenae (1V) 73 Animales de sangre fria y ambiente
subesp. indica (V1) 13 Animales de sangre fria y ambiente
Salmonella bongori (antes
Subespecie V) 22 Animales de sangre fria y ambiente
Total 2579
Fuente: Grimont y Weill, 2007.

2.2.5. Nomenclatura

Sobre la base de los componentes antigénicos somaticos O y flagelares H se ha

establecido lo que se denomina el “Esquema de Kauffmann-White”, que agrupa a todas

las serovariedades conocidas. La informacidn que contiene estd ordenada de la siguiente
manera (Caffer et al., 2008):

Primera columna: indica el nombre de la serovariedad, si la misma pertenece
a S. enterica subesp. enterica (1) o las siglas S. II, S. Illa, S. llIb, S. 1V, S. V,
S. VI; indicando que la serovariedad considerada pertenece a la subespecie 11

o Illa, etc.

Segunda columna: Antigenos somaéticos O. los nimeros indican el o los

factores del antigeno O y se escriben, separados por una coma.

Las serovariedades son agrupadas en grupos somaticos, cada uno de ellos
caracterizado por un factor O mayor. Asi determinan los grupos A, B, C, etc.

Por ejemplo el grupo O:2 (A) esté integrado por S. Paratyphi A (1,2,12:a:-).

Tercera y cuarta columna: Antigenos flagelares H. Se indican los factores de
las fases 1 y 2 del antigeno H. Para la fase 1, los factores se denominan con
letras minusculas, seguidas algunas veces por un nimero que figura como

subindice y para la fase 2 se emplean en general nimeros arabigos, aunque
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también se utilizan letras minusculas. Un signo “negativo” indica que la fase

considerada esta ausente y por lo tanto la serovariedad es monoféasica.

e Los simbolos para los factores somaticos determinados por conversion

fagica estan subrayados.

e [ ]: los factores O y H entre corchetes, no subrayados, pueden estar
presentes 0 ausentes sin relacion con la conversion fagica. Por ejemplo el
factor [5] del grupo O:4(B). Cuando los factores H estan entre corchetes

significa que ellos se encuentran excepcionalmente en cepas salvajes.

Ejemplo: Salmonella Typhimurium 1,4,5,12:i:1,2. El Ag O es 1,4,5,12, el Ag H(Fase
1): es i, el Ag H(Fase 2) es 1,2. Las dos fases flagelares estan presentes, por lo tanto la

serovariedad es difésica.

2.3 Epidemiologia

Salmonella se encuentra distribuida por todo el mundo y es universalmente
reconocida como agente zoonotico (ICMSF, 1998). La omnipresencia de Salmonella
(Cuadro 3) en el medio natural, junto con los sistemas de produccion intensiva que se
utilizan en las industrias de la carne, del pescado y del marisco, y el reciclado de
despojos y materiales crudos en los piensos animales, han fomentado la importancia
continua de este patdgeno en la cadena alimentaria global (Doyle et al., 2000). Se han
identificado numerosos reservorios animales y muchos alimentos, particularmente los
de origen animal, contaminados con este microorganismo (CE, 2000). Vive en el tracto
intestinal de los animales infectados, incluido el hombre, y se excreta a través de las
heces, pudiendo permanecer viable en el material fecal durante afios fuera del huésped
(ICMSF, 1998).

La salmonelosis es una zoonosis que se notifica con mayor frecuencia en los paises
desarrollados, ya que poseen mejores sistemas de notificacion. Es una enfermedad de
origen alimentario. Durante las Gltimas dos décadas Salmonella Enteritidis ha sido
reconocida como uno de los principales agentes etiolégicos que causan infecciones

gastrointestinales a nivel mundial (Rodriguez et al., 1992; Silva et al., 2000).
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Cuadro 3. Principales fuentes de Salmonella spp.

Animales Ganado porcino, vacuno, ovino y caprino: tracto intestinal, nédulos
linfaticos, amigadalas, faringe
Awves: tracto intestinal
Caballos, gatos, perros, camellos, bafalos, elefantes, canguros, liebres
visones, conejos, murciélagos, ballenas, delfines, ratas, ratones, cobayos
Tortugas, culebras, lagartos, cocodrilos
Ranas, sapos
Caracoles, cucarachas
Moscas
Mariscos
Alimentos Chocolate, leche en polvo, leche fresca, huevos, queso, paté, frutas,
helados, brote de alfalfa, carnes curadas, sandwiches, carne de ave,
salsas, aderezos de ensaladas, gelatina, manteca, cacao
Instalaciones  Suelo, mesas de trabajo
Equipos Camal: cuchillos, maquinas de esquinado, flageladora, peladora, agua
Operarios Operarios: botas, manos, etc.

Fuente: Frazier y Westhoff, 1993; Borch et al., 1996;ICMSF, 1998; Davies et al., 1999 ; Bello et al., 2000 ; CE,
2000 ; Doyle et al., 2000 ; Willeberg, 2000 ; Giovannacci et al., 2001; Swanenburg et al., 2001; Bolton et al., 2002;
Hurd et al., 2002; Botteldoorn, 2003; Araujo y Carballo, 2004; Erickson et al., 2004.

Se estima que la incidencia de salmonelosis en la Unidn Europea puede rondar los
450 casos anuales por cada 100°000 habitantes, con tres muertos por cada millon de
habitantes (Coma, 2001). La mortalidad es méas elevada en las poblaciones de riesgo:
nifios, personas de avanzada edad o poblacion con el sistema inmune debilitado. En
personas con SIDA la salmonelosis se produce con frecuencia 20 veces superior a la
registrada en pacientes normales (Eley, 1994).

La incidencia de salmonelosis en los Paises Bajos es de 450 casos por 100’000
habitantes, de los cuales el 15% estan asociados al consumo de cerdo. En Dinamarca
hay 95 casos por 100’000 habitantes, de los cuales entre el 10-15% son atribuidos al

consumo de cerdo (Bolton, 2002).

En Esparia, Salmonella es el principal agente bioldgico causante de enfermedad de
origen alimentario, siendo la especie mas frecuente Salmonella Enteritidis seguida por
S. Typhimurium (Fos et al., 2000). En Sudamérica, los primeros hallazgos de
infecciones con este microorganismo ocurrieron a mediados de la década 1990 y 1999,
originando brotes epidémicos en Argentina, Brasil y Chile (Irino et al., 1996; Fica et al.,
1997).

En Chile, Salmonella Enteritidis emergié con caracteristicas epidémicas en 1994,

afectando a gran nimero de personas, con tasas de ataque que aumentaron en 3000%
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con respecto a afios anteriores (Silva et al., 2000). Durante el periodo epidémico, 1994-
1996, 90% de las notificaciones de casos con infecciones por este microorganismo
provinieron de Africa y Antofagasta, gran parte de estas infecciones fueron atribuidas al

consumo de huevos (Fica et al., 1997).

Desde el punto de vista epidemioldgico, las infecciones por Salmonella pueden
causar pequefios brotes en la poblacidn en general, sin embargo, el 60-80% de los casos
son esporadicos; a veces se producen grandes brotes en hospitales, jardines maternales,
geriatricos y restaurantes. La fuente mas frecuente de infeccion son los alimentos
contaminados en su origen, o con menor frecuencia durante su manipulacion por un
portador; es también importante la transmision persona a persona (Caffer et al., 2001).
La via tradicional de infeccidn es la ingestion, siendo también posible la transmision por
aerosoles (Willeberg, 2000).

La contaminacién por Salmonella del porcino puede producirse en cualquier etapa
de la cadena carnica: desde las materias primas para la alimentacion animal, la
fabricacion del pienso, la granja, la planta de sacrificio, la sala de despiece, los centros
de elaboracién, hasta la conservacién y preparacion del producto carnico por el

consumidor en el hogar (Caffer et al., 2001).

2.3.1. Contaminacion del ganado porcino en granja

La presencia de Salmonella en los cerdos de cebo es un hecho habitual y bien
conocido desde hace décadas (McKinley et al., 1980). Como en muchas otras especies
hospedadoras, la infeccidn puede presentarse clinicamente (como un cuadro septicémico
0 en forma de enteritis) y generalmente se asocia al serotipo Cholerasuis. La forma
asintomatica es mucho mas frecuente y cursa con la excrecion intermitente de la
bacteria a lo largo de periodos de tiempo que pueden ser muy prolongados (Gray et al.,
1996; Carvajal et al., 2000; Althouse et al., 2003; Malorny y Hoorfar, 2005).

Entre los méas de 2500 serotipos conocidos, el méas relevante en ganado porcino,
asociado a la forma asintomatica, es Typhimurium (en sentido estricto, Salmonella
enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium), que constituye el prototipo de serovar

no especializado, capaz de colonizar un gran nimero de especies animales (Kingsley y
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Baumler, 2000). Aunque las infecciones por este serotipo en el ganado porcino suelen

ser asintomaticas, igualmente pueden cursar como un proceso entérico autolimitante.

También pueden aislarse muchos otros serotipos, cuya relevancia varia dependiendo
de la localizacion geogréafica. Asi, por ejemplo, en Estados Unidos y algunos paises del
Este de Europa es bastante habitual aislar el serotipo Choleraesuis (Salmonella enterica
subsp. enterica serotipo Choleraesuis), que esta considerada la serovariedad adaptada al
porcino, a partir de casos de septicemia o enterocolitis, mientras que en ciertas
localizaciones de Europa y Estados Unidos el serovar Derby supone un porcentaje
representativo del total de aislados de origen porcino (Beran y Baum, 1997; Hoszowski
y Wasyl, 2002; Van Duijkeren et al, 2002; Kranker et al, 2003; Frutos et al, 2005). En
Espafia las serovariedades mas frecuentemente aisladas de muestras porcinas son
Typhimirium (37%), Rissen (20%), Hadar (13%), Derby (11%) y Agona (7%) (Frutos
et al, 2005).

Durante muchos afios, cada pais ha sido el reservorio de unos serotipos especificos,
hasta el punto que la poblacion desarrollaba un cierto nivel de inmunidad colectiva
frente a sus actividades patdgenas, que se reflejaba en una evolucion de sus brotes hacia

manifestaciones mas benignas (Bello et al., 2000; Coma, 2001).

Sin embargo, en la actualidad, no sélo ha crecido el nimero de serotipos
identificados en cada pais, sino que muchos de ellos responden a estirpes nuevas, que
significan mayor gravedad desde el punto de vista sanitario. Por ejemplo en Espafia, han
pasado de estar afectados solamente por tres serotipos: S. Typhimurium, S. Enteritidis y
S. Paratyphi A, hasta un numero bastante numeroso de ellos: S. Heidelberg, S.
Rhodesiense, S. Newport, S. Panama, S. Dublin, S. Derby, S. Abony, etc. (Bello et al.,
2000).

La extension de las infecciones por Salmonella en las granjas porcinas es muy
variable, con cifras que vienen condicionadas ademas por el tipo de muestreo y por las
limitaciones de sensibilidad y especificidad de muchos procedimientos diagndsticos
(Malorny y Hoorfar, 2005). Tomando como ejemplos algunos paises, en Catalufia, una
de las grandes zonas de produccion porcina de Espafia, el 23% de las granjas porcinas

de cebo presentan algun portador fecal (Mejia Silva, 2003).

El nimero de cerdos infectados en las explotaciones positivas suele ser relativamente
bajo, aunque también se ha detectado una gran variabilidad. Mientras que en lowa,
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Estados Unidos, los excretores fecales activos apenas llegan al 1% del total de animales
analizados (Hurd et al., 2002), en Dinamarca el promedio de excretores fecales activos
se sitla en el 5%, aunque en algunas explotaciones alcanza el 17% (Kranker et al.,
2003). Obviamente el namero real de portadores de Salmonella es mucho mayor que el
de excretores, dado que la eliminacion de Salmonella por heces es intermitente, si bien
los datos actuales tampoco descartan la posibilidad de reinfecciones sucesivas dentro de

un grupo de animales (Kranker et al, 2003; Nielsen et al, 1997).

En lowa, con un 1-2% de excretores fecales, se detectaron un 5% de portadores
cuando los animales fueron sacrificados y se procedi6é al cultivo de los contenidos
cecales y los ganglios linfaticos digestivos (Hurd et al, 2002). En ese mismo estado,
otro estudio logré detectar un 31% de portadores en contenidos cecales y un 13% en
ganglios linfaticos (Rostagno et al, 2003), indicando que existe una gran variabilidad
incluso en el mismo ambito geografico. En el estudio llevado a cabo en Catalufa se
detectd una prevalencia del 3.4% en reproductoras y de un 2.1% en cerdos de cebo
(Mejia Silva, 2003). En cualquier caso, la dindmica de la infeccion en las explotaciones
afectadas es compleja, ya que el nimero de animales seropositivos llega a cuadriplicar
el nimero de animales de los que es posible aislar Salmonella (5.3% vs. 20% en un
estudio en lowa) (McKean, 2001).

Finalmente, resulta destacable que en las granjas de tipo intensivo lo méas habitual es
encontrar que los cerdos estan colonizados de forma asintomatica por un ndmero
reducido de serotipos, frecuentemente uno solo (situacién que se observa en un 82% de
las granjas en Catalufia) (Mejia Silva, 2003). Ademas, cuando se realizan controles
rutinarios, no es extraiio comprobar que este serotipo persiste a lo largo del tiempo en
los sucesivos lotes de cebo que se van introduciendo en la explotacion (Baloda et al.,
2001). En animales criados en régimen extensivo es, por el contrario, frecuente aislar un
gran nimero de serotipos, que probablemente reflejan una exposicion mas intensa a una

gran variedad de fuentes de contaminacion (Jensen et al, 2004).

2.3.2. Contaminacion del ganado porcino en el matadero

Cuando se procede a analizar las heces de los cerdos después del transporte al
matadero y la estabulacion en el mismo, el porcentaje de cerdos infectados se
incrementa vertiginosamente. Ademas, aumenta la variabilidad de los aislados, debido a

15



la aparicion de serotipos que no habian sido detectados en la granja de origen (Beloeil et
al., 2004; Hurd et al, 2001). En el estudio danés, los promedios pasaron de un 5% de

excretores fecales en granja a un 18% en el matadero (Kranker et al, 2003).

En un estudio en lowa, el transporte y estabulacion al matadero incrementaba el
namero de los excretores fecales desde el 2% hasta el 25% vy el total de portadores del
5% al 40%, mientras que el nimero de serovariedades presentes en los animales
practicamente se duplicaba (Hurd et al, 2002). Este tipo de resultados han llevado a la
conclusion de que en el periodo previo al sacrificio, los cerdos son expuestos a fuentes
de contaminacién exogenas, aunque no se puede descartar completamente la
reactivacion de infecciones latentes producidas por serotipos que no han podido ser
detectados en granja. En cualquier caso, el niumero de portadores de Salmonella se

incrementa de forma considerable, hasta en 7 veces (Hurd et al, 2002).

2.3.3. Contaminacion de las carcasas

Resulta légico asumir que la presencia de Salmonella en una gran proporcién de los

cerdos sacrificados implica un alto riesgo de contaminacion de las carcasas.

Cuadro 4. Incidencia de Salmonella en las carcasas después de varias etapas en el
proceso de carnizacion

LOCALIZACION INCIDENCIA (%) SEROTIPOS
Autor Pierce et al. BOI;?” et Pierce et al. Bolton et al.
Antes del transporte - 27 - S. Agona
Después de la ducha - 10 - S. Agona, S.
Typhimurium
S. Hadar, S.
Después del sangrado 31 50 Typhimurium S. Typhimurium
S. Derby, S. Infantis
Después del escaldado 1 0 S. Derby -
Después del pelado 7 - S. Typhimurium, S.Derby -
Después del
0 0 - -
chamuscado
Después del flagelado 0 - - -
Después de la ducha - 7 - S. Agona
Después del eviscerado 7 0 S. Typhimurium -
Después del lavado - 0 - -
Después del oreo - 0 - -

Fuente: Bolton et al., 2002; Pearce et al., 2004.
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De hecho, se admite, como regla general, que el nimero de carcasas contaminadas al
final del faenado va a ser directamente proporcional al nimero de portadores fecales en
el momento del sacrificio. En Dinamarca se ha estimado que los cerdos portadores
tienen 3-4 veces mas posibilidades de producir una carcasa contaminada que los
animales libres de Salmonella (Berends et al, 1997). Salmonella pasa principalmente a
la carcasa durante las operaciones de aturdido, pelado, flagelado, eviscerado y
esquinado (Cuadro 4) (Borch et al., 2002).

En un estudio se comprobo que el sacrificio de una partida con un 21% de animales
portadores producia una contaminacion por Salmonella en el 5% de las carcasas
(Kranker et al, 2003), lo que resulta coherente con la estimacion de que alrededor del 5-
30% de las carcasas producidas en Dinamarca contienen Salmonella (Berends et al,
1997). Un trabajo en Alemania sobre casi 12.000 porcinos demostro la existencia de un
6.2% de animales y un 4.7% de carcasas contaminadas (Cuadro 5) (Ké&sbohrer et al,
2000).

Cuadro 5. Incidencia de Salmonella en carcasas porcinas segun diversos autores

Autor Incidencia / Pais
Christensen y Luthje (1994) 8% en Dinamarca
Saide-Albornoz et al. (1995) 1.7% en Estados Unidos
Korsak et al. (1998) 27% en Bélgica
Kashohrer et al. (2000) 6.2% en Alemania
Swanenburg et al. (2001) 1.4% en Paises Bajos
Hurd et al.(2002) Amplio rango desde 0.4% a 76.3% en Estados Unidos
Bolton et al. (2002) 32% en Irlanda
Bonardi et al. (2003) 6% en Italia, 30% en Bélgica
Botteldoorn et al. (2003) 1.4% en Alemania, 76.3% en Reino Unido
Imberechts y Dierick (2004) 15.4% en Bélgica
Eblen et al. (2005) 6.9% en Estados Unidos

Con todo, la asociacion entre animales vivos portadores y carcasas contaminadas
dista mucho de seguir una relacién consistentemente lineal. En el estudio danés,
después del sacrificio de una partida con un 72% de portadores, no pudo detectarse
contaminacion por Salmonella en ninguna carcasa (Kranker et al, 2003). Probablemente

esta variabilidad venga determinada por la influencia de otros muchos factores.
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Factores que pueden influenciar la variabilidad de resultados (Cuadro 6):

El grado de implantacion de las buenas practicas de manipulacion,
especialmente en el puesto de evisceracion, hasta el punto de que se ha sugerido
que un faenado adecuado puede reducir los recuentos totales en las carcasas
hasta en un logaritmo. En un estudio, la adopcién de precauciones especiales
durante el eviscerado y chamuscado consiguié reducir la contaminacion por

Salmonella del 46% al 7% (Mead, 1994).

Cuadro 6: Incidencia de Salmonella spp en diferentes fuentes (carcasas, derivados
carnicos y muestras de ambientes de expendios de carne de cerdo) reportada en

diferentes paises

Pais Fuente Prevalencia (%) Referencia
Colombia (Tolima) Carcasa 3.32 Arcos et al., (2013)
Colombia (Bogota) Carcasa 27.2 Mora (2003)

Colombia (Bogota) Carcasa 37.82 Mejia (2007)

Canada Carcasa 17.7 Mainar-Jaime et al., (2008)
Dinamarca Carcasa 3.2 Arguello et al., (2013)
Alemania Carcasa 15.7 Hotes et al., (2010)
Bélgica Carcasa 37 Botteldoorn et al., (2003)
Irlanda Carcasa 10.63 Prendergast et al., (2010)
Irlanda Carcasa 59 Mannion et al., (2012)
Holanda Carcasa 10 Swanenburg et al., (2001)
Etiopia Carcasa 4 Aragaw et al., (2007)
Colombia (Tolima) Carcasa 12.79 Arcos et al., (2013)
Holanda Ambiente 29.4 Swanenburg et al., (2001)
Brasil (Porto Alegre) Procesados 24.4 Mirmann et al., (2009)

La contaminacion cruzada a partir de los manipuladores, el equipo y las
instalaciones. En el mejor de los casos, aproximadamente un 70% de la
contaminacion de las carcasas procede de los propios animales infectados,
mientras que un 30% procede de otras fuentes por contaminacion cruzada
(Berends et al, 1997). Otros trabajos demuestran que mas del 50% de las
carcasas contaminadas presentan tipos de Salmonella diferentes de los que

portaba ese animal in vivo (Wonderling et al, 2003).

El problema de la contaminacion cruzada es demasiado complejo y es
influenciado por la eficacia de los planes de limpieza y desinfeccion, el tipo de
equipamiento y la realizacion o no de un sacrificio logistico (Guedeja-Marron y
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Delgado; 2006) y que viene fuertemente condicionado por la gran capacidad de
supervivencia de Salmonella en el medio ambiente (Mead, 1994). En estudios
para evaluar factores de riesgo en Francia, se determin6 que la higiene en el
camal es un factor muy importante para reducir la contaminacién por Salmonella
y que el material de las paredes es crucial en el proceso de desinfeccion (Fablet
et al., 2003). Segun sus resultados, determinaron que se debe evitar el concreto,
ya que este material es dificil de limpiar por la porosidad que presenta,
facilitando el deposito de materia organica y contribuyendo de esta manera a la

supervivencia bacteriana (Dahl et al., 1997).

— La realizacion de procedimientos de descontaminacién de las carcasas, que se
usan habitualmente en Estados Unidos pero que no estan permitidos para
ninguna especie en la Unidn Europea, aunque se preve su futura autorizacion
para carne de ave (Delgado et al, 2005; Guedeja-Marrén y Delgado, 2005;
Guedeja-Marrén y Delgado 2006).

2.3.4. Implicacion de la carne de porcino en las infecciones por Salmonella

La contaminacion efectiva de las carcasas por bacterias del género Salmonella no
resultaria relevante si su presencia no supusiera un peligro real para el consumidor final.
En este sentido, lo cierto es que la carne de cerdo no ha sido considerada histéricamente
como uno de los alimentos méas implicados en los casos de salmonelosis de la
poblacién. Sin embargo, desde hace varios afios, algunos estudios epidemiolédgicos han
confirmado la importancia de la carne de cerdo como vector de Salmonella, aunque sin
llegar a desplazar a los productos aviares como los principales implicados en estas
toxiinfecciones (Salmonella Project Group, 2000).

Asi, se ha estimado que la carne de porcino fue responsable de un 14- 19% de los
casos de salmonelosis humana en Dinamarca en 1997 y del 10-15% en 1998. En
Alemania las cifras para el afio 1997 fueron aun superiores (18-23%) (Salmonella
Project Group, 2000).

Las ultimas estimaciones cifran la implicacion de la carne de cerdo en 9% de los
casos de salmonelosis humana (Hald et al, 2004). En este sentido, es probable que la

carne de porcino contribuya de forma significativa a los casos de salmonelosis humana
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por el serotipo Typhimurium, cuya capacidad para provocar enfermedad en la poblacion
parece muy superior a la de otras servovariedades igualmente frecuentes en el ganado
porcino (como el serotipo Derby) (Sarwari et al, 2001). Ademas, hay que tener en
cuenta que las cepas multirresistentes son bastante frecuentes en porcino (Gebreyes et
al, 2004). Por ello, toda reduccién de la contaminacion por Salmonella en la carne de

porcino constituye un mecanismo para la proteccion de la salud de los consumidores.

Muchos autores han coincidido en afirmar que la fuente inicial de contaminacion del
cerdo con Salmonella son los cerdos portadores asintomaticos (Berends et al., 1996).
Por lo tanto, el papel de los portadores asintomaticos en la transmision de Salmonella es
muy importante, suponiendo una verdadera amenaza para la salud publica (Borch et al.,
2002).

Durante su transporte y estabulacion en el matadero, los cerdos pueden adquirir
Salmonella a partir del propio vehiculo de transporte, a partir de los corrales y a partir
de las préacticas de manejo (Hurd et al., 2002). Algunas recientes investigaciones han
demostrado que la contaminacion durante el transporte y el reposo en corrales es la
mayor fuente de infeccion por Salmonella en mataderos de cerdos (Hurd et al., 2002;
Rostagno et al., 2003; Gebreyes et al., 2004).

2.4. Aislamiento e identificacién

El aislamiento microbiolégico de Salmonella spp. mediante la utilizacién de medios
de cultivo y la posterior identificacion bioguimica han sido los métodos méas usados
para el diagndstico. Una gran variedad de medios selectivos se han desarrollado para
este proposito, los cuales se fundamentan en caracteristicas bioquimicas simples. De
forma general, el método microbiolédgico utilizado con mayor frecuencia por su alta

sensibilidad, se basa en la norma 1SO 6579 (2002) de la siguiente manera:

2.4.1. Pre-enriquecimiento no selectivo

Utilizado donde el nimero de bacterias del género Salmonella es muy bajo o las
células pueden no estar viables. Es muy util en camales, debido a los procesos de
desinfeccion a las que son sometidas las carcasas. Se utiliza el agua peptonada

tamponada (APT), que tiene gran capacidad de tampdn y sin azucar fermentable. El pH
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de la APT es basico, lo que suprime el crecimiento de muchas otras bacterias
intestinales promoviendo el crecimiento de Salmonella (Hoorfar y Montersen, 2000). La

muestra se incuba a temperatura ambiente o en estufa a 37°C por 24 horas.

2.4.2. Enriquecimiento selectivo

Se caracteriza por suprimir la flora competitiva y promover el enriquecimiento
selectivo de Salmonella spp. Existen una gran variedad de caldos selectivos, los mas
conocidos son: el caldo Rappaport — Vassiliadis (RVS), cado Tetrationato (TTO) y el
caldo Selenito. El caldo RVS fue propuesto por Vassiliadis, y modificado por
Rappaport. Este caldo es muy selectivo, especialmente a 41-43°C con previo

enriquecimiento.

La concentracion de verde de malaquita y cloruro de magnesio inhiben el
crecimiento de la flora acompafiante, en tanto que favorecen la multiplicacién de
Salmonella. El caldo TTO, contiene ademas, tiosulfato. Ambos inhiben a coliformes y
otras bacterias acompafantes. En cambio, todas las bacterias reductoras de tetrationato,
como por ejemplo, Salmonella y Proteus, pueden multiplicarse sin obstaculos. Las sales
biliares inhiben considerablemente a todos los microorganismos de presencia no
obligatoria en el intestino. EI SC inhibe el crecimiento de bacterias intestinales
coliformes y Enterococcus, principalmente a las primeras 6-12 horas de incubacion. No
inhibe Salmonella, Proteus y Pseudomonas. Se incuba a 42°C en RVS, y a 37°C en SC
Se incuba a 41- 43°C por 24 horas.

Dusch y Alttwegg (1995) compararon seis medios de cultivo para el aislamiento de
Salmonella spp. y encontraron que el Rappaport Vassiliadis semisolido modificado

(MSRV) fue el medio mas sensible y especifico.

2.4.3. Siembra y aislamiento en medios de cultivo selectivos

La siembra se basa en la selectividad de los medios por la presencia de sustancias
inhibidoras y la diferenciacién mediante la adicion de sustancias que permiten la facil
identificacion de colonias tipicas de Salmonella frente a otros microorganismos. Las
caracteristicas mas usadas son la produccion de sulfuro de hidrégeno y la incapacidad

de fermentar lactosa. Para el aislamiento se utilizan medios diferenciales y selectivos
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como: agar MacConkey (MC),agar Eosina Azul de Metileno (EMB), agar Salmonella
Shigella (SS), agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD),agar Hektoen (HE), agar verde
brillante (BG). Las placas se incuban a 37°C durante 18 a 24 horas y se observan

colonias, de 2 mm de diametro, con las caracteristicas indicadas en el Cuadro 7.

-Agar McConkey: es un agar selectivo para el aislamiento de Salmonella, Shigella 'y
coliformes, a partir de heces, orina, alimentos, aguas residuales, etc. Las sales biliares y
el cristal violeta inhiben considerablemente la flora gram positiva. La lactosa, junto con
el indicador de pH rojo neutro, sirven para la comprobacién de su fermentacion.
Salmonella es lactosa negativa, sus colonias son diminutas, de crecimiento aislado e
incoloras (McConkey, 1905).

Cuadro 7. Caracteristicas de las colonias de Salmonella spp. en medios selectivos y
diferenciales

Medio de cultivo  Selectividad Aspecto de las colonias
Agar MacConkey Baja Incoloras
Agar EMB Baja Incoloras
Agar SS Alta Incoloras con centro negro
Agar XLD Alta Rojas con centro negro

Verdes-Azuladas con centro

Agar HE Alta negro
Agar BG Alta Rosadas palidas

-Agar EMB: agar Eosina Azul de metileno-lactosa-sacarosa, es selectivo para la
demostracion y aislamiento de enterobacterias patégenas. EIl contenido en lactosa y
sacarosa hacen posible la distincion de Salmonella y Shigella lactosa negativas y
sacarosa negativas, frente a la flora acompafante lactosa negativa, pero sacarosa
positiva como Proteus, Citrobacter, Aeromonas. Las colonias de Salmonella son

transparentes, de color ambar (Atlas y Parks, 2004).

-Agar SS: agar Salmonella-Shigella, para el aislamiento de Salmonella y Shigella, a
partir de heces, alimentos y otros materiales. El verde brillante, la bilis de buey y la
elevada concentracion de tiosulfato y de citrato inhiben considerablemente la flora

acomparfiante. Con el tiosulfato y sales de hierro se pone de manifiesto la formacién de
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sulfuro de hidrégeno, por el ennegrecimiento de las colonias. Las colonias de las
coliformes quedan sefialadas por la demostracion de la fermentacion de lactosa a &cido,
por el indicador de pH rojo neutro. Las colonias de Salmonella son incoloras, de centro
negro (APHA, 1984).

-Agar XLD: agar Xilosa Lisina Desoxicolato, para el aislamiento y diferenciacion
de enterobacterias, especificamente de especies de Salmonella y Shigella. La
degradacion a acido de la xilosa, lactosa y sacarosa produce un viraje a amarillo del
indicador de pH rojo de fenol. El tiosulfato y las sales de hierro revelan la formacion de
sulfuro de hidrdgeno, por la precipitacion de un color negro en las colonias. El efecto
inhibidor de este medio de cultivo es debil, el sodio desoxicolato inhibe el crecimiento
de la flora contaminante Gram-positiva. La mayoria de las enterobacterias patdgenas, a
excepcioén de la Shigella, fermentan la Xilosa. El &cido producto de la fermentacion de
la Xilosa, lactosa o0 sacarosa, produce un viraje a amarillo del Rojo de Fenol contenido
en el medio. Los microorganismos que descarboxilan la lisina, como Salmonella, se
reconocen por presentar colonias rojo-anaranjadas debido al aumento del Ph que han
provocado en el medio y el consecuente viraje del Rojo de Fenol. La lisina se incluye
para aumentar la diferenciacion de los microorganismos pertenecientes al género
Salmonella, ya que sin la lisina estos microorganismos rapidamente fermentan la xilosa

produciendo la acidificacion del medio y no se pueden diferenciar de otras especies.

Como la cantidad de este carbohidrato es limitada, una vez que estos
microorganismos lo consumen, comienzan a utilizar la lisina lo cual produce la
alcalinizacién del medio; este hecho se evidencia porque el rojo fenol nuevamente vira a
un color rojo. En el caso de los coliformes lisina positiva, para prevenir la alcalizacion
del medio por la utilizacion de la lisina, se incorpora en el medio un exceso de lactosa y

sacarosa. Las colonias de Salmonella son transparentes con centro negro (APHA, 1984).

-Agar HE: agar Hektoen, selectivo para la demostracion y aislamiento de bacterias
intestinales patdgenas, inclusive Shigella a partir de diversos materiales. Por la
presencia de dos indicadores: azul de bromotimol y fucsina acida, se diferencian las
colonias de bacterias lactosa positivas de las negativas, las primeras toman un color
amarillo anaranjado y las segundas un azul verdoso. Los microorganismos que

fermentan la sacarosa y la salicina también toman un color amarillo anaranjado. La
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presencia de sacarosa y salicina evita la seleccion de patdgenos falsamente positivos.
Con el Sodio Tiosulfato y el hierro, se detectan los productores de sulfuro de hidr6geno
por el precipitado negro que presentan en el centro de las colonias. La presencia de sales
biliares inhibe el crecimiento de una gran parte de la flora acompariante. Las colonias de

Salmonella son azul verdosas con el centro negro (APHA, 1984).

-Agar BG: agar Verde Brillante rojo fenol lactosa, selectivo para aislamiento de
Salmonella (con excepcion de S. Typhi) en heces, orina, carnes, leche y otros
materiales. EI medio contiene lactosa, cuya degradacion a &cido se reconoce por el
viraje a amarillo del Rojo de fenol, que actia como indicador de pH. En ambiente
alcalino, presenta color rojo intenso. La flora acompafiante Gram positiva, asi como S.
Typhi y Shigella resultan muy reprimidas por la presencia del verde brillante. Las
colonias de Salmonella son rosa palido, transparentes y con halo rojo (Atlas y Parks,
2004).

Se siembra en al menos dos medios de cultivo selectivos y se incuba a 37-38 °C por
18-24 horas. La identificacion requiere la realizacion de pruebas bioguimicas y de

serotipificacion, de distinta complejidad, dependiendo de la capacidad del laboratorio.

2.4.4. Caracterizacion bioquimica

Las subespecies tienen caracteristicas bioquimicas que las diferencian entre si
(Cuadro 8). La mayoria de las serovariedades (99,8%) de Salmonella aisladas del
hombre y de los animales de sangre caliente pertenecen a Salmonella enterica subesp.
enterica (I) y tienen propiedades bioquimicas caracteristicas (Cuadro 9), siendo

excepciones las serovariedades S. Typhi y S.Paratyphi A (Cuadro 10).

Algunas cepas de Salmonella spp. se pueden confundir con otras enterobacterias
productoras de SH, como Proteus mirabilis y Citrobacter freundii que son comensales
del aparato digestivo del hombre y de los animales de sangre caliente, pero que no son

enteropatdgenos (Cuadros 11y 12).
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Las pruebas bioquimicas necesarias para la identificacion de una Salmonella spp. y
sus subespecies, son las siguientes:

-TSI: Agar Hierro Tres AzUcares, permite diferenciar bacilos entéricos Gram-
negativos basandose en su diferente capacidad de fermentacién a los tres azUcares
(glucosa, sacarosa y lactosa) y produccion de sulfhidrico. La degradacion del azucar da
lugar a la formacion de &cido que se detecta por un cambio de color del rojo de fenol
que pasa de anaranjado a amarillo, mientras que si el medio sufre una alcalinizacion
pasa de anaranjado a rojo/pUrpura. Los microorganismos que solo fermentan la glucosa
(que se encuentra en una concentracion 10 veces inferior a los otros azlcares), como
Salmonella y Shigella, si bien producen el viraje al amarillo, éste sélo se mantiene en la
columna vertical (base del tubo) mientras que la superficie inclinada restablece el color
rojo por oxidacion del &cido. El color amarillo obtenido en la acidificacion del medio
producida por la fermentacion de la sacarosa o de la lactosa es persistente. Los cultivos
que contienen microorganismos capaces de formar Sulfuro de hidrégeno presentan el
caracteristico precipitado negro. La produccion de gas se observa por la formacion de

burbujas e incluso por la rotura del propio gel (Atlas y Parks, 2004).
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Cuadro 8. Propiedades bioquimicas diferenciales de las subespecies de Salmonella

S.enterica S.enterica S. enterica S. enterica S. enterica S. enterica S.bongori
Pruebas bioquimicas subesp. subesp. subesp. subesp. subesp. subesp. (V)
enterica (1) salamae (II) arizonae (Illa)  diarizonae (111b) houtenae (V) indica (VI)
Dulcitol + + - - - +
ONPG - - + + - +
Malonato - + + + - -
Gelatina - + + + + -
Sorbitol + + + + + +
KCN - - - - + +
Tartrato de Jordan’s + - - - - -
Mucato + + + (-) 70% - +
Salicina - - - - + -
Lactosa - - (-) 75% (+) 75% - -
Hébitat de la Animales de . . . .
. . Animales de sangre fria y medio ambiente
mayoria de las cepas sangre caliente
+: 90% o mas de los resultados son positivos; -: 90% o mas de los resultados son negativos; d: diferentes reacciones
Cuadro 9. Pruebas bioquimicas de Salmonella enterica subesp. enterica (1)
«~ (151
I i i £ p P8 X x % L
¥ n A A A © s 2 ) ¥ 2 S o« LN
5 o § g5 25 £58 o2 g 2 £ S EX g S S ‘E:E
Pruebas bioquimicas @ S S S8 S§ 58 35 35 3 5 T &2 °c 5g &8
3 o § S§E R 2t 4o 5€ = = 235 3 a Sg SBE
S S O O Co s O c = oL » oS SE
- 5 IS IS S o g c o« g 2 o 1) 5
s & g & 88 & & E s & g =
a = = e = © 0z ) >
Salmonella enterica subesp. ) i + + + + + + ) i + i +

enterica (1)

*Lectura a los 2 dias, **4 dias, ***7 dias, ****30 dias
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Cuadro 10. Pruebas bioquimicas diferenciales entre Salmonella Typhi, Salmonella
Paratyphi A y Salmonella spp.

P. bioquimicas S. Typhi S. Paratyphi Salmonella spp.
SH, Trazas - +
Lisina descarboxilasa + - +
Ornitina descarboxilasa - + +
Arginina dehidrolasa - - +
Glucosa (gas) - + +
Citrato de Simmons - - +

+: 90% o maés de los resultados son positivos; -: 90% o mas de los resultados son negativos

Cuadro 11. Caracteres bioquimicos diferenciales entre Salmonella enterica subesp.
enterica (I) y Proteus mirabilis.

Pruebas bioguimicas Salmonella enterica subesp. enterica (1) Proteus mirabilis
SH2 (TSI) + +
Urea (hidrolisis) - +
Fenialanina desaminasa - +
Lisina descarboxilasa + -
Ornitina descarboxilasa + +

Lactosa (fermentacion) - -
Dulcita (fermentacion) + -
ONPG - -

+: 90% o més de los resultados son positivos; -: 90% o més de los resultados son negativos

Cuadro 12. Caracteres bioguimicos diferenciales entre Salmonella enterica

subesp.(l) y Citrobacter freundii

Pruebas bioquimicas Salmonella enterica subesp. Enterica (I)  Citrobacter freundii
SH2 + +
Urea (hidrdlisis) -
Lisina descarboxilasa
Ornitina descarboxilasa
Lactosa (fermentacion) -
Sacarosa (fermentacion) -
Dulcitol (fermentacion) +
Malonato (fermentacion) -
ONPG -

+: 90% o mas de los resultados son positivos; -: 90% o mas de los resultados son negativos; d: diferentes
reacciones

o

+ OO0 O O O 1
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-LIA: Agar Hierro Lisina permite determinar los microorganismos capaces de
descarboxilar la lisina, produciendo un cambio de color del parpura de bromocresol. Sin
embargo, esta descarboxilacion sélo se puede hacer en un medio ligeramente acido, que
se consigue con la fermentacion de glucosa, por ello esta prueba esta limitada a los
microorganismos capaces de utilizar la glucosa. Cuando el pH del medio baja, el
indicador vira a amarillo. Al alcalinizar el medio debido a la descarboxilacion de la
lisina, el indicador (purpura de bromocresol) vira a rojo purpura. Los cultivos que
contienen microorganismos capaces de formar sulfuro de hidrogeno presentan un
precipitado negro. Ademas pueden aparecer burbujas de gas, que pueden incluso
desplazar el medio (Atlas y Parks, 2004).

-Citrato de Simmons: Este medio contiene sales inorganicas de amonio como Unica
fuente de nitrdgeno y citrato como Unica fuente de carbono. Los coliformes muestran su
incapacidad de desarrollo, mientras que bacterias como Salmonella, lo hacen sin
dificultad. La presencia de azul de bromotimol hace que el medio, inicialmente verde,
pueda cambiar de color por la produccion de alcali, a un azul oscuro (Atlas y Parks,
2004).

-SIM: Sulfuro Indol Movilidad, la mezcla de peptonas constituye el elemento
nutritivo del medio. La movilidad se manifiesta mediante una turbidez que se forma
alrededor de la linea de siembra. El Sodio Tiosulfato y el Amonio Hierro(lll) Sulfato
permiten poner de manifiesto la formacién de Hidrégeno de Sulfuro por el precipitado
negro que se forma. La produccién del Indol es facilmente detectable al afiadir unas

gotas de reactivo de Kovac’s al cultivo (Atlas y Parks, 2004).

-Caldo Urea: dado que no hay mas fuente de carbono que la que proviene de la urea,
en este medio solo podran crecer aquellos microorganismos capaces de consumirla
como Unica fuente de energia, que posean la enzima ureasa. En el proceso de
degradacion de la urea se produce amoniaco, éste hace variar el color del indicador Rojo
de Fenol (de amarillo a rojo) poniéndose asi de manifiesto la actividad ureasa (Atlas y
Parks, 2004).
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-Caldo Dulcitol: un carbohidrato que puede ser fermentado por algunas bacterias,
produciendo acido. El indicador de pH, es el indicador de Andrade, el cual vira a rojo en

medio acido, dando como resultado una prueba positiva (Atlas y Parks, 2004).

-Mucato: caldo que contiene &cido mucico peptona y azul de bromotimol como
indicador de pH. Algunas bacterias pueden fermentar el mucato, acidificando el medio.
El resultado positivo se da por el viraje del medio a color amarillo (Atlas y Parks,
2004).

-Agar Tartrato de Jordan’s: medio que contiene tartrato de sodio y sirve para
diferenciar los bacilos entéricos. La fermentacion del tartrato acidifica el medio y se
puede detectar por la aparicion de color amarillo en la parte inferior del tubo. El
indicador de pH es el rojo de fenol (Atlas y Parks, 2004).

2.4.5. Serotipificacion

La serotipifacion consiste en evidenciar por reacciones de aglutinacién o floculacion,
la presencia de antigenos somaticos, capsulares y flagelares. Algunas salmonelas tienen
la capacidad de expresar independientemente dos tipos de antigeno H, esta capacidad es
unica y normalmente se describen como fases. A las cepas que tienen la capacidad de
expresar dos fases flagelares se les conocen con el término de “difasica” y son capaces
de mostrar variacion en sus fases (expresando una de las fases a la vez). La
caracteristica difésica, esta limitada a Salmonella enterica subespecies I, 11, 1l1b y VI,
las otras subespecies lIlla, IV y Salmonella bongori son consideradas monoféasicas.

Existen serotipos que pueden tener variantes monofasicas (McQuinston et al., 2008).

La identificacion final de las serovariedades es el resultado de la combinacién de las
caracteristicas bioquimicas y de los antigenos somaticos O y flagelares H determinados
por serologia. En el esquema de Kauffmann — White, se encuentran las bases para

establecer esta clasificacion (Grimont y Weill, 2007).
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La estructura soméatica se denomina con la letra O seguida de nimeros arabigos
separados por comas, que corresponden a sus factores, por ej. S. Typhimurium
0:1,4,5,12; S. Enteritidis 0:1,9,12 (Caffer et al., 2008).

Los Ag O se pueden clasificar de la siguiente manera (Caffer et al., 2008):

1. Factores mayores que identifican el grupo antigénico O; por ej., el factor O:4, el
factor O:9.

2. Factores menores, que pueden ser:

a) Los que tienen poco o ningun valor discriminativo porque siempre estan asociados
a otro factor; por ej., 0:12 que siempre estd asociado con O:2, 0:4 y 0:9, como se
presenta en S. Paratyphi A O: 1,2,12; S. Typhimurium O: 1,4,5,12 y S. Enteritidis O:
1,9,12.

b) Los que surgen como consecuencia de una modificacion quimica de los Ag
mayores; por ej., O:5 resulta de la acetilacion de la abecuosa presente en las unidades
repetidas del polisacarido responsable de la especificidad 0:4,12; O:1 resulta de la
insercion de un residuo de glucosa en la galactosa de la cadena de polisacarido, como es

el caso de la serovariedad S. Typhimurium 0:1,4,5,12.

En Salmonella se han encontrado méas de 60 especificidades antigénicas flagelares.
Las diferencias antigénicas surgen debido a variaciones en la estructura primaria
(contenido en aminoacidos y orden de ubicacion) de las distintas moléculas de flagelina.
Unas pocas serovariedades de Salmonella poseen una sola fase flagelar, esas cepas se
[laman monofasicas, por ej. , Salmonella Enteritidis (9,12:g,m:-), Salmonella Typhi
(9,12 [VI]:d:-); pero la gran mayoria de las serovariedades tienen dos especificidades en
su antigeno flagelar o sea son cepas diféasicas; por ej., Salmonella Typhimurium
(1,4,5,12:i:1,2) y Salmonella Hadar (6,8:z210:e,n,x), que expresan la fase 1 (identificada
en los ejemplos por las fases: i 6 z10 ) y la fase 2 ( por las fases: 1,2 y e,n,Xx

respectivamente) (Caffer et al., 2008).
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I1I-MATERIALES Y METODOS

3.1.-Disefo del estudio

La investigacion consistio en determinar la presencia de Salmonella spp. en carcasas
porcinas, mediante el desarrollo de un muestreo no destructivo y una metodologia
diagnostica microbioldgica. Esta investigacion pretendidé determinar la presencia de
especies y de serotipos de Salmonella spp., mediante perfiles bioquimicos y la
tipificacion seroldgica respectiva.

3.2.-L.ugar de ejecucion y periodo de duracion

Las muestras fueron tomadas en camales ubicados en Lima Metropolitana, y fueron
procesadas en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria de la FMV —
UNMSM, durante el afio 2012.

3.3.-Seleccion y tamafio de muestra

El muestreo se realizo en la sala de oreo, previo a que las carcasas ingresen a la sala
de frio y/o sean sometidas a sanitizacion. El total de carcasas porcinas a evaluarse
fueron 300 y de cada una de ellas se tom6 4 submuestras (Cabeza, Lomo, Vientre,
Pierna), con un total de 1200. Cada dia de muestreo, se utilizaron 10 carcasas escogidas
de manera aleatoria, mediante el uso de una tabla de nimeros aleatorios. El tamafio de
muestra se calculd mediante el uso de la formula de “Deteccion de enfermedad”,
considerando un nivel de deteccion del 1% de carcasas contaminadas, a un nivel de

confianza del 95%.
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Formula de Deteccién de Enfermedad:

n= (1-(1-a)*®) x (N-(D-1)/2)
Donde:

n=Tamano de la muestra

N=Tamafo de la poblacion

D= Numero de animales enfermos en el rebafio
a= Nivel de confianza

Donde el tamafio de la poblacion esta indicado por el total de cerdos beneficiados al
afio en Lima, que es 849554 (OEEE, 2012).

a= 0.95 (nivel de confianza 95%)
N=44417.7
D= 1% de la poblacién= 1% de 849554= 8495.54

n = (1-(1-0.95)Y/84%-%% x (849554-(8495.54-1) /2)
n = 298~ 300 carcasas

Sub-muestras = 300 x 4 = 1200 submuestras

3.4. Materiales usados durante el muestreo

-Tubos Falcon de 20 ml

-Hisopos estériles

-Plantillas de acrilico de 10 cm x 10 cm
-Agua Peptonada Tamponada (APT)
-Alcohol 70°

-Caja de tecnopor

-Geles refrigerantes

-Guantes de Latex

-Gradillas

32



3.5. Materiales usados en el laboratorio

-Asa bacteriologica

-Portaobjetos

-Guantes de latex

-Mechero

-Placas Petri 100 x 15 mm estériles

-Placas Petri 35 x 10 mm estériles

-Puntas de micropipeta estériles (100-1000pul)
-Tubos de vidrio estériles

-Gradillas

-Tubos Craigie

3.6. Equipos

-Bafio maria a 50°C

-Estufa para incubacion a 37°C
-Estufa para incubacion a 42°C
-Micropipeta (100 - 1000ul)

3.7. Reactivos y Medios de cultivo

-Antisueros somaticos y flagelares (DENKA SEIKEN)
-Solucion fisioldgica formolada al 1%

-Solucion salina 0.85%

-Agar MacConkey (MC)

-Agar Tripticasa de Soya (TSA)

-Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)

-Agar Salmonella-Shigella (SS)

-Agar semisolido al 0.7%

-Agar Citrato de Simmons

-Agar Lisina Hierro

-Agar Hierro tres azucares
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-Agar Tartrato de Jordan’s

-Caldo Urea

-Caldo Dulcitol

-Caldo Mucato

-Caldo Rappaport Vassiliadis (RVS)
-Caldo Flagelar Ewing’s

-Medio SIM

-Reactivo de Kovac’s

3.8.-Recoleccion de muestras

Las muestras tomadas fueron hisopados, utilizando un método “no destructivo de
arrastre” con 2 hisopos estériles por muestra. Los hisopos se humedecieron durante
cinco segundos antes de la toma de muestra empleando una solucién estéril de Agua
Peptonada Tamponada (APT).

Posteriormente, con una plantilla de acrilico estéril de 10 cm x 10 cm, de cada
carcasa seleccionada se tomaron cuatro muestras superficiales en un area de 100 cm?, la
cual se delimitd con la plantilla. Se aplicé la mayor presion posible y se frotd el area
delimitada 10 veces verticalmente (arriba a abajo) y 10 veces horizontalmente (derecha
a izquierda). Las cuatro areas donde se obtuvieron las muestras fueron: cabeza, vientre,

lomo y pierna.

Las muestras tomadas se recogieron en tubos falcon con 10 ml de APT y se
homogenizaron mediante agitacion. Finalmente, fueron colocadas en una nevera de
tecnopor con geles refrigerantes para su transporte al Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia seccion Bacteriologia, de la FMV-UNMSM.

3.9. Procesamiento de la muestra

En condiciones de completa esterilidad, el procesamiento se realizé en el Laboratorio
de Microbiologia y Parasitologia, seccion bacteriologia, de la Facultad de Medicina
Veterinaria — UNMSM, siguiendo el protocolo adecuado de aislamiento basado en la
norma 1SO:6579 (2002).
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3.9.1. Pre-enriquecimiento no selectivo

Los tubos falcon con APT se incubaron en estufa a 42°C por 24 horas.

3.9.2. Enriquecimiento selectivo

Posteriormente se transfirio de los tubos falcon, 1ml de la solucién de APT a un tubo
con 9ml de caldo Rappaport Vassiliadis (RVS), y luego se incubaron en estufa a 42°C
por 24 horas.

3.9.3. Siembra en medios selectivos

Una vez finalizado el enriquecimiento, se procedié a homogenizar por agitacion el
contenido de los tubos con RVS. Se introdujo el asa de aro en el interior y se tomo el
inbculo para sembrar por agotamiento sobre los agares selectivos: Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD) y Salmonella-Shigella (SS). Las placas se incubaron en estufa a
42°C por 24 horas.

3.9.4. Pruebas bioquimicas

Posteriormente,  se seleccionaron colonias con el aspecto caracteristico de

Salmonella spp. (Cuadro 6) y se inocularon en los siguientes medios:

-TSI, LIA Citrato de Simmons: con el ansa para puncién, se sembraron por estria

en la superficie inclinada y por picadura en la columna vertical.

-SIM, Tartrato de Jordan’s: con el ansa de puncion, se sembraron en picadura en

el centro y hasta el fondo del tubo.

-Caldos urea, mucato y dulcitol: con el ansa rulo se suspendieron colonias

bacterianas.

Se incubaron en estufa a 42°C por 24 horas.
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3.9.5. Serotipificacion

Una vez confirmados los aislados por perfiles bioquimicos, se debe establecer la

serovariedad. Se utilizaron antisueros polivalentes y monovalentes (DENKA SEIKEN).

Se utilizaron antisueros somaticos y flagelares.

3.9.5.1. Serotipificacion somatica

La reaccion antigeno anticuerpo para la caracterizacion del serogrupo O de

Salmonella spp. se hizo en ldmina portaobjetos a partir de cultivos de 24 horas en agar

tripticasa de soya (TSA), incubados a 37°C. Se confirmo que el cultivo se encuentre en

forma lisa, por ausencia de aglutinacion en solucion fisiologica. Una porcion del cultivo

se mezcld con solucidn salina, rotando suavemente la ldmina durante 30 segundos. Al

haber ausencia de grumos, se realizd la serotipificacion somatica O como se indica a

continuacion:

a. Sobre una ldmina de vidrio se enfrenté una pequefia cantidad de cultivo con

una gota de antisueros polivalentes (dentro se encuentra alrededor del 98% de
serovariedades aisladas del hombre y animales) y se mezclé cuidadosamente
con un ansa o un palillo estéril.

Se movi6 suavemente la ldmina, durante 2 minutos como méaximo, para
favorecer la reaccion antigeno anticuerpo y se observo la presencia o ausencia
de aglutinacion, con luz indirecta.

Al haber aglutinacion, se probé con los antisuero de los grupos

correspondientes

d. Posteriormente se probé con los antisueros de factores O.

Si el cultivo en estudio no reacciona con ninguno de los antisueros polivalentes, y

bioquimicamente pertenecen al género Salmonella puede ser:

a.

Una serovariedad no comprendida en dichos antisueros, en tal caso remitir la
cepa a un Laboratorio de Referencia Nacional.
Una serovariedad que presente antigeno de envoltura Vi. En este caso se

enfrenta el cultivo con el antisuero Vi. Si la aglutinacion el antisuero Vi da

36



positiva, se hace una suspension de la bacteria en 1 ml de solucion fisioldgica, se
caliente 30 minutos a 100°C y se repite la aglutinacion con el antigeno somatico.

3.9.5. 2. Serotipificacion flagelar

La caracterizacion antigénica flagelar se hace a partir de un cultivo en 5ml de caldo
flagelar incubado durante 18-24 horas a 37°C. el procedimiento que sigue es:

a. Del caldo flagelar se separ6 una alicuota de 0.5 ml en un tubo estéril.

b. Al caldo flagelar restante se le agregd 5 ml de solucion fisioldgica formulada

al 1% y se dejo una hora a temperatura ambiente.

c. en tubos de ensayo se colocd una gota de cada uno de los antisueros

flagelares polivalentes.

d. se incubo una hora a 50°C en bafio maria y se lee la presencia o ausencia de
fléculos con luz indirecta. No se deben agitar los tubos luego de la incubacion

a fin de no disgregar los floculos.

Si el cultivo da aglutinacion positiva con dos antisueros polivalentes, se trata de una
serovariedad difasica y se debe enfrentar a los antisueros de fase H correspondientes. Si
aglutina sélo con un polivalente, puede ser una cepa monofasica, o que sea difasica por
los resultados de aglutinacion O y la expresion de una sola fase, por lo tanto hay que

poner en evidencia la fase ausente, usando el “Método de Inversion de Fase”.

3.9.5.2.1 Método de inversién de fase:

Se funden 10 ml de agar semisolido (al 0.7%), se deja enfriar a 50°C. en una placa
Petri de 60 mm de diametro, se mezclan dos gotas del antisuero de la fase flagelar

predeterminada con el agar semisélido. Luego se realizan los siguientes pasos:
a. Se homogeniza con movimientos de rotacion y se deja solidificar.

b. Se siembra una ansada de cultivo sin formular en el centro de la superficie del

agar (de la alicuota que se separo anteriormente).

c. Se incuba a 37°C durante 24 horas. Las bacterias que poseen la fase ya

identificada son inmovilizadas por el antisuero. Las células que tienen la fase

37



no expresada conservan su movilidad y se extienden sobre la superficie del

agar.

d. Luego de la incubacion a 37°C, se toma material de la parte externa del

desarrollo bacteriano y se enfrenta con el antisuero de la fase esperada.

Si una cepa de Salmonella confirmada por aglutinacion somatica no reacciona con

ninguno de los antisueros flagelares polivalentes, hay que tener en cuenta que:

a. La cepa puede presentar un antigeno flagelar no incluido en el antisuero
polivalente, en este caso debe ser remitida al Laboratorio de Referencia

Nacional.
b. Se puede tratar de una cepa inmdvil, por la ausencia de flagelos.

C. se puede tratar de una cepa con movilidad reducida. En este caso se debe
exaltar la movilidad por pasajes sucesivos en tubos de Craigie, que se
preparan de la siguiente manera: en tubos de 10x160 mm adicionados con
una varilla hueca de 8 cm aproximadamente, se colocan 5 ml de agar al 0.5%.
se esteriliza en autoclave a 121°C por 15 minutos. La cepa se siembra en el
interior de la varilla, hasta la mitad de la misma, al cabo de 18-24 horas de
incubacion a 37°C, el in6culo progresa a lo largo del tubo interior y se

observa desarrollo bacteriano en el tubo exterior.

Con un ansa rulo, se toma una porcion del crecimiento del tubo exterior y se siembra

en caldo flagelar, a partir del cual se realizara la serotipificacion flagelar.

3.9.5.3. Determinacion del serotipos de las cepas aisladas:

A partir de los resultados obtenidos del grupo y antigenos somaticos y flagelares
(fases 1 y 2), se determind el serotipos mediante la formula antigénica y el uso del
esquema de Kauffman — White (Caffer et al., 2008).

Por ejemplo, la formula antigénica: 1,4,5,12:i:1,2 pertenece a Salmonella
Typhimurium. El antigeno O es 1,4,5,12; el antigeno H (fase 1) es i; el antigeno H (fase
2) es 1,2; las dos fases flagelares estan presentes, por lo tanto la serovariedad es

difasica.
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IV-RESULTADOS

Se realiz6 un estudio para determinar la presencia de cepas de Salmonella en
carcasas porcinas destinadas al consumo humano, mediante técnicas de aislamiento,

identificacion bioquimica y seroldgica.

De las 300 carcasas examinadas, en 19 de ellas se obtuvieron aislamientos de
Salmonella spp. lo que representa un porcentaje de positividad de 6.3% + 2.4 (19/300)
de carcasas porcinas contaminadas con Salmonella (Figura 1). Cabe resaltar que se
considerd una carcasa como positiva cuando se aislo Salmonella spp. de al menos una de

sus partes.

Figura 1. Porcentaje de carcasas positivas y negativas a aislamientos de Salmonella
spp.
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De total de las 300 carcasas examinadas se obtuvieron un total de 1200 submuestras.
Por cada animal se tomaron cuatro muestras cada una de ellas en una zona distinta de la
carcasa (Lomo, vientre, pierna y cabeza). Cuando se hizo el andlisis del nimero de
aislamientos segun la zona de la carcasa muestreada, se obtuvo un total de 21 aislados
compatibles con Salmonella spp. de un total de 1200 submuestras analizadas, lo que
representa un 7% de positividad del total de submuestras procesadas, esto debido a que
dos carcasas fueron positivas en dos submuestras. EI mayor porcentaje de aislamientos
se obtuvo de la piel de la cabeza 33.33% (7/21), y del vientre 33.33% (7/21), seguida
por el lomo 23.81% (5/21) y finalmente de la pierna 9.52% (2/21) (Figura 2).

Figura 2. Porcentajes de aislamientos de Salmonella spp. seglin submuestras,
considerando el total de aislados positivos: cabeza (7/21), vientre (7/21), lomo (5/21) y
pierna (2/21)

e e h

Cabeza (3.33%)

El total de muestras recolectadas procedieron de 6 granjas distintas: A, B, C,D,Ey F
(Figura 3) ubicadas en Lurin, Puente Piedra, Huaral, Aucallama y Chilca en el
departamento de Lima. Siendo el porcentaje de positividad de 7.78% (7/90) para la granja
A; 6.25% (5/80) para B; 10% (3/30) para C; y 6.67% (4/60) para D. Las muestras
procedentes de las granjas E y F fueron negativas al aislamiento de Salmonella.
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Cuadro 14. Porcentaje de animales positivos al aislamiento de Salmonella segln
granja muestreada.

Identificaci_én Procedencia de la granja Porcentaje de Positivos
de la granja (%)
A Aucallama 7.78
B Lurin 6.25
C Huaral 10.0
D Puente Piedra 6.67
E Chilca 0.0
F Aucallama 0.0

Figura 3. Porcentaje de carcasas positivas segun granja de procedencia.
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4.1 Identificacion bacteriana

Los aislados sospechosos de Salmonella spp., fueron los que poseian las colonias de
color negro, con bordes transparentes y viraje de color del medio a fucsia en agar Xilosa
Lisina Desoxicolato, y a amarillo, en agar Salmonella-Shigella. A dichos aislados se les
realiz6 las pruebas bioquimicas correspondientes, ademas de ser serotipificados con el
uso de antisueros especificos.

4.2 Pruebas bioguimicas:

Se determin6é que los 21 aislados pertenecian a la especie Salmonella enterica
subespecie enterica mediante pruebas bioquimicas. Las pruebas bioquimicas utilizadas
y los resultados se encuentran en el Cuadro 13.
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Cuadro 13. Resultados de pruebas bioquimicas de los aislados

Pruebas bioquimicas Resultados
SH, +
Glucosa +
Sacarosa -
Lactosa
Gas
Lisina
Citrato
Movilidad
Indol
Urea
Dulcitol
Mucato
Tartrato de Jordan's

Co+ o+ o+ o

+ + +

*Lectura a las 24 horas

Cabe mencionar, que de las muestras procesadas también se aislaron: Citrobacter

sp., Proteus sp. y Escherichia coli.

4.3 ldentificacion seroldgica

Los aislados fueron serotipificados con pruebas de aglutinacion somaética y flagelar,
mediante el uso de antisueros especificos. Todos los aislados, independientemente de su
procedencia, tuvieron la siguiente formula antigénica (segun el esquema de Kauffman —
White): 1,4,[5],12;f,0;[1,2] que corresponde a Salmonella enterica subesp. enterica

serovar Derby.
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V-DISCUSION

De las carcasas analizadas en el presente estudio, se aislé Salmonella spp. en un
6.3% (19/300). Este porcentaje, constituye un riesgo de infeccién en los procesos
alimenticios derivados de la carne porcina y tiene gran importancia econémica, ya que
en el comercio internacional, existen normativas que prohiben la presencia de
Salmonella spp. en alimentos destinados al consumo humano, las cuales indican que
cepas de Salmonella spp. deben de estar ausentes en 25 gramos de carne (Salmonella
Project Group, 2000).

Los resultados de este trabajo (6.3% de carcasas positivas) son cercanos a los
reportado para Dinamarca, donde Arguello et al., (2013) reportan un 3.2% (14/438) de
prevalencia en carcasas porcinas; asi como Aragaw et al. (2007), quienes reportan una
prevalencia de 4% en carcasas porcinas en Etiopia. En Europa, Swanenburg et al.,
(2001), en un estudio realizado en plantas de beneficio de Holanda, hallaron una
prevalencia de Salmonella spp. en un 10% de las carcasas. Sin embargo, difieren de lo
reportado en otros paises (Cuadros 4 y 5). Asi, Hotes et al., (2010) demostraron una
prevalencia de Salmonella de 15.7% en jugos carnicos provenientes de carcasas
porcinas en Alemania. En Colombia, Mora (2003), en un estudio realizado en plantas de
beneficio de Bogota, encontré una prevalencia de Salmonella spp. en carcasas de
27.2%. De la misma manera, Mejia (2007) en plantas de beneficio de la misma ciudad,

demostro una prevalencia de 37.82% (60/156 carcasas).

A partir de la serotipificacion de los aislados, se identificd Unicamente al serotipo
Salmonella Derby. Esta serovariedad es la segunda mas frecuente, de acuerdo con Ariza

et al. (1982) quienes reportaron la frecuencia de serotipos de Salmonella aislados en
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cerdos de América latina, siendo estos Salmonella Typhimurium (13.74%), S. Derby
(11.34%), S. Sandiego (4.46%) y S. Paratyphi (3.43%). A su vez estudios realizados en
Dinamarca, demuestran que los principales aislamientos a partir de carcasas son
Salmonella Typhimurium y Salmonella Derby (Sorensen, 2004). De igual manera,
Rostagno et al. (2006) afirman que estos serotipos son frecuentemente aislados en la
mayoria de estudios desarrollados en camales.

Existe gran variedad de serotipos con relevancia epidemioldgica en funcion de la
ubicacion geografica y el tipo de muestreo, por ejemplo en Midwest - Estados Unidos,
Bahnson et al. (2006) reportan al serotipo Derby (23.2%) como el méas frecuente en
mataderos, seguido por 12.1% de S. Typhimurium, lo cual concuerda con el presente
estudio. Asi también, en granjas ubicadas en Francia, entre los afios 2003 y 2004, Fablet
et al. (2006) aislaron varios serotipos de Salmonella, siendo el mas frecuente
Salmonella Derby, seguido por S. Typhimurium. Davies et al. (1997), en Carolina del
Norte, encontraron que Salmonella Derby es el serotipo mas comin en muestras de
heces de porcinos (20/34). Esto podria apoyar la idea de que la contaminacién de las

carcasas muestreadas, fue con el contenido intestinal debido a un mal eviscerado.

Se ha demostrado que Salmonella Typhimurium y Salmonella Derby son los
serotipos mas comunes en productos porcinos reconocidos como fuente de transmision
de la salmonelosis humana (Berends et al., 1997; Gebreyes et al., 2004). A su vez, en
Espafia, se ha relacionado el aislamiento de cepas de S. Derby de muestras clinicas de
origen humano con el consumo de productos derivados del ganado porcino, lo que

demuestra la importancia de este serotipo en la salud publica (Echeita et al., 2005).

Con relacion al numero de aislamientos de Salmonella spp. segun el sitio de
muestreo, el andlisis bacterioldgico mostrd un alto porcentaje de aislamientos a partir de
las muestras de la cabeza 33.33% (7/21), al igual que en el vientre 33.33% (7/21),
seguidos por el lomo 23.81% (5/21) y la pierna 9.52% (2/21).

La mayor cantidad de aislamientos a partir de la cabeza podria atribuirse a la
disposicion vertical de la carcasa, con la cabeza hacia el suelo, permitiendo que por
gravedad todos los fluidos como agua o sangre se depositen alli, creando un
microhabitat para microorganismos como Salmonella spp. Durante el muestreo, se
observo que en ocasiones la cabeza de los cerdos llegé a tener contacto con el suelo, lo

que la podria haber expuesto a una mayor contaminacién. El porcentaje alto de aislados
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en el vientre podria deberse a que es la zona primaria de contacto con las visceras del
animal. Un mal eviscerado, podria ocasionar la contaminacion de esa zona, antes que
cualquier otra de la carcasa. EI menor porcentaje fue encontrado en lomo y pierna,
posiblemente debido a que durante el proceso de sacrificio, son las zonas mas expuestas

al lavado, flameado y raspado.

Kim et al., (1999), demostraron una relacion entre el aislamiento de Salmonella spp.
en las granjas porcinas y el aislamiento de la misma de carcasas; similar a lo reportado
por Gebreyes et al., (2004) quienes sustentan que la contaminacion de los cerdos con
Salmonella empieza cuando los animales dejan el sistema de produccién, explicando la
contaminacion hallada en las plantas de beneficio. Los autores sustentan que las
caracteristicas sanitarias de la granja de origen tienen una fuerte asociacién con la

positividad en los camales.

Muchos estudios sugieren que la contaminacion cruzada durante el sacrificio de los
animales es una fuente importante de contaminacion con Salmonella para las carcasas
de animales de lotes seronegativos (Swanenburg et al., 2001) y la alta prevalencia de
Salmonella spp. en las superficies de las carcasas son indicativo de defectos en el

equipo o higiene pobre en la linea de beneficio (Kasbohrer et al., 2000).

Por otra parte, Berends et al., (1997), describen una asociacién estadistica nula (P >
0.10) entre la prevalencia de Salmonella en nodulos linfaticos mesentéricos
(seropositivos) y la contaminacion de la carcasa. De la misma manera, Letellier et al.,
(2009) demostraron que en el 43.4% de los casos (56/129), la serologia fue negativa a
Salmonella mientras las carcasas fueron positivas, lo cual sugiere una contaminacion
reciente de los animales durante el transporte 0 contaminacion cruzada de las carcasas

en las plantas de sacrificio.

El proceso de sacrificio y las condiciones en las cuales se realice, podrian determinar
el nivel de contaminacion de las carcasas. Es importante considerar la contaminacion
cruzada entre carcasas contaminadas y limpias, lo que podria facilitarse por el sacrificio
de lotes provenientes de distintas granjas, que podrian tener alta o baja prevalencia de
Salmonella. La ausencia de un programa de monitoreo y control para la salmonelosis a
nivel de granja, facilitaria entonces, la contaminacion durante el sacrificio, entre lotes

infectados y no infectados.
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En los camales muestreados, es comdn que las carcasas queden suspendidas en el
area de oreo, y que sean manipuladas de manera excesiva al empujar las carcasas a lo
largo de los rieles, sin el uso de guantes, facilitando la transmision de agentes
infecciosos a las carcasas. Este proceso de agrava en el eviscerado, pues no hay una
desinfeccion adecuada de las herramientas usadas, y no hay una rotacion adecuada de
éstas entre lotes de animales. Otros factores de riesgo importante que se observo, y que
puede asociarse con la presencia de Salmonella, son la higiene del personal del camal, la
limpieza de los pisos, el flujo de animales, insectos, aves silvestres, temperatura mal

manejada, densidad de animales y el estado sanitario de los mismos.

La seguridad alimentaria es muy importante, incluso mas que la productividad y
beneficio de la industria porcicola, por ello se debe desarrollar programas de control de
Salmonella, incluyendo estrategias de monitoreo, prevencion y tratamiento. Es
importante concientizar al personal manipulador de carne porcina de emplear las buenas
préacticas de manufactura; ya que algunos estudios han demostrado que el numero de
microorganismos de Salmonella spp. en la superficie de las carcasas podrian reducirse
con procedimientos cuidadosos en el sacrificio como escaldado individual y eliminacion

cuidadosa del intestino (Nowak et al., 2007).

Determinar las causas exactas de la presencia de Salmonella en plantas de beneficio
es una tarea ardua y requiere de un estudio de monitoreo y vigilancia mediante
estrategias como seguimiento de animales desde la granja hasta el proceso de sacrificio,
tomas de muestra en los camiones usados para el transporte, corrales, agua, muestras
ambientales de granja y mataderos. Este estudio demuestra la necesidad de trabajar en
programas de control para la salmonelosis en porcinos que involucre toda la cadena
productiva, asi como la vigilancia activa en cada granja sobre la presencia de

Salmonella spp.
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VI-CONCLUSIONES

El 6.3% (19/300) de las carcasas porcinas muestreadas en dos camales de Lima

Metropolitana present6 contaminacion por Salmonella spp.

Todos los aislados obtenidos fueron identificados como Salmonella enterica

subespecie enterica serovar Derby sin importar la procedencia de la muestra.
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