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Resumen

Objetivo: Determinar la prevalencia de Salmonella spp. en muestras de huevos para consumo humano en localidades de Bogota.

Materiales y métodos: Se obtuvieron 96 muestras en tiendas y plazas de mercado de 4 localidades de la ciudad. Se procesé de forma separada la cascara y el
contenido interno mediante métodos microbiolégicos y moleculares para aislamiento e identificacién Salmonella spp.

Resultados: Se determind una prevalencia total de Salmonella spp. de 9,4% (n=9), de ésta el 55% (n = 5) provenian del contenido interno y 44% (n = 4) de cés-
cara, sin embargo no se logré tipificar el serovar de Salmonella enterica presente. Las localidades con mayor presencia del patégeno fueron Usaquén y Fontibon.
Discusién: Estudios realizados en Colombia evidencian bajas prevalencias de Salmonella spp. (0 — 1,74%) en muestras de huevos, sin embargo los hallazgos de este
estudio evidencian una mayor recuperacion, lo que podria asociarse con inadecuadas condiciones de manejo y/o almacenamiento del producto.

Conclusion: Se establecio la presencia de Salmonella spp. en las muestras de huevo evaluadas, lo que implica un riesgo potencial para la salud publica, por lo que
es necesario ampliar este tipo de estudios para conocer la situacion real a nivel nacional frente a este patdégeno.
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Salmonella spp. isolation and identification in eggs for human consumption from different urban areas in Bogota,
Colombia, 2015.

Abstract

Objective: To determine the prevalence of Salmonella spp presence in eggs for human consumption in urban areas in Bogota.

Materials and methods: 96 samples were collected from convenience stores and markets in 4 urban areas in the city. The eggshells were separated from the egg's
internal content and both were processed separately using microbiological and molecular techniques to isolate and identify Salmonella spp. strains.

Results: A Salmonella spp. prevalence of 9.4% (n=9) was found. Salmonella spp was isolated from the egg’s internal content in 55% (n=5) of samples and 44% (n=4) from
the eggshells. The Salmonella enterica serovar could not be identified. The pathogen was more frequently isolate in samples from Usaquén and Fontibon urban areas.
Discussion: Studies of Salmonella spp. prevalence in eggs done in Colombia have shown it to be low (0-1.74%); However, this study determined a higher prevalen-
ce. These results suggest that inadequate handling/storage conditions could have been associated with them.

Conclusion: Salmonella spp. was isolated from the egg samples from 4 different urban areas in Bogota. These findings suggest the existence of a public health
risk; therefore, there is a need to perform wider and more complete studies to determine the actual situation of Salmonella ssp. egg contamination in the country.

Keywords: Salmonella spp.; eggs; Bogota-Colombia.

Introducciéon esta enfermedad ocasiona 2,2 millones de muertes a nivel
mundial, siendo los nifios la poblacién mas vulnerable?.

Salmonella spp. es el agente etioldgico de la Salmonelosis,

una de las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) Los alimentos que con mayor frecuencia se han asociado a la

con importantes repercusiones en salud publica’, que pro- transmision de este microorganismo son el huevo, pollo y pro-
duce sintomas gastrointestinales como diarrea. Anualmente, ductos lacteos, entre otros*#; el huevo es un alimento impor-
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tante en la canasta familiar colombiana, con alto valor nu-
tricional y debido a su bajo costo es asequible a gran parte
de la poblacion, viéndose esto reflejado en un consumo per
capita de 252 unidades para el 2015 y una proyeccion de
266 para el 2016°. Adicionalmente, se ha presentado un cre-
cimiento en la produccién mundial anual del 4%, por su par-
te, en Colombia se evidencié un aumento en la produccion
del 3,61% para el 2014 (691.756 toneladas) con respecto al
ano inmediatamente anterior que fue de 667.649 toneladas;
para el 2015 el aumento fue del 9,12% con una produccién
reportada de 728.555 toneladas®, este comportamiento tam-
bién se ha evidenciado en el crecimiento en la produccién
mundial anual®.

Pocos son los paises a nivel mundial que informan estadis-
ticas detalladas sobre la prevalencia de Salmonella spp. en
subproductos de origen aviar, uno de ellos es Estados Uni-
dos, en donde a pesar de establecer controles rigurosos en la
industria alimentaria se reportd un brote en 2010 cuya fuente
mas probable fueron huevos con cascara contaminada’. Por
otra parte Colombia no cuenta con datos detallados sobre la
prevalencia de infecciones por Salmonella spp. originada a
partir de productos de origen aviar.

Para la deteccion e identificacién de este microorganismo se
utilizan diferentes metodologias, como el cultivo microbiol6-
gico en medios selectivos y diferenciales, ademas de pruebas
moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), Polimorfismo de Longitud en los fragmentos de Res-
triccion (RFLP- REA) y PCR en tiempo real (QPCR), entre otras®.
Reconociendo la implicacién de este microorganismo en la
salud publica, el objetivo de este estudio fue determinar la
presencia de Salmonella spp. en huevos destinados para con-
sumo humano provenientes de plazas de mercado y expen-
dios de barrio de cuatro localidades de Bogota — Colombia,
mediante cultivo e identificacion microbiolégica y PCR-REA.

Materiales y Métodos

Poblacion de estudio. Se seleccionaron cuatro localidades
de Bogota, ubicadas en cada uno de los extremos de la ciu-
dad (Tabla 1); luego se procedio a seleccionar al azar tiendas
de ocho barrios (una por cada barrio) y una o dos plazas de
mercado de cada localidad.

Definicion y recoleccién de las muestras. Una muestra co-
rrespondié a una mezcla (pool) de 5 huevos. En cada tienda
de barrio se recolectaron dos muestras y en las plazas de
mercado cuatro; se realizaron dos muestreos por localidad
obteniendo 24 muestras en cada una de ellas, para un total
de 96 muestras procesadas. Los huevos que presentaban fi-
suras o rupturas que pudiesen afectar la calidad interna fue-
ron excluidos del estudio.

Las muestras fueron transportadas en condiciones de refri-
geracion hasta las instalaciones de la Pontificia Universidad
Javeriana donde fueron procesadas.

Tabla 1. Distribucion de la poblacion de estudio por localidad

Plaza de

Localidad
mercado

Zona Tienda de Barrio
Codito verbenal, La
Calleja, Orquideas,
Santa Bérbara,
Barrancas, Redil, Cedro

golf, San patricio

Norte Usaquén Codabas

Ricaurte, Voto Nacional,
Santa Isabel, Santa

Fe, Pepita, Usatama,
Estanzuela, Eduardo
Santos.

Paloquemao
y Samper

Martires
mendoza

Oriente

Kazandra, Modelia,
El Tapete, La Aldea,
Atahualpa, Jerico,

Cofradia, Villamar.

Occidente Fontibén Fontibén

San Fernando, La

Primavera, Candelaria
la Nueva, Madelena,

Ciudad

Sur Bolivar Arborizadora Alto,
Perdomo, Galicia,

Candelaria.

Lucero

Aislamiento e Identificacién Microbiolégica. Las muestras
fueron procesadas siguiendo la norma NTC 4574: Microbio-
logia de alimentos y de alimentos para animales y la meto-
dologia Oxoid Salmonella Precis™, validada y aprobada por
AFNOR segun la norma ISO 16140.

Se analizé tanto la cascara como el contenido interno de
cada una de las muestras, para lo cual se realiz6 pre-enrique-
cimiento no selectivo en caldo peptonado, enriquecimiento
selectivo en Caldo tetrationate y cultivo en agares selectivos
y diferenciales (Hektoen y XLT4)%'°" La metodologia Precis™
elimina el pre-enriquecimiento no selectivo, mediante el uso
del caldo Salmonella Brilliance™ como medio de enriqueci-
miento selectivo con posterior cultivo en el medio cromogé-
nico Salmonella Brilliance™. Una vez se detectaron colonias
presuntivas de Salmonella spp. se realizaron pruebas bioqui-
micas basicas como Oxidasa, TSI y Urea''>'3; para la con-
firmacion se utilizaron galerias Rapid One™, las cuales se
incubaron a 35°C durante 4 horas, la lectura se realiz6 en el
software de identificacién ERIC- RapID™ System.

Control de Calidad. Se utilizaron las cepas de referencia: S.
Typhimurium ATCC 14028, S. Enteritidis ATCC 13076, S. Pullo-
rum ATCC 13036.

Identificacion Molecular. La cepas que bioquimicamente
correspondieron a Salmonella, fueron sometidas a identifica-
cion molecular, para ello la extraccion de DNA fue realizada
segun lo descrito por Paiva et al. (2009), 1 ml del caldo de
cultivo de Salmonella spp. de 24 h de crecimiento se dis-
penso en tubos eppendorf y fueron centrifugados 3 min a
13000xg, luego el sedimento fue lavado dos veces con 500
pl de buffer TAE 1X, se centrifugd durante 3 min a 13000x g
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y finalmente fue resuspendido en 200 pl de agua ultra pura,
se llevo a ebullicién por 8 minutos y se almacend a -20°C™.
Posteriormente se realiz6 una PCR utilizando el estuche co-
mercial de CorpoGen BM-00007®, que permiti6 realizar la
amplificacion de un fragmento de 284 bp especifico para el
gen invA de Salmonella spp.

Para la identificacion de los serovares S. typhimurium, S. ente-
ritidis, S. pullorum y S. gallinarum se utilizaron tres juegos de
cebadores™ 161718 (Tabla 2). En cada una de las reacciones
se trabajo con un blanco y un control positivo de cepas ATCC.

Cada reaccién se prepar6 a un volumen final de 25 pl, con
12,5 pl de master mix Promega®, 8,5 ul de agua grado mole-
cular, 3 yl de DNAy 0,5 pl de cada cebador. La amplificacion
de cada reaccién se realizd usando el termociclador T100
Biorad®.

Para Salmonella typhimurium se siguié la metodologia des-
crita por Das Chagas et al., con una desnaturalizacién inicial
de 94°C por 5’, 35 ciclos de desnaturalizacién 94°C por 30",
anillamiento 55°C por 30", extension 72°C por 30", y una ex-
tensioén final de 72°C por 7°". La amplificacién de Salmonella
Enteritidis se realizd de acuerdo con la metodologia descrita
por Akbarmehr con una desnaturalizacién inicial de 94°C por
57, 35 ciclos de desnaturalizacion 94°C por 60", anillamiento
65°C por 30", extensién 72°C por 30", y una extension fi-
nal de 72°C por 7'°. Finalmente las condiciones de reaccién
para Salmonella gallinarum'y S pullorum fueron las descritas
por Paiva et al. (2009): desnaturalizacién inicial de 94°C por
57, 35 ciclos de desnaturalizaciéon 94°C por 30", anillamiento
58°C por 30", extensiéon 72°C por 30", y una extension final
de 72°C por 74,

Las electroforesis de los productos de amplificacion se reali-
zaron en gel de agarosa al 1,5% teflido con SYBR® safe (In-
vitrogen).

Finalmente, para diferenciar entre Salmonella gallinarum y
pullorum se realizd analisis de restriccion enzimatica (REA),
segun lo descrito por Paiva et al.,, brevemente: 5 pl del pro-
ducto de la PCR, 1 pl de Hinp Buffer 10X, 0,1 pl de la enzi-
ma Hinp1l (New England, Biolabs) y 3,9 pl de agua grado
molecular y se incub6 a 37°C por 1 hora™. La electroforesis
se realizd en gel de agarosa al 3% tefiido con SYBR® safe
(Invitrogen).

Resultados
Aislamiento e Identificacion Microbiolégica

De las 96 muestras obtenidas en las cuatro localidades, se
detectd un 9,4% (n=9) de muestras positivas para Salmonella
spp.; de éstas, el 55% (n=>5) provenian del contenido inter-
no y 44% (n=4) de cascara. Respecto a los aislamientos por
localidad, en Usaquén se detectaron muestras positivas en
el primer y segundo muestreos, mientras en Fontibén hubo
positividad solamente en el segundo. Los datos detallados
por localidad y por muestreo se presentan en la figura 1.

La identificacién presuntiva con las galerias de Rapid One in-
dic6 que un 1% (n=1) fue presuntivo para S. pullorum, el res-
to de los aislamientos se clasificaron como Salmonella spp.

Identificacion molecular

El 100% de las muestras (n=9) fueron identificadas mediante
el estuche comercial de CorpoGen® BM-00007 como Salmo-
nella spp. mediante la visualizacion del fragmento de 284pb
en gel de electroforesis como se observa en la figura 2.

Del total de aislamientos identificados como Salmonella spp.
en ninguno se obtuvo productos de amplificacién con los
cebadores especificos para S. typhimurium, S. gallinarum, S.
pullorum y S. enteritidis observandose Unicamente la banda
correspondiente al control positivo lo que permitio la valida-
cion de la prueba.

Se evidencié coincidencia en las dos pruebas de identifica-
cion utilizadas para la deteccion de Salmonella spp, como se
ilustra en la figura 1.

Discusion

El presente estudio determiné la presencia de Salmonella spp.
en huevos, con una prevalencia del 9,4%, que resulta ser si-
milar a las reportadas por Suresh et al., Singh et al. y Betancor
et al. en Uruguay e India donde se encontraron prevalencias
del 55%, 7,7% y 9,4% respectivamente®?'?2, mientras otros
reportes evidencian prevalencias cercanas a cero, como lo
determinado para Canada, Polonia, México, USA, Francia e
Irdn?324252627.28 En Colombia, un estudio realizado en granjas
de ponedoras de la Sabana de Bogota en 1994 evidencié una
prevalencia del 32,1%2°, mas recientemente en ciudades como
Medellin y Tunja se reportaron prevalencias de 0% y 1,74%

Tabla 2. Cebadores usados para la identificacion de S. typhimurium (1), S. enteritidis (2), S. pullorum y S. gallinarum (3).

. . Secuencia Primer Producto .
Primer Longitud L e .. Referencia
(5-3) amplificacion
] 22 CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT 63°C
fic (1) 16 ACTGGTAAAGATGGCT 48°C 620 pb 1 1l
0 GCAGCGGTTACTATTGCAGC 59°C
SefA (2) 20 TGTGACAGGGACATTTAGCG 57°C 310pb 1 155
. 20 CTGGTGATGACGGTAATGGT 57°C
fic @) 20 CAGAAAGTTTCGCACTCTCG 57°C 197 pb 4
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Figura 1. Porcentaje de muestras positivas a Salmonella spp (coincidencia de identificacion
entre los métodos microbioldgico y molecular) en los dos muestreos realizados a las diferentes
localidades de Bogota. CI: Contenido Interno, C: Cascara.

respectivamente' ¥, La variacion en los datos observados
puede estar relacionada con la implementacion de normas es-
trictas de bioseguridad en granjas y un adecuado manejo de
los productos avicolas durante los Ultimos afos; asi como al
método de recuperacion empleado en el laboratorio, sin em-
bargo, a pesar de no haberse encontrado una alta prevalencia
en el Ultimo decenio, si se evidencia la contaminacion de este
alimento que deberia estar libre de patdgenos.

De manera especifica, con respecto a los hallazgos por lo-
calidad, solamente en Usaquén y Fontibon se presentd
positividad, cabe resaltar que estos resultados constituyen
un primer acercamiento al conocimiento de este patdgeno
transmitido por huevo en la ciudad capital, por lo que no es
posible hacer una comparacion objetiva de estos datos, salvo
la recomendacion de profundizar en este tipo de estudios.

La presencia de Salmonella spp., reportada en este estudio,
puede estar relacionada con las condiciones de manejo y
almacenamiento de los huevos en los diferentes expendios
de la ciudad, en los que se encontraban a temperatura am-
biente y expuestos a la contaminacion ambiental lo que fa-
vorece la presencia de microrganismos patégenos, ya que
segun las buenas practicas establecidas para el manejo, éste
alimento debe permanecer refrigerado (4°C) para conservar

su buena calidad y disminuir la proliferacion bacteriana®'. Las
deficientes condiciones de manejo estan relacionadas con
alta prevalencia de Salmonella spp. en cascara, que para este
estudio fue de 44%; en el caso del contenido interno la pre-
sencia fue de 55% donde la contaminacién puede ocurrir por
infeccién intraovarica cuando el ave se encuentra infectada
por el patdégeno sin presentar sintomas aparentes, también
se puede relacionar con condiciones deficientes de manejo
y almacenamiento, desde la postura hasta su distribucién y
comercializacion® 213,

En cuanto a la identificacién de los aislamientos de este estu-
dio mediante PCR y REA, no fue posible determinar el sero-
var presente con los 4 pares de cebadores utilizados, lo que
podria indicar la presencia de serovares menos comunes a
lo reportado mundialmente, pues los serovares cominmente
asociados a ETA especialmente por alimentos de origen aviar
son S. enteritidis y S. typhimurium®. En India se reporto S.
enteritidis en el 89,7% de las muestras obtenidas a partir de
la céscara y en el 100% de las muestras de contenido inter-
no®, otro estudio identifico a S. typhimurium en el 35,3% de
las muestras evaluadas?'; en Francia el 18,2% de aislamientos
correspondid a S. typhimurium y el 45,5% a S. enteritidis®,
adicionalmente en Uruguay el 13,79% de los asilamientos
fueron tipificados como S. enteritidis®.

1000 pb

600 pb

300 pb
200pb

5086

9

10 11 12 13 14 15 16

17 18

1000 pb

Figura 2. Electroforesis de PCR para muestras de huevo positivas con el estuche comercial de PCR (CorpoGen
BM-00007). (1: Marcador Hyperladder Il. 2: Blanco. 3: Control negativo. 4-9: Muestras huevo. 10: Control
negativo. 11-13: Muestras huevo. 16: Control Positivo. 18: Marcador Hyperladder I. 14,15 y 17: Muestras pollo).



158

R. Castafieda-Salazar, et al.

REVISTA INFECTIO

La presencia de este microorganismo representa un riesgo
importante para la salud publica, pues la salmonelosis es
una entidad que ocasiona severos trastornos gastrointes-
tinales caracterizados por la presentacién de cuadros dia-
rreicos y en algunas ocasiones enfermedad sistémica, ma-
nifestaciones clinicas que de acuerdo con los reportes de
literatura ocasionan tasas de hospitalizacion hasta del 35% y
altas tasas de mortalidad que pueden llegar al 28%3*34, todo
lo anterior se ve reflejado en los altos costos derivados de
tratamiento y hospitalizacion que deben ser asumidos por el
sistema de salud.

Las limitaciones del estudio estan relacionadas con el
muestreo, debido a que se escogieron cuatro localidades
en relacién a los puntos cardinales, lo que puede no reflejar
la situacién general de las demas localidades de la ciudad,
adicionalmente el niUmero de tiendas y plazas de mercado,
asi como el nimero de muestras analizadas fueron bajos, lo
que puede limitar la validez externa del estudio; sin embar-
go, el haber escogido las localidades basados en los puntos
cardinales y haber muestreado al azar las tiendas y plazas
de mercado hace que la validez interna sea buena reflejan-
do la calidad microbiolégica del huevo para el consumo hu-
mano en relaciéon a la presencia de Salmonella spp., siendo
éste el primer estudio que indaga este aspecto en la ciudad
de Bogota.

Las dos técnicas utilizadas coincidieron en la identificacion
de Salmonella spp. evidenciandose que el 100% de los ais-
lamientos microbioldgicos fueron igualmente identificados
mediante PCR; independientemente de no haberse identi-
ficado el serovar de Salmonella enterica presente tanto en
cascara como en contenido interno, la presencia de este pa-
tégeno sugiere un riesgo potencial en la salud publica, por lo
que es necesario ampliar este tipo de estudios para conocer
la situacion real a nivel nacional frente a este patdgeno.
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