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RESUMEN.

La presente investigacibn pretende determinar la multiresistencia de
Salmonella sp. ante antibidticos seleccionados mediante la técnica de Kirby
Bauer, con el propdsito de conocer si las condiciones ambientales, quimicas y
fisicas inciden en el crecimiento de la bacteria de manera tal que varian su

susceptibilidad ante dichos antibi6ticos.

Para ello se recolectaron 30 muestras de chorizo derivadas de ganado porcino
y bovino, las cuales se analizaron en el laboratorio de Microbiologia del Centro
de Investigaciones y Desarrollo para la Salud, de la Universidad de El Salvador

donde se siguid una técnica microbiolégica para aislar Salmonella sp.

Las muestras fueron obtenidas de dos mercados ubicados en la ciudad de
Santa Tecla, Departamento de La Libertad. Se evalué mediante hoja de cotejo

las condiciones higiénicas a las que estaban sometidas dichas muestras.

En el proceso de aislamiento de Salmonella sp mediante la técnica
microbioldgica e identificacion por galerias API, de las 30 muestras ensayadas
se identificaron 4 muestras con presencia de la bacteria lo cual representa un

13.33% de incidencia de Salmonella sp.

Una vez identificadas las cepas se les realiz6 un antibiograma por el método de

Kirby Bauer para determinar susceptibilidad o resistencia a los siguientes



antibidticos: Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Ceftriaxona, Ampicilina y Trimetropin-

Sulfametoxazol.

Los resultados de los cultivos de cepas aisladas demuestran sensibilidad a
Ciprofloxacina, Cloranfenicol, y Ceftriaxona; y resistencia a Ampicilina; por el
contrario presentaron respuestas diferentes (sensible, intermedio y resistente)

ante Trimetropin-Sulfametoxazol.

Con el propdsito de comparar los resultados obtenidos de los cultivos de cepas
aisladas se realizé el método de Kirby Bauer ensayando una cepa ATCC, cuyos
resultados determinan que la cepa ATCC presentan mayor susceptibilidad ante
los antibidticos Ciprofloxacina, Cloranfenicol y Ceftriaxona; a la vez dicha cepa
ATCC presenta menor resistencia a Ampicilina en comparacién con los

resultados obtenidos por los cultivos de cepas aisladas

Los resultados de la cepa ATCC ensayada con el antibiético Trimetropin-
Sulfametoxazol presentan susceptibilidad, lo cual difiere de los resultados de

los cultivos de las cepas aisladas para este antibiotico.

Ante estos resultados se concluye que los chorizos derivados de ganado
porcino y bovino que se muestrearon para esta investigacién, no cumplen con la
medida de higiene alimentaria necesaria para la elaboracion y distribucion, por
lo que es preciso realizar estudios orientados a la investigacion de la calidad de

los chorizos comercializados en otros lugares del pais, ya que en la etapa de



identificacion de cultivos se encontraron microorganismos gram negativos

diferentes a Salmonella sp.
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[. INTRODUCCION

El chorizo es un embutido producido de carnes de animales como vacas y
cerdos que son principales portadores de el microorganismo Salmonella sp, la
cual es un agente patdgeno responsable de enfermedades diarreicas y
gastroenteritis. De acuerdo al Ministerio de Salud publica y Asistencia Social
entre las fechas comprendidas del 3 de enero al 15 de abril del 2010, se
atendieron un total de 69,139 caso de diarrea y gastroenteritis, siendo la mayor

causa de casos clinicos en comparacion con otros tipos de enfermedades. (26)

Dado que el chorizo es uno de los productos mas consumidos en la poblacién
debido a su valor econémico, se aislé el microorganismo Salmonella sp cuyas
muestras fueron obtenidas del mercado Central y mercado Duefias, ambos de
Santa Tecla, a los cuales se les realiz6 un set de pruebas de identificacion y
posteriormente se estudio la resistencia antimicrobiana utilizando la técnica de
difusion de discos, y con el propdsito de comparar los resultados obtenidos de
los cultivos de cepas aisladas se realizo el método de Kirby Bauer ensayando

una cepa ATCC

En el proceso de recoleccion de muestras se empleé el método de observacion,
mediante una hoja de cotejo para evaluar las condiciones higiénicas de cada

uno de los locales.

La resistencia antimicrobiana es un problema sanitario que presenta una

amenaza a la salud de la poblacion, y debido a que no existe un antecedente en
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el pais acerca de este tema especifico, este estudio se enfocé en determinar la

multiresistencia antimicrobiana que presenta el agente patdogeno Salmonella

Sp,

El andlisis se efectud en las instalaciones del laboratorio de Microbiologia del
Centro de Investigacién y Desarrollo para la Salud de la Universidad de El

Salvador.

Los resultados de los cultivos de cepas aisladas demuestran sensibilidad a
Ciprofloxacina, Cloranfenicol, y Ceftriaxona; y resistencia a Ampicilina; por el
contrario presentaron respuestas diferentes (sensible, intermedio y resistente)

ante Trimetropin-Sulfametoxazol.

Los resultados de la cepa ATCC ensayada con el antibiético Trimetropin-
Sulfametoxazol presentan susceptibilidad, lo cual difiere de los resultados de

los cultivos de las cepas aisladas para este antibiotico.



[I. OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL

221

Determinar la multirresistencia antimicrobiana de Salmonella sp
aislada a partir de muestras de chorizo comercializados en mercados

de Santa Tecla.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

2.2.4

2.2.5

Investigar sobre las condiciones higiénicas en la elaboracion de estos

productos en el area de venta.

Aislar el microorganismo Salmonella sp a partir de las muestras de

chorizo mediante técnica microbioldgica

Evidenciar la resistencia microbiana que existe entre los antibiéticos

seleccionados ante Salmonella sp cepa ATCC (control).

Comprobar la resistencia microbiana de la Salmonella sp aislada a
partir de muestras de chorizo ante los antibioticos de prueba;

empleando la técnica de Kirby- Bauer.

Realizar una comparacion entre los resultados obtenido de la

multirresistencia de la cepa control y la muestra aislada.
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[ll. MARCO TEORICO.

3.1 Generalidades.

Salmonella sp. Es un género de bacteria que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, formado por bacilos gram-negativos, anaerobios
facultativos, con flagelos peritricos y que no desarrollan capsula ni esporas. Son
bacterias moviles que producen sulfuro de hidrégeno (H,S). Fermentan glucosa
por poseer una enzima especializada, pero no lactosa, y no producen ureasa.
Todas las bacterias pertenecientes al género Salmonella son patégenas para

el hombre y los animales en mayor o menor grado. (11)

3.2 Taxonomia

La taxonomia del genero Salmonella ha sido objeto de amplios debates.
Inicialmente se consideraba que estaba formado por una sola especie dividida
en serotipos siguiendo el esquema establecido por Kauffmann- White y basado

en los diferentes tipos de antigenos flagelares y somaticos.

El antigeno flagelar se representa por la letra H (flagelar: del aleméan hauch,
“por el halo producido en un medio de cultivo a consecuencia del movimiento”) y
el antigeno somatico conocido como antigeno O (somatico: del aleman ohne

hauch, que significa: sin movimiento).

El género Salmonella se consideraba integrado por una sola especie

denominada Salmonella entérica que se subdividia en siete subespecies a
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partir de los resultados obtenidos mediante estudios para establecer sus perfiles
bioquimicos y confirmados por técnicas de hibridacion del ADN/ADN y métodos
serolégicos. En este sentido en el Subgrupo I, por ejemplo, se integraban la
mayoria de cepas con capacidad patdgena para los animales. Los Subgrupos

[llay llIb incluian las cepas consideradas como Salmonella arizonae.

En los Ultimos afios se ha propuesto una nueva clasificacion que incluye mas de
2,375 serovares de Salmonella y se considera que el género esté integrado por

dos especies: Salmonella bongori y Salmonella entérica.

Sin embargo, algunos autores indican que Salmonella typhi, actualmente
clasificada como un serotipo o serovar de Salmonella entérica subespecie
entérica, deberia ser considerada como especie con entidad propia, dada su
importancia clinica ya que se describe como el agente etiolégico de la fiebre

tifoidea en humanos. @3)

Cuadro N°. 1 Clasificacion taxondmica de Salmonella (9)

SUBGRUPO SEROGRUPOS

S. typhi, S. choleraesuis, S.
Subgrupo 1 paratyphi, S. gallinarum, S.

pullorum

Subgrupo 2 S. salamae
Subgrupo 3 S. arizonae
Subgrupo 3b S. diarizonae
Subgrupo 4 S. houtenae
Subgrupo 5 S. bongori
Subgrupo 6 S. choleratiar?cl;?zasubespeme
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A partir de 1° julio de 1983. Los CDC (Centro de Control de Enfermedades)
cambiaron el método para informar los resultados de los serotipos, de modo
gue todos los microorganismos identificados con Salmonella se informan por

género y serotipo, omitiendo la referencia a especies. (9)

En la préactica diaria, los aislamientos desconocidos de muestras clinicas que
son bioquimicamente sugestivos de especies de Salmonella se confirman
usando antisueros policlonales que contienen anticuerpos contra todos los
subgrupos mayores. Los subcultivos de aislamientos confirmados son
transmitidos a los laboratorios de salud publica donde se hace las

designaciones de serotipos. (22)

Con importancia clinico epidemiologica, las mas de 2000 serovariedades de
Salmonella pueden agruparse en tres divisiones ecoldgicas (spp. son

subespecies): (1)

1. Salmonella spp.: adaptadas a vivir en el ser humano, entre ellas,

Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A, By C;

2. Salmonella spp: adaptadas a hospederos no humanos, que
circunstancialmente pueden producir infeccion en el hombre, entre ellas,

Salmonella dublin y Salmonella choleraesuis.
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3. Salmonella spp: Sin adaptacion especifica de hospedero, que incluye a
unas 1800 serovariedades de amplia distribucion en la naturaleza, las

cuales causan la mayoria de las salmonelosis en el mundo. (9)

3.2.1 Grupo Salmonella-arizonae.

Con frecuencia, la Salmonella es patdgena para humanos o animales cuando
se adquieren por via oral. Se transmiten a los humanos a partir de animales y

productos de éstos, y causan enteritis, infeccidn sistémica y fiebre entérica. (7)

3.2.1.1 Clasificacioén

La clasificacion del grupo Salmonella-arizonae es compleja debido a que los
microorganismos constituyen una continuidad mas que especies definidas. Un
sistema de clasificacion considerO tres especies primarias: Salmonella typhi
(un serotipo), Salmonella choleraesuis (un serotipo) y Salmonella enteritidis
(mas de 1 500 serotipos). La serotipificacion se basa en la reactividad de los
antigenos O y de los antigenos bifasicos H. Con base en estudios de
hibridacion del DNA, la clasificacion taxondémica formal incluye el género
Salmonella con siete subgrupos, cada uno con sus propias caracteristicas e
historia fenotipica. Casi todas (> 99%) las subespecies de Salmonella
causantes de enfermedad en humanos se encuentran en el subgrupo 1 y
pueden aislarse de los animales de sangre caliente; los otros grupos
predominantemente se aislan de animales de sangre fria y del ambiente. En la

practica no se emplean nombres formales para las especies y las subespecies.
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La nomenclatura simplificada considera los nombres de los serotipos como
nombres de especies. Los laboratorios tipicamente informan un serogrupo
especifico, por ejemplo, serogrupo Salmonella Cl (un serogrupo puede tener
muchos serotipos). Los informes de los laboratorios de referencia que
serotipifican a los aislamientos incluyen el nombre del género: por ejemplo,
Salmonella y el serotipo: por ejemplo, typhimurium, que se convierte en

Salmonella typhimurium como si fuera la designacidén de género y especie. (22)

3.3 Morfologia e identificacion.

Las especies de Salmonella varian en longitud. La mayor parte de las
especies excepto Salmonella pullorum-gallinarum estan dotadas de motilidad
mediante flagelos peritricos. Salmonella crece rapidamente sobre medios
simples, pero casi nunca fermentan lactosa o sacarosa. Forma &cido y a veces
gas a partir de glucosa y manosa. Habitualmente producen H,S. Sobrevive en
agua congelada durante periodos prolongados. Salmonella es resistente a
ciertas sustancias quimicas (por ejemplo, verde brillante, tetrationato de sodio,

desoxicolato sédico) que inhiben otras bacterias entéricas. (22)

3.3.1 Estructura antigénica.

Las especies de Salmonella se detectan inicialmente por sus caracteristicas
bioguimicas, pero los grupos y las especies se identifican mediante analisis
antigénicos. Igual que otras enterobacteriaceas, la Salmonella posee varios

antigenos O (de un total de mas de 60) y diferentes antigenos H en una o
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ambas de las fases. Algunas especies de Salmonella poseen antigenos
capsulares (K), conocidos como Vi, capaces de interferir con la aglutinacion por
antisuero O y vinculados con la invasividad. Las pruebas de aglutinacién con
antisueros absorbidos, para diferentes antigenos O y H son la base de la

clasificacion seroldgica de las salmonellas. (22)

3.4 Epidemiologia.

Desde 1885, afio en que Daniel Salmon (médico veterinario) descubriera la
primera cepa de Salmonella, se han reconocido 2.213 serotipos, y aunque
quedan algunos en identificacion, un gran nimero de serotipos han participado
en las infecciones humanas durante largo tiempo, sin embargo, en los ultimos
afos, Salmonella enteriris (SE) ha experimentado una notable expansion a
nivel mundial, produciendo un alarmante aumento en la incidencia y severidad

de los casos.

En Chile, Salmonella entérica surgi6 como una enfermedad emergente en la
década del noventa, las tasas de notificaciones aumentaron de 0,35 casos /
100, 00 habitantes en periodos pre epidérmico a 3,41 y 3,04 casos /100,000

habitantes en 1994 y 1995. (1)

La fiebre tifoidea es otra de las enfermedades que pueden ser ocasionadas por
bacterias del género Salmonella. Habitualmente esta enfermedad esta

provocada por cepas de Salmonella entérica susp. entérica serotipo typhi
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(Salmonella typhi). El Unico reservorio de la Salmonella typhi es el hombre,

de modo que se transmite de una persona a otra.

La fiebre paratifoidea tiene ciertas similitudes con la fiebre tifoidea, pero tiene un
curso mas benigno. Esta enfermedad esta habitualmente ocasionada por los
serotipos paratyphi A, paratyphi B y paratyphi C. Las infecciones por
Salmonella paratyphi A son comunes en Africa, la paratifoidea B es mas
frecuente en Europa que se presenta como una gastroenteritis severa y la
paratifoidea C es una infeccion rara, generalmente vista en el Extremo Oriente

gue se presenta como una septicemia. (9)

Las heces de las personas con enfermedad subclinica no sospechada o de los
portadores constituyen la fuente mas importante de contaminaciéon y no los
casos clinicos declarados que se aislan con prontitud por ejemplo, cuando los
portadores trabajan en el manejo de alimentos y "expulsan” microorganismos.
Muchos animales, entre ellos ganado bovino, roedores y aves, presentan
infeccion natural con varios tipos de Salmonella y poseen bacterias en sus
tejidos (carne), excreta o huevos. Se ha dado mucha publicidad a la elevada
incidencia de Salmonella en los pollos disponibles en el comercio. El problema
puede verse agravado por el amplio uso de alimento de animales que
contienen antimicrobianos, lo cual favorece la proliferacion de especies de

Salmonella resistentes a los farmacos y su posible transmision al ser humano.

®)
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3.4.1 Portadores

Después de las infecciones manifiesta o subclinica, algunas personas contindan
albergando Salmonella en sus tejidos durante un tiempo variable (portadores
convalecientes o portadores permanentes sanos). Un 3% de los supervivientes
de tifoidea se convierten en portadores permanentes y albergan los
microorganismos en vesicula biliar, vias biliares, o pocas veces, en el intestino

o el aparato urinario. (8)

3.4.2 Fuentes de infeccién

Las fuentes de infeccion son alimentos y bebidas contaminadas con

Salmonella.

Agua: La contaminacion con heces frecuentemente produce epidemias

explosivas.

Leche y otros productos lacteos (helado, queso, cremas). Contaminacién con
heces y pasteurizacion o manejo inapropiados. Algunos brotes pueden seguirse

hasta la fuente de suministro.

Mariscos. Procedentes de aguas contaminadas.

Huevos secos o congelados. De aves infectadas o contaminadas durante su

procesamiento.
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Carnes y productos de carne. De animales infectados (aves) o contaminacion

con heces por roedores 0 humanos.
Drogas "recreativas”. Marihuana y otras drogas.

Colorantes de animales. Colorantes (por ejemplo, carmin), empleados en

farmacos, alimentos y cosméticos.
Mascotas domésticas. Tortugas, perros, gatos, etcétera. ()
3.5 Patogenia

La Salmonella es una bacteria invasora y enterotoxigénica. La infeccién se
localiza principalmente en el ileo terminal y en el intestino grueso. La
Salmonella typhi y paratyphi normalmente invade la circulacion, mientras que

las otras especies estan limitadas a la mucosa intestinal.

Su patogenia comienza con la ingestién del inoculo que puede variar a 10° a
10° células, si el inoculo es suficientemente grande superaré la barrera gastrica

gue supone el pH acido.

La Salmonella se transmite en el ser humano, por via fecal-oral, mediante
alimentos y agua contaminada. La bacteria atraviesa el tubo digestivo, incluido

el medio acido del estomago, hasta colonizar el intestino delgado.
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En el caso de la fiebre entérica (tifoidea), enfermedad sistémica, la Salmonella
cruza la barrera intestinal, donde la fagocitosis por los macrofagos favorecen la

diseminacion de las bacterias a través del sistema reticulo-endotelial.

En el caso de la salmonelosis no tifoidea, la bacteria suele provocar una
infeccion localizada, con afluencia de neutréfilos al intestino, y una

gastroenteritis de curacion esponténea. (32)

3.5.1 Virulencia

Ha pasado mas de un siglo desde que Salmonella typhi fue aislada y
reconocida como el agente causal de la fiebre tifoidea en humanos y, sin
embargo, los mecanismos de virulencia de esta bacteria no han sido entendido
de todo aun. Algunas de las manifestaciones son producidas por liberacién de
una endotoxina 6, la cual tiene diversos efectos bioldgicos, incluyendo la
induccién de la fiebre. El antigeno Vi parece no actuar como un prerrequisito de
invasion a las células epiteliales, sino mas bien como un factor protector de los
antigenos O contra la accion de anticuerpos, ya que estos parecen facilitar la

fagocitosis

En varias especies de Salmonella se ha demostrado que existe un plasmido

necesario para causar la infeccion mas alla de las placas de Peyer del intestino.

(16)
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3.5.2 Infecciones por Salmonella sp.

Casi siempre se adquieren por ingestion de los microbios, generalmente con
agua, leche o alimentos contaminados. Eventualmente ocurren infecciones
dobles, simultaneas con mas de un tipo de Salmonella. Hay dos tipos de
enfermedad, una gastroenteritis aguda caracterizada por vomito y diarrea, y en
la cual una pequefia parte de los pacientes se hacen septicémicos,
encontrandose las bacterias en sangre en relativa abundancia, la otra es la
fiebre tifoidea o fiebre continua en la cual la bacteriemia ocurre en la etapa
inicial y los sintomas son mas generales. Salmonella typhi, Salmonella
paratyphi A. generalmente Salmonella paratyphi B., eventualmente
Salmonella paratyphi C. y formas similares, y excepcionalmente cualquier otro
tipo de Salmonella, son causantes de la fiebre continua. Por otra parte la
gastroenteritis aguda rara vez o nunca es provocada por Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi A. y una pequefia parte de los casos con Salmonella
paratyphi B son de este tipo, pero la inmensa mayoria de gastroenteritis se
debe a infeccibn con los muchos otros serotipos de estas bacterias,
principalmente Salmonella tiphymurium, Salmonella enteriditis, Salmonella

choleraesuis, etc. (9)

Las especies de Salmonella producen tres tipos principales de enfermedad en

los humanos, pero son frecuentes las variantes mixtas. )

- Fiebres entéricas (fiebre tifoidea)
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Solo unos cuantos tipos de Salmonella producen este sindrome, entre ellos la
Salmonella typhi (fiebre tifoidea) es el mas importante. Las bacterias de
Salmonella ingeridas alcanzan el intestino delgado, desde el cual penetran a
los linfaticos y luego al torrente sanguineo. Se transportan por la sangre a
muchos érganos, incluso el intestino. Los microorganismos se multiplican en el

tejido linfoide intestinal y se excretan en las heces.

Luego de un periodo de incubacion de 10 a 14 dias, se presentan fiebre,
malestar, cefalea, estrefiimiento, bradicardia y mialgia. La fiebre se eleva hasta
una meseta maxima, y el bazo y el higado se hipertrofian. Habitualmente se
observan sobre la piel del abdomen y del térax manchas de color roséaceo,
fugaces en pocos casos. La cifra de leucocitos es normal o esta disminuida.
Antes de los antibidticos, las principales complicaciones de la fiebre entérica
eran hemorragia y perforacion intestinal, y la tasa de mortalidad de 10 a 15%. El

tratamiento con antibiéticos redujo la tasa de mortalidad a menos de 1 %.

Las principales lesiones son hiperplasia y necrosis del tejido linfoide (por
ejemplo, placas de Peyer), hepatitis, necrosis focal del higado e inflamacion de

la vesicula biliar, periostio, pulmones y otros érganos. (s)

- Bacteriemia con lesiones focales

Se vincula comunmente con la Salmonella choleraesuis, pero también puede
ser causada por cualquier serotipo. Después de la ingestion por via oral hay

invasion inicial del torrente sanguineo (con posibles lesiones focales en
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pulmones, huesos, meninges), pero con frecuencia no hay manifestaciones

intestinales. EI hemocultivo es positivo. (s)

- Enterocolitis (antes llamada "gastroenteritis ")

Es la manifestacion mas comudn de la infeccién por Salmonella, especialmente
la caudada Salmonella typhimurium pero cualquiera de los 1,500 a 2,000
tipos de Salmonella pueden causar enterocolitis. En un tiempo de 8 a 48 horas
después de la ingestién de la bacteria aparecen nauseas, cefalea, vomitos y
diarrea profusa, con pocos leucocitos en las heces; es comun la fiebre de poca

intensidad, pero por lo general los sintomas desaparecen en 2 a 3 dias. ¢

Se observan lesiones inflamatorias en los intestinos grueso y delgado. La
bacteriemia es rara (2 a 47c) excepto en personas inmunodeficientes. En
general, el hemocultivo es negativo, pero los cultivos de heces son positivos
para salmonellas y a veces permanecen positivos durante varias semanas

después de la recuperacion clinica. (s)

3.5.3 Intoxicacién alimentaria por Salmonella sp.

En las infecciones por Salmonella sp, suele intervenir una de las tres
siguientes especies: Salmonella typhimurium y sus variedades, Salmonella
enteriditis y Salmonella choleraesuis, Salmonella typhimorium; este ultimo
es microorganismo mas frecuentemente observado, mientras que Salmonella

choleraesuis raramente se halla presente.
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La ingestion de alimentos que contiene gran niumero de estos gérmenes suele
originar sintomas tipicos de una intoxicacion alimentaria. No se ha comprobado
la produccion de sustancias enterotoxicas por estas bacterias, y es probable
que tenga lugar una infeccion, segun sefalan el periodo de incubacion
relativamente mas prolongado y el descubrimiento de estas bacterias en las
heces. Casi todos los alimentos pueden transportar estos microorganismos,

aunque predominan en las carnes y otros alimentos proteinicos. ()

3.5.4 Profilaxis

Por lo complejo que ha sido la epidemiologia de las salmonelosis, resulta dificil
erradicarlas. Hasta ahora han fracasado todos los intentos para producir
animales libres de salmonelosis. Las medidas deberian orientarse a la
reduccion de las bacterias del ambiente, por lo tanto, de las frecuencias de las
infecciones. Deberia existir una estrecha relacion entre médicos y veterinarios,
ya que la salmonelosis humanas y animales estén relacionadas entre si desde
el punto de vista epidemioldgico. Lo primero que hay que combatir es la
contaminacion de los alimentos destinados a la alimentacion de diferentes
animales. Hay que realizar andlisis de harinas en muestras tomadas al azar,
bien sea producida en el pais o en el exterior. A nivel de matadero, el
veterinario debe hacer inspeccion en forma rutinaria a las carnes, ganglios u
otras visceras sospechosas y realizarle exdmenes bacteriol6gicos. Hay que

mantener vigilancia de la higiene en las operaciones de la matanza y de la



40

transformacion ulterior y comercializacion de los productos carnicos. Tanto los
veterinarios como los ayudantes, ganaderos y obreros deben permanecer libres

de Salmonella sp, manteniendo buena higiene y limpieza.

El hallazgo de salmonelosis trae como consecuencia el analisis del medio
ambiente para descubrir la fuente de la infeccion o interrumpir la cadena de
contagio, una vez identificados los portadores sanos de gérmenes. La leche es
un vehiculo importante de microorganismos patdégenos por eso debe ser
pasteurizada, igualmente sucede con los jugos que se expenden sin ningun

control sanitario.

El veterinario debe mejorar las medias de lucha contra la salmonelosis en
animales, asi como su prevencion para evitar que llegue a la poblacion humana.

(28)

3.5.5 Prevencién y Control

Las infecciones por Salmonella sp pueden ser prevenidas principalmente por
medio de programas de salud publica, que incluyan seguridad alimentaria,

medidas de higiene personal. (24

La contaminacion puede darse en cualquier parte del proceso de producciéon de
los alimentos, desde el establo hasta el propio consumo de los mismos, y por
eso la prevencion depende de la produccién cuidadosa de los alimentos, el

procesamiento y manejo de los productos crudos y la preparacion final de estos.
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Dentro de las medidas que deben ser evaluadas e implementadas se
encuentran la cloracion de las fuentes de agua utilizadas en los animales de
destace, el saneamiento del destace y el procesamiento de carne para
consumo humano, la irradiacion de productos agricolas y otros métodos para la

reduccion microbiana. (1)

3.5.6 Contaminacion de la carne de animales de destace

La contaminacion de la carne de los animales de destace puede ocurrir en
cualquier momento desde el establo donde se crian los animales hasta el

momento en que se preparay se sirve la carne a la mesa.

Al principio de la cadena de seguridad alimentaria se encuentra la alimentacion
de los animales de destace en el establo. Varios estudios han demostrado que
en muchas ocasiones el alimento y el agua que se les da a esto animales se
encuentran contaminados por Salmonella sp, ademas cuando no hay un
sistema adecuado para el desecho del estiércol por estos animales en el
establo, la contaminacion puede convertirse en un circulo vicioso, ya que
muchas veces se utiliza el mismo estiércol contaminado para fertilizar los

campos que producen el alimento que va a ser ingerido por estos animales.

Como paso siguiente esta el transporte de estos animales a las plantas
procesadoras; este a veces puede ser un viaje largo donde los animales se

encuentran aglutinados en pequefios espacios.
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Los animales defecan en el mismo sitio donde viajan y tienen contacto con sus
propias heces y la de los demas animales; cuando uno o mas de estos
animales es un portador cronico o se encuentra infectado esta puede ser una

fuente de contaminacion.

Debido a que generalmente no se observan sintomas de la enfermedad en
estos animales, estos pasan las inspecciones de los veterinarios de las plantas
procesadoras e ingresan a estas sin ninguna restriccion. Pero durante el
proceso de destace, material intestinal que contiene Salmonella sp puede
contaminar la superficie de los cadaveres y posteriormente causar una
contaminacion extensa de la carne y sus productos. Los instrumentos utilizados

para el destace también pueden causar contaminacion cruzada. (10, 27, 21)

3.6 Tratamiento

Aunque las fiebres entéricas y las bacteriemias por lesién focal requieren
tratamiento antimicrobiano, la mayor parte de los casos de enterocolitis no lo
necesitan. El tratamiento antimicrobiano de la enteritis por Salmonella es
importante en los neonatos. En la enterocolitis, la terapéutica antimicrobiana
puede prolongar los sintomas clinicos y la excrecion de la Salmonella. En la

diarrea intensa es indispensable la reposicién de liquidos y electrdlitos. (s)

La terapéutica antimicrobiana de la infeccion invasora por Salmonella se lleva a
cabo con ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol, o una cefalosporina de tercera

generacion. La resistencia a multiples farmacos transmitida genéticamente por
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plasmidos entre las bacterias entéricas es un problema en las infecciones por
Salmonella. Las pruebas de susceptibilidad constituyen un coadyuvante

importante para seleccionar el antibiético apropiado.

En la mayoria de los portadores, el microorganismo persiste en la vesicula biliar
(particularmente si hay calculos biliares) y en las vias biliares. Algunos
portadores cronicos sélo se curan con ampicilina, pero en la mayor parte de los

casos se debe combinar la colecistectomia con el tratamiento farmacoldgico. ()

Cuadro N°. 2. Farmacos de eleccion para patdgenos (11)

Agente etioldgico . .
Farmaco(s) de primera . .
sospechado o - Farmacos(s) alternativo(s)
eleccion
demostrado
. Cefotaxima, ceftizoxima, | MP-SMZ, aminoglucasido, imipenem,
Klebsiella . L ciprofloxacina, ofloxacina,
ceftriaxona, ceftazidima. ) o -
piperacilina, mezlocilina.
N - Un aminoglucésido, TMP-SMZ,
Proteus mirabilis Ampicilina. : X .
ciprofloxacina, ofloxacina.
Salmonella . Ceft_rlaxona, . TMP-SMZ, ampicilina, Cloramfenicol.
ciprofloxacina, ofloxacina.
. Cefotaxima, ceftizoxima, TMP-SMZ, aminoglucdsidos,
Serratia ; - . . RN
ceftriaxona, ceftazidima. ciprofloxacina, ofloxacina, imipenem.
Shigella Ciprofloxacina, ofloxacina. | Ampicilina, TMP-SMZ, ceftriaxona.

3.7 Antibioticos.

Idealmente una droga antimicrobiana debe ser mucho mas toxica para el
organismo que esta causando la infeccion que para las células del hospedero.
Este es requisito para el tratamiento efectivo y seguro con quimioterapia de las

infecciones causadas por microorganismos invasivos.
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La toxicidad selectiva se obtiene por medio de la acumulacion de niveles mas
altos de la droga en el microorganismo que en las células humanas, de la
accion especifica de la droga sobre estructuras celulares o procesos
bioguimicos que solo ocurren en el microorganismo, o por medio de una accion
de la droga sobre procesos bioquimicos que son mas criticos para el

microorganismo que para las células humanas.

El efecto de la droga antimicrobiana puede ser de tipo bacteriostatico, cuando
causa solamente inhibicién del crecimiento del microorganismo y no la muerte
del mismo, o puede ser tipo bactericida cuando el antimicrobiano si ocasiona la

muerte del microorganismo. (20

3.7.1 Resistencia antimicrobiana a antibiéticos.

Los niveles de resistencia estan incrementando y se necesita mas informacion
para lograr comprender este problema y la amenaza que representa para la
salud publica. Una forma de la cual se esta obteniendo informacion es mediante
el programa para monitorear cambios en la resistencia de las bacterias frente a
las drogas antimicrobianas usadas en tratamientos en animales y humanos.
Este programa es el Sistema Nacional de Monitoreo de la Resistencia
Antimicrobiana — Bacterias Entéricas. Este folleto explica el programa y la razén

por la que es necesario. (15)

Son multiples los factores que han contribuido al desarrollo de cepas

bacterianas resistentes. Los médicos comparten responsabilidad en la
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problematica al recetar antibioticos para infecciones que son virales o
autolimitantes y que no necesitan tratamiento. También el uso de antibioticos
modernos y de amplio espectro en situaciones en las que el uso de antibioticos
mas especificos tendria el mismo resultado, contribuye a la rapida aparicion de
cepas bacterianas resistentes. El uso diseminado en el campo de la agricultura
y en animales ha saturado el medio ambiente con antibiéticos y ha acelerado el

problema. (18, 12,11)

3.7.1.1 Definicion de antimicrobiano

Los antibidticos y otras drogas antimicrobianas permiten a los médicos tratar
enfermedades bacterianas, como infecciones de oido o garganta irritada en
humanos. Las drogas antimicrobianas también son usadas para tratar o
prevenir enfermedades en animales y en otras &areas de la agricultura. Estos
antimicrobianos trabajan matando a las bacterias o inhibiendo su crecimiento.

(15)

3.7.1.2 Bacterias resistentes a antimicrobianos.

El uso de antibidticos puede eliminar a las bacterias susceptibles, dejando a un
lado a las resistentes. Si esas bacterias resistentes se diseminan, causaran una
infeccion que no responderd a los antibiéticos comunes, o requerira de dosis
mas elevadas o tratamientos por tiempo mas prolongado. Como resultado, los

seres vivos infectados por bacterias resistentes permaneceran mas tiempo
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enfermo que si hubieran sido infectados por las bacterias mas facilmente

tratables con antibidticos. (15)

Desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos.

El incremento en la resistencia bacteriana a las drogas antimicrobianas es un
fendmeno natural, resultado de la evolucion. En cualquier poblacion de
organismos, incluyendo bacterias, apareceran naturalmente algunos individuos
con caracteristicas propias y diferentes. En este caso, algunas bacterias
pueden llegar a superar la accion de la droga antimicrobiana. ElI uso de
antimicrobianos en humanos y animales a lo largo de los ultimos 50 afios ha
acelerado inadvertidamente el proceso de desarrollo de resistencia
antimicrobiana, en vista de que algunas bacterias han logrado sobrevivir estos
tratamientos. Una vez que los factores determinantes aparecen en un ambiente,

estos pueden diseminarse a otros microorganismos. (1s)

Los animales de produccién alimentaria son portadores de microorganismos
gue pueden enfermar a los seres humanos, y no necesariamente afectar a los
animales. Ejemplos de esto son Salmonella, Campylobacter, y Escherichia
coli H7:0157 que son bacterias comunmente encontradas en los intestinos de
diversos animales. Estas bacterias pueden no causar una infeccion en
animales, pero cualquiera de ellas es causa de enfermedades de origen
alimentario en seres humanos. Estas bacterias pueden desarrollar resistencia si

son expuestas a drogas antimicrobianas administradas al animal.
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Posteriormente, estas bacterias pueden contaminar la carne en el momento del
sacrificio, e infectar a individuos que la consuman, especialmente si no esta
bien cocida o si ya cocinada entra en contacto con carne cruda, en lo que se

[lama contaminacion cruzada. (15)

Evidencia de la creciente resistencia a los tratamientos antimicrobianos en
bacterias que pueden infectar a seres humanos ha establecido planteamientos
importantes acerca del papel que juegan las drogas antimicrobianas en la
aparicion de bacterias resistentes a las drogas antimicrobianas. La relacién
entre la resistencia a los antimicrobianos en bacterias responsables de
infecciones de origen alimentario en humanos y el uso de estas drogas
antimicrobianas en animales de produccion alimentaria ha sido reportada en
numerosos estudios. Algunos patogenos, especialmente Salmonella,
dificilmente se transfieren de persona a persona, se considera entonces, en los
Estados Unidos que los alimentos son la principal y mas probable fuente de

exposicidn humana a estos patdgenos. (15)

3.7.1.3 Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos.

Los microorganismos poseen muchos mecanismos diferentes para desarrollar

la resistencia a los farmacos.

-Producen enzimas que destruyen al farmaco activo. Ejemplos: los
Staphylococcus resistentes a la penicilina G producen una B-lactamasa que

destruye el farmaco. Los bacilos gramnegativos producen otras (B-lactamasas.
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Las bacterias gram-negativas resistentes a los aminoglucoésidos (en virtud de un
plasmido) producen enzimas adenilantes, fosforilantes y acetilantes que
destruyen el farmaco. Las bacterias gramnegativas presentan resistencia al

cloramfenicol si producen una cloramfenicol acetiltransferasa. (14

-Cambian su permeabilidad al farmaco. Ejemplos: las tetraciclinas se acumulan
en las bacterias susceptibles, pero no en las bacterias resistentes. La
resistencia a la polimixina también se vincula con un cambio en la
permeabilidad al farmaco. Los Streptococcus poseen una barrera natural de
permeabilidad a los aminoglucésidos que puede superarse parcialmente al
administrar simultdneamente un farmaco activo contra la pared celular, por
ejemplo, una penicilina. La resistencia a la amikacina y a otros Aminoglucdsidos
a veces depende de la ausencia de permeabilidad a estos farmacos,
aparentemente por un cambio en la membrana interna que reduce el transporte

activo al interior de la célula. ()

-Alteran estructuralmente el "blanco" del farmaco. Ejemplos: la resistencia
cromosomica a los aminoglucésidos se acompafia de pérdida o alteracién de
una proteina especifica en la sub-unidad 30S de los ribosomas bacterianos que
sirven como enlace en los microorganismos susceptibles. Los microorganismos
resistentes a la eritromicina muestran alteracion del receptor sobre la subunidad
SOS del ribosoma como consecuencia de la metilacién del RNA ribosémico en

23S. La resistencia a algunas penicilinas y cefalosporinas puede ser funcion de
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la pérdida o alteracion de la PBP. La resistencia del Streptococcus
pneumoniae y los Enterococcus a penicilina se debe a la alteracion de la

PBP. (s

-Desarrollan una via metabdlica diferente que pasa por alto la reaccion inhibida
por el farmaco. Ejemplos: algunas bacterias resistentes a la sulfonamida no
requieren del PABA extracelular y, al igual que las células de mamifero, pueden

utilizar acido foélico preformado. )

-Desarrollan una enzima diferente que todavia puede ejecutar su funcién
metabodlica pero es mucho menos afectada por el farmaco. Ejemplos: en
bacterias resistentes al trimetoprim, la acido dihidrofélico reductasa se inhibe

con mucha menor eficiencia que en bacterias susceptibles al trimetoprim. (s)

3.7.2.4 Resistencia Cruzada.

Los microorganismos resistentes a un determinado farmaco también pueden
ser resistentes a otros farmacos que compartan un mismo mecanismo de

accion.

Estas interrelaciones existen principalmente entre agentes estrechamente
relacionados desde el punto de vista quimico (por ejemplo, aminoglucésidos
diferentes) o con modos similares de enlace o de accién (por ejemplo,

macrolidos-lincomicinas).
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En ciertos tipos de farmacos el nucleo activo de la sustancia quimica es tan
similar entre muchos congéneres (por ejemplo, tetraciclinas) que se puede

esperar una amplia resistencia cruzada. (s

3.7.2.5 Origen de laresistencia a los farmacos.

El origen de la resistencia a los farmacos puede ser genético o no genético.

Resistencia de origen no genético a los farmacos.

La mayor parte de los antibacterianos requieren bacterias en replicacion activa
para mostrar sus acciones. Por consiguiente, los microorganismos
metabolicamente inactivos (fuera de su estado de multiplicacion) pueden ser
fenotipicamente resistentes a los farmacos. Sin embargo, su descendencia es
completamente susceptible. Ejemplo: las micobacterias con frecuencia
sobreviven en los tejidos durante muchos afos después que la infeccion ha sido
limitada por las defensas del huésped y no se multiplican. Estos
microorganismos "persistentes” son resistentes al tratamiento y no pueden ser
erradicados por farmacos. No obstante, si comienzan a multiplicarse (por
ejemplo, luego de suprimir la inmunidad celular del paciente) son totalmente

susceptibles a los mismos farmacos. (s)

Los microorganismos pueden perder la estructura "blanco" especifica de un
farmaco durante varias generaciones y por tanto hacerse resistente. Ejemplo:

los microorganismos susceptibles a la penicilina pueden cambiar a formas



51

deficientes de pared celular durante la administracion de penicilina. La ausencia
de la pared celular les confiere resistencia a los inhibidores de la pared celular
(penicilinas, cefalosporinas) que puede persistir durante varias generaciones.
Cuando estos microorganismos recuperan su forma bacteriana original y se
restablece la produccién de la pared celular, una vez mas son susceptibles a la

penicilina. (s

Los microorganismos pueden causar infeccion en sitios inaccesibles a los
antimicrobianos o donde éstos son inactivos. Ejemplo: los amino glucésidos
como la gentamicina no es eficaz en el tratamiento de la fiebre entérica por
Salmonella puesto que éstas son intracelulares y los aminoglucésidos no

ingresan a las células. )

Resistencia de origen genético a los farmacos.

La mayor parte de los microorganismos resistentes a los farmacos surge como
resultado de cambios genéticos y de los procesos subsecuentes de seleccion

por los antimicrobianos. (s)

3.7.2 Limitacion de laresistencia a los farmacos

En toda infeccion el surgimiento de la resistencia a los farmacos puede
reducirse al minimo de las siguientes maneras: 1) mantener concentraciones
del farmaco en los tejidos lo bastante grandes para inhibir la poblacién nativa y

la primera generacion de mutantes; 2) administrar simultaneamente dos
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farmacos que no produzcan resistencia cruzada para que cada uno retarde-el
surgimiento de cepas mutantes resistentes al otro farmaco (por ejemplo,
rifampicina e isoniacida en el tratamiento de la tuberculosis); y 3) evitar la
exposicion de los microorganismos a un farmaco particularmente valioso, cuyo

empleo debe limitarse principalmente a los hospitales. ()

3.7.3 Implicaciones clinicas de la resistencia a los farmacos

Unos pocos ejemplos ilustran el impacto del surgimiento de los
microorganismos resistentes a los farmacos y su seleccién por el vasto empleo

de antimicrobianos. (s)

Bacterias entéricas gramnegativas: En las bacterias entéricas casi toda la
resistencia a los farmacos se atribuye a la extensa transmision de plasmidos de

resistencia entre los diferentes géneros. (s)

La Salmonella que habita en animales también ha desarrollado resistencia, en
particular a los farmacos (sobre todo tetraciclinas) incorporados en los
alimentos para animales. La préactica de incorporar farmacos en los alimentos
para animales de granja tiene como objetivo hacerlos crecer con mayor rapidez,
pero se acompafia de un incremento de los microorganismos entéricos
resistentes a los farmacos en la flora fecal de las personas que trabajan en
dichas granjas. Un aumento concomitante de las infecciones causadas por
Salmonella resistente a farmacos en Inglaterra condujo a restringir los

suplementos de antibidticos en los alimentos para animales. En Estados Unidos
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el empleo continuo de suplementos de tetraciclina en los alimentos de animales
quizd contribuya a la propagacion de plasmidos de resistencia y de

microorganismos resistentes a los farmacos. (s)

Muchas bacterias gramnegativas de la flora normal del intestino poseen
plasmidos portadores de genes de resistencia a los farmacos. El empleo
excesivo de antimicrobianos, sobre todo en los pacientes hospitalizados,
condujo a la supresién de los microorganismos susceptibles a los farmacos en
la flora del intestino y a favorecer la persistencia y el crecimiento de las
bacterias  resistentes, incluso  Enterobacter, Klebsiella, Proteus,
Pseudomonas y Serratia, y hongos. EI ambiente confinado de los hospitales
favorece la transmision de estos microorganismos resistentes a través del

personal y de los fémites, y también por contacto directo. ()

3.8 Pruebas para determinar la resistencia antimicrobiana

3.8.1 Prueba de sensibilidad por difusion con discos (fundamento). (2s)

El principio detras de la técnica de andlisis es bastante simple. Cuando un disco
impregnado con antibidtico se pone en agar previamente inoculadas con la
bacteria de la prueba, el disco recoge la humedad y el antibiético difunde
radialmente hacia el exterior a través de la produccion de agar un gradiente de
concentracion del antibidtico. EI antibidtico estd presente en altas
concentraciones cerca de la disco y afecta minimamente los microorganismos

susceptibles (microorganismos resistentes creceran en el disco). A medida que
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la distancia del disco aumenta, las gotas de concentracion del antibiotico y solo
los patégenos mas susceptibles son perjudicados. Una zona o un anillo claro
esta presente en todo un disco de antibidtico después de la incubacion, si el
agente inhibe el crecimiento bacteriano. Cuanto mas amplia sea la zona que
rodea el disco, mas susceptible es el patdgeno. El ancho de la zona es también
una funcion de antibiético de concentracion inicial, su solubilidad, y su tasa de
difusion a través de agar. Asi, el ancho de zona no se puede utilizar para
comparar directamente la eficacia de dos antibidticos diferentes.
Actualmente, la prueba de difusién en disco que mas utilizan es el método de

Kirby-Bauer, que se desarrollé en la década de 1960. (29)

Con un asa de inoculacion se toma a cuatro o cinco colonias aisladas del
agente patdégeno que crece en agar y luego utilizada para inocular un tubo de
caldo de cultivo. Un hisopo de algodon estéril se sumerge en la prueba de
suspension bacteriana estandarizada y utilizada para inocular uniformemente
toda la superficie de una placa de agar Mueller-Hinton. Después de la superficie
del agar se haya secado durante unos 5 minutos, los discos de antibiético
apropiado de ensayo se colocan en ella, ya sea con pinzas esterilizadas o con
un dispositivo aplicador multiple. La placa se coloca inmediatamente en una
incubadora a 35. Después de 16 a 18 horas de incubacion, los diametros de las

zonas de inhibicién se miden con precision de milimetros.
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3.8.2 Limitaciones

La prueba de Bauer-Kirby, ha sido aceptada como la técnica estandar para la
realizacion de las pruebas de sensibilidad por difusién con discos; en la mayoria
de los casos brinda informacion atil. Hay, sin embargo, unas pocas limitaciones
distintivas. La prueba so6lo debiera aplicarse a especies bacterianas que han
sido cuidadosamente evaluadas. Las bacterias que crecen con lentitud, las que
necesitan nutrientes especiales, o las que requieren CO, o condiciones
anaerobias para su desarrollo no deben probarse, a menos que la validez del

procedimiento haya sido comprobada. (s)

3.9 Galerias API (34

Es un sistema de identificacion rapida para bacterias de la familia
Enterobacteriaceae y otras bacterias gram negativas. Consta en 21 tests

bioguimicos estandarizados y miniaturizados, y una base de datos.

La APl 20 E consta de 20 microtubos que contienen sustratos
deshidratados. Estas pruebas se inoculan con una suspension bacteriana que
reconstituye los sustratos. Durante la incubacién, el metabolismo produce

cambios de color ya sea instantanea o revelada por la adicién de reactivos.

Estas reacciones son leidas de acuerdo a la tabla de lectura, en la cual las
pruebas estan separadas en juegos de 3 microtubos y son evaluadas con 1,2,

y 4 indicadas por cada microtubo. Obteniendo la suma de cada juego de 3
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microtubos se forma un perfil de 7. La prueba de oxidasa constituye el test 21 y
es evaluada con 4 si produce una reaccion positiva. La identificacion es

obtenida introduciendo el perfil de 7 en el software de identificacion.

Los microorganismos a ser identificados deben ser aislados sobre un medio de

cultivo nutritivo o de acuerdo a técnicas microbioldgicas.
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IV. DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio.

Campo: El muestreo se realiz6 en los mercados de santa tecla distribuidos de la
siguiente manera: Mercado central de Santa Tecla, se muestreo 29 locales, y 1
local del mercado Dueiias; obteniendo una muestra de chorizo por local,
utiizando para cada muestra media libra, de igual forma se evalué las
condiciones higiénicas en la elaboracién de estos productos en el area de venta

por medio de una hoja de cotejo. (Ver anexo N°. 1)

Experimental: El andlisis se efectu6 en dos partes: la primera se realizé en las
instalaciones del laboratorio de microbiologia del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD) que consisti6 en el aislamiento de
Salmonella sp, y la segunda consistié en el desarrollo del antibiograma tanto
de los cultivos de cepa salvaje como la cepa ATCC, para conocer la resistencia
de la bacteria a los antibidticos en investigacion, esta etapa se realizé en las
instalaciones del laboratorio de microbiologia de Laboratorio Especializado en

Control de Calidad (LECC);

Transversal: Dicho estudio se llevo a cabo en los meses Noviembre —Diciembre

del afo 2010

4.2 Investigacion bibliografica:

Visita y consulta en las bibliotecas de las siguientes instituciones:
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- Biblioteca Dr. Benjamin Orozco, Facultad de Quimica y Farmacia de la

Universidad de El Salvador.

- Biblioteca central de la Universidad de El Salvador.

- Biblioteca Central de la Universidad Centroamericana (UCA).

- Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad Alberto Masferrer

(USAM).

4.3 Investigacion de campo

4.3.1 Hipotesis

4.3.1.1 Hipotesis nula

Ho. La multirresistencia no depende del tipo de antibiotico ni del origen de la

muestra

4.3.1.2 Hipotesis alternativa

H;. La multiresistencia depende del tipo de antibiético y del origen de la

muestra

4.3.2 Variables.

Variable independiente: Multirresistencia ante los antibiéticos

Variable dependiente: Antibiético
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4.4 Andlisis de datos
Universo y muestra
4.4.1 Universo

Las muestras de chorizos se recolectaron en los Mercados de Santa Tecla, los

cuales tienen un total de 43 locales que distribuyen chorizos.
4.4.2 Muestra

Se realizé un muestreo aleatorio simple, el cual consintié en la recoleccién de
un total de 30 muestras, de las cuales se muestreo 29 en el mercado Central
de Santa Tecla cada uno de ellos elegidos al azar y 1 muestra de mercado
Duefias. Se empleo una muestra con un peso de 0.5 Ibs. por cada local

muestreado.
Determinacion de tamafio de la muestra.

Asumiendo que el error muestral no es mayor a 5% y ademas que se

desconoce cualquier estimacion de Py Q (P, Q = 0.50)
Universo de la Muestra (N)= 43 locales

Error muestral (e) = 5% PyQ= 05
no= (PQ)/ e : no= (0.5*0.5)/ (0.05)> = 100

n=no/ (1+ (no/N)); n= 100/(1+ (100/43)) = 30.03 = 30 muestras de chorizo.
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4.5 PARTE EXPERIMENTAL.

Consiste en tres etapas:

- Aislamiento de Salmonella sp. Este procedimiento consiste en cinco
etapas: a) Enriquecimiento no selectivo o pre-enriquecimiento, en un
medio no inhibitorio. b). Enriquecimiento selectivo, en medios que
promueven la proliferaciéon de Salmonella sp e inhibe a microorganismos
competitivos. c¢) Inoculacion en medios selectivos vy diferenciales para
Salmonella sp. d) Purificacion de las colonias sospechosas en Agar

McConkey. e) Identificacion por pruebas bioquimicas.

- ldentificacion de microorganismo aislado (Galerias API 20E).

- Prueba de Difusion en Discos.

PROCEDIMIENTO.

4.5.1 Enriquecimiento ()

Pesar asépticamente 10 gramos de muestra directamente en un frasco de

dilucion conteniendo 90 mL de Caldo Lactosado.

Incubar 24h a 35°C + 2.0
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4.5.2 Aislamiento de Salmonella sp. 4

A las 24 horas tomar 1 mL de Caldo Lactosado y transferir a un tubo
conteniendo 10 mL de caldo Tetrationato (TT), y tomar 1 mL para

transferir a 10 mL de caldo Rapapport- Vassiliadis (RV). (Ver anexo 2)

Incubar el Caldo TT a 35 = 2.0°C y el Caldo RV a 42 + 0.2°C (En bafio

de agua termostaticamente controlado y con recirculacion), por 24 horas

Luego de 24 h de incubacion, tomar con un asa estéril, aproximadamente
10 uL de Caldo TT e inocular sobre los medios diferenciales: Bismuto

Sulfito, XLD y Hektoen Entérico.
Proceder de la misma forma para los tubos de Caldo RV inoculados
Incubar las placas por 24 h a 35°C.

Observar las caracteristicas de las colonias sospechosas: En agar
Bismuto Sulfito las colonias sospechosas son de color negro, con o sin
brillo metalico. En el Agar XLD las colonias sospechosas se observan de
color rojo, algunas con centro negro. En el agar Hektoen entérico las
colonias sospechosas se observan de color verde, algunas con centro

alargado negro. (Ver anexo N°. 3)

Inocular las colonias sospechosas en agar McConkey e incubar a 35°C

por 24 horas
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- Caracteristicas de las colonias sospechosas: Colonias incoloras, algunas

con centro negro

- De las colonias aisladas presuntivas sobre el agar McConkey inocular en

placas de TSA e incubar a 35°C por 24 horas.
4.5.3 Confirmacién Bioquimica

Usar el crecimiento de la placa con medio agar TSA para las siguientes

pruebas:
4.5.4 Agar TSI

- Se siembra utilizando un asa en punta, colonias en estrias sobre la
superficie del agar. Se incuban los tubos inoculados durante 24 h. a 35°C

+ 2.

- Los tubos positivos para Salmonella sp, se obtienen los siguientes

resultados: K/K, sin produccion de gas y algunos con produccién de H,S.
4.5.5 Pruebas bioquimicas con API 20E. (Ver anexo N°. 6)(34)

- Picar una o dos colonias sospechosas de Salmonella sp. De las placas
con agar TSA, con el asa bacteriolégica estéril y formar una suspensién
bacteriana, tomando como referencia un estandar Macfarland 0.5. (ver

anexo N°.6)
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Colocar agua en los alveolos de la camara API para proporcionar una

atmosfera himeda durante la incubacion.

Con la suspension bacteriana de la muestra inocular los tubos de la

galeria, y los test CIT, VP y GEL, llenar hasta la cupula.

Colocar parafina estéril a la cupula de los pocillos ADH, LDC, ODC,

URE, H,S. Esto se realiza con el objetivo de crear anaerobiosis.

Cerrar la camara de incubacion

Incubar a 35°C por 24 horas

Anotar resultados transcurrido un tiempo de 24 horas.

Al Pocillo VP colocar una gota de reactivo VP1 y una gota de Reactivo

VP2. Esperar un minuto para que se dé la reaccién y anotar el resultado

Al pocillo IND colocar una gota de reactivo JAMES y anotar el resultado

Al pocillo TDA colocar una gota de reactivo TDA y anotar el resultado

Del conjunto de reacciones y resultados obtener un perfil numérico de 7

cifras, el cual se introduce en el APIWeb 20E. (Ver Anexo N° 9)
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4.5.6 Prueba de Sensibilidad por el Método de Difusion en Disco (Kirby-
Bauer), para Salmonella sp aislada de las muestras. (25 (Ver anexo

N°.9)
4.5.6.1 Preparacién del estandar 0.5 MacFarland. (Ver anexo N°.11)

Para estandarizar la densidad del inoculo se utilizé como estandar o patrén de
comparacion una suspension de sulfato de bario 0.5 de la escala de Mac

Farland), preparada de la siguiente manera:

Se agrego 0.5 ml de una solucion de BaCl, 1% (P/V) a 9,5 ml de una solucién

de H,SO,4 1% (V/V) en constante movimiento para mantener la suspension.
Esta corresponde a una concentracion bacteriana de 1x108.
4.5.6.2 Preparacion del inoculo

- De una placa de cultivo con el microorganismo aislado de la muestras
incubadas por 18-24 h, se seleccionaron colonias aisladas y se preparo

una suspension directa en solucion salina al 0.9%

- La suspension se ajusto inmediatamente a la escala 0.5 de MacFarland.
Se realiz6 a la vez, una suspension con la bacteria de referencia

Salmonella ATCC 10708.
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4.5.6.3 Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de turbidez del inoculo se
sumergié un hisopo estéril en la suspension, se rotd el hisopo varias
veces presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por
encima del nivel del liquido para remover el exceso del liquido.

Se inocul6 la superficie seca de la placa de Mueller Hinton, estriando del
hisopo en tres direcciones para asegurar una distribuciéon uniforme del
inoculo. Antes de haber colocado los discos se dejo secar la placa a
temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso
de humedad superficial se absorbiera. ElI procedimiento anterior se

realizo por duplicado.

4.5.6.4 Aplicacion de discos

Los discos de sensibilidad utilizados fueron: Ampicilina 10 pg, Cloranfenicol 30

Mg, Trimetropin-Sulfametoxazol 25 pg, Ceftriaxona 30 ug y Ciprofloxacina 5 ug.

Se colocaron los discos individuales sobre la superficie del agar con la
ayuda de una pinza estéril presionando suavemente sobre cada disco

asegurandose un contacto completo con la superficie del agar.

Los discos no se removieron una vez que tomaron contacto con la
superficie del agar debido a que algunos antibiticos se difunden

rapidamente.
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45.6.5 Incubacion

- Se incubaron las placas a 35°C dentro de los 15 minutos posteriores a la

aplicacién de los discos, por un periodo de 16 a 24 horas.

- Después del tiempo de incubacion se examiné cada placa y se midieron
los diametros de los halos de inhibicion alrededor de cada disco (Ver

anexo N°. 9)
- Ver tabla de resistencia y sensibilidad en anexo N°.10
4.5.6.6 Lecturade las placas e interpretacion de resultados

- Se midieron los diametros de las zonas de inhibicion completa
(incluyendo el diametro del disco,) usando un calibrador, Se mantuvo
lluminada la parte posterior de la placa Petri con luz reflejadora localizada
a unos cuantos centimetros sobre un fondo negro. Se tuvo precaucion de
observar la placa siguiendo una vertical directa para evitar una lectura

erronea de las marcas del calibrador por efecto de paralelismo.

- El punto final se tom6 como el area que no muestra un crecimiento obvio
visible, que puede ser detectado mediante observacién visual, no
incluyendo velo de crecimiento o colonias muy pequefas que puedan ser

detectadas solo con mucha dificultad en el borde de la zona.
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- Los diametros de inhibicion fueron interpretados. La sensibilidad de la
cepa bacteriana es reportada como sensible (S), intermedio (I) o

resistente (R) (Ver anexo N°.10)
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V. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El muestreo realizado en los dos mercados ubicados en Santa Tecla,
departamento de La Libertad para la obtencién de 30 muestras divididas de la
siguiente manera: 29 muestras del mercado central de Santa Tecla y 1 muestra
del mercado Duefias; y su posterior analisis microbioldgico en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos, dio como resultados los datos que a continuacion

se presentan.

5.1 Hoja de Cotejo para el diagnostico de las condiciones higiénicas de los

locales que venden Chorizos. (Ver anexo N°.1)

Se realizd el diagnostico de cada uno de los locales mediante el uso de una
hoja de cotejo para la observacion de las condiciones higiénicas de las ventas

de chorizos, dando los resultados siguientes:

1. El producto es elaborado en el mismo lugar en el cual se encuentra la

venta

Cuadro N°. 3. Porcentaje de Chorizo que es elaborado en el mismo
lugar de venta.

Respuesta Porcentaje (%)
SI 50.00 %

NO 50.00%
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0.400
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Sl No

Producto de Chorizo elaborado en sala de venta

B Porcentaje

Figura N°. 1. Grafico de Porcentaje de Chorizo que es elaborado en el
mismo lugar de venta.

En la Figura N° 1. Se observa que un 50% de los locales realizan la
produccion de chorizos en el mismo lugar donde distribuyen el producto a la
poblacién. Se pudo observar que los locales son muy pequefios para la
produccion de chorizos, y ademas no cuentan con un area exclusiva libre de

contaminacion sino que se encuentran rodeados de muchas personas.

2. Cuenta el lugar con las condiciones necesarias para la elaboracién de

dicho producto.
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Cuadro N°. 4. Porcentaje de las condiciones necesarias que los
locales poseen para la elaboracion de chorizos

Condiciones Necesarias Sl NO
Paredes, techo y pisos limpios 13.33% 86.67%
Cuentan con Refrigeradora 100.00% 0.00%
Drenaje y agua potable 100.00% 0.00%
Depositos de desechos 90.00% 10.00%
Mesas en buen estado y limpias 66.67% 33.33%
100.00% 100.00%
100.00% 86.67%
80.00%
£ 60.00%
(]
>
>
2 40.00%
20.00% 13.33%
0.00%
Paredes, techo Cuentancon Drenajeyagua Depdsitosde Mesas en buen
y pisos limpios  Refrigeradora potable desechos estadoy
limpias
Condiciones necesarias para la elaboraciones de Chorizo
B S| ENO

Figura N°. 2. Grafico de porcentaje de las condiciones necesarias que

los locales poseen para la elaboracion de chorizos

En la figura N°. 2 Se observo que aunque los locales cuentan con todos los
recursos para implementar una produccion aséptica de chorizos, estos no dan
el mantenimiento necesario a ellos. Pues aunque el 90% de los locales cuentan
con depdésitos para los desechos, se observaron los desechos en el suelo y en

las mesas. También se observé que todos los locales cuentan con drenaje y
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agua potable, sin embargo el 86.67% de los locales tienen paredes, techos y

pisos sucios, y el 33.33% tienen mesas en mal estado y sucias.

El 100% de los locales cuentan con refrigeradora sin embargo se observé

insectos sobre el producto y sobre la materia prima durante la elaboracion.

3. El personal que elaboran el producto utilizan la vestimenta adecuada

para la manipulacién de las carnes con que se elabora el producto.

Cuadro N°. 5. Porcentaje de personal que utiliza la vestimenta necesaria
para la elaboracion del producto.

INSUMOS SI NO
Guantes 6.67% 93.33%
Redecillas 0.00% 100.00%
Gabacha 53.33% 46.67%
Mascarilla 0.00% 100.00%
100.00% 100.00%
93.33%
100.00%
80.00%
s 53.33%
@ 60.00%
=]
Q
§ 40.00%
20.00% 6.67%
. 0
0.00%
Guantes Redecillas Gabacha Mascarilla
Insumos
)| NO

Figura N°. 3. Grafico de porcentaje de personal que utiliza la vestimenta
necesaria para la elaboracion del producto.
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En la figura N°. 3 Se observa que el personal no cuenta con la vestimenta
necesaria para una aseéptica elaboracion de chorizos, ya que el 100% del
personal no utiliza redecilla ni mascarilla durante la manipulacion de la carne;
solamente el 6.67% utiliza guantes; se pudo observar que aunque el 53.33%
utiizan gabachas, las cuales no se encuentran limpias, sino con muchos
residuos de carne y suciedad en general, asi como también se encontraban

rotas y desarregladas.

4. El material utilizado para elaborar el producto se encuentra en buen

estado y limpio

Cuadro N°. 6. Porcentaje de Material que se encuentra en buen estado y
limpio para la elaboraciéon de chorizos.

INSUMOS SI NO
Cuchillos 70.00% 30.00%
Maquina Embutidora 6.67% 93.33%
Depositos de almac_enamiento de materia 0.00% 100.00%
prima
Depésitos de producto terminado 53.33% 46.67%
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. 100.00%
100.00% i
s .
b
3 60.00%
3
€ 40.00% 30.00%
20.00% 6.67%
. 0
0.00%
Cuchillos Magquina Depdsitos de Depésitos de
Embutidora almacenamiento producto
de materia terminado
prima
Material utilizado
ESI mNO

Figura N°. 4. Grafico de porcentaje de Material que se encuentra en
buen estado y limpio para la elaboracién de chorizos.

En la figura N° 4, se puede observar que la mayoria de locales se enfocan en la
limpieza de los cuchillos y los depositos para el producto terminado, sin
embargo, no dan la importancia a la limpieza de la maquina embutidora pues
solo en el 6.67% de los locales obervados las maquinas embutidoras se
encontraban limpias; las mismas condiciones se observaron para los depositos
de materia prima pues el 46.67% de locales observados tenian los depositos
sucios; pudiendo ocasionar contaminacion al producto. Tambien se observo que

en la limpieza solamente utilizaban jabon comercial y agua potable.



5. Se elabora otro tipo de producto

Cuadro N°. 7. Porcentaje de elaboracion de otro tipo de producto en
maquina embutidora

Respuesta SI NO
Se elabora otro producto 0.00% 100.00%

100.00%
80.00%
60.00%
40.00%

0.00%

Respuesta

S NO

B Se elabora otro producto

Figura N°. 5. Grafico del porcentaje de elaboracién de otro tipo de
producto en maquina embutidora

En la figura N°. 5 se puede observar que los comerciantes utilizan la maquina
embutidora exclusivamente para la elaboracion de chorizos, lo que evita una

contaminacion cruzada.

6. El producto es almacenado en las condiciones adecuadas

Cuadro N°. 8. Porcentaje de producto que es almacenado en las
condiciones adecuadas

Condiciones de Almacenamiento SI NO

Refrigerador 97.00% 3.00%

Sistema de refrigeraciéon durante venta 40.00% 60.00%

74
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97.00%
100.00%
80.00% 60,009
S 40.00%
o 60.00%
a
$ 40.00%
o 0,
20.00%
0.00%
Refrigerador Sistema de refrigeracion
durante venta
Condiciones de Almacenamiento
mS| mNO

Figura N°. 6. Grafico de porcentaje de producto que es almacenado en las
condiciones adecuadas.

En la figura N°. 6 se puede observar que aunque el 97% de los locales cuentan
con refrigerador, este solo es usado para el almacenamiento del chorizo
mientras este no se encuentra a la venta; de igual forma observamos que el
60% de los locales no utilizan un sistema de refrigeracién que les permita tener
el producto en enfriamiento mientras éste se encuentra a la venta, sino que lo
mantienen a temperatura ambiente, lo que podria ocasionar un aceleramiento

de deterioro al chorizo o provocar el crecimiento bacteriano en el producto.
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7. El producto se encuentra protegido de insectos en el lugar de venta

como en el lugar de elaboracion.

Cuadro N°. 9. Porcentaje de Producto que se encuentra protegido de
insectos en el lugar de venta y de elaboracion.

Condiciones de Almacenamiento Sl NO
Lugar de Venta 10.00% 90.00%
Lugar de Elaboracién 0.00% 100.00%

100.00%
90.00%
100.00%

90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%

10.00% a @ @

0.00%

Respuesta

10.00%

0,

Lugar de Venta Lugar de Elaboracion

Condiciones de Almacenamiento

ESI MNO

Figura N° 7. Grafico de porcentaje de producto que se encuentra
protegido de insectos en el lugar de venta y de
elaboracion.

En la figura N° 7 se refleja que es evidente que los comerciantes no tienen
conocimiento de la importancia de una buena proteccion del producto, ya que
tanto en el lugar de elaboracién como en lugar de venta el producto se observo
que es expuesto a la contaminacion, pues no se le proporcionan una proteccion

minima ni ante los insectos, que son vectores importantes de los
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microorganismos ni ante la misma contaminacion humana; lo que podria

ocasionar la contaminacioén microbiana de los chorizos.

8. Selimpia o desinfecta la maquina para embutir

Cuadro N° 10. Porcentaje de maquina embutidora que se limpian o
desinfectan

Sustancias que se utilizan Sl NO
Agua potable 100.00% 0.00%
Jabén 73.33% 26.67%
Desinfectante 0.00% 100.00%
100.00% 100.00% 100.00%
100.00%
80.00%
S
$ 60.00%
>
Q.
& 40.00%
[~
20.00% : .009 :
AN AN
0.00%
Agua potable Jabon Desinfectante
Sustancias que se utilizan
ESI MNO

Figura N° 8. Grafico de Porcentaje maquina embutidora que se limpian o
desinfectan

En el grafico N° 8 se observa como el proceso de limpieza utilizado no es el
adecuado para el equipo, ya que en el proceso de limpieza de la maquina
embutidora solamente se utiliza jabon detergente comercial y agua potable,
esto podria estar ocasionando un constante crecimiento microbiano dentro del

equipo debido a la falta de desinfectante en el proceso de limpieza. El 73.33 %



78

de locales utilizan jabon detergente para la limpieza de la maquina embutidora

pero el uso de jabon no es suficiente para una buena desinfeccion.
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PARTE EXPERIMENTAL

El Disefio experimental se dividio en tres procesos, los cuales fueron:

El aislamiento de Salmonella sp, que consistié en tres etapas: etapa de
pre-enriquecimiento que nos sirvio para proporcionarle al grupo de
bacterias los nutrientes necesarios para que pudiera crecer; etapa de
enriquecimiento selectivo, se le proporciona al microorganismo
Salmonella sp los nutrientes para sobrevivir y ademas el caldo posee
suplementos para inhibir el crecimiento de otras bacterias que pueden
competir por el nutriente; y etapa diferencial, que es donde Salmonella
Sp nos proporciona colonias caracteristicas que nos ayudan a
diferenciarlas y poder aislarlas.

El segundo proceso consistié en la Identificacion de Salmonella sp por
medio de galerias API. En este proceso se realizd primero la purificacion
de la bacteria utilizando agar MacConkey que también nos clasifica las
bacterias lactosa positiva y lactosa negativa; luego se utilizé caldo
inclinado TSI como prueba bioquimica para confirmar el aislamiento de
la bacteria y para poder realizar la identificacién se utilizé las galerias
API

En el tercer proceso se realizdé un antibiograma por el método de Kirby-
Bauer con las bacterias identificadas de Salmonella sp, utilizando los

discos de antibi6ticos establecidos.
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A continuacion se presentan los resultados de cada uno de los procesos

realizados en la parte experimental.

Cuadro N° 11. Resumen de Resultados del Analisis de aislamiento e

identificacion de Salmonella sp a partir de muestras de
chorizo.

Control T RP-VS Pruebas
de McConkey Bioquimicas API

muestra | XLD | BS | HEKTOEN [ XLD | BS | HEKTOEN TSI | Movilidad
1 - - - + + + - _ _ R
2 + - - R _ _ ) - - -
3 - * * - + - + + - -
4 + + + + _ _ + N N "
> - - - - - - - - - -
6 - + - + _ + - i - -
! - - - - - - - - - -
8 - + - + . j - i - -
9 + - + + - R j _ -
10 + - + . i + N - -
11 - - ; _ ) - - - - -
12 + +
13 +
14 - ; ; _ ; - - - - :
15 - + - R + + N _ - -
16 - ] ; _ : - - - - :
17 + + + _ + i _ i - -
18 - - - + + - _ ~
19 + + + + + N N "
20 - - ] _ ) - - - - :
21 - + - + 4 j N i - -
22 - - ] - ) - - - - -
23 - - ] - ) - - - - -
24 + + - _ + + ) i - -
25 - - ] _ ) - - - - -
26 - - - + + - R i j _
27 - - ; _ : - - - - :
28 - - ] R ) - - - - -
29 - + - + . _ _ i - -
30 - - + R ] - - - - -

- Negativo

+:. Positivo
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Se examinaron 30 muestras de chorizos, a las cuales se les analizo bajo las
mismas condiciones y siguiendo el mismo proceso. El cuadro No. 9 nos
muestra los resultados de las 30 muestras en cada uno de las etapas
realizadas. Se puede observar que se obtuvo informacién importante de las
siembras sobre agar McConkey y TSI para seleccionar las muestras que
utilizariamos para la siguiente etapa de identificacion por galerias API. Durante
el proceso de analisis fueron factores criticos, la temperatura, el tiempo de

incubacion y el analista, refiriéndose al manejo de muestras asépticamente.

Cuadro N° 12. Resultados de Bacterias Identificadas por API 20 E.

Control de Muestra Bacteria Identificada % ID
003 Citrobacter freundii 76.0
004 Salmonella sp 99.9
010 Providencia rettgeri 90.0
012 Salmonella sp 99.9
013 Salmonella sp 99.9
018 Providencia rettgeri 90.0
019 Salmonella sp 99.9

De las 30 muestras analizadas, 7 muestras presuntivas fueron ensayadas por
galerias API, de las cuales solamente 4 de las camaras API incubadas
proporcionaron un perfil de Salmonella sp, como se puede observar en el
cuadro N° 10. Los perfiles que se introdujeron al APIWeb proporcionan un
porcentaje de confianza (% ID) para la identificacion de la bacteria, con lo que
se puede evaluar si se rechaza o no la prueba de galeria API. (Ver anexo

NC.15)
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Cuadro N° 13. Porcentaje de muestras con presencia de Salmonella sp.

Resultado Porcentaje
Muestras con presencia de Salmonella sp 13,33%
Muestras con ausencia de Salmonella sp 86,67%
86.67%
100.00%
80.00%
"3 60.00%
o . ()
a
£ 40.00% 13.33%
k! .
20.00%
0.00%
Presencia Ausencia
Incidencia de Salmonella sp en muestras de Chorizo

Figura N° 9. Grafico de las muestras con presencia de Salmonella sp.

Del 100 % de las muestras ensayadas, en el 13.33% de las muestras se aislo
Salmonella sp. Pero es importante mencionar que aunque solo en 4 muestras
se identific6 Salmonella sp., se observo que las muestras restantes
presentaron abundante crecimiento de bacterias gram negativas en mayor
concentracion, aunque también se pudieron observar bacterias gram positivas,
lo que nos indica la alta concentracibn microbiana que existe en productos

carnicos como los chorizos.



Cuadro N° 14.
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Cuadro Interpretativo del halo obtenido, basado en Performance

Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Disk tests, CLSI
(formerly NCCLS). (3) (Ver anexo N°.10)

R o . | Resistente | Intermedio | Sensible
Antibiético Cdédigo mcg/ disco | Simbolo
mm 0 menos Mm mm o0 mas
Ampicilina SD002-1CT 10 A 13 14-16 17
Ciprofloxacina | SD060-1CT 5 Cf 15 16-20 21
Ceftriaxona SD065-1CT 30 Ci 13 14-20 21
Cloranfenicol | SD006-1CT 30 Ce 12 13-17 18
Trimetropin- | ghq0.1cT 25 Co 10 11-15 16
Sulfametoxazol

Cuadro N° 15.

Valores promedio de los resultados de diametro (mm) obtenidos

en la prueba de difusién en discos (Kirby Bauer). (Ver anexo

N°.16)
Antibiotico / Muestra Muestra 13 | Muestra 19 | Muestra 12 | Muestra 4 | Cepa ATCC
Ampicilina 10 pg 5 mm 5 mm 5 mm 5 mm 9 mm
Ciprofloxacina 5 pg 25 mm 30 mm 31 mm 27 mm 33 mm
Trimetropin-Sulfa 25 ug 8 mm 12 mm 13 mm 20 mm 17 mm
Ceftriaxona 30 ug 20 mm 21 mm 22 mm 20 mm 23 mm
Cloranfenicol 30 ug 27 mm 24 mm 24 mm 27 mm 30 mm
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35

>( >/ ——Ampicilina 10 mcg
25

_-“l-_—-'—'
—— T — — Ciprofloxacina 5 mc
15 Trimetropin-Sulfa 25
mcg
10
Ceftriaxona 30 mcg

Cloranfenicol 30 mcg

5 /

Muestra Muestra Muestra Muestra  Cepa
13 19 12 4 ATCC

Figura N° 10. Valores promedio de los resultados de diametro (mm) obtenidos
en la prueba de difusion en discos (Kirby Bauer).

Las muestras ensayadas con los antibidticos establecidos presentaron
respuesta similares ante los antibiéticos Cloranfenicol, Ampicilina, Ceftriaxona y
Ciprofloxacina, pero ante el antibiético Trimetropin-Sulfametoxazol las 4
muestras presentaron respuestas diferentes e independientes. En la figura
N°.10 se puede observar que existe una tendencia de crecimiento cuando se
trata de la cepa ATCC, pues es en la que se obtuvo mayor diametro de halos

ante los antibidticos ensayados. (31 mm)
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Cuadro N° 16. Porcentaje de resistencia antimicrobiana presentada por
Salmonella sp.

o Porcentaje de resistencia.
Antibidtico / Muestra - - -
Sensible Intermedio Resistente
Ampicilina 10 pg 0.0% 0.0% 100.0 %
Ciprofloxacina 5 ug 100.0 % 0.0 % 0.0 %
Trimetropin-Sulfametoxasol 25 g 25.0 % 50.0% 25.0 %
Ceftriaxona 30 ug 100.0 % 0.0 % 0.0%
Cloranfenicol 30 ug 100.0% 0.0% 0.0%
100% 100% 100% 100%
100%
90%
80%
70%
£ 60%
()
3 50%
w
& 40%
0, 0,
30% 25/; 25/)
20%
0% 0% 0% % % 0%
E/.:,—/.jj

0%
Ampicilina10 pg  Ciprofloxacina 5 ug Trimetropin- Ceftriaxona30 ug  Cloranfenicol 30 pg
Sulfametoxasol 25

g
Sensibilidad antimicrobiana
m Sensible ®Intermedio = Resistente

Figura N° 11. Grafico de las muestras de chorizo con Salmonella sp que
presentan resistencia antimicrobiana.

En la figura N° 11 se observa que el 100% de las muestras fueron Resistente
ante el antibidtico Ampicilina y el 25% fue resistente ante el antibibtico
Trimetropin-Sulfametoxazol. Los cultivos de cepas salvajes aislados a partir de
las muestras de chorizos fueron 100.0% sensible ante los antibidticos

Cloranfenicol, Ciprofloxacina y Ceftriaxona y el 25.0% ante el antibi6tico
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Trimetropin-sulfametoxazol. Y entre los cultivos ensayados el 50.0% presento

sensibilidad intermedia ante el antibidtico Trimetropin-Sulfametoxazol.

Cuadro N°17. Clasificacion de los perfiles de resistencias presentados por la

cepa control (ATCC)

Antibidtico. Clasificacion de sensibilidad.
Ampicilina 10 ug. Resistente
Ciprofloxacina 5 ug Sensible
Trimetropin-Sulfametoxasol 25 ug Sensible
Ceftriaxona 30 pg Sensible
Cloranfenicol 30 pg Sensible

Segun el andlisis realizado, podemos observar que la cepa Salmonella ATCC

10708, presenta sensibilidad ante

los antibiéticos Ciprofloxacina 5 ug,

Ceftriaxona 30 pg, Cloranfenicol 30 pg y Trimetropin-Sulfametoxasol 25 ug; por

el contrario presenta resistencia ante el antibiético Ampicilina 10 ug.
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VI. CONCLUSIONES

. Los chorizos derivados de ganado porcino y bovino que se muestrearon en
los mercados de Santa Tecla, no cumplen con las medidas de higiene

alimentaria necesarias para su elaboracion y comercializacion

. Se identifico un 13.33 % de incidencia de Salmonella sp en las muestras

de chorizo recolectadas en los mercados de Santa Tecla

. Del total de muestras analizadas el 86.67% no posee incidencia de
Salmonella sp, sin embargo, en el proceso de aislamiento se detectaron
otras bacterias gram negativas, lo cual indica una baja calidad microbiolégica

del producto y por lo que no es apto para el consumo humano.

. En la multirresistencia que presentaron los cultivos de cepas de Salmonella
sp, se aceptd la hipotesis alternativa: la multiresistencia depende del tipo u

origen de la muestra asi como del tipo de antibiotico.

. Los cultivos de cepas salvajes aislados e identificados de Salmonella sp,
presentan sensibilidad ante los antibiéticos Ciprofloxacina 5 ug, Ceftriaxona

30 ug, Cloranfenicol 30 ug.

. Los Cultivos de cepas aisladas presentaron respuestas diferentes (sensible

25%, intermedio 50% Yy resistente 25%) ante Trimetropin-Sulfametoxazol.
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7. El antibiograma realizado a las muestras de chorizo seleccionadas con
presencia de Salmonella sp demuestra que los cultivos de cepas salvajes

son resistentes al antibiético Ampicilina 10ug.

8. La resistencia de chorizos es debido posiblemente al uso indiscriminado de
antibiéticos en animales, los cuales pueden transmitirse al hombre por el uso
de estos alimentos, representando un problema de salud por el aumento del

riesgo de diseminacion de estas cepas resistentes
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VIl. RECOMENDACIONES.

1. Realizar futuros estudios orientados a la investigacion de la calidad de los
chorizos comercializados en otros lugares del pais utilizando mayor niamero
de muestras, ya que durante el desarrollo de la investigacién se encontraron
otros microorganismos diferentes de Salmonella sp, los cuales pueden ser

agentes patdgenos causantes de enfermedades.

2. A las instituciones competentes del area de salud, como el Ministerio de
Salud, ONG’s u otras instituciones, agregar programas de capacitacion para
el manejo y uso de instalaciones adecuadas dirigidas al personal que

elabora, distribuye y comercializa chorizos u otros tipos de carne.

3. Al Ministerio de Salud Publica realizar monitoreo periédicamente, para el
control de la calidad de los productos alimenticios que se comercializan en

los mercados de todo el pais.

4. A la Universidad de EI Salvador, gestionar convenios o proyectos de

Microbiologia, enfocadas a la calidad de los productos alimenticios del pais.

5. Al gremio de médicos no incluir el antibiético Ampicilina para el tratamiento
de enfermedades producidos por Salmonella sp., ya que la cepa salvaje de

este agente patdgeno presento resistencia frente a este antibidtico.
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6. A las alcaldias y Unidades de Salud de los municipios, inspeccionar
periodicamente las condiciones de saneamiento y calidad de alimentos que

se comercializan en sus mercados.
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GLOSARIO.

ATCC: en inglés, American type culture collection. Es una organizacion privada
sin fines de lucro cuya misibn se centra en la adquisicién, autenticacion,
produccion, conservacion, desarrollo y distribucion de referencia estandar de
microorganismos, lineas celulares y otros materiales para la investigacion en la

ciencia de la vida

Cepa ATCC: American Type Culture Collection [ATCC] es un material biolégico
de referencia certificado. La coleccién certifica que se suministra una
determinada cepa, que es un cultivo puro, y que se han observado las
convenientes pruebas morfoldgicas, bioquimicas 'y  moleculares
correspondientes. (25)

Galeria APl 20E: (Sistemas de identificacion multipruebas). La bateria de
pruebas API20E es un sistema de identificacion rapida para bacterias de la
familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram -. Basicamente consta de 21
tests bioquimicos estandarizados y miniaturizados, y una base de datos. Este
sistema presenta las ventajas de ser rapido, eficaz y de permitir realizar
numerosas pruebas a la vez. Cada tira de APl 20E contiene 20 microtubos o
pocillos con distintos sustratos deshidratados. Cada tubo es una prueba
bioquimica distinta. La prueba numero 21, la oxidasa, se hace de forma

independiente a la tira. @9



NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards, el cual desde
enero del 2005 oficialmente cambio su nombre a Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI). 17)

TSI: Tri Sugar Iron. Medio universalmente empleado para la diferenciacion de
enterobacterias, en base a la fermentacion de glucosa, lactosa, sacarosa y a la

produccion de acido sulfhidrico. (29)



ANEXOS



ANEXO N° 1

HOJA DE COTEJO.



HOJA DE COTEJO SOBRE CONDICIONES HIGIENICAS DE LOS
CHORIZOS COMERCIALIZADOS EN LOS MERCADOS DE SANTA
TECLA

Obijetivos: Conocer las condiciones higiénicas y de elaboracién que se
les da los chorizos comercializados en los mercados de Santa Tecla.

1. El producto es elaborado en el mismo lugar, en el cual se encuentra a la
venta: sil] No []

2. Cuenta el lugar con las condiciones necesarias para la elaboracion de
dicho producto:

- Paredes, techo y piso limpios. sil] No []
- Cuentan con refrigerador. sil] No []
- Drenaje y agua potable. Si[ ] No [ ]
- Depositos de desechos. Si[] No [ ]
- Mesas en buen estado y limpias. sil] No [

3. El personal que elabora el producto utiliza la vestimenta adecuada para

la manipulacion de las carnes con que es elaborado el producto.

- Guantes Si[] No[]
- Redecillas sil] No []
- Gabacha. Si[] No [ ]
- Mascarilla. sill] No L

4. El material utilizado para elaborar el producto se encuentra en buen
estado y limpio.
- Cuchillos. sil] No []



- Maquina embutidora. Si[] No [ ]

- Agua utilizada. sil] No []
- Depésitos de almacenamiento de
materia prima. sil] No []
- Depositos de producto terminado. Si[] No [ ]
5. Se elabora otro tipo de producto. Sil] No[ ]

- ¢, Qué tipo de producto?

- Esta siendo elaborado en la misma

en la que se preparan los chorizos.  Si[] No[ ]
- Ambos son almacenados en el

mismo lugar. Si[] No[ ]

6. El producto es almacenado en las condiciones adecuadas.
- Refrigerador. Si[ ] No[ ]
- Mientras el producto esta a la venta,
(Vista al publico) cuenta con algun

tipo de sistema de refrigeracion. Si[] No[ ]

7. El producto se encuentra protegido de insectos en el lugar de venta

como en el lugar de elaboracion.

Si[] No[ ]

8. Se limpia o desinfecta la maquina para embutir
- Utiliza agua potable. sil] No []
- Utiliza cualquier tipo de jabén. Si[] No []

- Es usado un desinfectante
especifico. Si[] No []



ANEXO N° 2
MATERIALES Y EQUIPO DE LABORATORIO. ()



Materiales y equipo de laboratorio.

MATERIALES Y EQUIPO

- Cuchillos estériles

- Cucharas estériles

- Frascos de dilucién

- Pipetas de 10 mL

- Pipetas de 5 mL

- Pipetas de 1 mL

- Placas de Petri de plastico vacias estériles
- Placas de Petri de plastico triespacios
- Placas de Petri de Vidrio

- Tubos con tapon de rosca

- Perilla

- Lampara de luz UV

- Bafio de Maria

- Estufa

- Mechero

- Asa de siembra

- Hisopos



Termometro

Incubadora

Balanza

Regla

Pizeta

Gotero de plastico
Camara de Bioseguridad
Pinzas estériles

Parafina liquida esteéril
Probeta

Balon volumétrico 100.0 mL
Jeringa de 1 mL

Gradillas

MEDIOS DE CULTIVO

Caldo Lactosado

Caldo Tetrationato (TT)
Solucién Salina

Caldo triplicada Soya (CASO)

Caldo Rapapport - Vassiliadis(RV)



Agar TSI (triple azucar hierro)

Agar motilidad

Agar MacConkey

Agar Bismuto — Sulfito

Agar Hektoen entérico

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)

Agar Mueller- Hinton



ANEXO N° 3

Aislamiento de Salmonella sp.()



PRE- ENRIQUECIMIENTO
Pesar 10 g de muestra, en 90 mL de Caldo Lactosado

A

18-24 h, 37 °C
ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO
Transferir 1 mL
o / \ o
ST s
35+2°C, 24 h I i 42+2°C, 24 h
=
10 mL Caldo TT 10 mL Caldo RVSP
Transferir 10 yL Loop/ placa Transferir 10 uL Loop/ placa
D D
XLD Agar < P> XLD Agar
35+2°C,24h

O

@ 35+2°C, 24 h

BS Agar‘ > BS Agar

O

4 >

HE Agar HE Agar

Figura N° 12. Esquema del procedimiento para el aislamiento de Salmonella
sp.



De las colonias
caracteristicas de
Salmonella sp en
agar diferencial.

24 h, 35°C

Agar TSA

A
v

acConkey agar Agar TSI

Incubar por p (0

24 ha35°C

-\ §

iy

Figura N° 13. Esquema del procedimiento de purificacion de bacterias

presuntivas de Salmonella sp.



ANEXO N° 4

Método bacteriologico para aislamiento de Salmonella sp.(4)



1. Medios de cultivo diferencial: Los medios EMB, de McConkey o de
desoxicolato permiten detectar con rapidez los microorganismos no
fermentadores de lactosa (no sélo Salmonella y Shigela, sino también proteus,
serratia, pseudomonas, etc.). Los microorganismos gram-positivos presentan
cierta inhibicion. EI medio con sulfuro de bismuto permite la deteccién rapida de
la Salmonella typhi, la cual forma colonias de color negro debido a la

produccion de H,S, muchas salmonellas producen H,S.

2. Medios de cultivo selectivo: La muestra se coloca sobre agar salmonela-
shigela (SS), agar entérico Hektoen, o agar de desoxicolato-citrato, las cuales
favorecen el crecimiento de salmonellas y shigellas mas que el de otras

enterobacteriaceas.

3. Enriquecimiento de cultivo: Las muestras (habitualmente heces) también
se colocan en caldo selenito o tetrationato, ambos inhiben la replicacion global
de las bacterias intestinales y permiten la multiplicacion de las salmonellas.
Después de la incubaciéon por 1 o 2 dias, se colocan sobre placas con medios

diferenciales y selectivos.

4. Identificacion final: Las colonias sospechosas en los medios sélidos se
identifican mediante patrones de reaccion bioquimica y pruebas de aglutinacion

en laminilla con suero especifico.



ANEXO N°5

MORFOLOGIA TIPICA DE COLONIAS DE Salmonella sp EN MEDIOS
SELECTIVOS Y PURIFICACION



Cuadro N° 18:

Morfologia tipica de colonias
selectivos y purificacion. (is)

de Salmonella sp en medios

Medios de
Cultivo
Selectivos y de
Purificacién

Morfologia tipica de colonias de

Salmonella sp

Reaccidn de especies de
Salmonella

Negativo Positivo

Agar Bismuto
Sulfito (BS):

Colonias cafés, grises 0 negras con
o sin brillo metalico. Muestran un
incremento gradual en el
ennegrecimiento (debido a H,S) del
medio alrededor de la colonia al
incrementar el tiempo de incubacién.

Agar Hektoen
entérico (HE)

Colonias en coloracion de azul a
azul verdosa. Muchos cultivos de
Salmonella sp. Pueden producir
colonias con centro negro largos o
pueden aparecer colonias comple-
tamente negras.

Colonias rosadas con o sin centros

Agar Xilosa negros. Muchos cultivos de

lisina Salmonella sp. pueden producir

desoxicolato colonias con centros largos vy

(XLD): brillantes o pueden aparecer colo-
nias casi completamente negras.

Las colonias tipicas de Salmonella

Sp, son lactosa negativa y aparecen

Agar como colonias incoloras sobre el

MacConkey: medio. Las bacterias lactosa posi-

tiva aparecerdn como colonias de
color rosado fuerte.




ANEXO No. 6

Reacciones bioquimicas de Salmonella sp

Cuadro N° 19. Reacciones bioquimicas de Salmonella sp. ()

Medio

Reaccion

Observacion

Reaccidén de especies de
Salmonella sp

Positivo Negativo

Agar Hierro
Tres
Azlcares

Utilizacién de la
lactosa y/o sucrosa

Pico de flauta
alcalino (rosado)

Utilizacién de la
glucosa

Fondo amarillo

Produccion de H,S

Ennegrecimiento
del pico y/o fondo

Formacién de gas

Bolsas de aire en
el medio

Medio
Movilidad
(SIM)

Determinar si el
microorganismo es
movil o inmovil
(presencia de
flagelos).

enturbiamiento
homogéneo del
medio, con o sin
ennegrecimiento




ANEXO N° 7

IDENTIFICACION DE CULTIVOS AISLADOS MEDIANTE GALERIAS
API 20E. (34



A partir de una colonia bien
aislada, hacer una suspension

utilizando como estandar

Macfarland 0.5

Llenar con la suspension de bacteria los

Tubos, no la cupula, de todos los pocillos

Llenar la ctpula de los pocillos

CIT,VPy GEL con la

Suspensién bacteriana

bt P i

¢ 13

Cubrir con parafina la cupula de los

pocillos ADH, LDC, ODC, URE, H,S q

para obtener anaerobiosis

(=

Incubar a 37°C durante 18-24h

Anotar los resultados inmediatos.

Se obtendra un perfil numérico de 7

el cual seré introducido al APIWeb



ANEXO N° 8

INTERPRETACION DE RESULTADOS DE PRUEBAS API



Cuadro N° 20. Reacciones API 20E BIOMERIEUX (34

Prueba Reaccion / Enzimas Negativo Positivo
ONPG Beta-galactosidasa sin color Amarillo
ADH Arginina deshidrolasa Amarillo rojo o naranja
LDC Lisina descarboxilasa Amarillo rojo o naranja
OoDC Ornitina descarboxilasa Amarillo rojo o naranja
e, . azul oscuro o
CIT Utilizacién del citrato Verde turquesa
H2S Produccibnde H2 S sin precipitado precipitado negro
negro
URE Ureasa Amarillo rojo o naranja
TDA Tript6fano desaminasa Amarillo marron-rojo
IND Produccion de Indol Amarillo color rosa o anillo
rosa-rojo
VP Produccién de acetoina (Voges- sin color rosa-rojo
Proskauer)
GEL Gelatinasa sin difusion difusién de pigmento
GLU Fermentacidn/oxidacion de glucosa azul o verde amarillo
MAN Fermentacion/oxidacion de manitol azul o verde amarillo
INO Fermentacion/oxidacion de inositol azul o verde amarillo
SOR Fermentacidn/oxidacion de sorbitol azul o verde amarillo
RHA Fermentacion/oxidacion de ramnosa azul o verde amarillo
SAC Fermentacion/oxidacion de sacarosa azul o verde amarillo
MEL Fermentacion/oxidacion de melobiosa azul o verde amarillo
AMY Fermentacion/oxidacion de amigdalina azul o verde amarillo
ARA Fermentacion/oxidacion de arabinosa azul o verde amarillo




ANEXO N°9

Reacciones positivas- negativas de la galeria API 20 E (34

owss' A0t | 456 | 60C (1Gm) 1 unt | 04| w | Ve (G Gue fuan | W0

SOR | AMA | SAC MEL | AuY ARA | o
™ | ~

R e S R I I O
Negativo = 1 1 ‘
] [Blw | wlvluv|vvuluy

” ;'ill'ii.;g. riftll il‘:l'\l

Positivo |— ‘ ’ ,

wulwlow | 00 |

Figura N° 14. Reacciones positivas- negativas de la galeria APl 20 E




ANEXO N° 10.

Determinacién de resistencia antimicrobiana por medio del Método
de Difusion en discos. (s

CULTIVO SIEMBRA EN TSA
FRESCO

COLOCAR DISCOS

|
INCUBAR 1§
37°C, 1824 ]

Figura N° 15. Esquema del procedimiento para la determinacion de resistencia
antimicrobiana por medio del método de difusion en discos.



ANEXO N° 11

CUADRO DE INTERPRETACION DEL TAMARNO DEL HALO, BASADO
EN RESULTADOS OBTENIDOS USANDO AGAR MUELLER HINTON.



Cuadro N° 21. Cuadro de interpretacion del tamafio del halo. Basado en resultados
obtenidos usando Agar Muller Hinton. (3)

Diameter of zone of inhibition in mm
Resi- Inter- Sen- " o
" o Quality Control Limits
Produc | Antimicrobial Sym- | Disc stant | mediate | sitive
t code Agent bol Content
mm E. s. P E. H. H. S.pneumo- | N.gono-
mm mm aerugi-
or or coli aureus nosa coli influenzae influenzae niae rrhoeae
less more ATTC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
25922 25923 27853 35218 49247 49766 49619 49226
SDO035 Amikacin Ak 30 ug 14 15-16 17 19-26 20-26 18-26 - - - - -
SD063 | Amoxyclin / Clavulanic acid Ac 20/10 pg
When testing Haemophilus spp. (30pg)
And Staphilococci
When testing 19 - 20 - 28-36 - 17-22 15-23 - - -
Enterobacteriaceae 13 14-17 18 18-24 - - - - - - -
SD002 | Ampicilin A 10 ug
When testing
Enterobacteriacae 13 14-16 17 16-22 = = 6 = = = =
When testing Staphilococci 28 - 29 - 27-35 - - - - - -
When testing Haemophilus spp. 18 19-31 22 - - - - 13-21 - - -
When testing S. pneumoniae - - - - - - - - - 30-36 =
When testing Streptococcus . . . . . . . . . . .
Other than S. pneumonia 18 19-25 26 = = = = = = = =
SD112 | Ampicilin / Sulbactan As 10/ pg
When testing
Enterobacteriaceae
and Staphilococci 11 12-14 15 19-24 29-37 - 13-19 - - - -
When testing Haemophilus spp. 19 - 20 - - - - 14-22 - - -
SD110 Ci 30 ug
Ceftriaxone
When testing Haemophilus spp. 13 14-20 21 29-35 22-28 17-23 = = = = =
When testing S. pneumoniae = = 26 = = = = 31-39 = = =
When testing Streptococcus = = = = = = = = = 30-35 =
other tha S. pneumoniae 24 25-26 27 = = = = = = = =
When testing N. gonorrhoeae . . - . . . . . . .
- — 35 = - = - - - - 39-51
SDO050 Cephalothin Ch 30 ug 14 15-17 18 15-21 29-37 - - - - 26-32 -
SD040 | cephotaxime Ce |30ug 14 15-22 23 29-35 25-31 18-22 - - - - -
When testing Haemophilus spp. - - 26 - - - - 31-39 - - -
When testing S. pneumoniae - - - - - - - - - 31-39 -
When testing Streptococcus . 26-27 . . . . . . . .
other than S pneumoniae 25 . 28 - - - - - - - -
When testing N. gonorrhoeae - - 31 - - - - - - - 38-48
SD006 ) C [ 30ug
Chloramphenicol 13-17 18 21-27 19-26 = = = = = =
When testing Haemophilus spp. 12 26-28 29 = - - = 32-40 = - =
When testing S. pneumoniae 25 - 21 = - = = - = 23-27 =
When testing Streptococcus 20 . . . . . . . . . .
other than Streptococcus 1-7 18-20 21 = = = = = = = =
SD245 Cinoxacin Cin 100 pg 14 15-18 19 26-32 - - - - - - -
SD060 ; n f
Gritesn ' G| o 15 16-20 21 | 3040 | 2280 | 2533 - - - - -
When testing Haemophilus spp. _ _ 21 _ _ _ _ 34-42 _ _ _
When testing N. gonorrhoeae 27 28-40 41 _ _ _ _ _ _ _ 48-58
SD192 | Clarithromycin Cw 15 ug
When testing Streptococci 16 17-20 21 - - - - - - 25-31 -
When testing Staphylococci 13 1417 18 - 26-32 - - - - - -
When testing Haemophilus spp. 10 1-20 13 - - - 11-17 11-17 - - -
SDO051 Clindamycin Cd 2 ug
When testing Staphylococci 14 15-20 21 - 24-30 - - - - -
When testing Streptococci 15 16-18 19 - - - - - 19-25 -
SD009 Colistin Cl 10 ug 10 - 11 11-17 - 11-17 - - - - -
SDO010 Co-Trimoxazole Co
(Trimethoprim/ 1,25/ 10 11-15 16 23-29 24-32 = = 24-32 = = =
Sulphamethoxazole) 23,75 pg . . . . . . . o 5 o o
When testing S pneumoniae 15 16-18 19 - - - - - - 20-28 -
SD039 Trimethopim Tr 5 g 10 nov-15 16 21-28 19-26 - - - - - -
SD045 Vancomycin va 30 g _
When testing Staphylocci _ _ _ . _ _ _ _ _ _
When testing Streptococci _ _ ﬁ _ 17_21 _ _ _ _ 53 _




ANEXO N° 12

PREPARACION DEL ESTANDAR McFARLAND 0.5 @y



Los estandares de McFarland se preparan agregandole Cloruro de Bario a una
solucion de acido Sulfarico para obtener un precipitado de Sulfato de Bario. Se
puede preparar estandares con varios grados de turbidez, ajustando los
volimenes de ambos reactivos, lo que representa distintas concentraciones de
bacterias. El estandar usado mas comunmente en el laboratorio de
microbiologia para los métodos de sensibilidad de rutina es el 0.5; el cual

representa 1.5 x 10 & bacterias por mL

A. Reactivos

- Acido Sulfarico 1%
- Agregar 90 mL de agua destilada a un frasco graduado de 100 mL
- Con un pipeta agregar 1 mL de Acido Sulftrico concentrado
- Llevar a volumen con agua destilada.

- Cloruro de Bariol% (p/v)
- Pesar 1,0 de BaCl,.2H,0 en un beaker
- Agregar 50 mL de agua destilada y mezclar hasta disolver

- Transferir a un baléon volumétrico de 100 mL y llevarlo a volumen

con agua destilada.



B. Procedimiento

- Agregar aproximadamente 8.5 mL de Acido Sulfdrico a un frasco

graduado de 10 mL.

- Con una pipeta de 0.5 mL agregar 0.5 de BaCl, al 1% gota a gota al

Acido Sulfdrico manteniendo una agitacion constante

- Llevar a 10 mL de volumen con Acido Sulfdrico

- Agitar con agitador magnético por 3 a 5 minutos

- Examinar la solucién visualmente para asegurarse de que sea

homogénea sin precipitados visibles



ANEXO N° 13

CERTIFICADO CEPA ATCC



1CC - Certificate of Analysis

o T ETBTETEGER

ATCC NUMBER: 10708
ORGANISM:  Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis seravar Choleraesuis
LOT: 3352945 EXPIRATION DATE: 2012-06
PRODUCT DESCRIPTION: Bacteriad celis suspended in un appropriaie eeseprotectant,
STORAGE:  +2% 10 -8 (. for ireeve-dried cuitures
=20°C or lower Tor frozen cultures

Nate: Do net stwre i Treesers witl adefrost evele. This will evpose the sals W inereased temperatores.

=800 C orvaper-phise liguid nitrogen (<196 Cis preferred for fons-tevmn storage, more than one month,
QUALITY REQUIREMENTS:

Viability: Material in o sullicient sample of the Tol rehy drated aecording o
standard procedures, was cultured and found siable oneecommended medium

at recommended emperature.

Purity:  Cultures on liguid and solid media were examined for and Towad lree of.
visible contamination.

Identity: Culture appearinee ad microscopic characters were compared o a spegies
description and illustrations (it available).

Content: Cultures were evaluated for adequade vield of viable matenial

All results pussed ATCC specilications.

Date:  February 27, 2004

ATCC hereby represeats amd warranis that ene msennal provadad under thi~ cortlicate has been subpecied e bs s and procedures spectlied asd tha
the results deseribed. slong soith une other data provded mhis verrinicate e rae aad correct o e sest ol Vi e kioss ledue and belive

© ATCC 2003 Al nghis reserved
ATCCT isaregistered trodemark et the Amercan [y pre Caiare Collection
This product ss intended Tor labaraers rescire e prarposes onla T i~ not ontesaded B s in hintans

American Type Culture Collection 800-638-6587 or 703-365-2700
P.O. Box 1548 Fax: 703-365-2750
Manassas, VA 20108 USA E-mail: tech@atcc.org
WWw.alce.org Or contagt your local distributor

Figura N° 16. Certificado de cepa ATCC.



ANEXO N° 14

RESULTADOS DEL PROCESO DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
DE Salmonella sp.



Figura N° 17. Muestras de chorizo previamente pesadas y listas para
incubacion. Etapa de pre-enriquecimiento.

1
.
3

Figura N° 18. Controles negativos de lote de los caldos Rappaport y
Tetrationato. Etapa de Enriquecimiento Selectivo



Figura N° 19. Muestras en proceso, pase de etapa de pre-enriquecimiento (Caldo
lactosado incubado a 35°C) a etapa de Enriquecimiento selectivo.

a)

Figura N° 20. Controles negativos de lotes de los Agar: a) XLD, b) BS y ¢)
HEKTOEN, luego de Incubacién a 35°C por 24 hrs.



Figura N° 21. Etapa de aislamiento en medio diferencial Hektoen,luego de
Incubacién a 35°C por 24 hrs. Presencia de culti- vos mixtos,
colonias caracteristicas de Salmonella sp: colonias verdes con
0 sin centro negro.

Figura N° 22. Etapa de aislamiento en medio diferencial XLD, luego de
Incubacién a 35°C por 24 hrs. Presencia de cultivos mixtos,
colonias caracteristicas de Salmonella sp: colonias incoloras
con o sin centro negro.



Figura N° 23. Etapa de aislamiento en medio diferencial Hektoen y XLD luego
de Incubacién a 35°C por 24 hrs. Presencia de cultivos mixtos.

Figura N° 24. Placa de McConkey,
presencia tipica de
bacterias gram positi-
va, etapa de purifi-
cacion.

Figura N° 25. Tubos de TSI, con au-
sencia tipica de Salmo-
nella sp, etapa de
identificacién por
pruebas bioquimicas.



Figura N° 26. Placa con presencia

tipica de Salmonella
sp, etapa de aisla-
miento en medio
diferencial.

Figura N° 27. Placas de McConkey,
etapa de purificacién de

Bacterias.

Figura N° 28. Placa de McConkey,
presencia tipica de
Salmonella sp; co-
lonias incoloras,
etapa de purifica-
cion.

Figura N° 29. Tubos de motilidad y

TSI, con presencia
tipica de Salmonella
sp, etapa de
identificacion por
pruebas bioquimicas



Figura N° 30. Galerias API luego de 24 h de incubacion a 35°C con
Salmonella sp presuntivas.



ANEXO N° 15

HOJAS DE PERFILES DE IDENTIFICACION PARA MUESTRAS
PRESUNTIVAS DE Salmonella sp. ANALIZADAS POR API 20E.

REF. : NO2 / /
| E—r L2 J

07223 C

Origine / Source / Herkunft /

gﬂpi ¥ 20 E Origen / Origem / MpoéAeuan /

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie : AR M ELR LB R

e
ONPG ADH LDC URE TDA IND | LVPJ IGEL] GLU | MAN INO SOR | RHA SAC MEL | AMY ARA OX §
() =) s
) Ny g
g
Autres tests / Other tests / Andere Tests / Ident. / Tautomoinon :
Otras pruebas / Altri test / Outros testes / /1(1_;/1,
AN £€eTdoeIg / Andra tester / Gty ’;bod’“ hw
Andre tests / Inne testy :

o
C€ §[r: o vt oy o ofi o
Origine / Source / Herkunft / ’

gﬁpi®20 E Origen / Origem / MpoéAeuan / & i e E i E e
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Figura N° 31. Hojas de perfil de identificacion para muestras presuntivas de
Salmonella sp. analizadas por APl 20E



ANEXO N° 16

Perfiles de identificacion API 20 E de muestras analizadas
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Figura N° 32. Perfiles de identificacion APl 20E de muestras analizadas.



ANEXO N°17

RESULTADOS DE MUESTRAS ANALIZADAS POR METODO KIRBY-
BAUER.



Cuadro N’ 22. Resultados de los diametros en mm obtenidos en la prueba de
difusion en discos (Kirby Bauer).

Antibiético
Muestra | Ampicilina | Ciprofloxacina Trimetropin- Ceftriaxona 30 | Cloranfenicol
Sulfametoxasol 25
10 pg 5 Hg Mg 30 ug
Hg
5 mm 27 mm 19 mm 19 mm 28 mm
Muestra 5 mm 28 mm 20 mm 18 mm 27 mm
4 5 mm 27 mm 20 mm 21 mm 26 mm
5 mm 26 mm 19 mm 20 mm 27 mm
5 mm 33 mm 14 mm 23 mm 24 mm
Muestra 5 mm 31 mm 14 mm 21 mm 24 mm
12 5 mm 31 mm 12 mm 18 mm 24 mm
5 mm 29 mm 11 mm 24 mm 24 mm
5 mm 25 mm 8 mm 19 mm 27 mm
Muestra 5 mm 26 mm 8 mm 19 mm 26 mm
13 5 mm 25 mm 8 mm 20 mm 27 mm
5 mm 25 mm 8 mm 21 mm 27 mm
5 mm 29 mm 12 mm 21 mm 23 mm
Muestra 5 mm 29 mm 12 mm 20 mm 24 mm
19 5 mm 31 mm 11 mm 20 mm 25 mm
5 mm 30 mm 11 mm 20 mm 24 mm
10 mm 34 mm 16 mm 24 mm 27 mm
Cepa 10 mm 34 mm 18 mm 23 mm 30 mm
ATCC 9 mm 32 mm 16 mm 23 mm 31 mm
8 mm 33 mm 16 mm 23 mm 31 mm




Figura N° 33. Placa con Cepa ATCC examinada ante
el antibidtico Ciprofloxacina.

Figura N° 34. Placa con cultivo salvaje aislado de la muestras 004,
examinada ante el antibidtico Ciprofloxacina.



a)

Figura N° 35. Placas con Cepa ATCC examinadas ante los antibiéticos: a)
Ampicilina, b) Cloranfenicol.

Figura N° 36. Placa con cultivo salvaje aislado de la muestras 013,
examinada ante el antibiotico Ampicilina.



Figura N° 37. Placa con cultivo salvaje aislado de la muestras 004, examinada
ante el antibiético Cloranfenicol.

Figura N° 38. Placa con Cepa ATCC examinada ante el antibiotico Trimetropin-
Sulfametoxazol



Figura N° 39. Placa con cultivo salvaje aislado de la muestras 012, examinada
ante el antibiético Trimetropin- Sulfametoxazol

Figura N° 40. Placa con cultivo salvaje aislado de la muestras 004, examinada
ante el antibiético Trimetropin- Sulfametoxazol



Figura N° 41. Placa con cultivo salvaje aislado de la muestras 019, examinada
ante el antibiético Trimetropin- Sulfametoxazol

Figura N° 42. Placa con Cepa ATCC examinada ante el antibiotico Ceftriaxona



Figura N° 43. Placa con cultivo salvaje aislado de la muestras 004, examinada
ante el antibiético Ceftriaxona



