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RESUMEN.

En la presente investigacion se verificO por medio de una lista de chequeo las
Buenas Préacticas Higiénicas en el area de despacho de carnes de los
supermercados Super Selectos, La Despensa de Don Juan e Hiper Europa, de
la zona 2 del distrito 2 del area metropolitana de San Salvador. Posteriormente
se recolectaron 10 muestras en la primera semana, y 10 muestras fueron
analizadas la segunda semana haciendo un total de 20 muestras de carne
molida de res de las especialidades (Especial, Super Especial, Premium,
Extrafina). A las muestras de carne molida seleccionadas se les realizé andlisis
microbiolégicos para detectar Salmonella spp y probar su resistencia a los
antibioticos penicilina, cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina y tetraciclina
por el método de difusion Kirby Bauer y se compararon los resultados con una
cepa de Salmonella ATCC 984281 que fue tratada por el método de difusion
Kirby Bauer. Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de

la Universidad de El Salvador

Posteriormente se realizd el aislamiento de cepas en estado salvaje de
Salmonella spp por medio de pruebas microbiolégicas tradicionales, utilizando
medios de enriquecimiento, selectivos y diferenciales, después se identificé por
Pruebas Bioquimicas y a las muestras con resultado positivo para Salmonella
spp se les realizé la prueba de susceptibilidad a los antibiticos antes
mencionados por el método de difusion Kirby Bauer para determinar la

multirresistencia.

Los resultados obtenidos por la lista de chequeo en cuanto a Buenas Practicas
Higiénicas nos demuestran que solo se cumple con el 73% de las Buenas
Practicas Higiénicas con respecto a los puntos verificados, y que el 27% no
cumple ya que no usan guantes, no usan mascarillas y las mujeres usan

magquillaje, ademas algunas areas de despacho tienen las vitrinas abiertas.



De las 20 muestras de carne molida de res de las especialidades antes
mencionadas que se analizaron, 55% se les detectd6 Salmonella spp, y de
estas el 100% fue resistente a penicilina 10 pg, 100% fue sensible a
gentamicina 10 pg y ciprofloxacina 5 pg, 45.45% presentd resistencia a
tetraciclina 30 ug, 9.1% presentd sensibilidad intermedia a tetraciclina 30 ug y
45.45% fue sensible a tetraciclina 30 pg, 9.1% fue resistente a cloranfenicol 30
Mg, (9.1%) presentd sensibilidad intermedia y 81.81% fue sensible a este
altimo. Los resultados muestran que la resistencia presentada por las cepas de
Salmonella spp en estado salvaje es debido a la administracion indiscriminada
de los antibidticos al ganado ya que estos son usados como promotores de
crecimiento, como tratamiento veterinario, o para eliminar organismos
destructores de productos agrarios.

Con el proposito de comparar los resultados obtenidos de los cultivos de cepas
aisladas se realiz6 el método de Kirby Bauer ensayando una cepa ATCC
984281, cuyos resultados dan a conocer que la cepa presenta susceptibilidad
ante gentamicina, ciprofloxacina, tetraciclina y cloranfenicol y resistencia ante
penicilina, lo que nos indica que las cepas de Salmonella spp en estado
salvaje presentan mayor resistencia a los antibiéticos ensayados que la cepa
patrén. Por lo que se recomienda al Ministerio de Salud (MINSAL) realizar
analisis en los cuales se puedan tipificar los diferentes serotipos de Salmonella
spp utilizando métodos de andlisis mas avanzados como la Técnica de
Amplificaciéon de la reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) y asi determinar
los serotipos que presentaron sensibilidad intermedia o resistencia frente a

tetraciclina y cloranfenicol para poder combatir efectivamente la salmonelosis.
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1. INTRODUCCION

La presencia de los microorganismos en las carnes es un indicador para
determinar la calidad microbiolégica de estas; ya que las Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETAS) son muy frecuentes en los paises en vias
de desarrollo, estos problemas se presentan debido al consumo de alimentos
que han estado expuestos a contaminacion por una amplia variedad de
microorganismos que pueden ser o0 no patdgenos. Dentro de los
microorganismos patdgenos se encuentran los diferentes serotipos de
Salmonella spp que han adquirido resistencia a los antibiéticos por diferentes
motivos, dentro de los cuales segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
la mitad de la produccién mundial de antibiéticos se destina al uso veterinario,
para el tratamiento de animales enfermos, como promotores de crecimiento en
ganado, en el cual no hay una buena administracion del antibiético ni un
cumplimiento exacto del tratamiento, lo que favorece a Salmonella spp a crear
resistencia a los antibidticos que se utilizan cominmente para tratar la
enfermedad en ellos, debido a que las personas consumen la carne que
contiene Salmonella spp resistente a los antibidticos el tratamiento para

combatir la salmonelosis resulta ser inefectivo.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) han alcanzado niveles
muy altos en las Ultimas décadas ya que la demanda de los alimentos por la
sobrepoblacion permite que las empresas productoras de alimentos no tengan
un control estricto de los productos que comercializan y como consecuencia del
manejo inadecuado de toda la cadena de produccién de alimentos carnicos,
pasa desapercibido el verdadero origen de mudltiples patologias entéricas e

intoxicaciones alimentarias.

En la Actualidad se desconocia si en las carnes molidas comercializadas en la
cadena de supermercados Super Selectos, La Despensa de Don Juan, Hiper

Europa de la zona 2 del distrito 2 del area metropolitana de San Salvador habia
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presencia de Salmonella spp resistente a antibiéticos, debido a que no se

habian realizado estudios sobre ello.

Esta investigacion hace referencia a muestras de carne molida de res
distribuidas en los supermercados Super Selectos, La Despensa de Don Juan,
Hiper Europa de la zona 2 del distrito 2 del area metropolitana de San Salvador
durante el periodo de mayo a septiembre del presente afio; en la cual se verifico
las Buenas Practicas Higiénicas en los despachos de carne a través de una
lista de chequeo, se detectd Salmonella spp y se probo la resistencia a los
antibioticos penicilina, cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina y tetraciclina
por el método de difusion Kirby Bauer en 20 muestras de carne molida de res
de las especialidades (Especial, Super Especial, Premium, Extrafina) y se
compararon los resultados con una cepa de Salmonella ATCC 984281 que fue

analizada por el método de difusion Kirby Bauer.

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) durante el periodo
de Mayo a Septiembre del 2012.

Los resultados de las cepas de Salmonella spp encontradas presentaron
resistencia a penicilina, frente a tetraciclina y cloranfenicol algunas cepas
presentaron sensibilidad intermedia, resistencia y otras fueron sensibles; ante
ciprofloxacina y gentamicina todas las cepas en estado salvaje encontradas

fueron sensibles.

Los resultados de la cepa de Salmonella ATCC 984281 ensayada solamente
presentaron resistencia a penicilina y sensibilidad a los demas antibioticos, lo
cual difiere con los resultados obtenidos de las cepas aisladas que demuestran

gue han adquirido resistencia a los antibioticos.
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2.1

2.2.

2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Detectar Salmonella spp resistente a antibioticos en carne molida

de res distribuidas en los supermercados en la zona 2 del distrito 2

del area metropolitana de San Salvador.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

Verificar las Buenas Practicas Higiénicas en el despacho de
carnes a través de una lista de chequeo en los
supermercados seleccionados.

Identificar Salmonella spp en muestras de carne molida de

res por medio de pruebas especificas.

Evaluar la resistencia de la Salmonella spp aislada con los
siguientes antibioticos penicilina, cloranfenicol,
ciprofloxacina, gentamicina y tetraciclina utilizando el

método de difusion Kirby Bauer.

Comparar los resultados obtenidos por el método de
difusion Kirby Bauer con una cepa patron de Salmonella
ATCC 984281 resistente a antibioticos.
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3. MARCO TEORICO
3.1. CARNE DE RES Y PRODUCTOS CARNICOS

Estudios revelan que la carne es un alimento que ofrece un elevado aporte de

nutrientes y un bajo contenido de grasas.

Desde el punto de vista nutricional la carne es un gran aporte de proteinas (20
% de su peso) y aminoécidos esenciales; siendo ademdas responsable de
reactivar el metabolismo del cuerpo humano. La carne tiene un bajo nivel de
sodio, a la vez que una importante cantidad de minerales, tales como potasio,
zinc, hierro y selenio. Su contenido en vitamina B (de vital importancia para el
buen funcionamiento del corazén y del sistema neurolégico, ademas de la
produccioén de anticuerpos y glébulos rojos, entre otros) es muy elevado y cubre

una gran parte del consumo diario recomendado.

En cuanto al consumo de productos elaborados a base de carne (embutidos
crudos o cocidos), se afirma que un consumo de aproximadamente 165 gramos
de carne y productos carnicos cubre mas del 15% de las necesidades diarias

con respecto a la mayoria de nutrientes.

En cuanto a los productos carnicos que se consumen habitualmente el mas
consumido es el jamén curado, seguido del jamén cocido, mortadela, etc. y los
embutidos que son consumidos de manera habitual. Las razones para consumir
productos carnicos entre la poblacién es el sabor, seguido de la rapidez y
comodidad para consumir este tipo de productos y porque permiten una dieta
equilibrada.
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a) MANIPULACION DE LA CARNE DE RES. 3

Antes de la muerte, los tejidos comestibles de un animal sano se pueden
considerar estériles ya que se encuentran protegidos de la contaminacion
Bacteriana por la piel externa, la cual funciona como una cubierta casi perfecta
contra la agresion microbiana. Ademas, el tracto intestinal sirve como barrera
efectiva que frena la inmensa masa de microorganismos que contiene.
Normalmente, cualquier microorganismo que penetrase estas barreras seria
destruido rapidamente por las defensas naturales del organismo vivo. Tras la
muerte, sin embargo, estos mecanismos quedan blogueados o cesan su
actividad y de esta forma los tejidos expuestos se convierten en tejidos
altamente perecederos, sin proteccion para detener al gran numero de
microbios que atraviesan su piel o el tracto intestinal.

La superficie externa de la piel, o el cuero, estd intensamente contaminada por
una amplia variedad de microorganismos. Cuando el carnicero, clava
el cuchillo para realizar la separacion de los cortes, aparecen las primeras vias
de entrada para los contaminantes y los agentes patdgenos. Ademas, es
posible que alguno de los microorganismos del tracto intestinal encuentren su
camino hacia la superficie del canal durante las operaciones de destazo
mezclando su contenido con el de la carne, esta operacion debe realizarse con
sumo cuidado para evitar posibles contaminaciones en la carne. Es posible que
ocurra, no obstante, alguna contaminacién durante el corte del cuello, y es
posible que algunos de estos microorganismos puedan llegar a los tejidos
musculares por el torrente circulatorio inmediatamente antes de la muerte.
Todas estas operaciones deben ser realizadas por personal calificado, con el
objeto de mantener los niveles de calidad requeridos. La forma de sacrificar al
animal afecta la calidad final de la carne, se procura sacrificar “de una vez” sin
generar estrés en el animal para que no exista en los tejidos el acido

lactico caracteristico de los cortes rojos oscuros.
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Tras la muerte, el cuerpo de la res denominadas canales o carcasas son
enfriadas y clasificadas para después entrar en las cadenas de distribucién y
procesado alimentarios. Este conjunto de procesos es el que transforma el

musculo del animal en carne. Hay que tener en cuenta la aparicion del rigor
mortis (generalmente después de unas tres horas del sacrificio, aunque en el
cerdo y el cordero ocurre en una hora) un fendbmeno que tensa la carne y la
hace poco agradable para su consumo. Por esta razén se introduce un tiempo
de espera de unas 48 horas (a veces 72) en un ambiente refrigerado para que
ese fendbmeno desaparezca. Durante este tiempo la carne se cuelga "boca
abajo" para que las fibras musculares se estiren por su propio peso y se drene
la sangre. El despiezado y el corte permiten a un gran numero de
microorganismos contaminar las superficies, a veces se realiza en lugares
limpios. El destino y capacidad de estos microorganismos de afectar a la salud
de los consumidores depende en gran medida del uso final que se haga de la
carne, las carnes servidas crudas son mas susceptibles de afectar que las
cocinadas a temperaturas mayores de 80 °C. La carne fresca y refrigerada tiene
un alto contenido de agua con un valor de actividad del agua (aw) de 0.99
aproximadamente. Este ambiente es muy adecuado para el crecimiento de
microorganismos. Si se dejan sin envoltura protectora al oxigeno, se favorecera

el crecimiento de microorganismos contaminantes.

b) PROCESADO INDUSTRIAL DE LA CARNE DE RES.

Figura N° 1 carne molida de res
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La mayoria de la carne hoy en dia pasa un intervalo medio entre 4 y 10 dias
desde que se sacrifica el animal hasta que llega al mercado para ser
comercializado. La refrigeracion tras el sacrificio crea un medio selectivo que
permite el crecimiento sélo de aquellos microorganismos capaces de
desarrollarse a temperaturas cercanas a la congelacion. El envasado al vacio
de la carne con membrana impermeable al oxigeno constituye una segunda
limitacion sobre el medio ambiente que rodea la carne y permite el crecimiento
de un menor numero de microorganismos durante la distribucion hasta el
consumidor. El curado, elahumado, el cocinado, el escabechadoy
la fermentacion son otros procedimientos que influyen en la naturaleza de la
microflora alterante final de la carne prolongando su fecha de caducidad. Las
carnes tras el sacrificio necesitan de un periodo de curado que hace que los
sabores se distribuyan gracias a reacciones enzimaticas y mejoren propiedades

organolépticas como puede ser la ternura de la carne.

Los métodos de curado pueden ser realizados en medios controlados de
caracter humedo o por el contrario seco. En medio himedo se introducen en
embalajes de plastico especiales sometidos al vacio, permaneciendo en su
interior durante seis semanas (método cryovac), este método hace que
aparezca un mal olor cuando se abre el envoltorio, el mal olor desaparece en
unos minutos de ventilacion. Los métodos de curado en seco hacen que se
cuelguen las carnes en un ambiente controlado en refrigeracion y humedad
durante un periodo de seis semanas, las carnes curadas por este método
pueden perder casi entre un 5% y un 20% de su peso, pudiendo ademas

adquirir sabores no deseados y colores mas 0SCUros. g s

Muchas de las carnes procesadas se pican finamente (empleando para ello

una maquina  picadora como latajadera) y se mezclan con


http://es.wikipedia.org/wiki/Embalaje
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Cryovac&action=edit&redlink=1
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diferentes especias para  finalmente "embutirse" (transformarse en

diversos embutidos) en contenedores de plastico o tripas. o

3.2 GENERALIDADES DE Salmonella spp.

Figura N° 2 Bacilos Gram negativos de Salmonella spp

Las Salmonellas spp son bacilos Gram negativos aspordégenos que fermentan
la glucosa, generalmente con produccion de gas, pero normalmente no
fermentan ni la lactosa ni la sacarosa. Cuando el medio de cultivo es apropiado,
crecen dentro de intervalos de temperaturas, de pH, y de a,, mas amplios que
cuando se trata de un medio de cultivo con escasez de nutrientes. Por ejemplo,
las temperaturas minimas de crecimiento en los alimentos oscilan desde 6.7 a
7.8 °C, en el pollo a la King, en la crema de pasteleria y en la ensalada de
jamon hasta méas de 10 °C. Su temperatura maxima de crecimiento es de unos
456 °C. La Salmonella spp crece bien a temperatura ambiente, su

temperatura 6ptima de crecimiento es de aproximadamente 37°C

El intervalo de pH de crecimiento se halla comprendido entre los valores 4.1y

9.0, multiplicAndose en alimentos de baja acidez.

La probabilidad de infeccion por ingestion de un alimento que contiene
Salmonella spp depende de la resistencia del consumidor, de la infecciosidad

de la cepa de Salmonella spp y del nmero de microorganismos ingeridos ¢
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3.3. ENFERMEDADES ALIMENTARIAS.

El término intoxicacion alimentaria aplicado a enfermedades producidas por
microorganismos, se utiliza en un sentido muy amplio para designar tanto las
enfermedades producidas por la ingestion de toxinas elaboradas por los
microorganismos como para designar a aquellas otras debidas a la infeccion del
hospedador a través del tracto intestinal. El conjunto de las enfermedades
alimentarias se subdivide en intoxicaciones e infecciones. Las intoxicaciones
alimentarias pueden ser consecuencia de un envenenamiento quimico o de la
ingestion de una toxina (intoxicacion). La toxina se puede encontrar de forma
natural en determinadas plantas o animales o ser un producto metabdlico de
naturaleza toxica excretado por un microorganismo.

Cuando se habla de una determinada intoxicacion alimentaria bacteriana se
refiere a las enfermedades alimentarias originadas por la entrada de bacterias
en el organismo por ingestion de alimentos contaminados y a la reaccion del
organismo provocada por su presencia 0 por sus metabolitos.

Las infecciones alimentarias se pueden dividir en dos tipos:

- Aguéllas en las que los microorganismos patégenos no necesariamente
se multiplican en el alimento, sino que el alimento sélo actia como
vehiculador, siendo éste el caso de microorganismos patdgenos como
los que producen la tuberculosis, la difteria, las disenterias, fiebre

tifoidea, cdlera, hepatitis infecciosa, fiebre Q.

- Aquéllas en las que el alimento puede servir de medio de cultivo para
gue los microorganismos patdégenos se multipliquen en él y alcancen
cifras que aumentaran la posibilidad de que el consumidor del alimento
se infecte; en este tipo se incluyen las producidas por las especies
Salmonella spp, por Vibrio parahaemolyticus, y por Escherichia coli

enteropatdgena.,
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3.3.1. SALMONELOSIS.

La salmonelosis puede ser consecuencia de la ingestion de células viables
pertenecientes a una especie del género Salmonella spp. Se trata de la
infeccion bacteriana de origen alimentario que se presenta con mayor
frecuencia y desde hace algunos afios es la enfermedad transmitida por

alimentos con el mayor nimero de casos infecciosos.

Ademas del sindrome tipico de las intoxicaciones salmonelésicas de origen
alimentario, tras la ingestibn de Salmonellas spp se pueden presentar otros
dos sindromes de enfermedad (ver anexo N°.4 tabla N°.20)

Las infecciones por Salmonella spp a las que se les clasifica de intoxicaciones
alimentarias pueden ser producidas por gran numero de serovares. Por lo
general, la bacteria infectante se ha multiplicado en el alimento hasta alcanzar
cifras elevadas, aumentando de esta forma la posibilidad de que se produzca la
infeccion, y con frecuencia originando brotes de enfermedad en familias o en

otros grupos de mayor nimero de personas.

a) Fuentes de Salmonella spp.

Las personas y los animales son directa o indirectamente la fuente de
contaminacion de los alimentos con Salmonellas spp. Los microorganismos
pueden proceder de enfermos clinicos o de portadores. Las serovares aisladas
con mayor frecuencia como S. typhimurium, produce gastroenteritis humana,
aunque puede producirla cualquiera de las muchas mas serovares existentes.
Las Salmonellas spp también pueden proceder de los gatos, perros, cerdos y
bovidos, aunque las fuentes mas importantes de las Salmonellas spp de los

alimentos son las aves, huevos y roedores.
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Los pollos, los pavos, los patos y los gansos pueden resultar infectados con
cualquiera de los numerosos tipos de Salmonella spp, en caso de infeccion de
estas aves, el microorganismo se encuentra en las heces, en los huevos de
gallina, y en la carne de las canales. Aproximadamente la tercera parte de los
alimentos implicados en los brotes de salmonelosis son carnes y productos
derivados de las aves.

Como fuentes de Salmonella spp se encuentran tanto huevos provistos de
cascara como huevos liquidos, congelados y desecados. Los roedores
infectados, las ratas y los ratones, pueden contaminar con sus heces los
alimentos no protegidos y de esta forma, diseminar las Salmonellas spp. Las
moscas desempefian un importante papel en la diseminacion, sobre todo por
vehicularlas desde heces contaminadas hasta los alimentos, las cucarachas
también son capaces de difundir la enfermedad. ¢

Las modificaciones introducidas en los udltimos afios en el tratamiento, el
envasado y elaboracion, tanto por lo que se refiere a los alimentos de consumo
humano como por lo que se refiere a los piensos, han dado como resultado un

claro aumento de la salmonelosis de origen alimentario.

La manipulacién de alimentos a gran escala, como la que se realiza en
almacenes y establecimientos, tiende a aumentar la difusién de la enfermedad,
también aumentan el riesgo de difusion las maquinas expendedoras de

alimentos, lo mismo que los alimentos precocinados.

b) Alimentos relacionados con brotes de salmonellosis.
En la produccion de los brotes de infecciones por Salmonella spp se hallan

implicados con mayor frecuencia los distintos tipos de carnes, la carne de aves
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y los productos derivados de la misma, sobre todo si se mantienen sin refrigerar

durante mucho tiempo.

Las carnes frescas pueden contener bacterias del género Salmonella spp que
produjeron la enfermedad en los animales sacrificados o pueden haber sido
contaminadas por manipuladores. Los productos cérnicos, como las
empanadas de carne, el picadillo, los embutidos, las carnes curadas (el jamon,
el tocino entreverado, y la lengua), los sandwiches con frecuencia se dejan
expuestos a temperaturas ambientales que permiten la multiplicacion de las

Salmonellas spp.

c) La enfermedad.
Las personas tienen distinta sensibilidad a las infecciones por Salmonella spp,
la sensibilidad de las personas depende de la especie y de la cepa de

Salmonella spp y del niUmero total de bacterias ingeridas.

La salmonelosis se suele diferenciar de la intoxicacion estafilocécica por su
periodo de incubacion més largo: suele ser de 12 a 36 horas para la primera
unas 2 a 4 horas para la ultima. En algunas infecciones por Salmonella spp el
periodo de incubacién puede ser mas corto (de unas 5 horas) o mas largo
(hasta 72 horas).

Los principales sintomas de toda infeccion gastrointestinal por Salmonella spp
son: nauseas, vomitos, dolor abdominal y diarrea que suele aparecer
subitamente. La diarrea a veces va precedida de cefalalgia y escalofrios. Otros
sintomas de enfermedad son: heces liquidas, verdosas y malolientes,
abatimiento, debilidad muscular, lasitud, generalmente fiebre moderada,
desasosiego, contracciones nerviosas, y somnolencia. La mortalidad es baja, la
gravedad y duracion de la enfermedad no sélo dependen de la cantidad de

alimento ingerido, y por consiguiente de la cantidad de Salmonellas spp
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ingeridas, sino también de la sensibilidad individual. La intensidad de los
sintomas puede oscilar desde un ligero malestar y la existencia de diarrea hasta
la presentacion de la muerte en un plazo de 2 a 6 dias. Los sintomas suelen
persistir durante 2 a 3 dias, transcurridos los cuales, la enfermedad cura sin
complicaciones, aunque a veces se pueden prolongar durante semanas e

incluso meses.

3.4. ANTIBIOTICOS.

El empleo de agentes antimicrobianos ha proporcionado resultados
espectaculares en el tratamiento y la prevencion de numerosas enfermedades.
La primera observacion fue realizada en el siglo pasado por Pasteur sobre el
origen microbiano de algunas enfermedades y la capacidad potencial de los
microorganismos como agentes terapéuticos. Erlich ensayd la sintesis de
compuestos organicos capaces de atacar de manera selectiva a los

microorganismos infecciosos sin lesionar al organismo huésped. ¢

En 1928 Fleming descubri6 el primer antibidtico, la penicilina, cuando por
accidente observé en una placa de cultivo que una bacteria no pudo sobrevivir
en presencia de un hongo contaminante denominado Penicillium notatum. Sin
embargo, después de varios ensayos realizados con grandes dificultades para
obtener el principio activo, no fue hasta 1940 que la penicilina pudo ser extraida
y purificada por Florey y Chain, descubrimiento que permitié el desarrollo de
posteriores compuestos antibacterianos producidos por organismos vivos, con
el consecuente espectacular incremento de las posibilidades de prevencion y

tratamiento.

Se denomina antibiético a cualquier sustancia quimica producida por un
microorganismo, utilizada para eliminar o inhibir el crecimiento de otros

microorganismos infecciosos. Una propiedad comun a todos los antibiéticos es



33

la toxicidad selectiva: presentan una toxicidad hacia los organismos invasores

superior a la que muestran frente a animales o seres humanos. s

En un principio, el término antibiotico sélo se empleaba para los compuestos de
origen biologico, los cuales se obtienen de cultivos de bacterias. En la
actualidad también se emplean para denominar compuestos sintéticos, los
producidos exclusivamente por sintesis quimica, o semisintéticos, cuando a
partir de un nucleo béasico del antibidtico se modifican algunas de sus
caracteristicas quimicas para mejorar sus propiedades farmacocinéticas o su

espectro o, incluso, para disminuir su toxicidad.

a) CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS. (s
Los criterios de clasificacion de los antibidticos son diversos: segun su
estructura quimica, espectro de actividad, efecto antimicrobiano y mecanismo

de accion.

Por su mecanismo de acciéon: Antibidticos con estructuras quimicas muy

diversas pueden tener el mismo mecanismo de accion.

Clasificacion de los antibidticos por su mecanismo de accién.

- Inhibicion de la sintesis de la pared celular.

B lactamicos.

Todos los B lactamicos tienen un anillo B lactamico en su estructura. Las
diferencias existentes en el anillo y en las cadenas laterales de la estructura
basica influyen en las propiedades farmacoldgicas, la actividad y el espectro.
Inhiben la sintesis de la pared bacteriana y promueven la activacion de enzimas

autoliticas que producen la lisis de la bacteria. @



34

El nicleo basico es el acido 6- aminopenicilanico, formado por un anillo B
lactamico asociado a otro tiazolidinico, que lleva una cadena lateral de
estructura variable con un grupo amino secundario. Las cadenas laterales son
las que determinan las caracteristicas antibacterianas y farmacologicas. Son
bactericidas y se fijan a los receptores celulares, que son PBP, localizadas en la
membrana citoplasmatica, encargadas de producir la transpeptidacion, dando

lugar a la lisis de la pared bacteriana. (s

- Antimicrobianos que inhiben la sintesis proteica.

Tetraciclinas.

Estos compuestos estan constituidos por un nucleo policiclico comun formado
por cuatro anillos bencénicos unidos. Por sustitucién de los diferentes radicales
en estos anillos, se desarrollan los diferentes miembros de este grupo, que
difieren principalmente en sus propiedades farmacoldgicas. Acttian inhibiendo la
sintesis de proteinas, al unirse de forma reversible a la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano, por lo que bloquean la fijacion del aminoacido ARNt al
sitio aceptor en el complejo ribosémico y, de esta manera impiden la adicién de

nuevos aminoacidos a la cadena peptidica en crecimiento.

Cloranfenicol.

Es una molécula con un ndcleo nitrobenceno; es un antimicrobiano
bacteriostatico que inhibe la sintesis proteica. Se fija estereoespecificamente a
las subunidades ribosémicas 50S, impidiendo la transpeptidacién entre los
aminoacidos de la cadena peptidica. La resistencia al cloranfenicol esta
mediada por la produccion de una enzima cloranfenicol acetiltransferasa, que

cataliza la adhesion de grupos acetilo a la molécula del antibiético.
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Aminoglucésidos.

Estos farmacos contienen en su estructura una base nitrogenada y dos o mas
aminoazucares por medio de enlaces glucosidicos a un grupo hexosa. Los
aminoglucésidos clinicamente mas utilizados son estreptomicina, neomicina,
gentamicina, kanamicina y tobramicina. Son agentes bactericidas activos sobre
células bacterianas en crecimiento. Su efecto se debe a su union irreversible a
las subunidades ribosémicas 30S y 50S, por lo que inhiben la sintesis proteica y
provocando errores de lectura del codigo genético; sin embargo no se ha
establecido cuél es exactamente el mecanismo bacteriano. La resistencia a
estos agentes puede presentarse por diferentes mecanismos siendo la mas

frecuente la inactivacion enzimatica. es

- Antimicrobianos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos:

Quinolonas.

Presentan una estructura basica biciclica compuesta de un anillo tipo piridona,
con un acido carboxilico libre en posicién 3 y un atomo de nitrégeno en posicion
1, y un segundo anillo, que puede ser bencénico. Uno de los primeros fue el
acido nalidixico; la incorporacion de un atomo de flior en posicién 6 dio lugar a
la aparicion de las fluoroquinolonas, permitiendo el desarrollo de nuevos
derivados quimicos con mejor actividad antimicrobiana, como ciprofloxacino,
levofloxacino, moxifloxacino, entre otros. Estos agentes interfieren en la sintesis
del ADN y producen un efecto bactericida, debido a que inhiben la actividad de
la ADN girasa, lo que impide el enrollamiento del cromosoma bacteriano. La
resistencia que presentan estos antimicrobianos puede ser producida por
cambios en la estructura de las subunidades de ADN girasa, con lo que
disminuye la afinidad por el farmaco, o por alteraciones en la permeabilidad de

la pared celular.
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3.5. METODO DE DIFUSION KIRBY BAUER.

El principio del método involucra la aplicacion de una cantidad determinada de
antimicrobiano en un reservorio (discos de papel) en la superficie del agar
sobre la cual se ha distribuido un inéculo de microorganismo en cuestion;
formara asi por difusién, un gradiente de concentracién de antimicrobiano
alrededor del reservorio y la sensibilidad del microorganismo estara indicada
por el tamafio de la zona de inhibicion del crecimiento bacteriano. El diametro
dependera no solo de la sensibilidad del microorganismo y la carga del disco,
sino también de la capa de espesor del agar, pH y composicion del medio de
cultivo, de la capacidad de difusion de la droga en ese medio, de la temperatura
y la atmésfera de incubacion, de la velocidad de duplicacion bacteriana y el

tamafo del indculo y fase de crecimiento de la bacteria. 1)z

a) FUNDAMENTOS PARA LA INTERPRETACION DE LAS PRUEBAS DE
SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS POR EL METODO DE DIFUSION
KIRBY BAUER. (Ver anexo N°.7 tabla N°.23)

Para cada antimicrobiano se establecen concentraciones criticas o puntos de
corte que permiten separar a los microorganismos infectados en tres categorias

sensibles, resistentes o de sensibilidad intermedia.

Sensibles.
Un microorganismo se considera sensible a un antibiético cuando se puede
esperar que una infeccién causada por el mismo responda al tratamiento con

dicho farmaco a la dosis recomendada.

Resistente.
Este término indica que no es probable que la infeccion causada por el
microorganismo responda al antibiotico en cuestion, cualesquiera que sean las

dosis y la localizacion de la infeccion.
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Sensibilidad intermedia.

Se aplica a dos situaciones. Por un lado se incluyen en ellas las cepas con
sensibilidad disminuida a un antibiético que puede utilizarse con éxito, para el
tratamiento en dosis mas altas, por ser poco téxico o porque se concentra en el
foco de infeccion. g1 s

Esta metodologia se encuentra estandarizada para el estudio de
Enterobacteriaceas, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp,
Staphylococcus spp., Enterococcus spp, Vibrio cholerae, Haemophilus
spp, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus

spp, Vibrio cholerae. ¢



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4. DISENO METODOLOGICO
4.1. TIPO DE ESTUDIO:
El estudio es transversal ya que esta investigacion se realiz6 en un tiempo
determinado. Campo porque se estudié el fenomeno en el lugar donde se
manifiesta. Experimental debido a que las muestras se analizaron en el
laboratorio de microbiologia de alimentos del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD).

4.2. INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA:
La recopilaciéon de informacioén bibliografica se llevo a cabo en las bibliotecas
- Dr. Benjamin Orozco, Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de
El Salvador.
- Central de la Universidad de El Salvador
- Universidad Alberto Masferrer (USAM)
- Universidad Centro Americana José Simeon Carfias (UCA).

- Internet

4.3. INVESTIGACION DE CAMPO:

Por medio de una lista de chequeo se verificaron las Buenas Précticas
Higiénicas en el area de despacho de carnes de los supermercados (Super
Selectos, La Despensa de Don Juan, Hiper Europa) de la zona 2 del distrito 2
del area metropolitana de San Salvador. (Ver anexo 1)

Universo:
Todas las especialidades de carne molida de res (especial, super especial,
premium y extra fina) que se comercializan en los supermercados antes

mencionados.



Muestra:
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Muestras de Carne molida de res de los supermercados seleccionados en

estudio.

Tabla N° 1. Especialidades y nimero de muestra de carne molida de res

seleccionadas por supermercado

Supermercado Muestra de carnes Numero de
muestras

Super Selectos (Metro Molida Premium 1
Centro) Molida Super Especial 1
Super Selectos(Metro Molida Especial 1
Sur) Molida Super Especial 1
Molida Premium 1

La Despensa de Don Molida Extra fina 1
Juan(Los Héroes) Molida Super Especial 1
Molida Especial 1

Hiper Europa Molida Premium 1
(Av. Bernal) Molida Super Especial 1
Total 10

Toma de muestra:

Se llevé a cabo un muestreo aleatorio simple en dos semanas; en la primer

semana se tomaron 10 muestras, y en la segunda semana otras 10 muestras

haciendo un total de 20 muestras, esto con el fin de obtener resultados mas

representativos del estudio, para cada muestra se compré media libra de carne

molida de res segun la especialidad.

La toma de muestras se llevo a cabo de la siguiente manera:
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Primera Semana
En la cuarta semana de mayo del corriente afio se analizaron 10 muestras; se
compré media libra de carne molida de res de cada una de las especialidades

seleccionadas de los supermercados antes mencionados. (Ver tabla N° 1)

Segunda Semana

Se analizaron otras 10 muestras en la primera semana de junio; se comproé
media libra de carne molida de res de cada una de las especialidades
seleccionadas de los supermercados en estudio. Haciendo un total de 20
muestras para obtener resultados mas representativos del estudio. (Ver tabla N°
1)

4.4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.4.1. RECOLECCION DE MUESTRAS.

La recoleccibn de muestras se realizd en los supermercados de la zona
seleccionada, se compré media libra de carne molida de res de cada calidad en
bolsa pléstica, se colocaron en hielera y se trasladaron al laboratorio de
microbiologia de alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) para ser analizadas.

4.4.1.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL AISLAMIENTO
DE Salmonella spp.g
- Pesar asépticamente 25 g de carne dentro de un recipiente estéril de
boca ancha (bolsa de plastico)
- Agregar 225mL de Caldo Lactosado y homogenizar por 3 min en
Stomacher a 260 rpm.
- Transferir la mezcla a un Erlenmeyer estéril de 500mL de capacidad

y tapar con papel Aluminio.
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- Incubar por 24 + 2 horas a 35°C.

AISLAMIENTO DE Salmonella spp.

Agitar suavemente la mezcla incubada

Transferir 0.1mL de la mezcla a 10mL de Caldo Rappaport-Vasiliadis
(RVS) y un 1mL de mezcla a 10mL de Caldo Tetrationato (TT).
Incubar el Caldo Rappaport-Vasiliadis (RVS) por 24 + 2 horas a 42 +
0.2°C

Incubar el Caldo Tetrationato (TT) por 24 + 2 horas a 35 £ 0.2°C
Luego de la incubacién agitar los tubos y con asa bacteriol6gica
tomar una porcién de Caldo Tetrationato y estriar en Agar XLD, Agar
Bismuto Sulfito y Hektoen.

Tomar una porcién de Caldo Rappaport-Vasiliadis (RVS) y estriar en
Agar XLD, Agar Bismuto Sulfito y Hektoen.

Incubar las placas por 24 + 2 horas a 35 + 0.2°C

Examinar las placas buscando colonias sospechosas de Salmonella
spp de acuerdo a la tabla N° 2.

Pasar las colonias sospechosas caracteristicas de Salmonella spp
con ayuda de un asa bacterioldgica a placas de Petri con agar
Tripticasa Soya (TSA) e incubarlas por 24 + 2 horas a 35 + 0.2°C

Tabla N°2. Colonias caracteristicas de Salmonellas spp en medios

selectivos s

Medios Colonias caracteristicas

selectivos

XLD

Colonias rojas con o sin centro negro

Bismuto Sulfito

Colonias transparentes con halo gris con centro negro y

brillo metalico

Hektoen

Colonias azul verdosas con o sin centro negro
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4.4.3. PRUEBAS BIOQUIMICAS.
De las placas de TSA transferir las colonias con ayuda de un asa bacteriolégica
a los tubos que contienen los medios de las pruebas bioquimicas, TSI, Agar

Citrato, Agar Movilidad, Caldo Indol, Caldo Rojo de Metilo, Voges Proskauer

4.4.3.1. Agar TSI

- Con ayuda de un asa en punta inocular por picadura el agar TSI hasta

el fondo del tubo y por estria simple en la superficie.

- Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.

- Posteriormente leer los resultados.
Resultados: Rojo en pico de flauta: alcalino; degradacion aerébica de glucosa.
Amarillo en capa profunda: acido; degradacion anaerdbica de la glucosa.
Amarillo en pico: acido
Amarillo en capa profunda: 4cido.
Rojo en pico de flauta: alcalino; sin cambio de color en capa profunda: alcalina.
Produccion de H,S: precipitado negro.
Produccion de gases: produccion de burbujas, descomposicion del medio, ligera
muesca del medio sobre el costado del tubo o desplazamiento del medio del

fondo, dejando un espacio libre.

4.4.3.2. Agar Citrato
- Con ayuda de un asa en punta inocular por picadura el agar Citrato
hasta el fondo del tubo y por estria simple en la superficie.
- Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.
- Leer los resultados.
Un cambio en la coloracién del medio que va del verde a azul indica prueba

positiva.
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4.4.3.3. Agar Movilidad
-Con ayuda de una asa en punta inocular por picadura el agar
Movilidad hasta el fondo del tubo.
- Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.
- Leer los resultados.
La migracion de los microorganismos en la linea de siembra del medio

provocando turbidez y formacién o no de H,S indica prueba positiva.

4.4.3.4. Caldo Indol.
- Tomar una o dos colonias con asa bacteriologica estéril y formar una
suspension en un tubo con rosca que contiene Caldo Indol y tapar.
- Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.
- Después de la incubacion agregar a los tubos 5 gotas de éter etilico y
5 gotas de reactivo de Erlich
- Leer los resultados.
La formacién de un anillo violeta en la superficie del medio indica prueba

positiva.

4.4.3.5. Caldo Rojo de Metilo.

- Tomar una o dos colonias con asa bacteriolégica estéril y formar una
suspension en un tubo con rosca que contiene Caldo Rojo de Metilo y
tapar.

- Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.

- Después de la incubacién agregar a los tubos 5 gotas de reactivo
Rojo de Metilo.

- Leer los resultados.

La formacién de una coloracién roja difusa en el medio indica prueba positiva.
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4.4.3.6. Voges Proskauer.

- Tomar una o dos colonias con asa bacterioldgica estéril y formar una
suspension en un tubo con rosca que contiene caldo Voges Proskauer
y tapar.

- Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.

- Después de la incubacion agregar a los tubos 1mL de KOH mas 1mL
de Alfa-naftol.

- Leer los resultados.

La formacién de una coloracién en el medio que va de rosado a rojo indica

prueba positiva.

4.4.4. PREPARACION DE TUBO McFARLAND.

ESTANDAR DE TURBIDEZ PARA LA PREPARACION DEL INOCULO

Para estandarizar la densidad del in6culo para una prueba de susceptibilidad,

se utiliza estandar de turbidez de BaSO, equivalente a un estandar 0.5

McFarland o su equivalente 6ptico. Un estandar de 0.5 McFarland de BaSO, se

prepara como sigue: (ver anexo N°13)

Tomar una alicuota de 0,5 mL de 0,048 mol/L de BaCl, (1,175% p/v
BaCl,.2H,0) agregar a 99,5 mL de H,SO, de 0,18 mol/L (1% v/v) con
agitacion constante para mantener la suspension.

La densidad correcta del estandar de turbidez deberia verificarse usando
un espectrofotometro con una celda de 1 cm de paso de luz con una
cubeta de calibracion para determinar la absorbancia. La absorbancia a
625 nm debe ser 0,08 a 0,10 para el estandar de 0,5 McFarland.

Agitar el estandar McFarland en un vortex mecéanico para homogenizar la
suspension.

Estos tubos deben ser bien sellados y almacenados en la obscuridad a

temperatura ambiente.
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4.4.5. METODO DE DIFUSION KIRBY BAUER. @

- De las placas TSA tomar con el asa de siembra colonias de la bacteria
y hacer una suspension en solucién salina 0.9%. La turbidez del
inoculo debe ser equivalente al estandar 0,5 de McFarland. Hacer lo
mismo con la cepa de Salmonella ATCC 984281.

Nota: este analisis se lleva a cabo por duplicado.

Inocular la superficie de las placas de agar Mueller Hinton con el hisopo
pasandolo uniformemente por toda la superficie en tres direcciones, por
altimo, pasar el hisopo por el reborde de la placa de agar. Luego dejar
secar 5 minutos.

Colocar los discos de antibiéticos sobre la superficie del agar utilizando
unas pinzas estériles y apretandolos suavemente sobre la superficie del
agar. Dejar las placas 15 minutos a temperatura ambiente para que
comiencen a difundir los antibiéticos.

Incubar las placas en posicion invertida a 37°C durante 18-24 horas.
Medir los diametros de los halos de inhibicién con una regla graduada.
Comparar los resultados de acuerdo a la tabla N°. 9

Comparar los resultados obtenidos de las muestras con los resultados
obtenidos de la cepa de Salmonella ATCC 984281.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se realiz6 la visita a los diferentes supermercados para observar las
condiciones higiénicas de los manipuladores seleccionados y las vitrinas donde
se mantienen las carnes para ser comercializadas verificando los puntos que se
presentan en la lista de chequeo.(ver tabla N° 3)

La recoleccion de muestras en los supermercados Super Selectos
(Metrocentro), Super Selectos (Metrosur), La Despensa De Don Juan (Los
Héroes) y el Hiper Europa (av. Bernal) para la obtencion de 20 muestras de
carne molida de res distribuidas de acuerdo a la tabla N° 1, y su posterior
andlisis en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), dio como resultado los datos

gue se presentan a continuacion



Tabla N° 3.Resultados obtenidos de la verificacion de las condiciones higiénicas en las salas de venta de los
supermercados de la zona 2 del distrito2 del &rea metropolitana de San Salvador.

Super Selectos

Super Selectos

La Despensa de

Hiper Europa (av.

(metro centro) (metro sur) Don Juan (Los Bernal)
Héroes)
Indumentaria adecuada
N° si no Si no si no si no
1 ¢Utiliza gorro o redecilla? v - v - v - v -
2 ¢ Utiliza gabacha? v - v - v - v -
3 ¢ Utiliza guantes? - v - v - v - v
4 ¢Utiliza mascarilla? - v - v - v - v
5 La indumentaria de los empleados ¢esta v - v - v - v -
limpia y en buen estado de conservacion?
Higiene personal
6 ¢JUsan anillos? - v - v - v - v
7 ¢cUsan relojes? v - v - v - v
8 ¢Tiene las uiias limpias y recortadas? v - v - v - v -
9 En caso que sea un hombre ¢Usa barba y - 4 - v - v - v
0 bigote?
10 | En caso que sea una mujer, ¢ utiliza 4 - 4 - v - - v
maquillaje?
Buenas Practicas Higiénicas en el area de despacho
11 | ¢El &rea de ventas se encuentra limpia y v - v - v - v -
bien mantenida?
12 | ¢Tienen separados los diferentes tipos de v - v - v - v -
carne para evitar la contaminacion
cruzada?
13 | Especifica algun rotulo las temperaturas de - 4 - v - v - v
los cuartos frios y las vitrinas donde se
mantienen las carnes?
14 | ¢El olor, color y textura de la carne molida 4 - v - v - v -
de res es caracteristico de esta?
15 ¢La vitrina se mantiene cerrada? v - v - v - - v
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Porcentaje de indumentaria adecuada que utilizan los manipuladores
seleccionados en los despachos de carne de los supermercados en
estudio.

Preguntas delalala5b

Tabla N° 4. Porcentaje de indumentaria adecuada con la que cumple el
personal para la manipulacion de la carne.

Indumentaria Si cumple | No cumple
Uso de gorro o redecilla 100.00% 0.00%
Uso de gabacha 100.00% 0.00%
Uso de guantes 0.00% 100.00%
Uso de mascarilla 0.00% 100.00%
Indumentaria limpia y en buen estado de conservacion | 100.00% 0.00%
100.00%
100.00%
90.00%
< 80.00%
©70.00%
3_60.00%
£'50.00%
= 40.00%
30.00% B Si cumple
20.00%
10.00% 6 H No cumple
0.00% - T T T T T
%\'b (\,Q@ \'Q,‘—: N0 2
660 \0@ \),b(\ c,db( &\@Q
& © © 2 >
o \} A
O X
& & .
© 6"6\ Indumentaria
O

Figura N° 3. Gréfico de porcentaje de indumentaria adecuada con la que

cumple el personal para la manipulacion de la carne.
En la figura N° 3. Se observa que los manipuladores de carne seleccionados el
100% no utilizan la indumentaria adecuada ya que ninguno utiliza toda la
indumentaria completa, algunos de ellos no usa guantes ni mascarilla lo que
permite la contaminacién del producto, aunque si utilicen gorro, gabacha y

ademas se encuentre limpia y en buen estado de conservacion, es decir que
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solo utilizan el 60% de la indumentaria adecuada pasando desapercibido el
40% restante que se refiere a guantes y mascarilla por lo cual los 5 puntos

verificados representan el 100% y cada respuesta vale 20%

Personal que pone en practica la higiene personal requerida para la
manipulacion de la carne:

Preguntas dela6 ala 10

Tabla N°5. Porcentaje de requisitos higiénicos que deben practicarse para la
manipulacion de la carne

Higiene personal Si No
Usa anillos 0.00% 100.00%
Usa relojes 0.00% 100.00%
Tienen ufas limpias y recortadas 100.00% 0.00%
Hombre no uso de barba y o bigote 0.00% 100.00%
Mujer, no uso de magquillaje 75.00% 25.00%
100.00%
100.00% -
80.00% - ]
S
? 60.00% -
2 40.00% - 00% mSi
o 20.00% - 0% E No
0.00% T T r r 1
Usa anillos Usareloj Tienen ufias Hombre no Mujer, no
limpiasy uso de uso de
recortadas barbayo maquillaje
bigote
higiene personal

Figura N° 4. Grafico de porcentaje de requisitos higiénicos para la
manipulacion de la carne

En la Figura N° 4. Se puede observar que solo un 75% de las mujeres
seleccionadas no cumple con las Buenas Practicas Higiénicas (BPH) para la
manipulacion de la carne porque utilizan maquillaje y solo un 25% no utiliza.
También se puede observar que el 100% de manipuladores seleccionados
cumple con las BPH ya que no utilizan anillos ni relojes en el caso de los

hombres se pudo observar que no usan bigote ni barba y ademas sus ufias
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estaban limpias y recortadas; por lo tanto solo el personal masculino cumple
completamente con los puntos verificados correspondientes a la higiene
personal. En general podemos observar que el 85% del personal seleccionado
cumple con los requisitos Higiénicos y un 15% no los cumple. en este caso el

20% de cada punto individual representa el 100%.

Porcentaje requerido de Buenas Practicas Higiénicas que deben cumplir
los despachos de carne en los supermercados seleccionados

Preguntas dela 11 ala 15

Tabla N° 6. Porcentaje de Buenas Practicas Higiénicas en el area de despacho
de carnes

Buenas Practicas Higiénicas en el area de despacho Si cumple | No cumple
Area limpia y bien mantenida 100.00% 0.00%
Evitan la contaminacion cruzada 100.0% 0.00%
Temperaturas de vitrina y cuartos de almacenamiento de carne 0.00% 100.00%
Olor, color y textura caracteristicos de la carne. 100.00% 0.00%
Vitrina cerrada 75.00% 25.00%

100.00%
100.00%
90.00%
o 80.00%
% 70.00%
¢ 60.00%
2 50.00%
»n  40.00%
¢ e .
10200% H Si cumple
0.00% B No cumple
&
&
Buenas Practicas Higienicas

Figura N° 5. Grafico de porcentaje de Buenas Practicas Higiénicas que se

cumplen en el area de despacho de carnes.

En la figura N° 5. Se puede observar que solo un 75 % de las éareas de

despacho de carne de los supermercados mantienen las vitrinas cerradas
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cumpliendo con las Buenas Practicas Higiénicas y un 25% no cumple porque
mantienen las vitrinas abiertas exponiendo el producto a contaminacion.
Ademas el 100% de las areas de despacho no tienen un rotulo que especifique
la temperatura a la cual se mantienen las vitrinas ni los cuartos donde se
almacena la carne. Solo cumplen con mantener el area limpia, evitar la
contaminacion cruzada, y mantener sus carnes en buen estado de
conservacion. Podemos apreciar que los supermercados seleccionados
cumplen con un 75% de las Buenas Practicas Higiénicas en el area de
despachos de carne pero también incumplen el 25% de estas.

Para llevar a cabo la verificacidbn de las Buenas Préacticas Higiénicas en las
areas de despacho de carnes se elaboro una lista de chequeo que fue dividida
en tres aspectos: Indumentaria adecuada, Higiene personal y Buenas Practicas
higiénicas en el area de despacho. Los resultados obtenidos para la
indumentaria adecuada dieron a conocer que los manipuladores no visten la
indumentaria completa por lo que solo se cumple con el 60% y por tanto no
cumple con el 40% restante que se refiere a guantes y mascarillas. En el
segundo aspecto que se refiere a higiene personal los resultados mostraron que
solo se cumple con el 85% y el 15% no cumple debido a que las mujeres
seleccionadas hacen uso de maquillaje. Con respecto a las Buenas Practicas
Higiénicas en el area de despacho de carnes los resultados demuestran que el
75% de los supermercados seleccionados cumplen con los puntos verificados y
el 25 % no cumple ya que mantienen las vitrinas abiertas exponiendo el
producto a contaminacién. En general de los 15 puntos verificados los
resultados obtenidos demuestran que solo se cumple con el 73% de las Buenas
Practicas Higiénicas y el 27% no cumple ya que no usan guantes, mascarillas y
las mujeres usan maquillaje y ademas algunas areas de despacho tienen las
vitrinas abiertas, estos porcentajes se obtuvieron tomando en cuenta que los 15
puntos verificados representan el 100% y los resultados individuales para cada

supermercado que cumplen o no cumplen representan la variable.
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PARTE EXPERIMENTAL.

El andlisis de las muestras se llevo a cabo en dos semanas consecutivas

tomando 10 muestras por semana.

Semana 1

En la primera semana se analizaron 10 muestras que fueron recolectadas como
se indica en la tabla N°7.

En tabla se presentan las diferentes especialidades de carne molida de res
seleccionadas y los supermercados en los cuales se comercializan con su

respectivo nimero de muestra.

Tabla N° 7. Codigo de muestras de carne molida de res por supermercado y
sus diferentes especialidades

CODIGO DE SUPERMERCADO TIPO DE MUESTRA
MUESTRA
1 Despensa de Don Juan(Los Héroes) | Carne molida extra fina
2 Carne molida super especial
3 Carne molida especial
4 Hiper Europa (Av. Bernal) Carne molida Premium
5 Carne molida super especial
6 Super Selectos (Metro sur) Carne molida especial
7 Carne molida super especial
8 Carne molida Premium
9 Super Selectos (Metro centro) Carne molida Super especial
10 Carne molida Premium




Tabla N° 8. Resumen de resultados del analisis de aislamiento e identificacion de Salmonella spp de muestras
de carne molida de res.

Control
De TT RP-VS PRUEBAS BIOQUIMICAS
muestras TSI INDOL | RM | VP | CITRATO | MOVILID
XLD | BS | HEK | XLD | BS | HEK | K | A | GAS | H,S AD

1 - + - - + + + | + - + + + - - +
2 - + - - + - + | + - - - + - + +
3 - + + - + - - |+ - + + + - + +
4 - + + - + - -+ - - + + - - +
5 - + - - + - + | + + + + + - + +
6 - + + - + - + | + + + + + - + +
7 - + - - + - - |+ - - + + - + -
8 - + + - + - - |+ - + + - + -
9 - + + - + - -+ - + + - + -
10 - + - - - - -+ + - + + - - -

Positivo: + Negativo: - XLD: Xilosa Lisina Desoxicolato BS: Bismuto Sulfito HEK: Hektoen TT: tetrationato RP-VS:
Rappaport Vasiliadis RM: Rojo de Metilo VP Voges-Praoskauer

Se examinaron 10 muestras de carne molida de res en la primera semana bajo las mismas condiciones y
siguiendo el mismo proceso. La tabla N° 8 muestra los resultados obtenidos en cada una de las determinaciones
realizadas, podemos observar que en los medios selectivos y diferenciales como Bismuto sulfito y Hektoen se
obtiene el mayor crecimiento de colonias a diferencia del XLD que no presenta ningun crecimiento. Las muestras
sombreadas presentan crecimiento microbiano en 2 o mas medios selectivos y diferenciales, ademas los
resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas coinciden con los resultados teoricos de Salmonella spp por lo
qgue fueron seleccionadas para realizarles la prueba de sensibilidad a los antibioticos por el método de difusiéon

Kirby Bauer.
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En la siguiente tabla se presentan los rangos de valores de halos en mm para
clasificar los datos obtenidos del analisis como resistente, intermedio o

sensible.

Tabla N° 9. Interpretacién del halo obtenido, basado en Performance
Standars for Antimicrobial Disk test, CLSI (formerly NCCLS) ¢

Antibidtico Cadigo Ug en Simbolo | Resistente | Intermedio | Sensible

disco mm o mm mm o

menos mas
Gentamicina 50517 10 G 12 13-14 15
Ciprofloxacina | 231657 5 C 15 16-20 21
Penicilina 230918 10 P 13 14-16 17
Tetraciclina 39562 30 T 14 15-18 19
cloranfenicol 230733 30 Cl 12 13-17 18

Tabla N°.10. Valores de los resultados de diametro (mm) obtenidos en la prueba
de difusion en discos por el método de Kirby Bauer

ntibiéticos | Gentamicina | Ciprofloxacina Penicilina Tetraciclina | Cloranfenicol
10 pg 5 ug 10 pg 30 Mg 30 Mg
Muestras

Muestra 1 22.0 39.0 6.0 6.0 20.0
Muestra 3 25.0 40.0 6.0 25.0 15.0
Muestra 5 22.0 33.0 6.0 6.0 23.5
Muestra 6 20.0 35.0 6.0 6.0 6.0
Cepa ATCC 15.0 35.0 6.0 20.0 28.0

984281
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Figura N° 6. Gréfico que muestra de los resultados de diametro (mm) obtenidos
en la prueba de difusién en discos por el método de Kirby Bauer

En la figura N°6 se puede apreciar que las cepas de Salmonella spp
ensayadas con antibioticos como ciprofloxacina y gentamicina presentaron
halos de inhibicién con valores similares, como podemos observar en el grafico
los resultados de la ciprofloxacina y gentamicina tienen una tendencia casi
lineal con respecto a las muestras, lo que nos indica que estos antibidticos
actuan de manera efectiva inhibiendo los diferentes tipos de Salmonella spp
aislados. Los resultados obtenidos con tetraciclina y cloranfenicol presentaron
tendencias diferentes con respecto a las muestras, al contrario de la penicilina
que no inhibié ninguna de las muestras analizadas. Se puede observar en el
grafico que los antimicrobianos que presentaron los valores mas altos de halo
de inhibicién fueron ciprofloxacina y gentamicina seguidos del cloranfenicol,
siendo mas efectivos ante la presencia de las cepas de Salmonella spp; en
cuanto a tetraciclina y penicilina por los valores de halos obtenidos se puede
decir que son de menor efectividad ante la presencia de las cepas de
Salmonella spp aisladas. Ademas se puede ver que la cepa de Salmonella
ATCC 984281 solamente presenta resistencia a la penicilina y es sensible a los

demas antibioticos ensayados.
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Tabla N°11. Porcentaje de resistencia antimicrobiana y su rango de sensibilidad
presentada por Salmonella spp.

Antibidtico /Muestra Porcentaje de resistencia.
Sensible Intermedio Resistente
Gentamicina 100.00% 0.00% 0.00%
Ciprofloxacina 100,00% 0.00% 0,00%
Penicilina 0.00% 0.00% 100.00%
Tetraciclina 25.00% 0,00% 75.00%
Cloranfenicol 50.00% 25.00% 25.00%
100.00% - 100.00%

e mSensible
90.00% 7 9 W intermedio
80.00% - >-00% T

m70.00% ] esistente
560.00% 1
350.00% -
$40.00% -
30.00% -
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10.00% - 0%
0.00% T T T T T
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N NN & L «&>  Sensibilidad
N © C & A imicrobi
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Figura N° 7. Grafico de porcentaje de cepas de Salmonella spp que presentan
resistencia a los antibioticos.

En la figura 7 se observa que el 100% de las cepas de Salmonella spp aislada

fue inhibida por los antibiéticos gentamicina y ciprofloxacina, el 25% por
tetraciclina y el 50% por cloranfenicol, ademéas un 25% presenté sensibilidad
intermedia a este wltimo. Lo contrario con la penicilina que el 100% de las
muestras fue resistente seguido de la tetraciclina con un 75% y finalmente el

cloranfenicol con un

25% de resistencia.
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En la siguiente tabla se presentan las diferentes especialidades de carne molida

de res seleccionadas y los supermercados en los cuales se comercializan con

Su respectivo niumero de muestra.

Tabla N° 12. Cédigo de muestras de carne molida de res por supermercado y sus
diferentes especialidades.

CODIGO DE SUPERMERCADO TIPO DE MUESTRA
MUESTRA

1 Hiper Europa (Av. Bernal) Carne molida Premium

2 Carne molida super especial
3 Despensa de Don Juan (Los Héroes) | Carne molida especial

4 Carne molida super especial
5 Carne molida extra fina

6 Super Selectos Metrosur Carne molida especial

7 Carne molida Premium

8 Carne molida super especial
9 Super Selectos Metrocentro Carne molida Premium

10 Carne molida super especial




Tabla N°13. Resumen de resultados del analisis de aislamiento e identificacion de Salmonella spp a partir de
muestras de carne molida de res

Control
de TT RP-VS PRUEBAS BIOQUIMICAS

muestra TSI INDOL | RM | VP | CITRATO MOVILI
S XLD | BS | HEK XLD | BS | HEK | K| A| GAS | H,S DAD
1 + + + - - - + | + + + - + - + +
2 + + = = - - +| + + + - + - +
3 - + + - - - +| + + + - + - + +
4 + + - - - -+ - - + + - - +
5 - + - - - + +| + + + + + - + +
6 - + + = - - +| + + + + + - + +
7 - + + - - - + | + 3 + + + - - +
8 - + - - - - -+ + + + + - - +
9 - + - - - - -+ + - + + - - -
10 - + + - - - - |+ + + + + - +

Positivo: + Negativo: - XLD: Xilosa Lisina Desoxicolato BS: Bismuto Sulfito HEK: Hektoen TT: tetrationato RP-VS:
Rappaport Vasiliadis RM: Rojo de Metilo VP Voges-Proskauer

Se analizaron 10 muestras de carne molida de res bajo las mismas condiciones y siguiendo el mismo proceso. La
tabla N°13 muestra los resultados obtenidos en cada una de las determinaciones realizadas. Se observa el
crecimiento microbiano solamente en los medios selectivos y diferenciales como XLD, Bismuto Sulfito y Hektoen
provenientes de caldo Tetrationato. Las muestras sombreadas presentaron crecimiento microbiano en mas de 2
medios selectivos y diferenciales los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas de las cepas de
Salmonella spp en estado salvaje son similares a los resultados teoricos de Salmonella, por lo que fueron
seleccionadas para realizarles la prueba de sensibilidad a los antibioticos por el método de difusion Kirby Bauer

obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla N°14. Valores de los resultados de diametro (mm) obtenidos en la

prueba de difusion en discos. (Kirby Bauer).

Muestra Gentamicina | Ciprofloxacina | Penicilina Tetraciclina Cloranfenicol
/antibiotico 10ug 5ug 10 ug 30ug 30ug
Muestra 1 18.8 25.5 6.0 6.0 27.0
Muestra 2 20.5 25.0 13.8 6.0 26.2
Muestra 3 20.1 38.7 6.0 23.7 28.2
Muestra 5 20.5 37.8 6.0 19.6 28.0
Muestra 6 17.4 27.6 6.0 20.5 25.8
Muestra 7 21.8 31.8 6.0 27.1 25.2
Muestra 10 19.2 30.3 6.0 17.4 23.5
Cepa 15.0 35.0 6.0 20.0 28.0
ATCC
984281
45
€40
Ess /N
T 30 / \ /\/
N~ Gentamicina
S5 —
% 20 === Ciprofloxaciona
= - /
£ 15 Penicilina
g £
T 10 -
8 ) / = Tetraciclina
©
T 0 Cloranfenicol
Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Cepa
1 2 3 5 6 7 10 ATCC
984281
Muestra

Figura N°8. Grafico que muestra los resultados de diametros (mm) obtenidos en

la prueba de difusion en discos por el método de Kirby Bauer.

Las cepas de Salmonella spp analizadas con los antibiéticos establecidos

presentaron respuesta similares frente a gentamicina y cloranfenicol con una

tendencia casi lineal lo que nos indica que estos antibiéticos actian inhibiendo

los diferentes tipos de Salmonella spp aislados. En cuanto a tetraciclina y

ciprofloxacina las muestras presentaron respuestas diferentes. El grafico

también muestra los antimicrobianos con valores de halo de inhibicion mayor

siendo ciprofloxacina, cloranfenicol seguido de gentamicina presentando mayor
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efectividad ante las cepas de Salmonella spp aisladas y los antimicrobianos
que presentaron valores de halo menores fueron tetraciclina y penicilina siendo
menos efectivos ante las cepas en estado salvaje. La cepa de Salmonella
ATCC 984281 presentd resistencia a penicilina y sensibilidad a gentamicina,

ciprofloxacina, tetraciclina y cloranfenicol.

Tabla N°15. Porcentaje de resistencia microbiana presentada por Salmonella
spp aislada de carne molida de res

Porcentaje de resistencia

Antibidtico/ muestra Sensible Intermedio Resistente
Gentamicina 100.00% 0.00% 0.00%
Ciprofloxacina 100.00% 0.00% 0.00%
Penicilina 0.00% 0.00% 100.00%
Tetracilcina 57.14% 14.29% 28.57%
Cloranfenicol 100.00% 0.00% 0.00%
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Figura N°9. Grafico de porcentaje de cepas de Salmonella spp que presentan
resistencia a los antibioticos.

En la figura N°9 se observd que el 100% de las cepas de Salmonella spp

aisladas fueron resistentes a penicilina y 28.57% resistentes a tetraciclina .Los

cultivos de cepas aislados de carne molida de res fueron 100% sensibles ante
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gentamicina, ciprofloxacina y cloranfenicol y 57.14% fue sensible frente a
tetraciclina; ademas el 14.29% presenté sensibilidad intermedia frente a
tetraciclina. Estos porcentajes se obtienen de la operacibn matematica en la
cual las 7 muestras representan el 100% y los valores de los diferentes rangos

representan la variable.

Tabla N°16. Clasificacion de los perfiles de resistencias presentados por la
cepa control (ATCC)

Antibiotico Clasificacion de sensibilidad
Gentamicina 10 ug Sensible
Ciprofloxacina 5 ug Sensible
Penicilina 10 pg Resistente
Tetraciclina 30 ug Sensible
Cloranfenicol 30 ug Sensible

De acuerdo al estudio realizado, se puede observar que la cepa de Salmonella
ATCC 984281, presenta sensibilidad ante los antibiéticos gentamicina 10ug,
ciprofloxacina 5ug, tetraciclina 30ug y cloranfenicol 30ug; por el contrario

presenta resistencia ante penicilina 10pg.

Los resultados del analisis realizado en la primera semana en 10 muestras de
carne molida de res de las diferentes especialidades dio como resultado que de
las 10 muestras analizadas 4 (40%) se les detecté Salmonella spp siendo
sensibles en un 100% a ciprofloxacina y gentamicina y de estas 4, 2(50%)
presentd sensibilidad a cloranfenicol, 1(25%) presentd resistencia intermedia,
1(25%) presento resistencia a dicho antibiotico; las 4(100%) muestras fueron
resistentes a penicilina; de las 4 muestras 1(25%) presentd sensibilidad a
tetraciclina 'y 3(75%) fueron resistentes.

En la segunda semana de analisis se obtuvieron los siguientes resultados:

De las 10 muestras de carne molida de res analizadas 7 (70%) se les detecto

Salmonella spp las cuales presentaron sensibilidad en un 100% a



cloranfenicol, gentamicina y ciprofloxacina; de las 7 muestras 4(57.14%) fueron sensibles a tetraciclina,
1(14.29%) presentd resistencia intermedia, 2(28.57%) presentaron resistencia a dicho antibiotico; las 7(100%)

muestras fueron resistentes a penicilina.

Tabla N°17 Resumen de los resultados del andlisis de las 20 muestras de carne molida de res seleccionadas y
su porcentaje de resistencia a los antibiéticos
Cadigo Resultados para Porcentaje de resistencia de las cepas de Salmonella spp a los Antibiéticos
de Salmonella
muestra Reincidencia =] Cl C T G
Semana | Semana % % | % % % % % % | % % % % % % | %
1 2 S | R S | R S | R S | R S | R
+

1
+|+]+
1

0O |0 (100|8181|91|91|100|0 |O 4545 |19.1 4545 |100|0 |O

+| +
+|+|+
+|+

OO |N[O|O||WIN|F

10 - + -
+: positivo -: negativo P: penicilina CI: cloranfenicol C:ciprofloxacina T: tetraciclina G: gentamicina S: sensible
I: intermedio R: resistente.

En la tabla N° 17 se muestran los resultados obtenidos de las 20 muestras de carne molida de res divididas en
las dos semanas que se llevo a cabo el analisis y la reincidencia que se obtuvo de algunas muestras, ademas se

observan los porcentajes de resistencia de la Salmonella spp a los diferentes antibidticos ensayados.
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Como podemos ver las muestras 1,3,5,6, en las dos semanas correspondientes
a las especialidades que se muestran en la tabla N° 12 presentaron
reincidencia lo cual se debe al incumplimiento de las Buenas Practicas
Higiénicas ya que segun la lista de chequeo los manipuladores seleccionados
no utilizan guantes ni mascarilla, ademas también estos resultados se deben a
gue la carne se contamina en el momento del destazo, por vectores como aves,
insectos, roedores, mascotas las cuales tienen contacto directo o indirecto con

las carnes

Tabla N° 18. Comparacién de resultados obtenidos por el método Kirby Bauer
de los cultivos de Salmonella spp con la cepa de Salmonella
ATCC 984281

Antibiético/ Porcentaje de resistencia de Porcentaje de resistencia de
muestra Salmonella spp aisladas Salmonella ATCC 984281
Sensibl Intermedio | Resistent | Sensible | intermedio | Resisten
e e te
Gentamicina 100.0% | 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0%
Ciprofloxacino | 100.0% | 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0%
Penicilina 0.0% | 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
Tetracilcina 45.45% | 9.1% 45.45% 100.0% 0.0% 0.0%
Cloranfenicol 81.81% | 9.1% 9.1% 100.0% 0.0% 0.0%

Al comparar los resultados obtenidos por el método de difusién Kirby Bauer de
los cultivos de Salmonella spp aislados de muestras de carne molida de res
con los resultados obtenidos de la Salmonella ATCC 984281 podemos
observar que la Cepa ATCC solamente presenta resistencia a penicilina y
sensibilidad a cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina y tetraciclina, a
diferencia de las cepas salvajes aisladas de Salmonella spp estas fueron
resistentes a penicilina, cloranfenicol y tetraciclina y solamente presentaron
sensibilidad en un 100% a gentamicina y ciprofloxacina lo que indica que la
Salmonella spp en estado salvaje solamente se puede combatir con

gentamicina y ciprofloxacina



CAPITULO VL.
CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos al verificar las Buenas Practicas Higiénicas por
medio de la lista de chequeo en las areas de despacho de carne de los
supermercados seleccionados, demuestra que solo se cumple con el
73% de las BPH con respecto a los puntos verificados y que el 27% no
cumple ya que no usan guantes, mascarillas y las mujeres usan
magquillaje y ademas algunas areas de despacho tienen las vitrinas

abiertas.

2. De las 20 muestras de carne molida de res comercializadas en los
supermercados antes mencionados se detecto Salmonella spp
solamente en 11muestras (55%) muestras, debido al incumplimiento de
las Buenas Practicas Higiénicas directamente desde el momento del
destazo hasta la comercializacibn o indirectamente por vectores o

animales.

3. Los cultivos de cepas de Salmonella spp aislados de muestras de carne
molida de res presentaron 100% de sensibilidad a gentamicina 10 pg y
ciprofloxacina 5 ug, 81.81% fue sensible a cloranfenicol 30 ug, 45.45%
fue sensible a tetraciclina 30 pug estos antibidticos pueden ser utilizados
como tratamiento en caso de salmonelosis o infecciones relacionadas

con Salmonella spp

4. De los cultivos aislados el 100% fue resistente a penicilina 10 ug, 45.45%
presentd resistencia a tetraciclina 30ug, 9.1% fue resistente a
cloranfenicol 30ug, 9.1% presentd resistencia intermedia a tetraciclina
30ug vy cloranfenicol 30ug. Por lo que se concluye que las cepas de
Salmonella spp aisladas han adquirido resistencia a los antibiéticos

como el cloranfenicol, tetraciclina y penicilina debido al uso
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indiscriminado de los antibidticos al ganado, como promotores de
crecimiento y para eliminar organismos destructores de productos

agrarios.

Los resultados obtenidos en el estudio muestran que no se cumplen
completamente las Buenas Practicas Higiénicas, debido a que en la
primera semana del analisis de las 10 muestras ensayadas a 4 se les
detecté cepas de Salmonella spp, y en los analisis realizados en la
segunda semana, de las 10 muestras ensayadas a 7 se les detecto
Salmonella spp, lo que indica que las carnes estuvieron en contacto
directo con manipuladores contaminados, con vectores o con animales
portadores de Salmonella spp, esto es un indicador de que las cadenas
de supermercados no poseen un control microbiolégico estricto de la

produccién.

Los resultados obtenidos muestran que las cepas de Salmonella spp en
estado salvaje que fueron aisladas de carne molida de res presentaron
mayor resistencia a los antibidticos ensayados en especial a la penicilina
al cual también la cepa patron de Salmonella ATCC 984281presento
resistencia debido a que este antibiético por ser el primero en
descubrirse se ha utilizado con mayor frecuencia para tratamiento en el

ganado

La resistencia que muestran las cepas de Salmonella spp en estado
salvaje fue debido al uso indiscriminado de antibi6ticos en el ganado,
como promotores de crecimiento y como destructores de productos
agrarios por lo que al ser ingeridos por las personas representa un riesgo
muy grave para la salud, especialmente en nifios, ancianos y personas

inmunocomprometidas.



CAPITULO VII.
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7. RECOMENDACIONES.

Los manipuladores de productos carnicos responsables del despacho
de carnes en los supermercados deben utilizar la indumentaria

adecuada y poner en practica las Buenas Practicas Higiénicas.

Realizar futuros estudios en todos los tipos de carne comercializados
en las cadenas de supermercados del pais utilizando un mayor
namero de muestras, asi como méetodos de analisis mas avanzados
como Técnica de Amplificacion de la reaccibn en cadena de la
Polimerasa (PCR) para poder tipificar los serotipos de Salmonella

spp Y lograr tratamientos con antibioticos mas efectivos.

Al gremio de médicos junto con el Ministerio de Salud Publica no
incluir antibiéticos como penicilina, tetraciclina y cloranfenicol para
tratar la salmonelosis ya que la cepa salvaje de Salmonella spp

presentaron parcialmente resistencia a tetraciclina y cloranfenicol.

Al Ministerio de Salud Publica realizar mayor nUmero de monitoreo de
Buenas Practicas Higiénicas en las salas de ventas de los
supermercados periddicamente para garantizar la calidad de los
productos carnicos que se comercializan en el pais y de esta manera
disminuir las infecciones alimentarias causadas por la ingestion de

productos carnicos contaminados.

Al Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) asi como veterinarios
impartir capacitaciones a los ganaderos a que puedan hacer uso
adecuado de los antibidticos para el tratamiento de bovinos enfermos
y asi evitar la resistencia de los microorganismos patdégenos a los

antibiéticos.
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6. A los consumidores cocinar bien las carnes para eliminar los
microorganismos que puedan existir y asi evitar las intoxicaciones

alimentarias
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GLOSARIO

Aspordgenos: Que no esporula y posee flagelos que lo rodean. (4

Cefalea: (o cefalalgia, jaqueca o dolor de cabeza) es uno de los sintomas que
aparecen principalmente en enfermedades del sistema nervioso, mas

particularmente del cerebro y las meninges que lo cubren.

Cepa de referencia: es un material biolégico de referencia certificado. La
coleccion certifica que se suministra una determinada cepa, que es un cultivo
puro, y que se han observado las convenientes pruebas morfoldgicas,

bioguimicas y moleculares correspondientes. ..,

Cepa ATCC: (American Type Culture Collection. Rockville, EU)Obtencion
directa a partir de una coleccién internacional reconocida, con su respectivo

registro y certificado. .qs
Contaminacién: presencia de un material indeseable en el producto.,

Esplenomegalia: (o hipertrofia del bazo) es un agrandamiento patologico del

bazo o estructura esplénica mas alla de sus dimensiones.

Inocuidad de alimentos: acciones encaminadas a garantizar la maxima
seguridad posible de los alimentos, debera abarcar toda la cadena alimenticia,

desde la produccion al consumo. ¢

Manipulador de alimentos: son aquellas personas que, por su actividad
laboral, manejan los alimentos durante la preparacion, fabricacion,
transformacién, elaboracion, envasado, almacenamiento, transporte,
distribucion, manipulacion, venta, suministro y servicio, siempre y cuando sus
practicas de manipulacion sean determinantes para la seguridad y salubridad

de los alimentos. .



Medio diferencial: medio utilizado para aislar microorganismos dentro de una
mezcla, por los caracteres diferenciales que presentan. Suelen ser medios
sélidos y se basan en la capacidad de fermentacidon de un determinado

azucar. g

Medio de enriquecimiento: es un medio de cultivo que contiene los nutrientes
necesarios para apoyar el crecimiento de una amplia variedad de

microorganismos, entre ellos algunos de los mas exigentes. .

Medio selectivo: es aquel que permite el crecimiento de determinadas
bacterias e inhiben el crecimiento de otras porque poseen una sustancia

inhibidora. @

Método de ahumado: Técnica que consiste en someter alimentos a humo
proveniente de fuegos realizados de maderas de poco nivel de resina. Este
proceso ademas de dar sabores ahumados sirve como conservador alargando

la vida de los alimentos.

Método de curado: consiste en afadir sal o salmuera, con o sin azUcar,

especia, nitritos u otros ingredientes a un producto de carne o0 ave. u

Método de encurtido: es cualquier salmuera, vinagre o solucién con especias

utilizada para preservar el sabor de un alimento. ,

Método de escabechado: Método para la conservacion de los alimentos en

vinagre.

Microorganismos patdgenos: son microorganismos capaces de penetrar y
multiplicarse en otros seres vivos, a los que perjudican originando una

infeccion.ua)

Propiedades organolépticas: conjunto de descripciones de las caracteristicas

fisicas segun las pueden percibir nuestros sentidos sabor, textura, olor, color. s



Septicemia: presencia de microorganismos 0 sus toxinas en sangre. .4,
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Universidad de El Salvador X

Hacia la libertad por la cultura

LISTA DE CHEQUEO PARA VERIFICAR EL AREA DE DESPACHO DE
CARNES EN LAS PRINCIPALES CADENAS DE SUPERMERCADOS EN LA
ZONA 2 DEL DISTRITO 2 DEL AREA METROPOLITANA DE SAN

SALVADOR.

Nombre del supermercado:
Sucursal:
Fecha de verificacion:

N° Higiene personal Si No OBSERVACIONES

1 | ¢Utiliza gorro o redecilla?

2 | ¢Utiliza gabacha?

3 | ¢Utiliza guantes?

4 | ¢Utiliza mascarilla?

5 | La indumentaria de los empleados ¢esta limpia y

en buen estado de conservacion?

6 JUsan anillos?

7 | ¢Usan relojes?

8 | ¢Tiene las ufias limpias y recortadas?

9 | En caso que sea un hombre ¢Usa barbay o

bigote?

10 | En caso que sea una mujer, ¢ utiliza maquillaje?

Area de venta

11 | ¢El &rea de ventas se encuentra limpia y bien
mantenida?

12 | ¢ Tienen separados los diferentes tipos de carne
para evitar la contaminacién cruzada?

13 | Especifica algun rotulo las temperaturas de los
cuartos frios y las vitrinas donde se mantienen las
carnes?

14 | ¢El olor, color y textura de la carne molida de res
es caracteristico de esta?

15 | ¢La vitrina se mantiene cerrada?




ANEXO N° 2

7

Metropolitana de San Salvador
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Mapa del Distrito 2 del
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Figura N°10 Zona 2 del Distrito 2 del &rea metropolitana de San Salvador

@ Zona?2

[l Supermercados de la zona 2

@ Distrito 2



ANEXO N°3

Tabla N°19. Supermercados ubicados en la zona 2 del distrito 2 del area
metropolitana de San Salvador

SUPER SUPER DESPENSA DE HIPER EUROPA
MERCADO SELECTOS DON JUAN
UBICACION Metro Sur Los Héroes Bernal

Metro Centro

CANTIDAD Total: 2 Total: 1 Total: 1




ANEXO N°4

Tabla N° 20. Sindromes salmonelésicos en las personas.



Anexo N° 4

Tabla N°20 Sindromes salmoneldsicos en las personas

Enfermedad

Agente causal

Periodo de incubacién,
signos y sintomas

Origen, reservorio y
epidemiologia

Salmonelosis

Salmonella
choleraesuis,
enteritidis,
typhimurium,
Heidelberg,
derby,
infantis,
Montevideo,etc.

java,

De 5 a 72 horas,
normalmente de 12 a 36
horas; diarrea, dolor
abdominal, escalofrios,
fiebre, vomitos,
deshidratacion

abatimiento, anorexia,
cefalalgia, malestar;
varios dias de duracion;
también puede haber

enteritis o infeccién local

Heces infectadas de
los animales,
domésticos o salvajes,
y de las personas; son
mas sensibles los
nifios, los ancianos, las
personas mal
alimentadas y aquéllas
con enfermedades
concomitantes; el
estado de portador
suele durar desde
algunos dias a algunas
semanas, aunque a
veces puede persistir
durante meses.

Fiebre tifoidea
(fiebre
entérica)

Salmonella typhi

De 7 a 28 dias, con una
media de 14 dias; en los
brotes de origen
alimentario el periodo de
incubacion puede ser mas
corto; hay septicemia y

estd afectado el tejido
linfoide; malestar,
cefalalgia, fiebre alta y

persistente, tos, anorexia,

vomitos,  estrefiimiento,
pulso lento, abdomen
sensible, y distendido,

esplenomegalia,
hemorragias nasales,
manchas rosadas en el
térax y en el abdomen,
sudoracién, escalofrios,
delirio, obnubilacion del
sensorio, diarrea,
hemorragias intestinales;
tienen lugar recidivas;
convalecencia larga

Heces y orina de las

personas infectadas;
en la transmisién, son
importantes los
portadores; algunas
personas son
portadoras durante

mucho tiempo; el agua
también interviene en
la transmisién




Tabla N° 20 continuacioén

esplenomegalia, diarrea,
a veces manchas
rosadas; més benigna y
de menor duracién (1 a 3
semanas) que la fiebre
tifoidea.

Enfermedad Agente causal Periodo de incubacién, | Origen, reservorio y
signos y sintomas epidemiologia
Fiebre Salmonella De 1 a 15 dias; infeccion | Heces y orina de las
paratifoidea enteritidis, de la sangre; cefalalgia, | personas infectadas;
(fiebre paratyphi A, | fiebre persistente, | los portadores son
entérica) paratyphi B, | sudoracion  abundante, | importantes en la
paratyphi C, | nduseas, voOmitos, dolor | transmision.
sendai abdominal,




Anexo N°5

Tabla N° 21 Especificaciones para lectura de Pruebas Bioquimicas

Sustrato Reactivos Resultado Resultado negativo
positivo
Indol 5 gotas de éter etilico + 5 | Se forma un anillo | Coloracién amarilla
gotas de reactivo de Erlich violeta en la | en superficie.
superficie del caldo
Rojo de | Agregar 5 gotas de rojo de | El medio cambia a | Amarillo difuso
Metilo metilo Rojo difuso
Voges 1mL de KOH + 1mL de alfa- | EI medio cambia a | No cambia de color
Proskauer naftol Rosado — rojo
Citrato Medio color verde inicial. El medio cambia a | No cambia de color
color azul
Movilidad Observar movilidad Se observa | No hay movilidad
Movilidad en el
medio
TSI Ver coloracion de Bisel y | Fondo amarillo con | Fondo rojo sin
fondo. Observar produccion | ennegrecimiento y | ennegrecimiento sin
de gas y H,S produccion de gas | producciéon de gas
en el medio




Anexo N° 6

Tabla N° 22 Pruebas Bioquimicas para Salmonella spp

Microorganismo TSI Indol | RM | VP | Citrato | Movilidad

Bisel fondo | Gas | H,S

Salmonella spp K A (+-) |+ - + - + +

K= Rojo
A= Amarillo
-= negativo

+= positivo



Anexo N° 7

Tabla N° 23 Antibiéticos y Diametros en mm para Enterobacterias. (s

ANTIMICROBIANO CONTENIDO DEL DIAMETRO EN mm

DISCO R I S
PENICILINAS
Ampicilina 10ug £13 | L
CEFALOSPORINAS
Cefalotina J0pg £14 1517 218
Cefuroxima axetil (oral) J0ypg £14 15-22 123
Cefuroxima sodium (parenteral) J0ypg £14 1517 218
Cefoxitina 30 pg £14 1517 218
Cefotaxima 30 pg £14 15-22 323
Ceftriaxona 30 pg £13 14-20 N
Ceftazidima 30pg £14 15-17 218
Cefixima 5 g £15 16-18 19
Cefpirome * 30pg £14 1517 18
Cefepime 30 g £14 1517 18
B LACTAMICCY INHIBIDOR DE BETALACTAMASA
Ampicilina/Sulbactam 10110 pg £ 12-14 315
AmoxicilinalAcido Clavulanico 2010 g £13 14-17 218
Cefoperazonalsulbactam + 75 ug/30 pg £15 16-20 3
MONOBACTAMS
Azireonam 30 ug £15 | I
CARBAPENEMS
Imipenem 10 pg £13 14-15 216
Meropenem 10 pg £13 14-15 216
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 10 pg £12 1314 315
Amikacina 30 g £14 15-16 7
QUINOLONAS
Acido nalidixico 30 1g £13 14-18 19
Norfloxacina 10 g £12 13-16 7
Ciprofloxacina 51g £15 16-20 3
Ofloxacina 5 g £12 13-15 216
TETRACICLINA
Tetraciclina 30 ug 14 1518 | =19
OTROS '
Cloramienicol 30 pg £12 1317 218
Trimetoprim/suliametoxazol 1,25/23,75u0 £10 11-15 316

R: resistente S: sensible I: intermedio




ANEXO N° 8.
Materiales y equipo de laboratorio para el aislamiento e

identificacion de Salmonella spp.

MATERIALES Y EQUIPO MEDIOS DE CULTIVO

Erlenmeyers

Pipetas de 10 mL
Pipetas de 5 mL

Pipetas de 1 mL
Cuchillos estériles
Cucharas estériles
Placas de Petri de plastico
estériles

Placas de Petri de vidrio.
Tubos con tapon de rosca
Bafio de maria

Estufa

Mechero

Asa de siembra

Hisopos estériles
Incubadora

Balanza

Regla graduada

Piseta

Camara de flujo laminar
Pinzas estériles

Gradillas

Caldo Lactosado

Caldo Tetrationato (TT)

Caldo Rappaport- Vassiliadis
(RV)

Agar TSA

Agar TSI (triple azucar hierro)
Agar motilidad

Agar Bismuto Sulfato

Agar Hektoen entérico

Agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD)

Agar Mueller Hinton



Anexo N° 9

Preparacion de las muestras para el aislamiento de Salmonella spp.

e, —

\M’%‘k Agregar 225 ml de caldo

lactosado y homogenizar por
Pesar asépticamente 25g en 3 min en estomacher a 260
un recipiente estéril de boca RPM

ancha (bolsa estéril)

e

Incubar por 24+2 h a 35°C Transferir la mezcla a
erlenmeyer estéril de 500
mL de capacidad y cubrir
con papel Aluminio.



Anexo N° 10
Aislamiento de Salmonella spp.

Agitar suavemente la
mezcla incubada

0.1mL 1.0mL
Transferir
é(a)mLadzg?ldo 10mL de Caldo
pp p‘ Tetrationato

Vasiliadis

Incubar por 24 £ 2 Incubar por 24 2

horasa 42 +0.2°C horasa 35 +0.2°C
AgarklD S =
Agar BS @ @ @ @

= = S <)

|
Incubar las placas por 24 + 2 horas a 35+ 0.2°C

Las colonias /

sospechosas pasarlas a
TSA N =

Incubar las placas por 24 + 2 horas a 35 + 0.2°C



Anexo N°11

Pruebas Bioquimicas Con una aza
bacteriolégica en punta

inocular los medios sélidos
y con una aza con aro

Inocular los medios De las placas de nocular los medios

TSA liquidos

\

| \
e

TS| Indol RM VP Citrato Movilidad

tomando una o dos
colonias del inoculo

Incubar los tubos a 37 + 2°C durante 24 - 48 horas.

Utilizar la tabla N° 21 del anexo 5 para leer las pruebas bioquimicas.



Anexo N° 12

Prueba de sensibilidad de antibitticos por el método de difusion kirby
Bauer

De las placas
de TSA

Suspender el inoculo en
Solucion salina y comparar
la turbidez con el
estandar 0.5 de McFarland

Colocar los discos
impregnados con
antibiotico utilizando
pinzas estériles

Inocular Placa con agar
Mueller Hinton. Y dejar
secar por Smin.

Medir los diametros de
los halos de inhibicion
con una regla graduada \
0 con un pie de rey.




Anexo N°13
Preparacion de tubo 0.5 McFarland. Estandar de turbidez para

preparacion del indculo.



Anexo N° 13.
Preparacion de tubo 0.5 McFarland. Estandar de Turbidez para preparacion del
indculo.

Para estandarizar la densidad del in6culo para una prueba de susceptibilidad se
utiliza estandar de turbidez de BaSO,4 equivalente a un estandar 0.5 McFarland
0 Su equivalente optico.

Se prepara como sigue:

g
£
4
/lu
0.5mL de 0.048mL BacCl, 99.5 mL de H,SO4 de 0.18mol/L
(1.75% p/v BaCl,.H,0) (1% v/v) con agitacién constante

v

~

) & P

Verificar la densidad
Transferir la suspension de BaSO, en correcta del estandar de
alicuotas de 4 a 6 mL en tubos del mismo turbidez. La absorbancia a
tamafno que aquellos que se usan para el 625 nm debe ser 0.08 a 0.10
crecimiento o dilucién del indculo de para el estandar 0.5

bacterias y comparar la turbidez McFarland



Estos tubos deben ser bien sellados y almacenados en la obscuridad a
temperatura ambiente.

El estandar de turbidez debe ser bien agitado en un vortex mecanico
antes de usar y se debe revisar que haya una apariencia turbia uniforme.

El estdndar de BaSO, debe ser reemplazado o verificar su densidad
mensualmente.



ANEXO N°14

Imagenes del proceso de aislamiento e identificacion de Salmonella spp.



Figura N°10. Etapa de pre- enriquecimiento. Muestras de carne molida
previamente pesadas y listas para incubacion.

Figura N°11. Etapa de enriquecimiento selectivo. Caldos Tetrationato y
Rappaport.



Figura N°12. Etapa de pre- enriquecimiento (Caldo Lactosado incubado a
35°C) a etapa de Enriquecimiento selectivo.

a) b) C)

Figura N°13. Controles negativos de Agar a) XLD b) Hektoen c) Bismuto
Sulfito.



Figura N°14. Etapa de aislamiento en medio diferencial XLD, después de
incubacion de 35°C por 24 horas. Colonias caracteristicas
de Salmonella spp: colonias incoloras con o sin centro negro.

) T ST
o Ay ) Seaingnd SRS
N y )

Figura N°15. Etapa de aislamiento en medio diferencial Bismuto Sulfito,
después de incubacion a 35°C por 24 horas. Colonias
caracteristicas de Salmonella spp: colonias negras o grises
con halo y brillo metalico.



Figura N° 16. Etapa de aislamiento en medio Hektoen, después de
incubacion a 35° C por 24 horas. Colonias caracteristicas de
Salmonella spp: colonias verdes con o sin centro negro.

Figura N°17. Etapa de identificacion por pruebas bioquimicas. Tubos
con medio Citrato, con presencia tipica de Salmonella spp



-

Figura N°18. Etapa de identificacién por pruebas bioquimicas, tubos de
movilidad con presencia tipica de Salmonella spp

Figura N°19. Etapa de identificaciébn por pruebas bioquimicas, tubos de
TSI con presencia tipica de Salmonella spp.



Figura N°20. Etapa de identificacion por pruebas bioquimicas, tubos de
Indol con presencia tipica de Salmonella spp.

Figura N° 21. Preparacion de tubo 0.5 McFarland. Estdndar de turbidez para
preparacion de indculo.



Figura N°23. Halos de inhibicion obtenidos con cloranfenicol, penicilina y
gentamicina luego de incubacién a 37°C durante 24 horas.



Figura N°24. Halos de inhibicion obtenidos con tetraciclina y ciprofloxacina
luego de incubacién a 37° C durante 24 horas.



Anexo N°15
Medios selectivos y de enriqguecimiento utilizados para el aislamiento de

Salmonella spp en muestras de carne de res.



Anexo N° 15
Medios selectivos y de enriquecimiento utilizados para el aislamiento de
Salmonella en muestras de carne de res.
Caldo lactosado.
Se emplea para el estudio de procesos de fermentacion de la lactosa y en
especial para la investigacion de microorganismos Coliformes, especialmente
Escherichia coli en aguas, leches y productos alimenticios. No contiene
indicadores ni inhibidores.

Fundamento.

Por la composicion del medio, el contenido en elementos nutritivos vy
energéticos hace que permita el desarrollo sin restriccion de bacterias
Coliformes. La fermentacién de lactosa producira desprendimiento de gas que

se pondra de manifiesto en la campana de Durham.

Formula (por Litro)

Composicion (g/L):

- LACtOSA.. . 5.0
- Peptonade Gelatina...................c.oooen.. 5.0
- pH:6.9+0.2

- Extractodecarne...........ccccoeviiiiiiiiiennnnn. 3.0

Preparacion:
Disolver 13 g en 1L de agua destilada. Distribuir en tubos de ensayo con
campana de Durham y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Enfriar lo mas

rapidamente posible.



Caldo Rappaport.
Se emplea para el enriquecimiento selectivo de Salmonella a excepcion de
Salmonella typhi en muestras clinicas, aguas y productos alimenticios en

general.

Fundamento.

Por la elevada concentracion de Magnesio Cloruro y la presencia de Verde de
Malaquita se consigue frenar el crecimiento de los microorganismos que forman
parte de la flora acompafiante, mientras que la mayoria de Salmonellas no ven
afectado su desarrollo; generalmente Salmonella tiphy y las Shigellas son
inhibidas por el Verde de Malaquita. El pH acido del medio refuerza su accion

selectiva.

Formula (por Litro)

Composicion (g/L):

- Extractode levadura..............cccoovviiiiiiiiiiinnnnn. 1.6
- Potasio di Hidrégeno Fosfato........................... 0.78
- di- Sodio Hidrégeno Fosfato.................c.coeee. 0.26
- Verdede Malaquita...............ccooeiiiiiiiiiiinnns, 0.1
- pH:55+0.2

- Magnesio ClOruro......c..covieiiiiiiiiiie e, 30.0
S~ 10 1o [0 T @4 (o] 1 ] (o TS 7.0
- Tripticaseina.......cvviii i 4.3

Preparacion:
Disolver 44g en 1 L de agua destilada. Distribuir y esterilizar a 115°C

durante 15 minutos. No sobrecalentar. El medio conservado en la nevera



puede presentar precipitados, ello no influye en sus caracteristicas

selectivas.

Caldo Tetrationato.q
Se emplea como medio de enriquecimiento selectivo para aislar Salmonella en

gran diversidad de muestras.

Fundamento.

Por la presencia de las sales biliares se inhibe el crecimiento de los
microorganismos Gram positivos. El Tetratioanto se produce a partir de
Tiosulfato, cuando después de esterilizar el medio se afiade asépticamente la
solucién Yodo-Yodurada; el tetrationato tiene un efecto inhibidor sobre los
Coliformes y la mayor parte de las bacterias intestinales. Los Proteus y las
Salmonellas pueden desarrollarse correctamente. A su vez el Calcio Carbonato
mantiene el pH del medio al neutraliza el Acido Sulfdrico producido por la
reduccion de Tetrationato, de lo contrario el medio se iria acidificando y se
detendria el crecimiento de todos los gérmenes. La mezcla de peptonas
constituye el soporte nutritivo. La USP aconseja la adiciéon de Verde Brillante
gue inhibe principalmente la flora Gram- positiva, sin embargo a veces se

desaconseja la adicion del Verde porque el medio es muy inhibidor.

Formula (por Litro).

Composicion (g/L):

- Calcio Carbonato.........ccovieiiiiiiiiiiienn. 10.0
- Saleshiliares.........cccooeviiiiii 1.0

- pH:8.4+0.2

- Mezclade peptonas........c.coveviiiiiiiiinnnnn, 5.0

- Sodio TiosulfatO. .....coueeee e 30.0



Preparacion:

Suspender 46 g en 1 L de agua destilada; calentar y agitar hasta ebullicion. NO
ESTERILIZAR EN AUTO CLAVE. Si se va utilizar el medio el mismo dia, afiadir
asépticamente 20 mL de solucion yodo-yodurada por Litro de medio, o
proporcionalmente a la cantidad usada. Eventualmente puede afiadirse 10mL/L
de una solucion al 0.1% de Verde Brillante, asi como Novobiocina a razon de
0.04g/L, ambos esterilizados por filtracion. Al distribuir el caldo repartir

homogéneamente el precipitado existente. No recalentar el medio.

Agar Bismuto Sulfito.
Se emplea como medio altamente selectivo para aislamiento de Salmonella
typhi y de otras Salmonellas en gran diversidad de muestras muy

contaminadas.

Fundamento.

El Bismuto Sulfito y el Verde Brillante inhiben conjuntamente a las bacterias
Gram positivas y Coliformes, no restringiendo en absoluto el crecimiento de la
Salmonellas. A su vez por la presencia de azufre en el medio, los
microorganismos capaces de producir Hidrogeno Sulfuro precipitan Hierro (II)
Sulfuro que da lugar a tonalidades marrones mas o menos oscuras e incluso
negras. También se puede reducir el bismuto o metal dando un brillo metéalico
alrededor de las colonias correspondientes. Es recomendable hacer un

enriquecimiento previo en caldo.

Formula (por Litro)

Composicion (g/L)
- Indicador de bismuto sulfito............................. 8.0
- D()-Glucosa......covviiiiii 5.0
- Peptona bacteriolégica.............cccooiiiiiiiiin. 10.0



- Verde brillante. ....ooooioii e, 0.025

- pH 7.5+0.2

- Extractodecarne...........ccoooeiiiiiiiiiiiiiiiaa, 5.0
- Hierro (Il) Sulfato..............ooooiiiiii 0.3
- di- Sodio Hidrégeno Fosfato.................cc.coeeeeee. 4.0
S AN 20.0

Preparacion:

Suspender 52 g en 1 L de agua destilada; calentar y agitar hasta ebullicion y
hervir durante 1 minuto. NO ESTERILIZAR EN AUTO CLAVE. Dejar enfriar
hasta 45°C y distribuir en placas de Petri estériles sin dejar de agitar. Las placas

quedan turbias de color verdoso.

Salmonella enteritidis
ATCC 13076
Incubacién a 3522%C / 24-48 horas

Fig. N° 25 Salmonella enteritidis ATCC 13076



Agar Entérico Hektoen,
Se emplea como medio selectivo para el aislamiento y diferenciacion de
Enterobacterias patdgenas en gran diversidad de muestras. Esta indicado para

la diferenciacion de Salmonella y Shigella.

Fundamento.

Por la presencia de los dos indicadores se diferencian las colonias de bacterias
lactosa positivas de las lactosa negativas, las primeras toman un color amarillo
anaranjado y las segundas azul verdoso. Los microorganismos que fermentan,
la sacarosa y la salicina también toman un color amarillo anaranjado. La
presencia de sacarosa y salicina evita la seleccion de patdgenos falsamente
positivos. Con el Sodio Tiosulfato y el Amonio Hierro (lll) Citrato se detectan los
productores de Hidrogeno Sulfuro por el precipitado de negro de Hierro Sulfuro
gue presentan en el centro de las colonias. La presencia de sales biliares inhibe

el crecimiento de una gran parte de la flora acomparfante.

Formula (por Litro)
Composicion (g/L):

- Amonio Hierro (Ill) Citrato...............cccoeevennnnn. 1.5

- Extractode levadura..............cooeieiiiiiiiiiiiinenn.n. 3.0

- Lactosa.....c.oi 12.0

= SACAIOSA. . s 12.0

- D()-Salicina.......ccooiiiiii 2.0

- Sodio Tiosulfato........ccooeiieiiii 5.0

- pH:7.5:0.2

- Azulde Bromotimol...........ccooiviiiiiiiiieeas 0.064
- Fucsina Acida........coooiiiiii 0.1

- Peptonadecarne...........ccoooiiiiiiiiici e, 12.0

- SalesS BlIAreS. ... 9.0



- S0dIO ClOTUIO. .o 5.0

Preparacion:
Suspender 76 g en 1L de agua destilada; calentar y agitar hasta ebullicion y
disolucién total. NO ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE. Dejar enfriar a 55 °C y

distribuir en placas de Petri estériles.

W 4

e

Salmonella enteritidis ATCC 13076 Shigello flexneri ATCC 12022
incubacién a 35£2°C durante 24 horas. incubacién a 35+2°C di 24 horas.

Fig. N° 26 Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shiguella flexneri
ATCC 12022
Medio XLD. ¢
Se emplea para el aislamiento de enterobacterias patégenas, principalmente

Salmonella y Shigella, a partir de muestras biologicas y productos alimenticios.

Fundamento.

El Sodio Desoxicolato inhibe el crecimiento de la flora contaminante Gram
positiva. La mayoria de las enterobacterias patdégenas, a excepcion de la
Shigella, fermentan la D(+)- Xilosa. El acido producto de la fermentacién de la
D(+)- Xilosa, de la lactosa o de sacarosa produce un viraje a amarillo del Rojo
de Fenol contenido en el medio. Los microorganismos que descarboxilan la
lisina, como Salmonella, se reconocen por presentar colonias rojo- anaranjadas
debido al aumento de pH que han provocado en el medio y el consecuente

viraje del Rojo de Fenol. Ademas por la presencia de Tiosulfato Sodio y Amonio



Hierro (Ill) Citrato las bacterias productoras de hidrégeno sulfuro dan colonias
ennegrecidas siempre y cuando el pH del medio se mantenga alto.
Formula (por Litro)

Composicion (g/L):

- Amonio Hierro (Ill) Citrato..........cccovvvviiiiiiinnnn. 0.8
- LACIOSA. . 7.5
- RojodeFenol..........ccooiiiiiiii 0.08
SRS 010 [0 J @4 (o] (U o 5.0
- Sodio Tiosulfato........ccoevviiii 6.8
m Al e 13.5
- pH: 7.4+0.2

- Extractode levadura..............ccooviiiiiiiiiiiiiian, 3.0
e 117 - 5.0
= SACANOSA. . s 7.5
- Sodio desoxicolato. .........ovieieiiiie 2.5
= D(H)-XioSaA. ..o, 3.5

Preparacion:

Suspender 55.2 g en 1L de agua destilada; calentar y agitar hasta ebullicion.
NO ESTERILIZAR EN AUTO CLAVE. Transferir a un bafio de marfa a 50°C y
dejar enfriar hasta esta temperatura. EI medio debe ser practicamente claro y
de color rojizo (una permanencia demasiado prolongada en el bafio maria
puede dar lugar a precipitaciones, con lo que si bien el comportamiento es

satisfactorio, las colonias pueden ser ligeramente menores).



Placa Virgen Salmonella typhimurium ATCC 14028
Incubacién a 30-35°C / 24 horas. I

Fig.N° 27Salmonella typhimurium ATCC 14028

Agar Soja Triptona (TSA). ¢
Se emplea como medio de uso general para el cultivo de todo tipo de

microorganismos.

Fundamento.

Se ajusta a la formulacion de la USP y a la Ph. Eur. Por el contenido de peptona
de soja de caseina resulta una aportacion nutritiva que permite el desarrollo
Optimo de un gran numero de microorganismos, tanto exigentes como no
exigentes. Se utilizan como tales o como base para preparar medios especiales

(Agar sangre, Agar Proteus).

Formula (por Litro).

Composicion (g/L):

- Digerido papainico de soja..........ccccevieieiinannnn. 5.0
- Digerido pancreatico de Caseina................... 15.0
- S0di0 ClOrUIO. ..o 5.0
= Al 15.0

- pHfinal: 7.3£0.2



Preparacion:
Suspender 40 g en 1L de agua destilada; mezclar bien y calentar ligeramente

hasta disolucion total. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Fig. N° 28 Placa contaminada con Escherichia coli ATCC 25922

IDENTIFICACION BASADA EN CARACTERISTICAS METABOLICAS
La mayor parte de las pruebas usadas para evaluar la actividad bioquimica o
metabdlica de las bacterias (por medio de la cual puede hacerse una
identificacion final de especie), se lleva a cabo mediante el subcultivo del
aislamiento primario en una serie de medios diferenciales, cuyos resultados
pueden interpretarse después de uno o dos dias de incubacion. ¢
Prueba de Citrato.
Medio: Citrato Simmons
Composicion:

- Sulfato de magnesio

- Monofosfato de amonio

- Fosfato dipotasico

- Citrato de sodio

- Cloruro de sodio

- Agar

- Agua destilada

- Indicador de pH: azul de bromotimol (pH=6)

- Alcalino: color azul de Prusia intenso (pH 7.6)



- Medio no inoculado: color verde (pH 6.9)

Fundamento.

Determina si un microorganismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente
de carbono para el metabolismo y crecimiento, provocando la alcalinidad.

El medio incluye citrato de sodio, un anion como Unica fuente de carbono y
fosfato de amonio como Unica fuente de nitrégeno.

Normalmente el metabolismo del citrato comprende una condensacion de
acetilo con la coenzima A y oxalacetato para entrar en el ciclo de Krebs. El
desdoblamiento del citrato comprende un sistema enzimatico sin la intervencién

de la coenzima A. Esta enzima se denomina citritasa o citrato desmolasa.

Citrato ——» Oxalacetato + acetato
Piruvato mas CO;
Los productos obtenidos del metabolismo del citrato dependen del pH del
medio.
pH bésico:

Citrato — CO, + acido formico + 2 acido acético

pH acido:
2 piruvato — acetato + CO; + lactato

2 piruvato —— acetoina + 2CO..



Interpretacion.

Positivo: crecimiento aunque no exista cambio de color. Crecimiento y el medio

es de color azul intenso en el pico de flauta.

Negativo: no se observa crecimiento y medio de color verde.

Si se utiliza carbono a partir de citrato de sodio, también se extrae nitrégeno del
fosfato de amonio contenido en el medio, liberdndose amoniaco. En ocasiones
se detecta un crecimiento visible a lo largo de la linea de siembra antes de la

aparicion de color. Este crecimiento visible también indica resultado positivo.

Reaccion de Voges- Proskauer (VP) o
Medio de cultivo: medio de Clark y Lubs (caldo RM/VP)

Composicion:

- Polipeptona

- Dextrosa

- Fosfato de potasio

- Agua destilada
Fundamento.
Determina la capacidad de algunos organismos de producir un producto final
neutro, la acetoina a partir de la fermentacién de la glucosa.
La reaccién de Voges- Proskauer se basa en la deteccién de acetoina como
producto final neutro derivado del metabolismo de la glucosa. Esta es
metabolizada en &cido piravico, intermediario clave en la glucdlisis. A partir del
acido piravico, una bacteria puede seguir muchas vias. La produccion de
acetoina (precursor de la produccion 2,3-butanediol) que es uno de los ciclos

para la degradacion de la glucosa en las bacterias. La formacion de acetoina y



butilenglicol es una via alternativa del metabolismo del acido piravico. Las
bacterias que utilizan esta via producen solo pequefias cantidades de acidos
mixtos que son insuficientes para disminuir el pH del medio rojo de metilo, lo
bastante como para producir un cambio de color. Por este motivo muchas de
las especies de Enterobacterias son VP positivas, con pocas excepciones son
RM negativas y viceversa.

El primer reactivo agregado a una alicuota incubada es el catalizador alfa-naftol
porque este actla como intensificador del color, lo que aumenta la sensibilidad
de la reaccion sin pérdida de especificidad. ElI segundo reactivo es KOH que
cuando se agrega al medio de VP contribuye la absorcion de CO,. No debe
excederse de un volumen exacto. EIl KOH reaccionara con la peptona dando un
color rosado salmoén y con el agregado posterior de alfa-naftol no habra

alteraciéon del color.

O, oxidado
Alfa-naftol + acetoina > Diacetilo
KOH

Color rojo rosado < Nucleo de guanidina

Reactivos adicionales:
- Alfa naftol al 5%, intensificador del color.
- Hidroxido de potasio 40%, agente oxidante.
Agregar directamente los reactivos al tubo después de la incubacion en el
siguiente orden:
0.6mL de alfa naftol
0.2mL de KOH



Agitar el tubo suavemente, dejar reposar de 10 a 15 minutos antes de la

interpretacion.

Precaucion.

El orden de adiciobn de los reactivos es importante, ya que la inversion de
incorporacion dara como resultado un débil positivo o falso negativo.

No debe excederse un volumen exacto de KOH ya que el exceso puede ocultar

una reaccion VP débilmente positiva.

Interpretacion.
Positivo: rojo rosado en la superficie del medio (presencia de acetoina)
Negativo: Amarillo. Puede formarse un color cobrizo pero aun asi la reaccion

es negativa.

Reaccidon de Rojo de Metilo (RM)
Medio de cultivo: medio de Clark y Lubs (caldo RM/VP)
Composicién:

- Polipeptona

- Dextrosa

- Fosfato de potasio

- Agua destilada

- Indicador: rojo de metilo

- pH inicial: 6.9, medio no inoculado, color rojo.

- Acido: rojo (pH= 4.4)

- Alcalino: amarillo (pH= 6)

Fundamento.
Comprobar la capacidad de un organismo de producir y mantener estables los

productos terminales &cidos de la fermentacion de la glucosa y vencer la



capacidad amortiguadora del sistema. Es una prueba cualitativa de la
produccién de &cido (determinacion de pH). Las bacterias que principalmente
siguen la via de fermentacion de acidos mixtos a menudo producen suficiente
acido para mantener un pH menor de 4.4.

La prueba de rojo de metilo se basa en el empleo de un indicador de pH para
determinar la concentracion de iones hidrégeno presentes cuando un
organismo fermenta glucosa. Las bacterias RM positivas producen acidos
estables manteniendo una alta concentracion y entonces cesa toda actividad.
Los organismos RM negativo también producen &cidos pero tienen una menor
concentracion de iones hidrogeno porque hay una reversion hacia la neutralidad
debida a la nueva degradacion de los acidos organicos en carbonatos.

La validez de la prueba de RM depende de un tiempo de incubacion suficiente
como para permitir que se produzca la diferencia en el metabolismo de la
glucosa. Los organismos en estudio se incubaran por lo menos 2 dias, lo que
permite que todos los organismos con baja proporcion gaseosa muestren su

limite en la concentracién de iones hidrégeno.

Reactivos adicionales pararojo de metilo
Rojo de metilo adicionar 5 gotas al tubo previamente incubado
Interpretar el resultado del color inmediatamente.

Conservacion: guardar el reactivo en refrigeracion (4°C) mientras no se usa.
Interpretacion de rojo de metilo.
No debe intentarse interpretar un resultado con el rojo de metilo después de

menos de 48 horas de incubacion.

Positivo: rojo en la superficie del medio (pH= 4.4)



Algunas bacterias pueden producir menores cantidades de acido a partir del
sustrato por ello es posible que aparezca un color naranja. Esto indica una
prueba positiva.

Negativo: amarillo (pH=6) 6 naranja.

Prueba de sulfuro indol movilidad (SIM) o
Medio de cultivo: Medio SIM
Composicion:
- Extracto de carne
- Peptona
- Hierro peptonizado (indicador de H,S)
- Tiosulfato de sodio (indicador de H,S)
- Agar
- Agua destilada
- pH=7.3

Fundamento.

Determinar si un organismo es mévil o inmovil, si es capaz de liberar acido
sulfhidrico por accién enzimatica de los aminoacidos que contienen azufre
produciendo una reaccion visible de color negro y por ultimo la capacidad de
desdoblar el indol de la molécula del triptéfano, ademés que la consistencia del

medio permite la observacion de la movilidad de algunas bacterias.

Prueba de la produccién de indol.

El triptéfano es un aminoacido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para
formar tres metabolitos principales: indol, escatol e indolacético. Diversas
enzimas intracelulares que intervienen en éste proceso reciben el nombre de

triptofanasa, 1o que implica el sistema completo de enzimas vinculadas con la



produccion del indol. El principal intermediario en la degradacién del tript6fano
es el acido indolpiravico.
La degradacion del triptéfano libera indol, acido pirivico, amoniaco y energia. El
acido piravico puede ser nuevamente metabolizado por medio del ciclo
glucolitico o entrar en el ciclo de Krebs para liberar CO, y H,O y una gran
produccion de energia. El amoniaco puede ser utilizado para sintetizar nuevos
aminoacidos empleando la energia que se encuentra para la reaccion
anabdlica.
La prueba de indol se baso en la formacién de un complejo de color rojo cuando
el indol reacciona con el grupo aldehido de p-dimetilaminobenzaldehido
(sustancia activa del reactivo de kovacs).
La formacion de indol se produce solamente en aquellos organismos capaces
de fermentar los hidratos de carbono. La elevada acidez producida por la
fermentacién de la glucosa puede impedir el crecimiento del organismo o inhibir
la enzima.
El agregado de triptéfano estimula la produccion de indol mientras que la
glucosa lo inhibe.

triptofanasa

L-Triptofano » indol + acido pirtvico + amoniaco
H,O desaminacion

Movilidad.

Determina si un organismo es movil o inmdvil. Las bacterias tienen movilidad
por medio de flagelos, que se encuentran principalmente entre los bacilos; sin
embargo algunas formas de cocos son inméviles.

Las bacterias moviles pueden contener un solo flagelo o muchos; ademas su
localizacion varia con su especie bacteriana y las condiciones de cultivo. A
veces las bacterias con movilidad producen variantes no moviles que parecen

ser estables y raramente se revierten en formas moviles.



Reactivos adicionales.

Prueba de indol

Reactivo de kovacs

Adicionar 5 gotas y agitar suavemente el tubo.

Interpretar inmediatamente

Conservacion: los reactivos deberan guardarse en el refrigerador (4°C) mientras
no se usan, su estabilidad es variable, por lo tanto se hara todas las semanas
un control de calidad, desechandolos si muestran una reaccién débil o negativa

con un organismo positivo conocido.

Interpretacion.
Acido sulfhidrico.
Positivo: ennegrecimiento del medio

Negativo: sin ennegrecimiento

Indol.

Positivo: anillo rojo en la superficie del medio

Negativo: no se produce color

Color naranja en la superficie del medio. Indica desarrollo de escatol, un
compuesto metilado que puede ser el precursor de la formacién de indol.

La reaccion positiva después de 24 horas indica una prueba completa.

Si el cultivo de 24 horas es negativo debera incubarse otras 24 horas y debera
repetirse la prueba.

Movilidad.

Positiva: los organismos méviles migran de la linea de siembra y se difunden en
el medio provocando la turbiedad.

Negativo: crecimiento bacteriano acentuado siguiendo la linea de siembra.



Agar triple azucar hierro: TSI
Medio de cultivo: agar triple hierro azucar (agar Hierro de Kligler, AHK).
Composicion:

- Extracto de carne

- Extracto de levadura

- Peptona

- Proteasa

- Lactona

- Dextrosa

- Sulfato ferroso

- Cloruro de sodio

- Tiosulfato de sodio

- Agar

- Agua destilada

- Indicador: rojo de fenol

- Acido: amarillo

- Alcalino: rojo

- Medio no inoculado: naranja rojizo (pH=7.4)
Fundamento.
Determina la capacidad de un organismo de atacar un hidrato de carbono
especifico incorporado en un medio de crecimiento basico, con produccién o no
de gases, junto con la determinacién de posible acido sulfhidrico.
El agar AHK es un medio diferencial que determina tanto la fermentacion de los
hidratos de carbono y la produccion de acido sulfhidrico. Las bacterias pueden
utilizar cualquiera de los sustratos incorporados en el medio y ser
Metabolizados, caracteristicas que son utilizadas para la diferenciacion de
éstas, principalmente para las Enterobacterias.
Este medio contiene lactosa con una concentracién de 1% y glucosa 0.1%, lo

cual permite la observacion de la fermentacion de uno o de ambos



carbohidratos por parte de las bacterias, ademas de la produccién de gas y de
acido sulfhidrico.

La fermentacion es un proceso que se lleva a cabo en condiciones aerébicas
(pico de flauta) y anaerébicamente (capa inferior). En el pico de flauta la
glucosa (monosacarido) es catabolizada inicialmente por medio del ciclo de
anaerobico de Embden- Meyerhof, utilizado tanto por los aerobios como por los
anaerobios para dar acido piravico, y posteriormente esté serd degradado a
través del ciclo de Krebs para dar CO,, H,O y energia.

Por otra parte la lactosa (disacarido) serd primero degradada a sus
monosacaridos correspondientes (glucosa y galactosa)

Beta- galactosidasa

Lactosa » glucosa + galactosa
Ciclo de Krebs
Glucosa o galactosa » CO; + H,0 + energia anaerébico

El medio TSI contiene una cantidad limitante de glucosa y una concentracién 10
veces mayor de lactosa. Las enterobacterias y los fermentadores de glucosa
comienzan metabolizando este azlcar, ya que las enzimas que utilizan la
glucosa estan presentes como constituyentes de las bacterias, y éstas pueden
obtener mayor energia por utilizacion del azicar mas simple.

Todos los otros carbohidratos deben ser convertidos en glucosa para entrar en
el ciclo de Embden- Meyerhof. La utilizacién de la glucosa se realiza en forma
aerobia sobre la estria, donde el oxigeno presente actia como aceptor terminal
de electrones y en la parte terminal de la columna en condiciones de
anaerobiosis. Una vez que una bacteria fermentadora de glucosa ha reducido
toda la glucosa disponible a piruvato, comenzara a metabolizar el piruvato a
través del ciclo aerdbico de Krebs (sobre la estria) formando productos finales
acidos. El acido en el medio hace virar el amarillo del indicador de pH, rojo de
fenol. Entonces, luego de 6 horas de incubacién, la zona de la estria y el fondo

del tubo inoculado con un fermentador de glucosa tendran un color amarillo. Si



el microorganismo no fermenta la glucosa, el fondo permanecera rojo
(indicando que no hay variacion del pH) o se alcalinizard (lo que puede
visualizarse por un color rojo algo mas intenso que del medio original),
demostrando que la bacteria no es miembro de la familia Enterobacteriaceae.
Después de haber agotado la cantidad limitada de glucosa, una bacteria con
capacidad para utilizar la lactosa o sacarosa comenzara a degradarlas. Como el
medio contiene 10 veces mas lactosa que glucosa, las bacterias encontraran
sustrato suficiente para continuar la formacion de productos finales acidos.
Luego 18-24 horas de incubacion todo el medio TSI permanecera de color
amarillo. Esta reaccién se denomina 4cido sobre acido (A/A) y el organismo se
identifica como un fermentador de lactosa. La produccién de gas provocara la
ruptura de la columna de agar o la empujara hacia la parte superior, de modo
que un fermentador de lactosa que produce gas dard una reacciobn A/A mas
gas.

Si el organismo en estudio no es capaz de usar lactosa del medio, debe
producir energia en forma menos eficiente al utilizar las proteinas y
aminoécidos del medio como fuentes nutritivas.

El metabolismo proteico se produce en la superficie de la zona inclinada donde
el oxigeno es abundante. Los productos de la degradacion de la peptona (como
el amoniaco) son alcalinos y provocan el viraje del indicador rojo de fenol a su
color rojo original. Un TSI inoculado con una bacteria que no fermenta la lactosa
al cabo de 18-24 horas de incubacion presentara la zona inclinada roja y el
fondo del agar permanecera amarillo debido al metabolismo anaerobio de la
glucosa durante la primera etapa. Esta reaccion se denomina alcalina sobre
acido (K/A).

Las bacterias que fermentan la glucosa también pueden formar productos
alcalinos a partir de la utilizacion de la peptona, sobre la zona inclinada. Estas

reacciones seran K/K.



Interpretacion.

Rojo en pico de flauta: alcalino; degradacion aerébica de glucosa.
Amarillo en capa profunda: acido; degradacion anaerdbica de la glucosa.
Amarillo en pico: acido

Amarillo en capa profunda: 4cido.

Rojo en pico de flauta: alcalino; sin cambio de color en capa profunda:
alcalina.

Produccion de H,S: precipitado negro.

Produccion de gases: produccion de burbujas, descomposiciéon del
medio, ligera muesca del medio sobre el costado del tubo o

desplazamiento del medio del fondo, dejando un espacio libre.

Observaciones.

Una bacteria productora de H,S puede dar tal cantidad de precipitado negro de

sulfuro ferroso que oculte completamente la acidez producida en la capa

profunda. Sin embargo, si se forma H,S es que existe en la capa profunda una

condicidn acida, aun cuando no se observe, y debe ser registrada como tal.

Es esencial que se interprete la fermentacion al término de 18-24 horas de

incubacion, ya que una interpretacion prematura o demorada dara formas de

fermentacién no vélidas que llevaran a errores en el agrupamiento del género o

especie.

Reporte de resultados.

K/A fermentacion de glucosa solamente

A/A fermentacion de glucosa y lactosa

K/K no fermentacion de glucosa y lactosa.

Los resultados se escriben siempre siguiendo un patron. Primero la reaccién del

pico de flauta seguida por la reaccién de la capa profunda, separadas por una

barra.



Reacciones de TSI.

Pico de flauta alcalino/profundidad alcalina (K/K).

No fermentacion de hidratos de carbono. Caracteristico de bacterias no
fermentadoras.

Pico de flauta alcalino/profundidad acida (K/A)

Glucosa fermentada, lactosa no fermentada. Caracteristico de bacterias no
fermentadoras de lactosa.

Pico de flauta alcalino/profundidad acida (negra) (K/A/H,S).

Glucosa fermentada, lactosa no fermentada; produccién de H,S Caracteristico
de bacterias no fermentadoras de lactosa y productoras de H.S.

Pico de flauta &cido/profundidad acida (A/A).

Glucosa y lactosa fermentadas. Caracteristico de coliformes que fermentan

lactosa.

Agar Mueller Hinton

El agar Mueller Hinton deshidratado se prepara de acuerdo a las indicaciones
del fabricante.

Después de su esterilizacion en autoclave se deja enfriar en bafio de agua
maria a 50°C, se vacia en placas Petri sobre una superficie plana asegurando
que la profundidad de 4mm aproximadamente se puede dejar enfriar a
temperatura ambiente, si no se utliza el mismo dia se debe guardar en

refrigeracion a 2-8 °C por no mas de 7 dias.

Se deja un control de esterilidad de placas incubando un periodo de 24 horas.
El pH debe ser controlado, para este medio de cultivo el pH debe ser entre 7.2-
7.4 después de solidificado, por debajo de este valor el antibitico perdera

potencia mientras que otros pueden aumentar su actividad.



También se deberé controlar la humedad, no debe haber agua en la tapa de la
placa ni en el agar, si esta es grande se debe poner las placas en una estufa a
35°C por 10-30 min.g



