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CAPITULO |



INTRODUCCION

Una de las fuentes de alimentacién con alto contenido protéico es la carne

de origen aviar especialmente la:de pollo. Pero en los (ltimos afios con el -

aumento de la poblacién las demandas de alimento han aumentado por lo quela
crianza de animales a nivél doméstico ya no es suficiente para el mercado na-
cional, por consiguiente se hace necesario la crianza de aves en una forma més

técnica, para suplir las necesidades de la poblacidn.

En la granja, en una forma técnica, se encargan de la crianza, engorde, sa-

crificio y eviscerado; luego es enfriado a una temperatura de 25 2C bajo cero

con una humedad relativa del 10%; luego es pesado y empacado para su dis-
tribucidn; sin embargo, a pesar de esta tecnologia las aves sufren contaminacion
por los microorganismos que poseen en la piel, patas, plumas; y por los que se

encuenfran en el tubo digestivo que forman parte de su flora normal.

En el transporte y el manipuleo sufre una contaminacidon adicional por el uso

de cuchillos, machetes y tablas de picar en condiciones higiénicas inadecuadas.

Los portadores asintomaticos también contribuyen a la contaminacién de la
carne por microorganismos patdgenos desde su sacrificio hasta el momento de su

consumo,



Los microorganismos contaminantes mas frecuentes en la carne de pollo

pueden ser :

Bacterias de los géneros : Pseudonomas , Achromobacter , Micrococcus , Strep

tococcus , Flavobacterium , Salmonellas, Proteus , Clostridium y Escherichia .

Mohos de los géneros : Cladosporium, Sporotrichum , Penicillium , Mucor , Al

ternaria y Monilia.

Levaduras de los géneros : Trichosporium , Torulopsis , Candida y Rhodotorula.

Desde el punto de vista de Salud P(blica nos interesa : El Recuento to-

tal de Bacterias , Recuento Total de Hongos y Levaduras y los microorganismos
patdgenos que puedan producir infecciones u ocacionar intoxicaciones alimenta

rias al consumidor a causa de las toxinas que producen -al multiplicarse en los

alimentos,

La evaluacidn microbioldgica del contenido total de microorganismas en

la carmne de pollo nos refleja su calidad , la cual estd intimamente relacionada

con el grado de contaminacion.
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OBJETIVOS

El siguiente trabajo pretende :

Determinar la calidad microbiolégica de la carne de pollo.

Evaluar la contaminacién total microbiolégica de la carne de pollo.

Aislar e ldentificar Salmonella Sp en carne de pollo.

Estoblecer un método especifico y funcional para se aplicado en el control

microbioldgico de la carne de pollo en nuestro pafs.
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A-

REVISION BIBLIOGRAFICA

Generalidades,

Todas las bacterias pertenecientes al género Salmonella son patégenas
paria el hombre y los animales en mayor o menor grado.
Por lo tanto, todo aislamientogque haga de cualquiera de estos serotipos tiene

que ser considerado como una fuente de infeccion.

A pesar de los numerosos experimentos y de los costosos programas para

<u control existente a la fecha aproximadamente 2000 serotipos de Salmone-
[la y constantemente son reportados otros nuevos. Alrededor de 200 de estos
serotipos han sido aislados de las aves. Por el motivo , éstas tienen que ser
vistas como un reservorio muy imprtante, representando por ello una fuente

de contaminacion para el hombre y los animales. Especial significado tienen

las gallinas y sus productos, huevos y carne, como fuente de infeccion.

En las incubadoras, en las granjas productoras comerciales, asi como en
las fébricas elaboradoras de alimentos, se han tomado cuidadosas e innumera-
bles medidas de higiene y sanidad , no obstante, nuevos serotipos en todos

estos renglones productivos son aislados en creciente medida.



Los pérdidas econémicas mas significativas comprenden :
- Elevada mortalidad de aves
- Mala conversién alimenticia
- Rechazos y decomisos en los rastros

- Costos de produccién elevados. ( Medicamentos extras, diagndstico de labora-

torio, asesoria adicional del profesional especializado etc.) (20)

Las Salmonellas son bacilos moviles gram negativos cerobios de la familia
Enterobacteriaceae, cuyas caracteriticas mds impotantes son :

no fermentar la lactosa, son patdgenas para el hombre y los animales, por viaoral.

Las diferentes especies estan relacionadas antigénicamente (5, 6, 12, 13, 16, 22).

Los especies de Salmonella son facilmente destruidas por cloracidn or gran
P p g

parte de los desinfectantes comunmente usados. El calentamiento a 55 2C es letal
para éstos microorganismos, sin embargo sesisten la congelacion y sobreviven bien en

alimentos enfriados y congelados.

Por otra parte, toleran concentraciones elevadas de sales y sobreviven en el agua
de mar, asi como en agua dulce, durante muchos dfas. Resisten notablemente la de-

.’ . .
secacidn y pueden permanecen.vivas en aguas negras desecadas durante varias semanas.

(%5 )



Llas enfermedades causadas por los miembros del genero Salmonella son
similares y se incluyen en tres grupos principales :
1. Fiebres Entéricas, caracterizadas por septicemia y enteritissproducidas

casi siempre por Salmonella thyphiy algunas cepas de Salmonella ente-

ritidis,
2 - Septicema sola, causa mds a menudo por Salmonella choleraesuis.
3 - Gastroenteritis , depende de cualquiera de los 1400 serotipos de Salmo-

nella enteritidis.

Salmonella thyphi es la causa principal de fiebre tifoidea , la cual se trans-

mite mas frecuentemente por el consumo de alimentos contaminados. ( 5,25 ).

B - Peligros- Potenciales,

La presencia en los alimentos de cualquier serotipo de Salmonella es poten-
cialmente peligrosa como fuente de enfermedad para el hombre, adquirida de
modo directo por el consumo de estos alimentos, o indirectamente mediante la
contaminacidén secundaria por medio de utensilios, equipo para el tratamiento e
. . - .« ’ - - - - .
industrializacion de los alimentos, o de otros alimentos . Existe adn un riesgo
- . Y : . e .
mas , derivado de la contaminacion por Salmonella en los alimentos a causa de

los manipuladores, convirtiéndose éstos en portadores de dicho microorganismo.



Aungue algunos serotipos de Salmonella tales como Salmonella Pullorum ySalmo-

nella gallinarum, son poco virulentos para el hombre, de hecho se han registrado
broteshumanos cousados por estos ogentes de procedencia aviar.

En el estado actual sobre los conocimientos de Salmonellosis todos los serotipos
de Salmonella deben considerarse como potencialmente infectivos para el hombre,
(24)

C-  Contaminacion Microbiana de la Carne de Pollo.

La carne es un alimento rico en protidos por excelencia, después del pan,es en el
adulto el alimento esencial y de uso mas general. La nocidon de su valor nutritivo

es muy antiguo habiéndosele censideradocomo el alimento que proporciona mas

En los andlisis de la corne de pollo se ha demostrado que contiene : 58% de =
agua, 27% de protidos, 12% de lipidos, o glicidos, 12% de susiancias no nitro_
genos y 0.9% de sales minerales ( 1,7 ). Pero la crarne, al igual aque los restan-
tes alimentos tambien sirven para sotisfacer las necesidades nutritivas de los mi-
croorganismos contominantes.

Los microorganismos que alteran la carne llegan a ella por infeccion del animal

vivo ( contaminacidn enddgena) o por invasion post-morten ( contaminacién exo

gena ).



Aungue ambas tienen imporfancia , la alteracion de la carne a consecuenciade
la contaminacién exdgéna suele ser mds frecuente. Aveces el hombre sufre graves
infecciones por consumo de carnes de animales aparentemente sanos.

la carne de aves de corral contiene una abundante y variada flora superficial
e interna, tanto en animales sanos como en enfermos, a la que se le puede ogre-

gar otra a través del manipuleo posterior a su sacrificio.

Contaminacién Enddgena: Es aguella que el animal adquiere antes de su sacri-

ficio, es decir, es una contominacién propia, cuyos contaminantes son organismos
productores de enfermedades infecciosas en los animales que son transmitidas al

hombre, tales como: bacterias, virus, hongos, helmintos y protozoos.

Contaminacidn Exdégena : Es la contaminacidén que sufren los animales después

del sacrificio, es decir que estos contominantes se sumaron posteriormente al a-

nimal (14, 15, 25).

Fuentes y Naturaleza de la Contaminacion Externa.

La carne se hella expuesta a la contaminacidén microbiona desde el momento

que se desangra el animal hasta su consumo,

Entre las fuentes de confominacidén podemos citar las siguientes :
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1. Piel, Patas y Plumas.

Estos lugares tienen una flora natural la cual contribuye a la contaminacidn
' .
¢. del animal .

2. Eviscerado.

Es otro factor que contribuye a aumentar la contaminacidén porque el contenido
gastrointestinal forma parte tambien de la flora normal microbiana.
El' eviscerado debe hacerse en cuarto frio reservado para ese fin, esta operacion
incluye la inspeccion de la visceras por un veterinario u otra persona bajo su
supervision.

3. Enfriomiento.
Los aves lovadas se enfrian reduciendo su temperatura de unos 32 2C, aproxi-
madamente a 2 2C, para prevenir lo descomposicién bacteriana y conservar la
calidad. El enfriamiento se logra por medio de hielo picado del que la aves

obsorben una pequena cantidad de humedad, lo cual las hace mds suculentas

despues del empaquetado. (21)
4. .. Agua.

Forma parte de uno de los factores de contominaciéon mas importantes, ya que se

utiliza no solo para el lavado de lo carne sino tambien para lavar los utensi-

silios, maguinaria, envases; por lo que se debe tener especial cuidado al -



hacer uso de ella. Debera cumplir con los requisitos para agua potable.

5. Troceado,

Es una operacidn en la cual los diferentes utensilios ( cuchillos, sierras,
tablas de picar, etc) pueden ayudar al aumento de la carga microbiana si

éstos estan contaminados, o no han sido tratados higienicamente.

6. Equipo.
El equipo utilizado durante el proceso puede llegar- a contaminarse confa-

cilidad (egua, aire, personal, etc) por lo que es de suma importancia usar

equipo facil de lavar y desinfectar.

7. Afre.

Contribuye a la contaminacion ya que sirve de franspote para muchas bacterias

patdogenas a ifraves de particulas de polvo, las cuales pueden acumularse en cual

vier lugar si nc hay una adecuada limpieza.
g P

8. Personal.
Constituye uno de los mayores riesgos de contaminacidn si éste es un portador
asintomatico, por lo que debe de entrenarséle y datle una educacidn sanitaria

adecuada, indicdndole la importoncia que tiene el lavado de las manos, bafio

diario, uso de ropa especial y limpia para irabajar dentro de las instalaciones;



ademds deben realizarse controles microbioldgicos periddicos .

9. Empague .

También puede ser un factor de contaminacién por lo que debe ser sometido
a una adecuada limpieza antes de su uso .

Las aves ya clasificadas se pueden empaquetar como aves frescas en cajas
rodeadas de hielo picado , en este caso hay que mantenerlos a una tempe -
ratura menor de 5°C y llevarlas rapidamente a los distribuidores al menudeo
ya que se podran conservar solamente unos dias .

El tiempo de conservacién dependera de la  cantidad de bacteria que lleve,
si esta fuera de 10.000 microorganismos /(:m:2 se desarrolla olor desagradable y
lama en unos & dias a 59C ( 21 ).

La proteccidn scnitaria en el empaque significa proteccidon contra la introduc-
cién de microorganismos y suciedad . También comprende la resistencia a la
penefracion de insectos que perforan algunos materiales y a los dientes filosos

de los roedores.

10, Almacenamiento .
Coda especie bacteriana crece solamente a una temperatura limitada y tiene,
1

- para su desarrollo , una temperatura optima , por lo gue la temperctura de

almacenamiento influye en la alteracion de los alimentos.



Debe hocerse en cuortos frios en los cuales la temperatura es de 252C bajo

cero y tener buenas condiciones higiénicas .

Humedad Relativa .

La humedod del ambiente interviene en el desarrollo de los smicroorganismos

en la superficie de! alimento y varia en funcion de la temperatura . Los ali-

mentos que tienden a cubrirse de mohos o levaduras se conservan mejor en ba

iq9 humedad relativa.

Expendios

Juegan un popel determinante en la contaminacion microbiona . En e! merca-
do esta contaminacion es mas factible por las molas condiciones d= venta al

por menar , ya que estdn expuestos en su mayoria al aire libre , fuera d= -

mostradores refrigerantes, refrigeradores, congeladores y ademas por lo falta de

educacion sanitaria de las vendedores que los sacan de su empague original pa

ra mostrarlos mejor al poblico.

En e! supermercado las condiciones higiénicas son mas aceptables |, pero siem-

pre hay factores que contribuyen a la contaminacion ( utensilios, troceodo, per-

sonal , etc ).

Contro! de lo Salmone!losis .

Esto plantea problemas importantes . No disponemos de ninguna vocuna eficaz.
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Procede conceder atencidon muy especial a los métodos de conservacion y prepa=
racién de los alimentos y procurar por todos los medios el saneamiento odecuads
de mataderos, plantas de elaboracion de alimentos y restaurantes .

Es imposible determinar con exactitud la frecuencio de las Salmonellosis,. ya que
lo mayor parte de los casos son leves y muchos no son comunicadas a las astori=
dades son'n’roriosjfn los Estados Unidos de Norte America probablemente se informa
tan solo un caso entre coda 10 a 20, sin embargo el nimero de casos comunicados
ho oumentado en forma espectacular durante la (ltima década , lo cual reflejo un
incremento en la frecuencia osi como mayores indices en cuanto al descubrimient o
y comunicacidon de los caosos. Pueden depender en parte este auomento del uso cre-
ciente de ciertos alimentos elaborados que pueden albergar este tipo de bactérias.
Nos hallamos todavia lejos del control de la Salmonellosis, lo cual persistira com»
un problema importante de salud piblica durante el futuro previscible
Se dascubrena menudoespeciedeSaglmonella en los alimentos . como por ejemplo en
aves y huevos, ya que se encuentran en el tubo gosirointestinal de los animales.
Estos microorganismos pueden sobrevivir a los métodos usados con frecuencia paora
la conservacion de productos alimenticios como la congelacidn. Asi pues los po-
llos y pavos congelados,y otros tipos de alimentos contienen a menudo bacterias
de este grupo que pueden multiplicarse durante la preparacion de alimentos , a

menos de que se tomen los debidas precauciones; d= lo contrario estos alimentos

pueden producir Salmonellosis.



Un ejemplo frecuente al respecto es el pavo congelodo que requiere mucho
tiempo para su deshielo . Muchos cocineros recurren al peligross métado abre
viado del deshielo del pavo o lo temperotura ambiente o que propicia lo mul
tiplicocion de estas bocterias en la superficie del anima! y en las cavicades
corporales. Cuondo se osa un pavo parcialmente congelado, lo temperatura en

el interior de los cavidodes quiza no se eleve lo suficiente paro mator los -

microorganismos . { 5).
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PARTE EXPERIMENTA.L

A- Metodnlogia
Experimentalmente parala evoluacidon de la contominocion de lo corne
de pollo se hicieron los siguentes analisis bacterioldgicos
- Recuanto Total de Bacterias.
- Recueinto Total de Hongos y Levaduras.

- Aislamiento e ldentificecién de Salmonella.

Métoda de Recuento Total en Placa paro Bacterias. Hongos y Levoduros.

Resumen del Método.
El recuento Total en Placas se hizo para bocterias, hongos y levaduras,para lo
cual se fomd una muesiro de las diferentes partes del pollo (pechuge.ala
. - L 1 ] ! i
muslo, pierna y visceras), y se suspendid en caldo peptonado de donde e
3 -4

=y

tomd lo alfcuota correspondiente para hacer diluciones de 5x 10 ¢ 5x10

De esta Oltima dilucién se tomd 1 y 0.1 mly se colocd en placas de petri
estériles, adicionando inmediatamente 20 - 25 mi de medio de cultivo estée-
ril, fundido y enfricdo a una temperatura de 45 - 50 & ; se rotod 'os placas
para permitir una buena homogenizacidén del medio con la muestra. Se dejo

solidificar el medioyseincubd en forma invertida @ 37 2C  por 24 horas.
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Para bacterias se usé como medio de cultivo Agar Nutritivo.

Parohongos y levadura se usé Agar Papo Dextrosa (ocidificado corn dcidotars

tarico al 10%): Laincubocién se hizo @ temperatura ambiente por 5 .dfas pro-

tegidos de la luz.

Aislamiento e ldentificacidn de Solmonella.

El oislamiento de Salmonella se efectud mediante tres fases fundamentales :

1. Enriquecimiento .

Se tomd uno muestra representativo y se suspendio en caldo peptonado,

de donde se tomd la alicuoia correspondiente para hacer las diluciones

respectivas.

De lo dilucion 5x 10 <ce tomé 1 y 0. 1 ml y se colocd en tubos que

contenian Caldo de Tetrationsto. Se incubd o 35 oC por 12 - 18 horos,

Una turbidez en el tubo después del periodo de incubocion nos indico
crecimiento microbiano.

El caldo de Tetratinato es un medio de enriguecimiento selectivo em-
pleado en el aislamiento de Salmonella porque inhibe o mata el cre-

cimiento de los organismos coliformes y permite que los oraanismos del

género Salmonella se desarrollen .

2. Aislamiento.
De los tukos de Tetrationato. positivos. se inaculd por el método de esirias



en placas de Agar MacConkey y se incubd a 35 oC durante 24 horas. Despues
de estetiempose observd el crecimiento en las placas y la morfologia de las co-
~lonias , tas cuales se clasificoron como lactosa positiva y lactoso negativa.

El medio de Agar® MacConkeyes empleado para diferenciar las cepas de Salmo-
nella de los mienbros del grupo Coliformes, dd una diferenciocion mas definida
entre estos patogenos entéricos y el grupo coliforme.

Las bacterios de Colonias coliforines son de color rojo y p-eden estar rodeodas
de una zona de bilis precipitoda. Esta reaccidnes debido o lo accion de los
Geidos, producidos por lo fermentacion de lo lactoso ( lactosa positiva) sobre

las sales bilicres y lo subsiguiente absorcidon de rojs neutro.

Los bacilos del tifus, porotifua y de disenteria no fermenton lo lactoso (loctasa
negativa) y no alteron mucho lo oporiencia del medio. En reclidad. estas calo
nias que don una reacidén olcolina,son incoloras y transparentes.

De las colonias lactosa negativa se resembrd por el méiodo de estrios, en Agar
Sulfito Bismuto. Se observd colonias de color negro--con brillo metalico cofé
amarronodas y verdes.

El medio de Agar Sulfito Bismuto es un medio muy selectivo empleada especial

mente pora el aislomiento de Salmonella typhosa. Tambiénresulta satisfoctario

paro el aislamiento de otros mi€mbros del grupo Salmonella, particularmente des -

pues



del enriquecimiento preliminar en caldo con Tetrationato.
En este medio las colonias correspondientes a Salmonella typhi son negras, con
brillo metalico. Las colonias que no sean de tifus se desarrollan frondosamente

! i ! ‘ lHgerament ultad S. paratvphi . .
formaondo colonias verdes, planes o ligeramente abultadas (S. parotyphi , 2 tyohi-

murium vy S. cholercesuis).
Y

3. ldentificacion.

De las colonias que presenfaron c~iacieristicas correspondientes al género
almonella o partir de gar Sulfi ismuto, s izaron las pruenas bio-
Sal H partir del Agar Sulfito B to,se realizaron las p

guimicas siguientes : IMVIC (Indol, Rojo de Metilo, Voges = Preskaver. Ci-

trato), TSI, Urea, Movilidad y fermentacion de Azicores.

3- Material y Eauipo

1- Material

Bolsas plasticas estériles

Cuchillos

Hielera

Tubos de ensoyo con tapdén de rosca 16x 125 mm
Tubos de ensayo con tgpdn de rosco 13 x 100 mm
Erlenmyers 1000, 500 y 250 ml

Probetas 100 y 500 ml



Pipeta morh de 1.5y 10 ml

Placas de petri

Equipo

Autoclave Boekel

Horno Telco

Estufa Fischer

Refrigerador Cetron

Contodor de Colonias Derkfield Quebec modelo 3325
Equipo para filtraciéon por membrana
Bafio de Maria

Balanza granoctaria

Hot plate

Bandeja de diseccion

Medios de Cultive

Agar Nutritive

Agar Papa Dextrosa

Agar Sulfito Bismuto

Agar MacConkey
Caldo Peptonado
Medio de movilidad

Caldo de Tefrotionato



Medio RM - VP
Uregse test Broth

Agar Triple czdcar y Hierro ( TSI )
Simons Ciirafe  Agar

Recctivos
Sclucion de Cristal violeta
Safrenina

Alcohol - Acetona

Acido tortdrico al 10%

Yodo meidlico

Yoduro de Potesio

Alcohol al 95%

Agua destilada

Solucidon de hidioxido de potasio al 40%
Alfa Naftol

Alcohol etilico absoluto
Paradimetilamincbenzal dehido
Acido Clorhidrico TN
Hidroxido de sodio 1N

Loctosa al 6%

Manitol al 6%

Glucosa al 4%

Sacorosa al 6%
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"Azul” de bromoiimol

C- Procedimiento,

Se analizaron 100 muestras de diferentes marcas comerciales y diferentes luga-

res distribuyéndolas de la siguiente manera:

33 de mercados municipales, 33 de supermercados ( las primeras 5 de coda su-
permercado corresponden a pollos froceados sumando un tofal de 15 ruestras, y
los 18 restantes son muesiras de pollos enteros) y 34 de granjas .

En los mercodos y granjas solo se analizaron pollos enteros. ( ver essuema N2 1)

1- Recoleccidén y Preparocidn de la Muestra.

La recoleccidn se efectud en bolsas plasticas estériles y se colocd en hieleras
P

hasta el momento del andlisis.

En los mercados algunas muestras teniaom cubiertas plasticas, y otras se encon-

traban al descubierfos . En los supermercados y granjas las muesiras estoban

debidamente empacadas.

~ Se pesd asepticamente 50 g de muesira y se colocd en bolsas plastica es-
téril previomente pesada.

- Se agregd con una probeta esteril 100 ml de caldo peptonado mantenido a

una femperatura de 45 2C.
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Se agito hasta homogenizar la suspension .

Se tomé asepticamente con una pipeta marh estéril ( graduada hasta 1.0 ml)

0.05 ml de la bolsa y se colocd en un tubo de ensayo y se completd el vo-

lumen @ 10 ml con caldo peptonado (dilucién 5x'|0—3 ) y se homogenizé.

- De la dilucidén anterior (5><10—3) se tomd 0.05 ml con una pipeta morh esté-

2 -

- Con una pipeta morh estéril se tomé 1y 0.1 ml de la dilucidn 5x10 7 y s

ril graduada hasta 1 ml) y se completé a un volumen de 10 ml (dilucién
-4 . .

5x10 ) y se homogenizd.

Con esta Gltima dilucion se hize el andlisis.

Recuento Total de Bacterias

colocaron en placas de petri estériles previamente rotuladas.

Enseguida se agregé 25 ml de Agar Nuiritivo fundido y enfriado a 45 2C, o
cada placa y se homogenizd con movimiento rotatorios. Al mismo tiempo se
llevé un blanco que contenia inicamente el medio de cultivo, para compro-

bar la esterilidad del medio. Se dejd solidificar el medio y seguidamente las

. . '+ inti ' cdnd
las placas sepetri se incubaron a 37T Por veinticuatro horas, colocdndose

en forma invertida.

- Al cobo de este tiempo, se hicieron los lecturas correspondientes utilizando

el contador de colonias.
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Recuento Total de Hongas y Levaduras

Con unopipeta morh estéril se tomd 1 y 0.1 ml de la dilucion 5x10—4y

se colocd en placos de petri estériles.

Enseguida se agregd a cada ploca 25 ml de Agar Papo Dextrosa (acidi-
ficado con écido tartérico al 10% ) fundido y enfriado a 45 2Cy se
homogenizé con movimiento rotatorios. Al mismo tiempo se llevd un blan
co que contenia (nicamente el medio de cultivo, pora comprober la este-
rilidad del medio. Se dejé solidificar el médio de cultivo y seguidamente

o - -
las placas de petri se incubaren a 25 —~C por 5 dias, colocdndose en forma

invertida.

.- .. . . 7
Se osumid que el crecimiento era moyor que 1014 microorganismos /g de mes
tra, ya que el crecimiento en los placos fue muy cbundonte e incontebles .

Por lo que se tomo el criterio de reportar como positivo si hubo crecimiento

en lc oloca . negativo cuando no hubo crecimiento.
P Y e

Aislamiento e ldentificacién de Salmonella.
Con una pipeta esféril se tomé alicuotas de 0.1 y 1 ml de lo dilucién 5x10

y se inoculd en tubo de ensayo que contenian 10 ml de caldo de tetrationato.

Se incluyd un tubo que solo contenia caldo de tetrationato el cual nos sirvio

como tubo testigo.
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Se incubd a 35 2C durante 12- 18 horas.
A~ partir delos tubos con caldo de tetrionato se inoculd en placas de

Agar MacConkey de manera gue se pudiese chtener colonias aisladas.”
g Y p

Se incubd a 35 BC durante 24+ 2 horas, colocdndose en forma inver

tida.

Al caobo de este fiempo seobserve cuidadosamente las colonias desarco.
lladas las cuales tenfan las siguientes caracteristicas :

Colonias redondas, transparentes (lactosa negoﬂvo). distribuidas en toda
o placa en cbundancia; Colonias rosadas, brillenies, redendas, cremo-

sas (lactosa positiva), distribuidas cbundantemente en toda la placa.

Se hizo un frotis de los 2 tipos de colonias cbfenidas en el medio de

Agar MocConkey y se colored por el método de Gram.  Se observo en

el microscopio y se anoté resultados.

En base a los resultados del frotis se selecciond colonias tipicas lactasa
negativa y se resembrd en Agar Sulfito Bismuto. Se incubo a 35 2C
por 24 horas.

Al cabo de ese tiempo, se observd crecimiento de colonias que tenfan
las siguientes caracteristicas : color café, negras con brillo metalico,

. L - .
verdes; todas redandas y cremosas; con crecimiento abundante.



Con los colonias sospéchosas de Salmonella se realizd las siguientes prue-'

bas bioquimicas

Indol

Se inoculd el caldo de triptofano al 1% Se incubd a 37 oC durente 24 @

48 horos. Se agrego 5 ml de éter y se agito, se dejd en reposo por 2 mi_
nutosy luego se afiadié 5 gotas del reactivo de Kovac o reactivo de Erlica
por las paredes del tubo. Unc recccion positiva se manifiesta por la forma
cién de un anillo rosado en la interfase del medio de cultivo y elsolvente

(éter). Estc es debido o que lo bacteria posee la enzima triptofancsa.

Rojo de Metilo

Esta prueba detecta la acidez del medio. A 5 ml de cultivo (Medio RM-VP)
se le afiadic5 gotas de solucidn de Rojo de Metilo.

Una reaccion positiva se indico por la presencia de un rojo definida,la re-
accidénnegotiva se indica por un color amarillo.

La prueba estd demostrando que lo bacteria ha seguido la fermentocion acido
mixto o formica Una vez que se ha formado acido pirdvico a partir de la
glucosa, se forma : formato y acido acético o ocetato, aquiinterviene una

enzima que es la pirlvico tronsacetilasa, sin esta enzimo la bacteria no sigue

_la via acido formico, entonces a un pR de 6 6 de 5, las bacterias son induci-

das por una enzima que es la hidrogenolasa férmica.



d_

Los productos dcidos de las bacterias el agregar el indicador varian de amarillo

a rojo. Esta pruebo para Salmonella es positiva.

Voges - Proskauer

A 1 ml de cultivo de ofiadié 0.6 ml de alfa naftol en alcohol etilico absoluto
y 0.2 ml de hidroxido de potasio al 40% .

Lo pruebo es positiva si desarrolla un color rosa.

Algunas bacterios a portir de 6cido pinuvico pueden producir acetil - metil car-
binol o acetoina, este compuesto en presencia de oxigeno molecular y por re-
duccidén forma 2,3 butanodiol que se oxida rapido; en Voges Proskcuer lo que
se detecta es lo presencia de acetfoina que esmas estabte.

Para Salmonella esta prueba es negativa lo que significa que la bacteria no -
produce acetoina .

Citroto

Se inoculd la superficie de un tubo con medio de Agar Citrata de Simons, se
incubd @ 37 ©C duranite. Z4 a 48 horas. La reoccién positiva se manifiesto por
crecimiento de bacterios en la superficie del medio, y el combio de color del
medio, de verde o ozul . Esto es debido a que la bacteria utiliza como Unica
fuente  de corbono el citrato.

Para Salmonella esta prueta  es posifiva.



Triple AzGcar y Hierro (TSI)
Entre los componentes del medio tenemos : glucosa, lactosa. sucrosa, el sulfato

ambnico férrico que es el defector de la produccion de acido sulfhidrico; el rojo

de fenol es el indicador que detecto el cambio de pH. El pHFAnal es 7.2 (o este

pH el medio es color rojo) . Este indicador en medio alcalino es rojo y en me

dio acido amarillo .

El tiocianato de socio es la fuente de azufre que lo bacteria utiliza para lo

produccion del acido sulfhidrico

A partir de las colonias sospechosas de Salmonella observadas en el medio de

Agar Sulfito Bismuto, se inoculé en tubos que contenian medio de Triple Azucar

y Hierro (TS1), puncionando primero el medio hasta el fondo y luego se esparcio

el inéculo sobre el bisel . Se incubd a 37 @C por 24 horas . La interpretacion

de la prueba se puede hacer de la siguiente forma :

N/N : Bisel rosado (N), fondo rosado (N}, significa que la bacteria no fermentd
ninguno de los oz(cares

N/A : Bisel resado (N), fondo emarillo (A), significa que la bacteria fermentd
la glucosa,pero no lactesa y suprosa

A/A : Bisel amarillo (A), fondo amarillo (A), significa que la bacteria fermentd

la glucosa , lactosa y sucrosa .



Lo produccién de gas (Ho ), se manifiesto por burbujas con rompimient»

del fondo algunas veces .  Esto es debido . o que la bacteriaugue se ino
culd tiene una enzima que es la hidrogenolasa . que es capoz de transfor
mar el acido formico formedo a partir de la jlucosa en Hy vy C02(905 HL

drégeno y Dioxido de carbono respectivamente ) segin los recccion

Enzima

H- COQOH Hidrogenolasa H2(g) + COQ(Q)

acido férmico

La produccion de un precipitado negro es debida a lo formacion de H5S.
Significo que algunos microorgani smos tienen la habilidad de producir dci
do sulfhidrico por la utilizocidn de compuestos que tienen azufre.

Para Solmonella los resultados del TSI son N/A con produccién de dacido

sulfhidrico.

Urea

Se inoculd un tubo con caldo de urec y se homogenizd. Se incubda 37

°C por 24 horos.

Una prueba positiva se manifiesta por un cambio de color en el medio,



del amarillo a rosa o rojo pirpura debido a la presencia de la enzima ureasa

en lo bacteria .

Para Salmonella esta prueba es negativa por lo que no se produjo ningdn cam

bio de color ; esto significa la ausencia de la enzima ureasa en dicha bacteria

Movilidad

Se inoculd en un medio semisdlido , la bacteria se sembrd con asa recta hasta

el fondo del medio , se incubd a 37 oC durante 24 a 48 horas .- Si las bac

terias no son moéviles el crecimiento no se difunde mas 'alld de la linea de
puntura , pero si es mévil, el crecimiento se difunde visiblemente formado turbi
dez . La Salmonella es una bacteria mévil , por lo consiguiente el crecimiento

se difundié visiblemente .

Fermentacion de Az(cares .

Para cada muestra :

1) Se prepard 12 tubos con caldo peptonado , poniendole a cada uno su corres
pondiente campana Durham’s y se esterilizé a 15 libras de presién por |5
minutos .

2) Se preparé soluciones de sacarosa , glucosa , maltosa , manitol , todas al
6% . Se esterilizé por filtracién en membrana .

3) Se distribuyé los doce tubos preparados en el paso (1) en cuatro series de



4)

5)
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3 tubos cada uno,(2 tubos para el azicar que se probd y el otro

el testigo). Se rotulé debidamente .

para

A los dos primeros tubos de cada sere, se afiadio asépticamente 10 ml

del azicar correspondiente, asi
Serie | 10 ml| de sacarosa al 6 %
Serie 2 10 ml de glucosa al 6%
Serie 3 10 ml de lactosa al 6%
Serie 4 10 ml de manitol al 6%

Se inoculd los tubos con las bacterias y de manera semejante se

inoculd

un fubo testigo, conteniendo el mismo medio, excepto al azlcer a pro

bar .

Las observaciones se hicieron a las 24, 48, 72 horas y cada semana

durante 24 dics, se observo :

Combio de pH que sufre el medio ( de color azul pH = 7.6 pase @

pH = é color amarillo ) por la produccién de dcido , durante el pro-

ceso fermentativo .

CQO9 desprendido y capturado por la compana Durhem’s. Se considera

una fermentacidn positiva .

En el momento de llevarse a cabo la inoculacién si todos los tubos

son de color azul y las campanas Durham’ se encuentran completamen
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te Ilenas de medio, se considera negativa la prueba .

La Sclmonella fermentd Unicamente manitol y glucosa .

Caleulos .

Célculo de la fraccion de gremo de muestra por alfcuota tomada (1 -
y 0.1 ml) (ver esquema No. 3)

Para la primera dilucién

Peso de muestra :. 50 g.

Volumen : 100 ml.
50g - 100 ml ( 0.5 g/ml)
0.05 ml——10 ml (0.0025 g/ml
En la primera dilucidn se tuvo 0.0025 g/ml
Para la segunda dilucion :
10 ml (0.0025 g/ml )
0%05 ml  — 10 ml (0.0000125 g/ml

En la segunda dilucion se tuvo 0.0000125 g/ml



Cuando la alicuota fué | ml se tenia : 0.0000125 g/ml.*

Cuando la alicuota fué 0.1 ml se tenia : 0.00000125 g/ ml.*
* Datos necesarios para el Recuento Total de Bacterias .
Recuento Total de Bacterias

Se utilizaron las siguientes formulas :

a- Dilucién inicial x Dilucidén subsiguiente x cantidad en placa=fd

fd= factor de dilucion

b- Reciproco del factor de dilucién x No de colonias = Recuento
Total . contadas
Ejemplo :

Para alicuota de 0.1 m! ndmero de colonias contadas = 30

-3
Dilucién inicial 5x10 ~ = 1
5000
Dilucién subsiguiente 5x1074 = 1
50,000
Cantidad en placa 0.1 ml = 1
10

Sustituyendo en ( a)
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o 1 x —L = Fd.
5000 50,000 10
-8
Spes ] = 25xI0
Factor de dilucion ¢ TX'O-B

Recipoco del factor de dilucion : 25 x|08

Sustituyendo en (b)
25 x 108 x30 = 750 xI0®

750 x 108 = No. de mo en 0.00000125 g de muestra

Luego se tiene

750 x IO8 - 0.00000125 ¢

X - 1.0 g.

|
x=600 x IO‘/jr mo / g de muestra

Para alicuota de 1.0 ml
NJmero de colonias contadas = 80
La cantidad en placa = 1.0 ml

Sustituyendo en (a)

| _
=500 X —J—CSO,OO x 0 = fd

fd = 251077
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7

Reciproco del factor de dilucidon : 25 x 10

Sustituyendo en (b)

25 x 107 x 80 = 2000x 10”

Luego se fiene :

7
2000 x 10" =~ 0.0000125 g.

x - 1.0 g

x = 16 x |Ol4

mo/g de muestra

Se calculd la media aritmética de los resultados de las alicuotas 0.l

y | ml de la siguiente manera :

Alicuota 0.1 ml = 600 x 10 14
. 4
Alfcuota .1.0ml =16 x 10
Media aritmética == 600 x |O.|4 + 16 x |0I4
2

4
Media aritmética =308 x IOI mo/ g de muestra .
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ESQUEMA N2 2
ESQUEMA PARA LA PREPARACION DE LA MUESTRA

A4
50 GRAMOS DE MUESTRA +
100 ML, DE CALDO PEPTONADO

0.05 ML,

CALDO

PEPTONADO

DILUCION 5 X t0~*

L0.0S ML.

CALDO

PERPTONADO

\ J
N, =

DILUCION 5 X 10

4



ESQUEMA N2 3

ESQUEMA DEL N°DE GRAMOS PRESENTES EN
LA DILUCION 5 x 107%

50g. — 100 ML. (0.5 g /ML)

0.05 ML. 10 ML.(0.0025 g/ML.) (5x10~3)

0.05ML. —— |0 ML.(0.0000125 g/ML)(5x10™%)

/ N\

0.1 ML .O ML.
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ESQUEMA N° 4

ESQUEMA DE RECUENTO. TOTAL. METODO DE LA PLACA VERTIDA.

RECUENTO TOTAL DE BACTERIAS

Tt

ptertn

DI LUCION

5 x10°4

=/
I ML = 0.1 ML.
e \

MEDIO AGAR NUTRITIVO MEDIO AGAR NUTRiITIVO

RECUENTO TOTAL DE HONGOS Y LEVADURAS

{
L

1

\’DILUCIDH

| 5 x10°%

48 HORAS,5 DIAS,7 DIAS

I ML. A 257 2°C
. 0.1 ML

%2 <—\\j -
_,/

AGAR PAPA CEXTROSA

AGLR PAPA [UDEXTROSA
ACIDIFICADO CON ACIDO
PH "35 TARTARICO L£L 10%



“SQUEMA N° 5 T4

-SQUEMA PARA AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE SALMONELLA.

04 WL
| piLucioN | "\\
s x 104 [
| _
] | T 7
e | \\ ///’ e =
_____ | - | ==
| .
/
\—//'/ ==Y
9 ML DE SO ML DE TESTIGO
10 ML. DE
TETRATLONATO CALDO OE CALDO DE
- . TETRATIONATO
TETRATIONATO
12 A16 HRS. 4
454 29¢ lI 12 A 16 HRS. A
l T Lssiz"c
|
AGAR MacConkey
AGAR MacConkey
’\24 HRS. A 25+ 2°C
T~ LACTOSA POSITIVAlDESCARTAR)
LACTOSA
NEGATIVA
‘r
i
(X SULFITC BISMUTO
& s SUL FI

- UREA

MOVILIDAC

{f -
GLUCOS A
- T S i lerreoen
SACAROSA
— FERNMENTLCION LE LZJCAH T TO



CAPITULO V



CUADRO N° |

RESULTADOS

RECUENTO TOTAL DE BACTERIAS EN MERCADOS MUNICIPALES

N°® DE BACTERIAS /g DE MUESTRA s 10'?
N° DE MUESTRA
1 l2|3|a|s 6|7 8] 10|
T | . |
| | i
A 308 | 405|363 | 411 | 510 | 389 | 57 | 185 308 | 520 (1420
| | | |
| | |
| L
B 117 |1o0a|708| 21 |385 | 21 85 |so‘3|ol{9|a||o
| |
| | | | |
; | ’ I
C 405%510 366 | 360 | 210 | 204 64 | 134 | 182 zs4i4oa
| | |
| | | | .' |
CUADRO N° 2
RECUENTO TOTAL DE BACTERIAS EN SUPERMERCADOS
N® DE BACTERIAS /g DE MUESTRA x10'4
N° DE MUESTRA
SUPERMERCADOS TROCEADOS ENTEROS
v l2]3]a 5 6] 78!l slioln
N n
A 205 |2as | immliozoliszo | 1om | ios | 52 s1 |102 | &5
| ! \ | i ‘ | |
T | |
B 520 65 1020 5so| se2| 510 123 | 6z | 153 257 184
| e |
| | |
| |
I | |
C 82 '[oz: 83 ||oz 206 | €3 | 41 | 31 | 51 | 42 | 4
: |
l | . |




CUADRO Nt

3

47

RECUENTO TOTAL DE BACTERIAS EN GRANJAS

N® DE gacT/:9- DE MUESTRA X (0'%

N® DE MUESTRA
GR ANJA
| 2 3 4 5 6 7 8 S 10 [ Il |12
!
| .
A 101 | 41 o |20 | © 0 |5 71 {10 |20 |30
_ —— -~ Ao e ==
; |
! |
| I
B 10 | 61 | 34 | 81 | 44 | 31 | 21 51 30 | 11 i31
| |
‘ |
C 5! |151 |101] 81 71 |11 | 71 102%104;;83 184 (120
- 5 [
|
CUADRO Nt 4
RECUENTO TOTAL DE HONGOS Y LEVADURAS
PROCEDENCIA N® DE POSITIVAS | % FOSITIVAS | NEGATIVAS |% NEGATIVAS
MUESTRA : ° e
MERCADOS 33 29 87.88 4 12,12
SUPERMERCADOS 33 25 73.50 8 24.24
- - NORNRSOR S - B
GRANJAS - 20 56.8 14 41.2
|
N® OE f-f'.'JESTRASI‘ |
TCTALES | 100 74 7 26 26
|




CUADRO N

CONTAMINACION

[e)

FROCEDENCIA

CON SALMONELLA
N° DE : |
MUESTRAS POSITIVAS Yo POSITIVAS

NEGATIVAS

Y NEGATIVAS

MERCADOS

MUNICIPALES

SUPERMERCADOS

GRANJAS

NS DE MUESTRAS
TOTALES

33

26 78.8
8 57.5
Y 29.4
55 55

45

21.2

424

70.5




CAPITULO VI



- 50 -

DISCUSION

Para el andlisis microbiclogico de la carne de pollo se toma en cuenta
los siguientes factores : lo procedencia de la muestra , empaque, troceado ,
lugar de distribucidn , temperatura, manipuleo; razén por la cual se aplicé el
método recomendado en la referencia (25), ya que se adapté a las necesidades
del andlisis y a nuestros objetivos.

Debido a que la carga microbignapresente en las muestras era alta se hi

cieron diluciones mayores para poder cuantificar el crecimiento microbiano .

Para el andlisis se seleccioné mercados , supermercados y granjas con ma
yor afluencia de piblico y situados en el drea de San Salvador. Como pode
mos observar la contaminacién en los mercados fué bien alta, se obtuvo valo

14 h 14 . .

res desde 21 x 10 " hasta 1420 x 10 microorganismos por gramo de rmues
fra .

Al efectuar la recoleccion de las muestras se observaron las siguientes

3 - - . Ld
condiciones : pollos con y sin empaque, colocados en bandejas que contenian
restos de agua y sangre en algunos casos ; presencia de insectos como las mos
cas que son vectores de enfermedades .

Todas estas condiciones se presentaron bien marcadas en el mercado (A),

por lo que sus valores de contaminacién son muchos mds altos que los de ( B)y

(C).



En los supermercados las muestras estaban empacadas en forma adecuada; les

pollos enteros en bolsa plastica, y los troceados en bandejas de polietileno cu-

biertos con una pelicula protectora (film), colocadas en mostradores refrigerantes.

A pesar de que las condiciones higiénicas fueron mejores que la de los mer-
cados se obtuvieron valores altos de contaminacidn, sin embargo de los tres su=
permercados analizados el (C) presentd mejores condiciones higiénicas por lotan
to valores de contaminacidén obtenidos fueron menores.

En los pollos troceados los valores de contamiminacién fueron mas alto que

los de los pollos enteros.

En las granjasdéspués del preceso de sacrificio, eviscerado y empacado los
pollos se almacenan en un cuarto frio cuya temperatura es de 25°9C bajo cero

hasta el momento de su venta.

Al comparar los resultados de granjas y supermercados se observa que la me-

- -’ -’ . - &
nor contaminacidn correspondié a las granjas, obteniéndose valores que fueron des

14

de cero hasta 184 x 10 mo/gramo de muestra.

Para Recuento Total de Hongos y Levaduras la contaminacion fue mas alta en

los mercados ya que se obtuvo un porcentaje de 87. 8 % .



De las 100 muestras analizadas, 74 fueron positivas y 26 negativas.

. « ”
En la contaminacion con Salmonella podemos observar que las de los mercg
dos fué mds alta puesto que en 26, de las 33 muestras analizadas se aislé Salmo

nella . La contaminacién mas baja fué la de las granjas, en 10 de las cuales,de

las 34 analizadas, se aislé dicha bacteria .



CAPITULO VI



CONCLUSIONES

En los mercados debido a las condiciones higiénicas en que se encontraron

las muestros, los resultados obtenidos no son aceptobles porque sobrepasan los es
. 3 S . .
tandares establecidos para carne de aves (5xI0” a 1x10” microorganismos por gra.
mo de muestra ), por lo tanto son carnes de mala calidad microbiolégica .
En los supermercados los valores obtenidos en las muestras de pollos trocea
dos son mds altos que los correspondientes a las muestras de pollos enteros. Esto

se debe a que en el troceado intervienen varias factores que aumentan la conta

minacion , tales como : cuchillos, tablas de picar, manipuleo, temperatura, hume

dad relativa, etec.

En general se puede decir que la contaminacién de las muestras de supermer
cados fué menor que la de los mercados por las razones siguientes : almacenami
ento adecuado en mostradores refrigerantes con una temperatura de 82C y en
congelacién a 252C bajo cero; el personal usa ropa odecuado (gorro, guantes

. . . - - . -’ -
gabacha ), el equipo e instalaciones son sometidos a una limpieza periédicamen
te en la cual el equipo se lava a diario y las instalaciones son desinfectadas

con soluciones de cloro dos veces por semana.

A pesar de las condiciones antes mencionadas , estas muestras no cumplen

con los standares internacionales para carne de aves, por lo tanto son carnes



dé mala calidad microbiologica.

La contaminacién de las granjas fué menor que la de supermercados y mercados

dado que en las muestras procedentes de la granja se reducen los siguientes factores
de contaminacidon : Transporte, troceado y tiempo de almacenamiento; por la cual
la carga microbiana es menor .

Por tanto algunas de:las muestras analizadas cumplen con los standares internaciona

les y por consiguiente son de buena calidad microbioldgiaa.

En el Recuento Total de Hongos y Levaduras se usé la misma dilucidén que para

Recuento Total de Bacterias (5x10_4), a pesar de que esta dilucion fué alta, el -

crecimiento fué abundante y variado. Esto se debid a factores como : humedad,

- .’ 1 . . .
exposicion de la carne al'aire , pH de la camne, que favorecen el crecimiento de

hongos y levaduras.

En la contaminacion con Salmonella del nimero total de muestras analizadas, el

55% fueron positivas, y el 45% fueron negativas, Esto demuestra que la contami-
nacién con Salmonella fué muy alta debido a : contaminacién del agua , porta-
dores asintemdticos, alimento que come el pollo, etc; por lo que se considera

un alto riesgo de contaminacién para el humano.
La mayoria de los valoras obtenidos en el andlisis se rechazan, porque los sten

dares internacionales establecen que los alimentos no se admiten bacterias patégenas.
Por lo que podemos decir que las muestras analizadas con resultado positivo que -

constituyen la mayoria son inaceptables para el consumo.



CAPITULO Vi




RECOMENDACIONES

Que el Gobierno de la Repiblica a través del Ministerio de Salud Piblica,
establezca las leyes necesarias para el control de calidad de la carne de
pollo y de todos los alimentos en general .

Que los autoridades gubernamentales por medio del Ministerio de Salud Py
blica , efectien una campafia para que las personas que se dedican al co-
mercio de la carne de pollo y otros alimentos, reciban una educacidn sani
taria, y de esta manera se eviten las infecciones causadas por Salmonella y
otros microorganismos patdgenos.

Realizar exdmenes bacteriolégicos periddicamente al personal de granjas e
instituciones que se dedican a la distribucién y manipulacién de alimentos.
Si se descubren portadores asintomaticos de Salmonella, debe prohibirse a

éstos manipular los alimentos mientras no hayan recibido el respectivo trata

miento médico .

Realizar exdmenesbacteriolégicos de algunas muestras de pollo de cada esta

blecimiento comercial y si éstas estdn contaminadas retirarlas del consumo

publico .

Efectuar andlisis microbioldgicos del alimento que se le da al pollo y del

agua de lavado, con el fin de evitar riesgos de contaminacién .



- 58 -

Crear una seccion a través del Ministerio de Salud Piblica que se encargue

de dar a conocer los brotes y casos de enfermedades causadas por alimentos
- ’ - - . -
contaminados con Salmonella y ademds impulsar el mejoramiento de los estudios
- . s . . - .’ - -
epidemiologicos y de laboratorio, y dar una exacta informacién estadistica de

casos a las autoridades correspondientes ..

Conceder atencién especial a los métodos de conservacidén de alimentos y

procurar por todos los medios el saneamiento adecuado de granjes, plantas de
elaboracion de alimentos, restawrantes, comedores, etc.
Todas las aves destinadas al comercio deben ser sometidas a inspeccién y a

[] . - - ’ . . .
una eva! uacion microbiologica para asegurar su sanidad, con objeto de que
las aves se examinen vivas, antes del sacrificio, en el eviscerado y durante y

despues del empacado, Esta inspeccion debe ser obligatoria para proteger la

salud piblica .

Que la Universidod de El Salvador, por medio de la Facultad de Quimica

y Farmacia continle realizando trabajos de investigacion de este tipo y asi

contibuir en el control de la Salmonellosis.
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