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1. Resumen

lis bien conocido que las enfermedades transmitidas a través de los alimentos sc
consideran una de las causas de muerte mas importantes en los paises del tercer mundo,
incluyendo por supuesto cn esto a Guatemala. La proliferacion de las ventas callejeras moviles
y es posible que esté implicada en la transmisién de dichas enfermedades a determinados
grupos poblacionales, dependiendo de la localizacion de estas ventas. En este trabajo sc
investigaron materias primas (carnes y vegetales crudos) de trece cafeterias localizadas en
diversos puntos dentro del campus central de la Universidad de San Carlos de Guatemala -
(USAC). Estos productos en particular, se han relacionado con patdgenos bacterianos
entéricos tales como Salmonella spp y Shigella spp desde el matadero o bien desde el area de
cosecha (dependiendo de la naturaleza del alimento) hasta que son consumidos por la clientela

de los expendedores de estas cafeterias.

Dentro del campus central de la Universidad de San Carlos existe una seccidn (la
Unidad de Salud-Bienestar Estudiantil) encargada de la capacitacion a las ‘personas
responsables de la preparacion de éstos y otros alimentos, asi como de la evaluacion de la
calidad microbiologica de los productos terminados de las cafeterias, por lo cual se decidié
entonces como aspecto importante indagar la presencia de los dos patdgenos bacterianos ya
mencionados especificamente en carnes y vegetales crudos empleados como materia prima en
trece cafeterias (las carnes crudas sc han asociade a ester contaminadas con Salmonedla spp y 1os

vegetales crudos con Shigella spp).

Bl trabajo se dividio en dos fases de acuerdo a sus propositos: la primera consistio en
una evaluacion del desempefio de varias metodologias ya existentes para encontrar cudl era la
mas apropiada (en términos de sensibilidad, diferencialidad para distinguir estos patdgenos de
otras enterobacterias y rapidez) para el aislamiento ¢ identificacidn de Salmonella enteritidis en
carnes crudas y cudl era la metodologia mas apropiada para Shigella flexneri en vegetales crudos.
Para esto se emplearon las anteriores materias primas y sc contaminaron de manera intencional

con los microorganismos asociados a las mismas.
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La scgunda fasc consistid en tres muestrcos a las trece cafeterias del campus
universitario, para encontrar naturalmente Salmonella spp y Shigella spp cn carnes y vegetales

crudos respectivamente, empleando para cllo Ia metodologia que resultara ser mas apropiada

de acuerdo a los hallazgos de la primera fase del estudio.

Iin la primera fase se llegd a concluir que de las cuatro metodologias evaluadas para el
aislamiento e 1dentificacion de cierta especie de Salmonells spp, la mas adecuada fue
Salmosyst/Rambach y que de las dos evaluadas para investigar Shigells spp, la metodologia
Caldo GN/agar SS, MK fue la mis conveniente. Posteriormente, en la segunda fase se observé
que en realidad para abarcar a todos los miembros del género Salmonella spp, es necesario
modificar la metodologia de eleccidon y que los muestreos para materias primas deben hacerse
constantemente, en diferentes estaciones anuales y sin previo aviso para prevenir los posibles

falsos negativos en los resultados a obtener.

En este estudio se observd que las materias primas analizadas se hallaban libres de
Salmonella spp y Shigella spp, port lo que los programas de capacitacién del Arca de Alimentos
de la Unidad de Salud han logrado que los expendedores adquieran buenas practicas de

transporte, almacenamiento y manipulacion de carnes y vegetales crudos.




IL Introduccidén

Las enfermedades  diarrcicas  producidas  por microorganismos —entéricos — son
consideradas a nivel mundial como la primera causa de muerte en la nifiez y la segunda causa
de muerte para todas las edades (después de las enfermedades cardiovasculares). En América
Latina y cl Caribe, los informes epidemioldgicos retteran csta afirmacién puesto que dichas
infecciones (que son transmitidas al ser humano generalmente a través de alimentos o agua
contaminada por microorganismos patogenos) constituyen una de las primeras cinco causas de
muerte en nifos menores de cinco afios. Entre los alimentos impliéados en este tipo de
padecimientos se encuentran aquellos que son expendidos (ya sea de manera ambulatoria o
cstacionaria) en la via publica de areas urbanas o bien rurales en donde existe gran
concentracién o desplazamiento de personas (tal como ocurre en los mercados, estaciones de
buses, centros hospitalarios, plazas, parques, centros estudiantiles escolares y/o universitarios,

etc.).

Entre dichas ventas callejeras, las de tipo estacionario (que incluyen a restaurantes

pequefios, cafeterfas y comedores) surgen principalmente en los paises del tercer mundo.

debido al elevado grado de desempleo y a la aceptacidén de estos productos por parte de
poblaciones muy diversas (por ejempio oficinistas, trabajadores en construccion, estudiantes,
ctc.). Los propietarios de estos establecimientos usualmente son personas de clase media baja
que utilizan este tipo de negocio como una forma de ganarse la vida. Hn Guatemala esta
situacién no es una excepcion, a tal grado que se afirma que la clase de propietario del
establecimiento determina cast siempre la clase de alimento que vende (por ejemplo, en las
ventas de alimentos mas “complejos”, éstos son preparados por personas de tipo “ladino”,
mientras que en las ventas de alimentos mas autdctonos, los mismos son preparados por

personas indigenas).

Debido a factores socio-culturales inherentes denitro de nucstra sociedad, s¢ sabe que la
perspectiva de los propietarios consiste en darle importancia al sabor del producto final y no a
las condiciones higiénicas necesarias durante la preparacion del alimento ni mucho menos a la

calidad de la materia prima que se va emplear (1).

s
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Por tales razones, cste estudio tuvo como proposito evaluar la presencia de dos
MICTOOrZaNIsmMos patdgenos entéricos cn materias primas que son utilizadas por las cafeterias
que sc hallan dentro del campus central de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Las
materias primas a cvaluar son especificamente carnes y vegetales crudos, debido a que de los
primeros han sido asociados frecuentemente a ser vehiculos de transmision de Salwonell épp y
los ultimos se han asociado a scr vehiculadores de Shigella spp. Se pretendid determinar la
presencia de dichos microorganismos debido no solamente porque estas materias primas
constituyan por st solas una fuente de salmonelosis o de disenteria bacilar, sino porque existen
diversidad de factores que tienden a favorecer la multiplicacién y vehiculacion de estos
patogenos bacterianos dentro de las mismas lo que finalmente lleva a que el producto final, que

es consumido por la poblacion estudiantil, se encuentre en riesgo de transmitir estas

infecciones.

Ademas de lo anterior, en el estudio se establecid cual era el procedimiento mas
adecuado (entre los ya existentes) para la determinacién de Salmonella spp a partir de carnes

crudas y de Shigella spp a partir de vegetales crudos contaminados artificialmente con cepas

microbianas conocidas.




II1I. .Antecedentes

\

A. Generalidades sobre las cafeterias de la ciudad de Guatemala

Dentro de lIa ciudad capital de Guatemala, existen varios centros de inspecci.én y
capacitacién para ¢l control de cafeterias, comedores y puestos de venta de alimentos
instalados en mercados. Dichas instituciones son las siguientes: los Centros de Salud de las
Areas de Salud Guatemala Norte y Guatemala Sur, el Departamento de Registro y Control de
Alimentos (DRCA) y el Departamento de Saneamiento Ambiental de la Municipalidad de
Guatemala. Estas organizaciones, con el apoyo de la OMS, realizaron en 1,994 un total de 845
inspecciones a restaurantes, comedores y cafeterias ubicados en todas las zonas (excepto las
zonas 14, 15, 16 y 17), encontrandose que de los 894 establecimientos, Gnicamente 9% de los
mismos estaban en buenas condiciones sanitarias, por lo que al resto fue necesario efectuarles
recomendaciones correspondientes a dichas condiciones. También se encontrd que més del
85% de los manipuladores y empleados no poseen ningln tipo de mstruccién sanitaria, sin

embargo, el nimero de personas que requerian capacitacién era muy elevado (solamente en la

zona 1 eran aproximadamente 2,500) (2).
1. Enfermedades Transmitidas por Alimentos en Guatemala.

De acuerdo con la OMS, las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs)
constituyen una importante causa de trastornos de gran impacfo en el rendimiento econémico
de las naciones latinoamericanas. Parece ser que el factor desencadenante de las mismas es la
contaminacion bioldgica de los alimentos o del agua. Gran parte de las ETAs afectan a la
poblacién infantil y las bacterias causantes de las mismas son capaces-de producir de toxinas
y/o invadir la mucosa intestinal. Entre los microorganismos bacterianos de mayor prevalencia
mundial se encuentran los sigutentes: Salmonella spp, Clostridium perfringens, 1/ibrio cholerae, Bacillus

cerens, Escherichia coli O15T:H7, Shigella dysenteriae y Clostridium difficile (3).

En el afio de 1,999, el Departamento de Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica

.y Asistencia Social de Guatemala, reportd 212 casos de fiebre tifoidea en 17 areas de salud y
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- 492 casos de intoxicacton alimentaria. Durante ¢l 2,000, las E'TAs fueron la scgunda causa de
morbilidad notificada en ¢l pais con 2169,705 casos. I'n este mismo ano también hubo un

incremento de los casos notificados de mtoxicaciones alimentarias (1,061) mayor de 100% con

respecto al afto anterior. Ademads se reportd que en los brotes de intoxicacion alimentaria los

alimentos mas involucrados fueron siempre los carnicos, los productos lacteos y los chétﬂlcs

crudos. Los principales agentes identificados fueron Staphylococcus aurens, Salmonella spp, Shigella

spp, 1/#brio cholerae y Escherichia col. No se reportd ninguna informacion acerca de las parasitosis

intestinales (4).
2 Consideraciones microbioldgicas para la seguridad alimentaria

Como ya se expres6 anteriormente, los tiesgos microbioldgicos asociados al-consumo
de alimentos derivan de la presencia de microorganismos patdgenos causantes de ETAs. En
los Estados Unidos, la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA), las autoridades
estatales y las autoridades locales elaboran normas para la manipulacién correcta de los
alimentos que reducen los riesgos microbiolégicos. El Centro para el Control de
Enfermedades Infecciosas (CDC) se encarga de investigar cada brote de toxunfeccién
alimentaria registrado para establecer, no solo al agente causal y el alimento responsable, sino
también para identificar los factores que conducen a su presentacion. Los eventos que

favorecen la aparicion de un brote son los siguientes: (5)

Presencia de microorganismos patogenos en el producfo, ya sea que €ste se encuentre
crudo o porque se haya contaminado durante el proceso de preparacion. Patdgenos
como Salmonella spp estan presentes habitualmente en alimentos crudos, y de esta forma
pueden llegar al producto final. En otras ocastones, se produce una contaminacidon
cruzada entre un alimento crudo y otro que ha sido cocinado, o que se va a consumir
crudo. Esto ocurre, por ejemplo, cuando un pollo crudo contaminado se trocea en una

tabla, en la cual se cortan después verduras para una ensalada. St la superficie de la tabla

no se desinfecta, se produce una contaminacioén cruzada (5).
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" Manipulacion incorrecta de  alimentos precocinados  congelados,  refrigerados o
cocinados, durante su preparacfén o almaccnamiento. Los alimentos pueden estar
contaminados con microorganismos patogenos e¢n un nimero tan bajo, que no hay
ricsgo de enfermedad, sin embargo, st el alimento no se refrigera o st se mantienc
demasiado tiempo a temperatura ambiente, los microorganismos sc multiplic.;m y
alcanzan un nimero suficiente para originar enfermedad. La contaminacion también
puede producirse por practicas de manipulacién inadecuadas, tales como no lavarse las

manos o no protegerse las heridas (5).

*  Tratamiento térmico insuficiente o procesado incorrecto del producto. Esto se produce
cuando el alimento no alcanza la temperatura suficiente para eliminar al patdgeno que
esta presente en el mismo, lo cual puede evitarse cocinando el alimento adecuadamente o

empleando materia prima libre del microorganismo patogeno (5).

. Pricticas de produccién animal en las que un elevado nimero de animales estin
confinados en areas reducidas, lo cual implica que cuando un animal elimina

microorganismos patogenos, contamina facilmente a los de su alrededor (5).

' Cuando las plantas de procesado producen un elevado nimero de unidades de un solo
producto, existe un mejor control de los riesgos microbiolégicos, pero si se produce

algin fallo, el numero de individuos en riesgos también se incrementa notabiemente (5).
Como ya se mencioné anteriormente, la manipulacion incorrecta de los alimentos

puede ser responsable de las infecciones y/o intoxicaciones alimentarias, por lo cual, es

importante mencionar los efectos del almacenamiento sobre los microorganismos de los

alimentos (5).
a.) Congelacién

Esta técnica se considera la mas conveniente para la conservacion de alimentos a largo

. plazo ya que el contenido nutricional de los mismos queda retenido y los productos se parecen
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mas al alimento fresco que al usar otros procedimientos. La congelacion sc inicia entre -0.5 y -

3°C, pero st s¢ cmplean -18°C, ningun crecimiento microbiano es posible, no obstante la
actividad enzimatica o actividad microbiana residual no es inhibida. También es importante
mencionar que al igual que en la refrigeracion, ¢l proceso puede ser que inactive parcialmente a
los microorganismos, ya que aunque inicialmente la tasa inicial bacteriana disminuye, los
patogenos pueden sobrevivir (de hecho, un producto peligroso no se convierte en mnocuo a
través de este proceso solamente). Til grado de supervivencia sera tanto mayor cuanto mas
rapido sea el proceso de congelacidn. Por ejemplo, la congelacion rapida con N, liquido o con
CO,, es menos bactericida que la congelacidn lenta. Por tanto, los alimentos congelados '
(precocinados o no) deben ser seguros microbioldgicamente antes de congelarse si queremos
que lo sean una vez han sido descongelados. También es importante mencionar que los

alimentos congelados, al descongelarse no deben permanecer a temperaturas altas (5,6).

b.) Refrigeracién

La refrigeracidén es un proceso de almacenamiento a temperaturas entre 0y 5°C que
modifica tanto la naturaleza como la rapidez en la aparicidon de la alteracién de un alimento..
Este procedimiento inhibe el crecimiento de los microorganismos mesoéfilos y conduce a que
predominen los psicrotrofos y psicrofilicos. No obstante, aunque son incapaces de
desarrollarse, los meséfilos no son destruidos por completo por dicho proceso, ya que si bien
parte de la poblacion es eliminada y dafiada por el llamado “choque frio”, sus efectos son
impredecibles para el resto de la poblacion. El mecanismo principal de este choque es el dafio a
la membrana celular causado por cambios de fase en los lipidos de la misma, ya que se generan
poros hidrofilos a través de los cuales el citoplasma se escapa al exterior de la célula. La
magnitud del choque frio depende de factores tales como el tipo de organismo (los gram-
negativo son mas sensibles que los gram positivo), su fase de crecimiento (las células que se
hallan en fase exponencial son mas susceptibles que las de fase estacionaria), el diferencial de

temperaturas, el ritmo de enfriamiento (en ambos casos, cuanto mayor es, mayor es el dafio) y

el medio de crecimiento (6).
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A pesar de lo anterior, ¢l uso de materias primas de buena calidad microbiologica y Ia
manipulacion higiénica son indispensables para que los alimentos producidos scan mnocuos ya
que la refrigeracion solamente cvita el crecimiento de patdgenos mesofilos, pero no garantiza

que scan climinados (6).

3. Riesgo microbiolégico de los alimentos expendidos en las cafeterias de la

ciudad de Guatemala

En el estudio efectuado por el DRCA en 1,994 se analizaron un total 42 muestras de
las cafeterias de la ciudad capital, encontrandose que un 57% del total cumplian con las normas
microbiologicas establecidas hasta la fecha. Los analisis microbiologicos efectuados fueron:

coliformes totales, coliformes fecales y Staphylococcus anreus (2).
Los resultados obtenidos por dicho estudio se detallan en el Anexo 1 (2).

El analisis de coliformes totales y fecales se efectud ya que estos microorganismos son
indicadores de la falta de higiene en la manipulacién de los alimentos, siendo los totales
indicadores de fallas en la limpieza en los utensilios, mal lavado de vegetales y frutas, etc. La
presencia de Siagphylococcus aureus indica un problema directo del manipulador, ya que a
excepcion de los lacteos, este microorganismo proviene de heridas e infecciones de la garganta
o nariz del manipuiador. La presencia de este microorganismo es un riesgo para la salud y se ha
comprobado que es capaz de producir intoxicacién alimentaria si se halla en cantidades
mayores de 10° UFC/g de alimento. De las 42 muestras de cafeterias, 16 provenian de cadenas
grandes de comida ripida y las otras 26 de establecimientos pequefios. De estas 16, solamente

31% cumplieron con las normas microbioldgicas, en cambio en las cadenas grandes, el 100%

cumpli6 con dichas normas (2).

Al comparar lo anterior con los resultados de la Comision Interinstitucional de Ventas
Callejeras, se encontrd que 60% de las muestras de alimentos tomadas de la via piblica
cumplieron con las normas microbiolégicas para los mismos microorganismos, por lo cual, el .

estudio concluyd lo siguiente: “Los resultados iniciales del analisis microbioldgico parecen
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indicar que los restaurantes pequeiios, cafeterias y comedores pueden representar un riesgo

mayor para la propagacion de colera y otras enfermedades diarreicas, que las ventas callcjeras”

@)

4. Riesgo microbiolégico de los alimentos expendidos en las cafeterias del

campus de la Universidad de San Carlos de Guatemala

De acuerdo con los Informes de Control Microbiologico de la Unidad de Salud-
Laboratorio Clinico de la Universidad de San Carlos de Guatemala, hasta 1,997 existian dentro
del campus trece cafeterias que distribuian principalmente los siguientes alimentos a la
poblacién estudiantil: hamburguesas, tortillas con queso, pasteles, coctel de frutas, refrescos,
carne de res o de pollo, ensaladas, sandwiches, etc. Esta organizacién ha efectuado los
siguientes analisis: recuento aerdbico en placa, recuento de coliformes totales. (por el método
de Nimero Mas Probable), determinacion de Escherichia. coli, Staphylococcus aurens y Salmonella

spvp. En el Anexo 2 se muestran algunos de los resultados obtenidos (7).

B. Niveles de aceptabilidad microbiolégica para los microorganismos causales de
ETAs

Los valores limite de aceptabilidad microbiologica de algunos de los agentes causales

mas importantes de ETAs sc detallan ea el Anexo 3 (3,8).
C. Salmonelosis transmitida por alimentos

1. Generalidades de Salmonella spp

Salmonella spp pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Es un bacilo gram negativo,

asporodgeno, anaerobio facultativo, catalasa positivo, oxidasa negativo y es generalmente mévil
por flagelos peritricos. Es capaz de desarrollarse desde temperaturas de 5 hasta 47°C con un

crecimiento éptimo a 37°C. Usualmente son termosensibles, sin embargo, la termorresistencia
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aumenta por ¢l choque térmico subletal a 48°C durante 30 minutos y también pucdc aumentar
notablemente en medios con bajas actividades de agua (a.). La termorresistencia en st ocurre
cuando las bacterias son levadas de una temperatura baja a una alta en un corto periodo de
tiempo dentro o ligeramente por encima del rango normal de crecimiento, lo cual produce un
grado de proteccidn contra los efectos letales de un cambio de temperatura mas elevado al que
s¢ expongan los microorganismos posteriormente. La a, minima de crecimiento de las
salmonelas es de 0.93 (la a, limite depende de la especic, ya que por ejemplo S. newport tiene

una a, minima 0.941 y 5. yphimurium tiene una a, minima de 0.945). El pH minimo de

crecimiento varia con el acidulante empleado, de manera que si se trata de acido acético es de

5.40 y st es acido clorhidrico o acido citrico es de 4.05 (1,6,9,10).

Este género ha sido reconocido como una de las causas principales de infecciones
alimentarias. Todos los miembros del género son considerados potencialmente patogenos para
el ser humano, sin embargo, difieren en cuanto a las caracteristicas y a la gravedad de la
enfermedad que provocan. La fiebre tifoidea es considerada como la infeccion mas grave y fue

la primera en ser descrita por Bretonneau a principios del siglo XIX. En 1,856, William Budd

descubrid que cada caso de fiebre tifoidea estaba conectado con los anteriores y que a través de

las heces se disemina una toxina especifica. El bacilo tifico fue observado por primera vez por
Eberth y Koch en 1,880 y fue cultivado por primera vez por Gaffky en 1,884. Posteriormente,
en 1,896 se aislo al agente causal de una enfermedad clinicamente similar a la fiebre tifoidea, y
se le denomino fiebre paratitoidea (por Achard y Bensaud y mas tarde Schottmiilier en 1,901).
El género Salmonella como tal fue reconocido en 1,900 y actuaimente se admite (basandose en
hibridacién ADN/ARN) que dicho género contiene una tnica especie, Salmonella enterica

(conocida previamente como S. cholerae-suis) la cual incluye siete subespecies (6,11,12).

En 1,941, Kauffman y White idearon un esquema de serotipado para diferenciar a los
serotipos dentro del género. Dicha diferenciacidn se hace en base al antigeno somatico (O), el

antigeno flagelar (H) y cl antigeno capsular o de virulencia (Vi). A partir de este sistema, se han

descrito alrededor de 2,200 serotipos (6).




a.) Mecanismo de accion

Ahora se sabe que los microorganismos ingresan por la via oral, sobreviven el transito a
través del 4cido estomacal, invaden la mucosa intestinal y luego penetran en las células
epiteliales del {leon. Después, son englobados por endocitosis mediada por receptores y pasan
de las células epiteliales al interior de vacuolas, en donde se multiplican y son liberados hacia la
lsmina propia a través de la membrana de las células basales. Esto induce la afluencia de células
inflamatorias, lo cual provoca la liberacién de prostaglandinas que activan la adenilato ciclasa
produciendo secrecién de liquido hacia el interior de la luz intestinal (se ha comprobado
también que la diarrea es debida a la produccion de enterotoxinas estimulatorias de la secrecion
de liquido). Ademas se afirma que las enterotoxinas actian aumentando la permeabilidad
vascular siendo una de ellas termoestable y la otra termolabil. El microorganismo produce
ademas una citotoxina inhibidora de la sintesis proteica, a la cual se le atribuye la lesion de las
células epiteliales de la mucosa intestinal de acuerdo a experimentos efectuados en conejos
sanos infectados con el microorganismo. Parece que esta lesion es provocada para exponer 2 la

i fibronectina (glicoproteina) subepitelial para que Salmonella spp se adhiera a la misma y asi logre

traspasar la mucosa intestinal (1,3,6,12).
b.) Dosis infecciosa

Varia con el serotipo, la susceptibilidad del individuo y la naturaleza del alimento
consumido. Sin embargo, en el caso de adultos saludables, generalmente la dosis infecciosa es
de 10° células por gramo de alimento, pero en nifios, ancianos y adultos susceptibles la dosis
puede ser menor de 10 células por gramo de alimento. Los alimentos grasos tales como los
chocolates, el salami y los quesos parecen proteger a los microorganismos del efecto de los
jugos gastricos, reduciendo la dosis infecciosa. No obstante, en un brote originado por agua a
principios de la década de los 70, también se indicd una dosis infectiva baja (<200 células). En

este caso, el agua pudo haber protegido a las bacterias al transitar mas rapidamente a través del

estomago que los alimentos (6,11).




c.) Epidemiologia de Salmonella spp
Durante los dltimos afios ha habido un aumento epidémico de las infecciones por este
género microbiano, siendo Salmonella enteritidis 1a causa mas comin, pero generalmente los
porcentajes de casos complicados y la mortalidad son bajos (dentro de dicha especte, la
subespecic enteritidis se considera como responsable de la mayorfa de infecciones en el ser
humano). La tasa de mortalidad se sitiia aproximadamente en un 4.1%. Como ya se menciono,
la enfermedad es grave en nifios y ancianos, no obstante, se han reportado brotes como cl de
Suecia en 1,953, en donde S. fyphimurium matd a 105 personas (1,1% de mortalidad) en edad de
trabajo. En diferentes partes del mundo predominan distintos serotipos de salmonelas, pero
parece ser S. fyphimurium el tipo mas frecuentemente encontrado. Sin embargo, de los 2,200
serotipos existentes, solamente unos 100 se observan de modo regular y se ha demostrado que
los distintos serotipos difieren en cuanto a su virulencia para el hombre. La epidemiologia de
esta infeccion es bastante compleja, ya que el género parece afectar tanto a animales de sangre -
caliente como a los de sangre fria. A pesar de esto, los animales son s6lo portadores que
; eliminan salmonelas en forma regular pero en pequefias cantidades. Se ha determinado que una
seric de factores tales como las practicas de cria animal junto con sus sistemas de
reproduccion, la produccidn centralizada de alimentos y'de piensos y el comercio internacional

de alimentos contribuyen a crear ciclos de perpetuacion entre el hombre y los animales (1,6,11-

16).

FEn BEstados Unidos, entre 1,973 y 1,987, sc desconocia la etiologia de
aproximadamente 60% de las ETAs reportadas al CDC. Esto se puede atribuir a que las
investigaciones de laboratorio fueron tardias o incompletas, a que no se reconocié el agente
patdgeno de la enfermedad, o a la incapacidad de identificar al microorganismo causal
mediante las técnicas de laboratorio disponibles. Posteriormente se confirmé que entre los
agentes etioldgicos mas frecuentes de los brotes se encontraba Salmonella, pero no se dio
conocer el numero de casos provocados por este agente. De acuerdo con los datos de la red de
Vigilancia Activa del CDC, las epidemias de ETAs tienen un pico durante los meses mds

) calidos del afio. Las razones de esto son desconocidas, pero puede ser que exista un

incremento en la prevalencia de patégenos en el ganado o que exista una mayor exposicion
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humana a alimentos contaminados durante estos meses, o bien que exista una manipulacion
inapropiada mayor (por cjemplo, mayor abuso de temperatura) o que se cocinen de mancra
incompleta los productos durante estas épocas del afo. Sin embargo, esto parece estar

relacionado con otros patogenos diferentes a Salmonella spp, tales como Campylobacter spp y

Escherichia col (1 5,1 7).

" En Inglaterra y en Gales, en 1,989 se presentaron mas de 26,000 casos reportados de
salmonelosis, de los cuales 56% se debieron a S. enteritidis. De manera similar, en los alttmos
afios han aumentado los brotes de infeccidn alimenticia por este microorganismo en Holanda,
Noruega, Alemania, Austria, Espafia y Portugal. Actualmente, En Estados Unidos, la
proyeccion de la informacidn epidemioldgica del CDC estima anualmente una incidencia de 2
millones de casos clinicamente significativos. De estos, el nimero de casos anules (desde 1,988

a 1,995) reportados de salmonelosis en dicho pais excluyendo la fiebre tifoidea varia entre

40,000 y 50,000 (11,13,18).

En Guatemala, durante el afio 2,000, Salmonella spp se encontraba entre los agentes
microbianos principales identificados como causales de ETAs. Durante 1,999 se reportaron
212 casos de tifoidea por 17 dreas de salud. Seis de estas 4reas aportan 80% del total de casos:
Santa Rosa (21,4%); Suchitepéquez (20,4%); Sacatepéquez (11.7%); Quetzaltenango (9,2%) y
Escuintla (9,2%) (4).

2. Infecciones y complicaciones producidas por Salmonelia spp

De acuerdo a la sintomatologia clinica que provoca, el modo de difusidn y la patogenia
algunos autores consideran dividir la salmonelosis en dos grupos principales: (a) fiebres
tifoideas y paratifoideas (que son producidas por S. gphi y S. paratyphi A, B, y C) ¢ (b)
infecciones entéricas producidas por otras salmonelas. El primer grupo afecta casi de mancra
exclusiva a los primates y la infeccién sc adquicre a través de alimentos, agua y por contacto
directo. La fiebre tifoidea tiene un periodo de incubacion que puede ser desde 3 a 56 dias (que
usualmente es de 10 a 20). El cuadro clinico estd caracterizado por sep.ticemia sin enteritis (la

enfermedad sistémica es producida por los serotipos adaptados al hospedador que son mas
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invasivos), ficbre y un estado de portador asintomdtico que puede perdurar toda la vida. El
segundo grupo produce una infeccion gastrowtestinal, que puede complicarse por septicemia o
localizaciones externas al tracto intestinal. Se caracteriza por ficbre, diarrea, dolores intestinales
y vOmito. Los sintomas pucden variar desde un ligero malestar hasta una deshidratacion grave.
El periodo de incubacidén puede ser desde 6 a 48 horas y la infeccion suele ser autohimitante,

pero puede ser mas grave en personas susceptibles o en las ya enfermas (6,12).

En la enfermedad septicémica, Salmonella spp llega a la vesicula biliar, en donde se
multiplica infectando la bilis, la cual reinfecta el intestino delgado causando inflamacién y
ulceracion en éste altimo. El individuo afectado padece de fiebres y diarrea (que ha sido
descrita por su aspecto como “sopa de guisantes”) en la que se excretan grandes cantidades del
microorganismo. En los casos graves de enfermedad se produce hemorragia a partir de las
ulceras, con perforacion del intestino que. causa peritonitis, sin embargo, en los casos mas

benignos, las tlceras se curan, la fiebre desciende y la infeccion remite de 4 a 5 semanas (6).

Ademas de lo anterior, se ha reportado también que Salmonella spp puede provocar
complicaciones tales como aortitis, colecistitis, endocarditis, epididimo-orquitis, meningitis,
miocarditis, osteomielitis, pancreatitis, enfermedad de Reiter, sindrome reumatoide, septicemia,.
tiroiditis y artritis séptica (en personas con anemia drepanocitica). Es posible también que el

microorganismo se situe en lugares en los que existe una enfermedad o lesiones anteriores

{6,17).
3 Alimentos implicados en las infecciones producidas por Salmonella spp

Casi todos los alimentos de origen animal (principalmente carnes de res, cerdo y aves,
ademas de huevos y productos industrializados que contienen cualquiera de estas materias
primas basicas) pueden ser vehiculo de transmisién de salmonelas al ser humano. Se considera
ademas que las aves de corral y sus derivados constituyen la fuente mas importante de
infeccion por este género bacteriano. Por tal razén se ha ideado el brograma de Analisis de

Riesgos y Puntos Criticos de Control (HACCP) con el proposito de evaluar y reducir la

“contaminacién en dichos alimentos (6,12,13,19).
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].os alimentos de origen vegetal tales como los cercales o vegetales para ensaladas, las
frutas frescas ¢ incluso (en casos cxcépcionnles) los colorantes de carmin y los productos
farmacéuticos también son capaces de vehicular a este patdgeno, aunque los brotes en estos
casos han sido por contaminacion accidental (por cjemplo, para los vegetales, la fuente de
transmisidn ha sido el agua de ricgo durante el cultivo, el estiéreol de animales usado como
abono, etc.). También sc sabe que alimentos tales como la levadura, las salsas, los aderczos, las
semillas de coco, los pasteles, los postres con crema, la gelatina desecada, la mantequilla de

mani, la cocoa y los chocolates son posibles vehiculos de transmision de Salmonella spp

(12,13,20,21).

La infeccion es considerada zoondsica debido a que la fuente principal de la misma son
los animales infectados. La transmision feco-oral ocurre cuando el contenido intestinal de un
animal infectado es ingerido con un alimento o agua. Los portadores humanos son menos
importantes que los animales en la transmisién de la infeccion, sin embargo, como se
menciond en el inciso I11.A.2, puede haber infeccion st las manos contaminadas fecalmente de

. un manipulador tocan el alimento, éste es cocinado inapropiadamente y se permite el

crecimiento microbiano (6).

Un factor importante en el mantenimiento del ciclo de la infeccion por Salmonella s la
costumbre de emplear subproductos animales, tales como carne y harna de huesos, para
alimentar 2 los mismos animales. Estos piensos aparentemente son sometidos a tratamiento
térmico, no obstante, después de dicho tratamiento pueden e-star expuestos a contaminacion

pot contacto con materias primas no tratadas o bien heces de aves y roedores ().

Entre los materiales crudos con mas probabilidades de estar contaminados se
encuentran las canales de gallinas o de pavos, la carne cruda, los embutidos, 1a leche cruda, los
mariscos, las espectes y las hierbas. Se ha aislado a algunos serotipos de Salwonella spp a partir
del exterior de la cascara de huevos o en la yema de los mismos, como en ¢l caso de S.

enteritidis, en donde aparentemente el huevo se infecta por transmision vertical. El problema

) parece estar relacionado con el fago PT4 de S. enteritidis, pero se han informado otros fagotipos




17
(P18 y "I'13a). Sc picnsa que estos organismos infectan los ovarios y ¢l oviducto de las aves,

contaminando de este modo el contenido del huevo (6,11,13-15).

Ia leche fresca contiene inevitablemente Salwonells spp a tal grado que, cl
microorganismo puede estar presente incluso si es la misma es pasteurizada con tratamientos
suaves. Las salmonelas son incapaces de crecer pero si sobreviven en la leche desecada y

" reanudan su crecimiento al reconstituir el producto (6).

Alimentos tales como el pescado y sus derivados, se han relacionado con Salmonella spp
de manera accidental (por ejemplo, por contaminacién con heces de roedores o de aves). Los
mariscos, que se alimentan por filtracién y que son capturados en aguas contaminadas han sido

implicados también como productos de riesgo (6).
4. Supervivencia de Salmonella spp en alimentos

a.) Calentamiento

Como ya se menciond IIL.C.1, las salmonelas son termosensibles, ya que la
pasteurizacion y las condiciones normales de cocimiento generalmente son suficientes para que
pierdan su viabilidad y sean destruidas st el alimento posee una elevada a_, pero si la a  es baja,
aumenta su termotolerancia. Asi, el valor D para §. enteritidis a 55°C es de aproximadamente 8.2
minutos, y para S. fphimurium es de 3.3 minutos. S. senflenbery es generalmente mas
termorresistente, ya que su valor D a 57°C es de aproximadamente 31 munutos o 1 a 2
segundos a 71.7°C. También se sabe que hay interaccion entre la resistencia térmica del
microorganismo y el pH del alimento para diferentes serotipos. Incluso, se ha verificado que Ja

resistencia al calor aumenta conforme disminuye la a, y que esto también depende de la

concentracidon lipidica del alimento (1,10,11).
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b.) Desecado

131 microorganismo pucde sobrevivir largos periodos cn alimentos secos tales como la
leche en polvo, sin embargo, la tasa de muerte microbiana durante el almacenamiento del
material deshidratado depende de la humedad relativa y la atmésfera de almacenaje. Si la
humedad es baja, el microorganismo puede permanccer vivo durante afios en alimentos tales

como los chocolates, por ejemplo (11).

c.) Congelamiento

Como se menciond en IIL.A.2.a.), el congelamiento puede ser letal, sin embargo, las
salmonelas pueden permanecer viables durante largos periodos de tiempo en alimentos
congelados tales como carne y pollo. Incluso, se ha logrado desarrollar un modelo predictivo
del crecimiento de Salmonella en el tepdo de la carne de res durante su enfriamiento con el

proposito de comprender la cinética de crecimiento de este microorganismo bajo condiciones

‘ambientales cambiantes (11,22).
d.) Tolerancia al NaCl

Se ha reportado que en la carne con un 5.3% o mas de NaCl existe crecimiento

limitado de este microorganismo (11).

e.) Irradiacién Gamma

Este método es empleado para preservar alimentos. Parece fragmentar el ADN y matar
a los microorganismos, sin embargo parece ser que algunos factores tales como el tamario
celular, el arreglo estructural del ADN dentro de la célula, la composicion quimica del alimento
(el contenido de grasa y proteinas), la temperatura de irradiacion, la a, y el estado fisiolégico de

las células afectan la resistencia de este microorganismo a dicho método de preservacién (23).
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5. Planes de muestreo para la determinacién de Salmonella spp en carnes crudas
Debido a la continua presencia de Salmonella spp en alimentos, diversos comités de
organizaciones internacionales han recomendado asignar una categoria de muestreo para.cadn
tipo de alimento, dependiendo de: a.) la sensibilidad del consumidor (s son ancianos, enfermos
o infantes) b.) la posibilidad de que ¢l alimento haya sufrido un paso letal para Salmonell spp
‘durante su fabricacion y c.) el historial del alimento. La seleccion del plan de muestreo depende
principalmente de los primeros dos criterios. Para el muestreo de este microorganismo, existen

tres tipos de categorias de alimentos:

Los alimentos de categoria I son aquellos que normalmente no estarian sujetos a un
proceso letal para Salmonella spp entre el tiempo de muestreo y el consumo, y son
fabricados para anctanos, enfermos o nifios.

Los alimentos de categoria II son aquellos que normalmente no estarian sujetos a un
proceso letal para Salmonella spp entre el tempo de muestreo y el consumo.

Los alimentos de categoria III son aquellos que estarian sujetos normalmente a un

proceso letal para Salmonella spp entre el iempo de muestreo y el consumo.

Estos planes de muestreo se aplican ya sea para productos terminados bajo vigilancia o
para materia prima de fabrica identificable en lotes. La unidad de muestra debe poseer un
minimo de 100 gramos y se recomienda que se tome al azar para que sea representativa del
lote. El nimero de unidades de muestra a tomar depende de la categoria del alimento, de
manera que, para los alimentos de categoria I, se recomiendan 60 unidades de muestra, para la
categoria I1 30 unidades y para la categoria 111 15 unidades. Todas estas muestras deben ser
analizadas. Este analisis requiere de 25 g de la unidad analitica tomada al azar a partir de los
100 g orginales. Para reducir la carga analitica, las unidades analiticas pueden volverse
compuestas, dependiendo de la categoria del alimento. El tamafio maximo de una unidad
compuesta es de 375 g o 15 umidades analiticas. Para los alimentos de categosia 1, sc
recomienda un minimo de 4 unidades compuestas, para los de categoria II se recomienda

como minimo 2, para los de categoria III se recomienda minimo una unidad compuesta
(12,24).




a.) Carnes rojas

Para recoger muestras de carne cruda es necesario separar cuidadosamente y sin tocar
la carne, las envolturas que cubran la canal o los envases. Los procedimientos de muestreo para

este tipo de materia prima se subdividen en tres de acuerdo al tipo de came:

" Canales y cortes primarios: Iin este y otros criterios, el nimero de muestras a tomar (n)
es igual a 5. Para las canales refrigeradas o congeladas y en las piezas con huesos largos
o deshuesadas, se toman alicuotas de 5 canales o 5 envases con las piezas carnicas
(unidades de muestra). Cada alicuota debe tomarse de diferentes partes de la canal o de
la pieza debido a que la contaminacién de la camne es desigual, por lo que deben
considerarse particularmente las zomas donde el crecimiento microbiano es mas
frecuente o donde la contaminacién sea mas factible. Las alicuotas de una misma canal
pueden juntarse y formar una unica unidad analitica o bien, pueden tratarse por
separado como unidades analiticas independientes. Puesto que generalmente la
contaminacién microbiana de la canal o de las piezas es superficial, debe considerarse la
hora de toma de muestra. Si se trata de carne de cordero o de cerdo, deben tomarse
muestras, con hisopo, de al menos 2 lugares (piéma y pecho). St es carne de vacuno o
de equino, deben tomarse al menos 3 muestras (pierna, falda y cuello). Para las piczas

carnicas se debe incluir la superficie onginal de la pieza y una superficie de corte (25).

Carne deshuesada a granel, carne picada y despojos comestibles: De cada uno de los 5
envases O cajas se toma una unidad de muestra de aproximadamente 200 gramos de
tejido muscular. Ista unidad debe estar compuesta por diferentes alicuotas de diversas
partes del contenido del envase. Estas porctones deben mezclarse homogéncamente y

conformar la unidad analitica apropiada para el analisis (25).

Envases para venta al detalle: Esta categoria incluye los cortes carnicos, la carne picada
y los despojos refrigerados o congelados que son envasados en paquetes para la venta

al detalle. Aqui también es obligatorio el analisis de 5 envases por lote (25).
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Si se desca investigar Sabdmoielia spp, s requiere de una unidad analitica de 25 gramos..
Las unidades de muestreo deberin tomarse de zonas apropiadas de la canal, de las piezas o de

los despojos, de acuerdo a lo expuesto anteriormente (23).
b.) Carne de aves

l.os programas actuales de muestreo para carnes de ave especifican que n sca igual a 5,
que m sea igual a 0 (siendo m el valor umbral del nimero de bacterias para considerar un
resultado satisfactorio si todas las unidades de que se compone dicha muestra tienen un
nimero de bacterias igual o menor que m) y que ¢ sea igual a 0 (en donde ¢ es el nimero de
unidades de la muestra cuyo nimero de bacterias podra situarse entre m y M, sin que la
muestra deje de considerarse aceptable si las demas unidades de que se compone la misma

tienen un numero de bacterias menor o igual a m) (25).
6. Métodos de aislamiento e identificacion de Salmonella spp en carne cruda

Los métodos de aislamiento e identificacién de este microorganismo en alimentos han
sido objeto de mayor cantidad de estudios que los correspondientes a cualquier otro
microorganismo patdgeno. Los procedimientos convencionales de aislamicnto ¢ identificacion
de Salmonella spp a partir de alimentos (incluyendo carnes crudas) constan de seis etapas. Las

primeras 3 etapas se refieren al aislamiento y las ultimas 3 se refieren a la identificacion.

(6,12,15).
a.) Enriquecimiento no selectivo o pre-enriquecimiento

Esta etapa varia para cada tipo de alimento, ya que a partir de 1,961 se inic16 el uso de
Caldo Lactosado (CL) en clara de huevo desecada, sin embargo, después de diversos estudios
se concluyb que la composicién de dicho medio no era tan critica como se suponia, por lo cual
se decidid el uso de agua peptonada bufferada. (BPW o APB) (Edel y Kampelmacher, 1,968)
como medio de cultivo para propositos generales. Después se decidié que el caldo nutritivo

(NB o CN) también podia usarse para propositos generales, pero para algunos alimentos puede
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emplearse incluso agua destilada (levadura desceada). Para las carnes crudas puede emplearse

yasca APB o CN (6,12,206).

[il objetivo de esta fasc es favorecer la reparacidn y el crecimiento de las salmonclas
que han sido dafiadas por las diferentes condiciones de tratamiento o de almacenamicato al
que pudo haber estado sometido el alimento previo al anilisis (calor, congelacion, desecacton,
presencia de preservantes, presidn osmética elevada o fluctuaciones de temperatura). La
importancia de esta fase radica en que si no se incluyera, no se detectarian células recuperables

que pueden causar infeccidn si el alimento es manipulado incorrectamente (6,12,20).
b.) Enriquecimiento selectivo

En esta etapa se inocula el cultivo pre-enriquecido en II1.C.6.a) en un medio de
enriquecimiento con el fin de favorecer la proliferacidn de Salmonella spp al provocar una
represion selectiva o inhibicidén del crecimiento de otros microorganismos competitivos tales
como los coliformes, Proteus y Pseudomonas que de estar presentes en el alimento analizado,

superarian a Salmonella spp. Algunos procedimientos recomiendan emplear mas de un caldo

selectivo y una temperatura igual a 43°C para gnraﬁtizar el aslamiento posterior de las
salmonelas. Como medios de cuitivo se recomienda usar el caldo Selenito-Cistina (SC) y el
Tetrationato Verde Brillante (I'TVB). De acuerdo a los estudios efectuados por la AOAC, el
caldo Rappaport-Vassibiadis (RV), que contiene como agentes selectivos verde de malaquita,
cloruro magnésico y un pH ligeramente reducido, se empezd a usar solamente para el analisis
de alimentos con una alta carga de microbiota competitiva (tales como los mariscos), sin
embargo, se¢ ha establecido que este caldo puede reemplazar al caldo SC ya que puede
emplearse tanto para alimentos con alta o baja carga microbiana. Sin embargo, se ha
recomendado que el caldo TTVDB permanezca como segunda eleccion para alimentos de alta o

baja carga microbiana (excepto que ¢l TTVB se incubara a 43°C para alimentos con alta carga

microbiana y a 35°C para alimentos con baja carga microbiana) (6,12,24,26).
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c) Estriado en medios sélidos selectivos y diferenciales

Iin esta fasc también cs habitual emplear dos medios diferentes. Los agares selectivos
poscen sustancias que inhiben ¢l crecimiento de otros microorganismos. Entre dichas
sustancias sc encuentran las sales biliares o el desoxicolato (inhibidor de microorganismos
gram positivo), el verde brillante, etc. Estos medios también poscen indicadores que colorean
las colonias o el medio que las rodea, para diferenciar caracteres bioquimicos de las Unidades
Formadoras de Colonias que crezcan en &l Asi, Salmonella spp generalmente es incapaz de
fermentar la lactosa y es capaz de producir sulfuro de hidrogeno, por lo que se recomienda el
uso de dos medios sélidos selectivos y diferenciales distintos para evidenciar estas reacciones
presuntivas. No obstante, el uso de altas concentraciones de inhibidores no es deseable para
que la recuperacion sea maxima. Existen al menos ocho medios sélidos producidos
comercialmente para el crecimiento y diferenciacion de Salmonella spp de otros miembros de la
familia Enterobacteriaceae. Entre los medios solidos empleados se encuentra el agar Sulfito de
Bismuto (SB) (en el que se observan colonias marrones o grises a negro, a veces con brillo
metalico, siendo el agar de cleccion para Salmonella typhi), el agar Shigella Salmone//d(SS) (en
donde se observan colonias negras por la produccion de sulfuro de hidrégeno que
posteriormente reacciona con el hierro, formando sulfuro de hierro), el agar MacConkey (MK)
(donde se observan colonias incoloras, sin embargo, pueden presentarsé biotipos lactosa
positivo que aparecen de color rosado), el agar Verde Brillante Sulfadiazina (donde se observan
colonias incoloras, rosadas o fucsia rodeadas por un color rosado a rojo), el agar Hektoen
(colonias azul-verde a azules con o sin centro negro o completamente negras), el agar Rambach
(colonias rojas brillantes, excepto S. fphi que es incolora), agar Lisina-Manitol-Glicerol (LMG)

(para salmonelas atipicas que fermentan la lactosa y 5. gphi), etc (6,12,26-29).

d.) Purificacién

Hn csta etapa se purifican los aislamicntos presuntivos de IT1.C.6.c.) en placas de agar
MK (26).
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e.) Confirmacion bioquimica bdsica
lista ctapa consiste en inocular una colonia sospechosa de 11.C.6.d) en los medios

para cvidenciar caracteristicas bioquimicas que se muestran en ¢l Anexo 4 (24,26,27).
f) Identificacién serolégica

Para identificar tentativamente a la Salmonells spp aislada, se emplean antisueros
polivalentes (para el grupo O y para H) o somaticos (para determinar el grupo O al que

pertenece la Salmonella aislada) (12,20).
g.) Nuevas metodologias de determinacion e aislamiento

Debido a que el procedimiento convencional ya mencionado requiere de tres a seis dias
péra obtener un resultado de ausencia o presencia, se han descrito otros procedimientos para
‘simplificar la técnica y reducir el tiempo para obtener resultados. Entre estos métodos se hallan
aquellos que incluyen medios semisolidos, ensayos inmunoabsorbentes (ELISA tales como el

kit Salmonells TEK), inmunodifusion, téenicas de impedancia-conductancia e hibridizacion de

ADN (6,19,30).

De acuerdo con Tignato, et ai (16), et uso del caido Salmosyst y el agar Rambach como
método rapido de deteccion de Saimoneila spp puede reducir el tiempo total de analisis a
solamente 48 horas. El caldo base Salmosyst de pre-ennquecimiento que emplea esta
metodologia contiene unicamente nutrientes, electrolitos v sustancias reguladoras del pH y en
¢l se efectua un pre-enriquecimiento rapido de 6 a 8 horas para posteriormente agregar un
suplemento que proporciona selectividad al caldo para luego incubar de 18 a 22 horas mas.
Posterior a esto, se utiliza agar Rambach como medio sélido selectivo. Este medio ha sido
formulado para distinguir Salmone/la spp de otras enterobacterias debido a la capacidad de las

primeras de producir 4cido a partir del propilen-glicol y debido a la capacidad de las dltimas

(mientras puedan utilizar la lactosa) de producir la B-gﬂactosidasa.' Sin embargo, algunas

+ salmonelas son capaces de producir 3-galactosidasa (subespecies Illa, IIIb y V) y pueden ser

—+
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pasadas por alto, ademds de que sc ha dado el caso de que algunos microorganismos f3-

galactosidasa negativos tales como Citrobacter freundii dan resultados falsos positivos (16,28,31).

Al comparar este método ripido con uno de los métodos convencionales (en el cual se
empled como medios de cultivo APT para el pre-enriquecimiento, caldo TIVDB y caldo SC
para cl enriquecimiento selectivo, y agar Verde Brillante y agar Lactosa Desoxicolato Citrato
para el estriado en medios sélidos) en muestras de carnes crudas contaminadas artificialmente
se demostré que ambos métodos eran capaces de detectar al menos 0.4 UFC de . enteritidis
por gramo de alimento. Sin embargo, en alimentos contaminados naturalmente, incluyendo
carnes de res, pollo, cerdo y caballo, el método rapido mostrd una sensibilidad mas alta

(97.9%) que el método convencional (81.2%) (16).

Para ayudar a identificar salmonelas tipicas y atipicas al utilizar estos procedimientos, se

ha recomendado utilizar cepas American Type Culture Collection (tales como las ATCC
12325, 9842 y 29934) (24).

D. Shigelosis transmitida por alimentos
1. Generalidades de Shigella spp

Los microorganismos del género Shigella spp son bacterias bacilares gram negativo,
acrobias o anacrobias facultativas, meséfilas, no formadoras de esporas, catalasa positivo (a
excepcion del bacldo de Shiga o Shigella dysenteriae serotipo 1), oxidasa negativo, inmoviles
(aunque recientemente se ha postulado un modelo que propone que Shigella spp posee un gen
7sA4, necesario para movilizarse intracelularmente por medio de una “cola impulsora” de
actina) y pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. 'l'odas son oxidasa negativo, no producen gas
a partir de la glucosa y son incapaces de fermentar la lactosa (excepto algunas cepas de Sh.
sonner) al igual que Salmonella spp. El género comprende solamente cuatro especies: Shigella
dysenteriae (subgrupo A), Shigella flexneri (subgrupo B), Shigella boydii (subgrupo C) y Shigella sonnei
(subgrupo D). Todas estas especies son consideradas patdgenas para el hombre, pero se

~distinguen en la gravedad de la infeccidon que provocan. Por ejemplo, Sh. dysenteriae provoca
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una disenteria grave cn paises tropicales, $h. sonnel cavsa la enfermedad mas benigna y Sh.
boydii junto con Sh. flexneri provocan una enfermedad intermedia. Fl género fue descubierto
como ¢l agente etiologico del de la disenteria en 1,898 por cl microbidlogo japonés Kiyoshi

Shiga (6,12,24,32,33).

Shigella spp es relativamente inactiva desde ¢l punto de vista bioquimico st se compara
con especies de Escherichia, no obstante, los estudios de ADN han demostrado que pertenccen
al mismo género. Pese a esto, los microorganismos sc mantienen separados porque a diferencia
de Escherichia, la mayoria de cepas Shigella son patogenas. Las shigelas son consideradas labiles,
ya que no sobreviven fuera del intestino de los seres humanos y de otros primates, pero se
encuentran frecuentemente en agua contamimada con heces fecales. Su temperatura 6ptima de
crecimiento varia de 10 a 45°C y su termosensibilidad es similar a la de los otros miembros de
la familia Enterobacteriaceae. Crecen mejor dentro de la escala de pH de 6 a 8 siendo su pH

minimo de crecimiento igual a 4.5. Aun no se conoce su a, minima de crecimiento, pero se

supone que es de 0.95 (6,9,34).

a.) Mecanismo de accién

Bl microorganismo logra sobrevivir al transito a través del intestino delgado, los
efectos gastricos, las sales biliares y los enzimas pancreaticos por medio de una envoltura “lisa”
compuesta por lipopolisacaridos. Las cepas “rugosas” son mas sensibles a las sales bihiares y
son incapaces de invadir la mucosa iz w/ro en el asa intestinal del conejo, aun cuando se
expresen todos los genes responsables del fenotipo invasivo. La disenteria bacilar es causada
por un mecanismo invasivo, en donde los microorganismos se adhieren y penetran las células
epiteliales del intestino grueso vy s¢ multplican en su interior. Este mecanismo de 1nvasion
depende de la presencia de proteinas de la membrana externa, que son hidrolizadas por los
enzimas pancreaticos durante el paso por el intestino delgado, lo cual inactiva temporalmente
al microorganismo. Al legar al colon, las shigelas se hallan en un ambiente reductor en el cual
deben competir con la flora residente para fuentes disponibles de carbono, lo cual provoca que

se exprese el fenotipo invasivo y que escapen del lumen hacia el nicho intracelular, en donde la

- glucosa de la sangre del hospedador constituye la fuente de carbono apropiada (32,34).
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Después de la invasion, se esparcen a las células epitcliales contiguas, lo cual destruye cl

tejido. Algunas cepas producen enterotoxinas (de hecho se sabe que son dos, fa ShIZ1-1 y la
ShIET-2) y la toxina de Shiga (que s una cxotoxina similar a la Verotoxina de Exderichia wli
O157:H7), la cual parcce jugar un papel en la inhibicién de la sintesis de proteinas de la célula
hospedadora, no obstante, hay cepas de S/ dysenteriae 1 incapaces de producir esta toxina ) aun
ast, provocan disenteria, por lo cual, no sc sabe todavia lnvfuncién exacta de dicha toxina. La
virulencia de las shigelas depende de genes como el plasmido de 120 MDa de Sh. sonnei y el de
140 MDa de otras shigelas, ya que estos genes portan la informacién necesaria para la sintests

de proteinas de membrana externa necesarias para la invasion (6,32,34,35).
b.) Dosis infecciosa

El microorganismo es trasmitido a través de la via fecal-oral. Se ha determinado, a
partir de individuos voluntarios, que la dosis infecciosa se encuentra en el orden de 10 a 100

organismos, dependiendo de la edad y la condicidn del hospedador (6,34).
c.) Epidemiologia

En todo el mundo, se estima quc la shigelosts provoca entre 600,000 a 1.1 millones de
muertes por afio. De este numero, dos tercios son nifios menores de 10 afios de edad. Shigella
dysenteriae v Shigella flexneri son las especies predominantes en los paises tropicales y Shigella
sonnei es la especie predomimante en los patses industralizados. Asi por ejemplo, las mnfecciones
port Sh. sonnei en Inglaterra y el Pais de Gales fueron 2,319 en 1,989y 2,228 en 1,990: Iin 1,991
las infecciones ascendieron a 9,830 casos. En BEstados Unidos, durante los uldmos afios el

numero de casos ha oscilado entre 300,000 y 400,000 (6,36-38).

Este género ha sido identificado como uno de los agentes causales mas frecuentes de
enfermedad diarretca aguda en mifios que viven en paises en vias de desarcollo. En Centro
América, el bacilo de Shiga (54. dysenteriae tipo 1) afectd en forma pandémica desde el afio 1,969
hasta 1,972. En Guatemala, hubo mas de 112,000 casos y al menos 10,000 muertes. La

. epidemia afectd sin distincion de edades, pero las tasas de incidencia y mortalidad mas elevadas
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sc dicron cn nifios pequeiios. La tasa de mortalidad fue del 7.4%. Muchos de los casos fucron
confundidos con amvcbinsis, y el tratamicnto con medicamentos anti-amebianos contribuyo cn
la clevada mortalidad. Posteriormente, hubo complicaciones mayores debido a la resistencia de
la cepa de Sh. dysenteriae tipo 1 al sulfatidiazol, al cloranfenicol y a la tetraciclina. Desde 1,972,
no se han presentado epidemias tan graves de disenteria causada por el bacilo de Shiga en toda
Centro América, sin embargo, en 1,991 se presentaron casos en la ciudad capital de Guatemala
y cn Rabinal (Baja Verapaz) que fueron confundidos con amebiasis tal como ocurri6 en 1,969,
sin embargo, se efectuaron cultivos microbianos para facilitar el diagnéstico y tratamiento
apropiado. Debido a que el bacilo de Shiga fue aislado en dos lugares separados por mas de

100 kildmetros de distancia se sugirid que este patogeno podria haber estado presente en otras

areas del pais (39,40).
2. Infecciones y complicaciones producidas por Shigella spp

Shigella spp produce una disenteria con un periodo de incubacién de 7 horas a 7 dias,
aunque los brotes transmitidos por alimentos se caracterizan por poseer periodos de
incubacion de hasta 36 horas como tiempo maximo. Los sintomas consisten en dolor
abdominal, vémitos, tenesmo, fiebre y diarrea que puede vanar desde un sindrome disentérico
clasico con deposiciones sanguinolentas con mucosidad y pus (como cn los casos de Sh.
dysenteriae, Sh. flexneri y Sh. boydiz) hasta una diarrea acuosa cuando se trata de infeccion por Sh.
sonnei. No obstante, pese a que Shigela dysenteriae provoca disenteria, parece ser que ias
enterotoxinas hacen que el enfermo experimente antes de la disenterta una diarrea acuosa. La
enfermedad puede durar desde 3 hasta 14 dias y se puede desarrollar un estado de portador
que puede persistir durante meses. Las formas benignas de la infeccién son autolimitantes, por
lo cual no es necesario el tratamicnto, sin embargo, las infecciones por Shigella dysenteriae
requieren terapia antimicrobiana y de sustitucion de liquidos y electrolitos. Esta altima especie
produce complicaciones tales como el sindrome urémico hemolitico, convulsiones, sepsis y
megacolon toxico. En paises desarrollados se han reportado casos de shigelemia (septicemia
causada por miembros del género Shigella spp) debida a que las defensas del hospedero se

encuentran comprometidas (6,34,35,41).




3. Alimentos implicados en las infecciones producidas por Shigella spp

1

Al comparar la shigelosis como IXTA con otras infecciones, tales como la salmonelosis
por cjemplo, ¢l problema parece ser insignificante debido a la limitada gama de hospedadores
de este microorganismo. Shigella spp como agente causal de ETA proviene usualmente de la
persona portadora que interviene en la preparacion del alimento imphicado. 'Tambicn, en zonas
donde la eliminacién de aguas residuales es inadecuada, la infeccién puede ser transmitida 2
través de insectos que estin en contacto con las heces. Entre los alimentos asociados a la
infeccion por esta bacteria, se encuentran las ensaladas (de papa, lechuga, atin, camarén,
macarrones y pollo), los vegetales crudos, la leche (y sus derivados) y las aves. Algunos brotes
se han producido debido a que estos alimentos no son cocidos y son sometidos a una

manipulacion abundante (6,21,34,38,41,42).

Muchas de las hortalizas que no se cocinan antes de su consumo, son envasadas,
refrigeradas o congeladas para consumirse directamente en forma de ensaladas, lo cual hace
que el alimento se encuentre en un riesgo mayor de contaminacion que las hortalizas crudas
integras. Normalmente, Shigella spp no se cncuentra en las hortalizas frescas previo a su
recoleccidn, excepto en los casos en los que se fertiliza el producto con residuos animales,
residuos humanos o con aguas contaminadas con dichos residuos (bajo estas condiciones,
estudios han demostrado que patogenos como Shigella spp pueden sobrevivir hasta dos meses).
La contaminacion también puede ocurrir por el uso Ge recipientes sucios para la preparacidn
de las hortalizas. Parece ser que la supervivencia de patégen‘os como Shigella spp puede ser
prolongada (semanas o meses) especialmente si las areas de cultivo son humedas o protegidas
de la desecacién y de los rayos del sol (como en el caso de la lechuga, el repollo, la zanahora y
el rabano). Ademas es lo anterior, importante mencionar que las hortalizas crudas pueden ser

una via de entrada de Shigella spp en las plantas de procesado y en las cocinas, pudiendo

contaminar otros alimentos (25,43).

Por tales razones, es importante seguir practicas agricolas adecuadas en el cultivo,
recogida, envasado y transporte de estos productos a través del conocimiento sobre la

fertilizacion, irrgacidn, recoleccion y practicas de lavado en las dreas de produccion (25).
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. 4. Supervivencia de Shigella spp en vegetales crudos

Fin general, patégenos tales como Shigella spp no crecen en la superficic externa de
vegetales frescos (esto es, si dichas superficies sc hallan integras, ya que no poseen las enzimas
necesarias para destruirlas) debido al cardcter protector de las barreras naturales de las plantas.
Iin algunos casos, los niveles de patbgenos declinan en la superficic externa por falta de
nutrientes v de humedad libre, fluctuaciones de temperatura y por la presencia de luz
ultravioleta. De hecho, las condiciones ambientales influyen de manera importante en las
poblaciones bacterianas, debido a que generan un ambiente selectivo para los microorganismos
capaces de adaptarse a condiciones de estrés. Puesto que muchos de los patdgenos bacterianos
que afectan al hombre son de origen entérico, éstos tienden a fracasar al tratar de colonizar las
plantas con poblaciones microbianas ya adaptadas. No obstante, después de la cosecha, los
patogenos son capaces de sobrevivir en vegetales frescos (aunque no crezcan), especialmente st
la humedad es elevada. Esta supervivencia puede incrementarse una vez la barrera epidérmica
ha sido dafiada fisicamente o degradada por patdgenos de las plantas (bacterianos o fingicos).
Estas condiciones promueven la multiplicacién de patdgenos (especialmente a temperatura
ambiente), sin embargo, es posible que los microorganismos sobrevivan a temperaturas de.
refrigeracion aun cuando estas condiciones reduzcan o eliminen su capacidad de
multiplicacion. Asi, se ha reportado que Shigella sonnei es capaz de sobrevivir en la lechuga a 5°C
por tres dias sin disminuir su poblacion, pudiéndose incrementar dicha poblacidén 1,000 veces
mas a 22°C. También se ha demostrado que Shigella spp puede crecer en el repollo a 24°Cy a
25 0 37°C en papas maceradas. Sh. flexneri y Sh. sonnei pueden sobrevivir durante mas de 170

dias en otros alimentos como la harina o leche y por menos tiempo en alimentos muy acidos

(12,44,45).

5. M¢étodos de aislamiento e identificacién de Shigella spp en vegetales crudos

Shigella spp es dificil de asslar a partir de alimentos debido a la falta de sensibilidad de
los protocolos desarrollados y a que, en contraste con Salmonella spp, se han efectuado muy

pocos trabajos con respecto a medios de cultivo y de enriquecimiento especificos para shigelas

» |
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tanto para muestras clinicas como para muestras de alimentos, ya que este agente €s inhibido
por microorganismos menos scnsibles que pueden estar preseates en los alimentos. De
acuerdo con algunos autores, los procedimientos rutinarios de analisis microbioldgico en
hortalizas crudas no suclen reducir los tiesgos de Shigella spp, por lo cual no sc recomiendan.
Sin embargo, puede ser convenicnte una inspeccion rigurosa‘dc los alimentos cuando exista
una sospecha de este microorganismo o bien de haber sido obtenidos cn condiciones

higiénicas insatisfactorias (12,34,46).

El procedimiento convencional que existe para el aislamiento ¢ identificacion de Shigella
spp en alimentos se basa en un enriquecimiento previo para resucitar a 1os microorganismos
en un medio no selectivo antes de utilizar medios selectivos. Se ha recomendado un
enriquecimiento selectivo que puede efectuarse en caldo para organismos gram negativo (GN),
en caldo Selenito o en caldo Shigella spp con Novobiocina como agente selectivo. Otras fuentes
de selectividad para el desarrollo del microorganismo son: el uso de condiciones anaerdbicas
(para inhibir a los microorganismos aerobicos que puedan estar presentes en el alimento) y la
incubacién de las jarras anaerobicas a 44°C. Los medios sélidos selectivos de identificacion
posterior son los mismos que se emplean para el recuento de enterobacterias o Salmonella spp-
(agar MacConkey, XLD, SS, medio entérico Statens Serum Institut (SSI), etc.) aunque no se

consideran completamente satisfactorios (6,12,24,47).

Dependiendo de las caracteristicas del crecimiento en estos medios solidos (ver Anexo
5), se deben inocular las colonias sospechosas en caldo glucosa, tubos de agar TSI, caldo lisina
descarboxilasa, agar para movilidad y triptona. También pueden efectuarse una caracterizacion
fisiologica (ver Anexo 6) y una caracterizacion serologica (para identificar el serotipo) a partir

de un subcultivo en agar no sclectivo de 24 horas de incubacion (ver Anexo 7) (24,27).

Debido a que las pruebas bioquimicas puede que no puedan distinguir entre Shigela
spp v Escherichia coli, es necesario crear metodologias altamente sensibles (debido a la baja dosis
infectiva del microorganismo) para el aislamiento de Shigelia spp a partir de alimentos. Para
cllo, se ha ideado un método basado en la Reaccion de Cadena de polimerasa (Polymerase

* Chain Reaction o PCR) para amplificar una regidén especifica de un gen de virulencia del




microorganismo para revelar su presencia en alimentos. Sin embargo, este tipo de ensayo tienc
la desventaja de que durante ¢l curso de Ia reaccion no es postble controlar cutdadosamente Ia
restriccton de la hibridacion, ademas de que las células no viables presentes en el alimento
pucden producir resultados falsos positivos si el scgmento blanco de ADN sc encuentrz
intacto. isto altmo puede soluctonarse empleando un breve éntquecimiento seguido de una

dilucion antes de efectuar el PCR (46).




IV.  Justificacién

Debido a que los microorganismos patdgenos a investigar han sido reconocidos en el
ambito mundial, latinoamericano v nacional como una de causas mas importantes de
infecciones transmitidas por alimentos en nifios v personas adultas, ¢s necesario que ambos
agentes scan investigados no solamente a partir los productos listos para el consumo en las
cafeterias de la Universidad de San Carlos de Guatemala, sino también a partir de las materias
primas que se utilizan para preparar dichos alimentos. sto es debido no solamente a que
Salmonella spp ya haya sido asociada ampliamente a ser vehiculada por medio de carnes crudas
o a que Shigella spp ya se haya asociado a vegetales crudos, sino porque es la primera vez que
un estudio, bajo este universo de trabajo, tendria como proposito evaluar a través de analisis
microbiolégicos las practicas de conservacion y manipulacion de dichas materias primas para

garantizar la inocuidad del producto destinado a ser consumido por la poblacion estudiantil.

Ademas de lo anterior, este estudio contribuiria 2 monitorear el trabajo de educacion,
entrenamiento e inspeccion que hasta la fecha ha efectuado el Area de Alimentos de la Unidad
de Salud-Laboratorio Clinico con los expendedores de alimentos de la Universidad de San

Carlos de Guatemala.

Por Gltimo, también se desea establecer cual es el procedimiento mas adecuado para la
determinacion de Salmonelly spp y Shigells spp a parti dc materias primas, utilizando para esto
cepas conocidas de estos microorganismos. Esto estableceria un procedimiento estandar de
operacion dentro del Area de Alimentos de la Unidad de Salud-Laboratorio Clinico para aislar

¢ identificar a dichos patogenos bacterianos.
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V. Objetivos

A. General

Determinar la presencia de Salmonella spp en carnces ciudas y Shigella spp en vegetales
crudos utilizados como materia prima por las cafeterias ubicadas en el campus central de la

Universidad de San Carlos de Guatemala
B. Especificos

1. Determinar el procedimiento mas adecuado a aplicar para el aislamiento e

identificacion de Salmonella spp por medio de una cepa control conocida.

2. Determinar el procedimiento mas adecuado a aplicar para el aslamiento e

identificacion de Shigella spp por medio de una cepa control conocida.

3 Determinar la efectividad de los programas de capacitacion llevados a cabo por la.
Unidad de Salud-Laboratorio Clinico a los expendedores de alimentos de la
Universidad de San Carlos de Guatemala con respecto a las metodologias de

manipulacion de carnes crudas y vegetales para garantizar su inocuidad.




VI.  Hipétesis

Debido a que la investigacion efectuada era de caracter descriptivo (va que en la misma

no se pretendia aleatorizar o manipular las muestras), no fue necesario formular hipotesis.
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VII.  Materiales y Métodos

A. Universo y muestra

il universo de trabajo lo conformaron todos los expendedores de cafeterias que
emplean carne y vegetales crudos para la preparacidn de los alimentos que distribuyen dentro

de la ciudad capital de Guatemala.

Se considerd como muestra poblacional a todos los expendedores que distribuyen
carnes y vegetales crudos en las trece cafeterias ubicadas dentro del campus central de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

B. Materiales
1 Recursos Humanos
. Teststa: Br. Herberth F. Arévalo Pérez.
J Asesor: Licda. Brenda Lopez de Quevedo.
. Personal de los expendios que distribuyen carnes y vegetales crudos a todas las

cafeterias del campus central de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

2. Recursos Materiales
a.) Institucionales
. Seccidon de Microbiologia de Alimentos de la Unidad de Salud-Laboratorio Clinico

Bienestar Estudianti] de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

PROPIECAD LF LA S S50mD 57 S0 CARLOS F GUATENALA
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b.) Materiales

i. Equipo y Materiales

] Bafo de Maria con agua circulante (a una temperatura de 43°C)
] Incubadora bacteriologica (a una temperatura de 37°C)

J Mechero Bunsen

J Refrigeradoras bacteriologicas (4°C £ 2°C)

. Autoclave

o Estufa

° Balanza semianalitica (2,000 g de capacidad, sensibilidad de 0.1 g)
. Horno seco (a 70°C)

. Homogenizador (conocido como “Stomacher”)

. Espatulas y cucharas estériles

. Jarra Gas-Pak para anaerobiosis

ii.) Cristaleria

. Cajas de petri estériles de 15 x 100 milimetros, plasticas o de vidrio.

. Erlenmeyers de 500 mililitros.

e Erlenmeyers de 1,000 mulilstros.

e Tubos para cultivo (16 x 150 milimetros y 20 x 150 milimetros) con tapom
° Tubos seroldgicos (10 x 75 milimetros o 13 x 100 milimetros) con tapon de rosca
o Pipetas estériles de 1 ml con graduaciones de 0.01 mulilitros.

. Pipetas estériles de 5 ml con graduaciones de 0.1 mililitros.

. Pipetas estériles de 10 ml con graduaciones de (.1 mililitros.




. 1ii.) Medios de cultivo

o Caldo Lactosado (Cl.)

. Agua Peptonada Bufferada (APB)

o Caldo Selenito Cistina (SC)

. Caldo "T'etrationato Verde Brillante (I'TVB)
i Caldo Gram Negativo (GN)

o Caldo Tripticasa Soya (CTS)

. Medio Rappaport-Vassihadis (RV)

. Agar Xilosa Lisina Desoxicolato XLD)
° Agar Verde Brillante (VB)

. Agar Rambach (AR)

J Agar entérico Hektoen (HE)

. Agar Sulfito Bismuto (SB)

. Agar MacConkey (MK)

. Agar Salmonella Shigella (SS)

o Agar Tres Azucares Hierro (T'riple Sugar Iron o TSI)
e Agar Lisina Hierro (Lysine Iron Agar o LIA)
° Agar Tripticasa Soya (ATS)

iv.)  Reactivos

o Alcohol al 70%.

. Reactivo de Kovacs

. Antisuero somatico (O) polivalente de Salmonellu

. Antssuero flagelar (H) polivalente de Salmonella

o Solucion salina fisiologica (al 0.85% de NaCl) estéril
B . Agua desmineralizada

. Antisueros polivalentes para Shigella spp de los grupos A, A, B, C, C,, C,y D.




Reactivos para tincion de Gram

'

Varios

Asas de nicromo para moculacion (en argolla y en puntﬁ)
Cepas de Salmonella ATCC

Cepas de Shigella ATCC

Bolsas plasticas ziplock para Stomacher

Papel pH con un rango de 6.0 a 8.0 y graduaciones maximas de 0.4 unidades de pH por

cambio de color.

Generador de anaerobiosis con ndicador

Fosforos

Crayon graso

Papel parafilm M

Masking-tape

Termometros con escala de 0.1°C de temperatura

Gradillas para tubos de 16 x 150 mm, 20 x 150 mm, 10 x 75 mm y 13 x 100 mm.

Hielera con baterias de hielo.
M¢étodos
Preparacién de las cepas ATCC de Salmonella spp y Shigella spp

Se inocularon las dos cepas obtenidas a partir del slant de un tubo de ATS en 10

mililitros (ml) de CTS y se incub6 24 horas (h) a 37°C. Después, se prepararon cultivos frescos

al inocular alicuotas de 10 ml de CTS con 0.1 ml del CTS inicial para luego incubar dichas

alicuotas por 4 h a 37°C. Se prepararon diluciones 1:10 y 1:5 de las alicuotas en APB.

Posteriormente, se sembré por vertido en placa cuatro placas por cada dilucidn en ATS,

incubando a 37°C por 48 h. Se efectud la estimacion del numero de células viables por conteo
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directo en la superficic de la placa de A'TS y multiplicacidn por ¢l factor de dilucion, asumicndo

que cada colonia representaba una unidad viable, 0 una Unidad Formadora de Colonia (UFC).
2. Recoleccion de muestras
a.) Contaminadas artificialmente

El primer paso consistié en recolectar 16 muestras de carne cruda de res y ocho
muestras de lechuga cruda. Cada muestra debia pesar aproximadamente 25 g. Las muestras

debicron ser transportadas en cadena frio y refrigeradas previo a su analisis microbioldgico.

Se inocularon doce de las muestras de carne cruda con las alicuotas ya cuantificadas de
una Salmonella spp y seis de las muestras de lechuga cruda con las alicuotas ya cuantificadas de
una Shigella spp. Las cuatro muestras de carne cruda y las dos de lechuga cruda restantes fueron

controles negativos libres de estos microorganismos patégenos al no ser inoculados previo al

analisis.
b.) Contaminadas naturalmente

Se analizaron 78 muestras para Salwmonella spp y 78 muestras para Shigella spp. Se
efectuaron 3 muestreos a cada expendedor de carne cruda y vegetales crudos de cada una de
las 13 cafeterias ubicadas dentro del campus de la Universidad de San Carlos de Guatemala (se

asumid que cada expendedor proveia de ambas materias primas a cada cafeteria).

Como primer paso. se establecio la hora exacta en que cada expendedor llevaba las
muestras de carne y vegetales crudos a la cafeteria. Se solicitaba al expendedor que
proporcionara por duplicado una unidad analitica de aproximadamente 25 g de carne cruda y

aproximadamente 25 g de una unidad analitica de vegetales crudos que fucran consumidos

como tales.




s

41

. Sc transportaron las muestras asépticamente y bajo condiciones isotérmicas (en cadena

de frio) al laboratorio para su analisis.

3. Analisis de las muestras

a.) Contaminadas artificialmente
i.) Para Salmonella spp

Este analisis evalué 4 metodologias. Para cada metodologia, se tomaron 4 muestras de
25 g de carne cruda, 3 de las mismas inoculadas con la cepa de Salmonella spp y 1 no inoculada

(como control negativo).
i. Metodologia I

Se tomaron 4 muestras de 25 g carne cruda y se les afiadid 225 ml de CL corflo medio
de pre-enriquecimiento. Se homogenizaron con Stomacher y se incubaron a 35-37°C por 18 a-
24 h. Después de esta incubacion, se pipeted por cada muestra 1 ml de CL en 10 ml de caldo
SC. Se incubaron los caldos SC en bafio de Maria a 43°C durante 24 horas. Pasadas las 24
horas, se tom6 una asada estéril de cada caldo SC y se efectud un estriado en agar VB y en agar

SB. Se incubaron las placas a 37°C por 24 horas. Se interpretaron de manera que, al observar

colonias sospechosas, se efectuaron pruebas bioquimicas usando agar TSI y agar LJA y se

incubé 24 horas a 37°C. Se efectud la serologia con antisueros polivalentes O y H a partir dcl

agar TSI incubado.
i1 Metodologia II

Se tomaron 4 muestras de 25 g carne cruda y se afiadieron 225 ml de CL como medio
- de pre-enriquecimiento. Se homogenizé con Stomacher y se incubd a 35-37°C por 18 a 24 h.

Después de esta incubacidn, por cada muestra se pipeted 1 ml de CL en 10 ml de cada caldo
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TTVB. Sc incubaron 1<;)s caldos 'TTVB en bato de Maria a 43°C £ 0.1 durante 24 horas.
Pasadas las 24 horas, sc tomé una asada estéril de cada caldo T'IVB y se cfectud un estriado en
agar VB y cn agar SB. Sc incubaron las placas a 37°C por 24 horas. Lucgo, sc iterpretaron
dichas placas de mancra que, al observar colonias sospechosas, sc cfectuaran prucbas
bioquimicas usando agar TSI y agar LIA y sc incubara por 24 horas a 37°C. Luego de esto, sc

efectuaba la serologia con antisueros polivalentes O y H a partir del agar 'I'SI incubado.
iif. Metodologia III

Se tomaron 4 muestras de 25 g carne cruda y se afiadicron 225 ml de APB como medio
de pre-enriquecimiento. Se homogeniz6 con Stomacher y se incub6 a 35-37°C por 18 a 24 h.
Después de esta incubacion, se pipeted por cada muestra 0.1 ml de APB en 10 ml de caldo RV.
Se incubaron los caldos RV en baiio de Maria a 43°C £ 0.2 durante 24 ho.ras. Pasadas las 24
horas, se tomé una asada estéril de cada caldo RV y se efectud un estriado en agar XLD y agar
MacConkey. Todo esto se incubd a 37°C por 24 horas. Se interpretaron las placas de medio
sélido. Al observar colonias sospechosas, se efectuaron pruebas bioquimicas usando agar TSIy
agar LIA y se incubd 24 horas a 37°C. Se efectud la serologia con antisueros polivalentes O y

H a partir del agar TSI incubado.
1v. Metodologia IV

‘Se tomaron 4 muestras de 25 g carne cruda y se les afiadioé 225 ml de Caldo Salmosyst
de Pre-Ennquectmiento (CSP). Se homogenizd cada muestra con Stomacher y se incubaron a
35-37°C por 6 h. Después de esta incubacion, se efectud cada enriquecimiento selectivo con 10
ml del caldo CSP al cual se afiadié una tableta suplementaria y se incubd por 18 h a 37°C.
Después de esta incubacidn, se estrio una asada de caldo de cultivo en una placa de AR por
cada muestra. Se incubo a 37°C por 24 h. Las colonias sospechosas se identificaron a través de

prucbas bioquimicas y con aglutinacién con antisueros polivalentes al igual que en las técnicas

previas.
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ii)  Para Shigella spp

Al igual que para Salmonella spp, cste analists evalud 2 metodologias. Para cada una sc¢
tomaron 4 muestras de 25 g de vegetales crudos, 3 de las mismas inoculadas con la cepa de

Shapella spp y 1 no noculada.
i Metodologia I

Se tomaron 4 muestras de vegetales crudos y se les afiadio 225 ml de caldo GN a25 g |
de cada una, para luego homogenizarlas con Stomacher. Se incubaron a 35-37°C durante 18 h.
Se transfirié una asada de cada caldo GN a la superficie de agares selectivos SS y MacConkey.
Se incubd a 35-37°C por 24 horas. De observarse colonias sospechosas, se purificaban y se
transferian a agar MK. Se incubaba de nuevo por 24 h a 37°C. Se transferian lﬁego las colonias

puras a agares TSI/LIA y a un medio enriquecido no selectivo y se incubaba 24 h a 37°C.

Se efectud la tiptficacion a partir del medio no selectivo empleando antisueros

polivalentes para Shigella spp de los grupos A, B, C y D.
il. Metodologia II

Se tomaron 4 muestras de vegetales crudos afiadiendo a 25 g de cada muestra 100 ml
de caldo Tripticasa Soya (el pld se ajustaba a 7.0 de ser necesario). Se homogenizo e mcubd por
8 horas a 37°C. Posteriormente, se adiciond 125 ml de caldo GN de doble concentracion y se
incubd por 16 a 20 h. Se transfirid una asada del caldo GN y se estrib en la superficie de agares
selectivos SS y MacConkey. Sc incubo a 35-37°C por 24 horas. De observarse colonias
sospechosas, se purnificaron y transfirieron solamente a agar MK. Se mcub6 24 h a 37°C. Se
transfirieron las colonias puras a agares 'TSI/LIA y a un medio enriquecido no selectivo y se

incubd 24 h a 37°C.
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Se cfectud la tipificacion a partir del medic no sclectivo con 24 horas de incubacion

empleando antisucros polivalentes para Shigella spp de los grupos AB Gy D
b.) Contaminadas naturalmente
1) Para Salmonella spp

Se efectud el aislamiento e identificacion de Salmonella spp a partir de las 78 muestras
obtenidas de los expendedores de las 13 cafeterias del campus de la Universidad de San Carlos
de Guatemala. Para ello eligi6 la metodologia con el mejor desempeiio en cuanto a aislamiento
e identificacién a partir de los resultados obtenidos de las muestras de carne cruda

contaminadas artificialmente con la cepa ATCC control de Salmonella spp.
i1.) Para Shigella spp

Se efectud el aislamiento e identificacion de Shigella spp a partir de las 78 muestras
obtenidas de los expendedores de las 13 cafeterias del campus de la Universidad de San Carlos-
de Guatemala. Para ello se eligid la metodologia mas conveniente y con el mejor desempefio en
cuanto 2 aislamiento e identificacion a partir de los resultados obtenidos de las muestras de

lechuga cruda contaminadas artificialmente con la cepa ATCC de Shigella spp.

4. Diseiio de la investigacion

Para calcular el numero de muestreos a efectuar en este estudio, fue necesario tomar
como modelo el valor obtenido a partic de 7%, en el cual se establece que para un Nivel de
Confianza del 90%, debieron efectuarse 3 muestreos por duplicado y para un Nivel de
Confianza del 99% seria necesario efectuar 7 muestreos por duplicado. Puesto que se decidio
efectuar 3 muestreos por duplicado, al multiplicar el nimero de muestras obtenidas por dos,
por expendedor y por el nimero de muestreos, se obtuvo un valor igual a 78 para cada unidad

de observacion (stendo en este estudio dos las unidades de observacidn, la carne cruda y los

tvegetales crudos).




VIiIl. Resultados

lin la primera fase del experimento sc efectud ¢l enriquecimiento en Caldo Trpticasa
Soya con ¢l propdsito de reactivar las cepas a ser empleadas como representativas del género
Salmonella spp y Shigella spp. Posteriormente se efectud otro enriquecimiento para obtener un
in6culo con una alta concentracidén de dichas cepas ya activadas. Después de cllo se llevo a
cabo la siembra a partir de  dos diluciones del indculo, empleandose para ello el método de
vertido en placa y el de esparcido en superficie de agar. Los resultados obtenidos por ¢l

método de vertido en placa se muestran a continuacion en la Tabla No. 1.

Tabla No. 1. Estimacién de Ia Carga Microbiana Total Obtenida por el Método

de Vertido en Placa (aproximadamente 104 UEC/ml *en cada placa)

., Placas de Salmonella enteritidis Placas de Shigella flexneri
Dilucion
A B C D A B C D
1:5 1.2° 28~ 28* 20° 147 24" 26° A 1.5*
1:10 29° 227 29° 32° 25" 42° 25* 39°

“: UFC/ml: Unidades Formadoras de Colonia por mililitro.
o Valores expresados por 10* UFC/ml

Los resultados obtenidos por el método de esparcido en superficie no se defallan

debido a que el crecimicnto fue muy numeroso para contar en todas las placas.

La segunda fase consistid inicialmente en la compra y- pesaje de 16 muestras de carnc
cruda y 8 de lechuga cruda. Se procedi a agregarles a cada una los respectivos caldos de
enriquecimiento dependiendo de la metodologia a ser evaluada ya sea para Salmonella enteriiidis o
para Shigella flexneri. Se evaluaron 4 mucstras por cada metodologia. Tres de éstas se inocularon
cada una con un mililitro del caldo que contenia la carga microbtana y se dejo una muestra sin
inocular constituyendo el control negativo. De acuerdo con lo expresado en la Tabla No.1, se
inoculaba aproximadamente entre 1y 4 x 10° UFC a cada muestra a evaluar para Salmonella spp
o Shigella spp para los 225 mililitros de cada uno de los caldos de pre-enriquecimiento, por lo
que la carga microbiana final se reducia entre 44 y 176 UFC por mililitro (1x10*/225 ml y

4 i 5 32 B &
4x10%/225 ml) o st sc toma en consideracién tnicamente los 25 gramos de carne o vegetales




46
crudos, la carga microbiana se reducia entre 400 y 1.6 x 107 UFC (1x10%/25 gy 4x10"/25 @) por

gramo dc materia prima (16).

Los resultados obtenidos a partic de medios sclectivos en las muestras contaminadas

deliberadamente con Salmonella enteritidis se muestran en la Tabla No. 2.

Tabla No. 2. Resultados Obtenidos para Salmonella enteritidis en Medios

Solides Selectivos dependiendo de la Metodologia Empleada

Metodologia  Agar empleado Muestral Muestra2 Muestra I\(I::;::triovlo

I Sulfito de Bismuto CN.S. CN.S. C.N.S. C.N.S.
Verde Brillante C.N.S. C.N.S. (O C.N.S.

I Sulfito de Bismuto C.N.S. C.N.S. C.N.S. C.S.
Verde Brillante C.S. C.N.S. C.N.S. C.N.S.
1 X1L.D C.S. C.S. C.S. C.N.S.
MacConkey C.N.S. C.N.S. C.N.S. C.N.S.
v Rambach CS. CS.  CS. CNS.

C.N.S. Colomas No Sospechosas.

C.S. Colonias Sospechosas. La morfologia colonial depende del medio de cultivo empleado. (Ver Seccién
TIL.C.6.a)). -

A partir de las colomas sospechosas para Salmonella enterinidis se efectuaron los
procedimientos de purificacion, confirmacién bioquimica e identificaciéon serologica. Los

resultados obtenidos a partir de esto sc detallan en la Tabla No. 3.

PROPIEDAD 0E LA 744E)
RBibliote
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Tabla No. 3. Reacciones Bioquimicas y Seroldgicas Obtenidas para Salmonella

enteritidis en cada Metodologia

. No.de Pruebas bioguimicas * Serologia . .
: : Identifi
Metodologia colonia TSI LIA Antigeno O Antigeno H enticacion
CN. A/Ag(H),HS() K/K g, HsS () N.E* N.E. . No Salvonelli
1 A/Ag@d), US(+) K/K g, HSH)  NE NE  No Salwonella
I 2 AN g (H),HS () K/K, g (), HaS (+) N.E. N.E. No Salmonellu
. . s . Salmonellu
3 K/A g (F),HS (+) K/K g(), S (#)  RD# R.D. e
4 AJA g (+),HS () K/A g (), HoS (rd) N.E. N.E. No Salmonell
CN.  A/Ag(+),HS() K/K g(),HS () N.E. N.E. No Sabmonella
1 A/A g (), HS (+) K/K, g (-), HaS (+) N.E. N.E. No Salmonells
IT 2 A/A g (H),HS () K/A g(), HaS () N.E. N.E. No Salmonella
3 A/A g (), HS () K/A, g (+), HaS (xd) N.E. N.E. No Salmonella
4 A/A g (), HS () K/K, g (5), HaS (xd) N.E. N.E. No Salmonella
CN.  A/Ag(+),HS() K/A g(+),HaS () N.E. N.E. No Salmonella
CN.  A/A,g(H),HS () K/A g(+), HoS () N.E. N.E. No Salnonella
. Salmonella
1 K/Ag#),HSH) K/Kg@,HS(#)  RP. R.D. o
2 A/A g (), H:SS(+) K/K, g (), HeS (+) N.E. NE. No Saluonella
I . A - Salmonella
~ 3 K/A, g (), HS () K/K, g (), HaS (+) R.P. R.P. enteritidis
4 A/A g (), HaS () K/K, g (+), HaS (+) N.E. N.E. No Salmonella
- Salmonella
A +), H.S (+ - 2 (+ P P .
5 K/Ag(#),HS(H) K/K g, HS(#)  RP R.P i
6 A/A, g (F),HaS () K/A, g (), HaS (+) N.E. N.E. No Salmonella
CN.  A/A,g(H),HS() K/K,g(),HsS () N.E. N.E. No Salmonella
1 K/A g(H), HeS(+) K/K, g (), HaS (+) R.P. R.P. 5 ”/”ff”;”"
v e . : : 5 a/‘/)i.o-//c;/[a
2 Ag(H),HS(H) K/K, g(-), Has R.P. A2 .
K/A g (1), HS (1) K.og(), H5 () k-l & enteritidis
3 K/Ag(+),HS(#) K/K,g(),HS(+)  RP. R.P. Sl

enteritidis

o K Alcalino: A: Acido; g gas; HaS: Acido Sulfhidrico; +: Reaccidn Positiva; - Reaccion Negativa; rd: reaccién débil;

* N.E.: No Efectuado.

T: R.P.: Reaccidn Positiva.

No Sabuonelir: Ausencia de Sabnonellu enterrtidiy en 25 gramos de carne cruda.
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Con respecto a las muestras contaminadas deliberadamente con Shigella flexners, la 'Tabla

No. 4 muestra los resultados obtenidos después del crecimiento medios selectivos.

Tabla No. 4. Resultados Obtenidos para Shigella flexneri en Medios Sélidos

Selectivos dependiendo de Ia Metodolooqa Empleada

Metodologia Agar empleado Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 1\?:;:;(30
3 Agar SS C.N.S. CS. CS. CNS.
Agar MacConkey C.S. C.S. C.N.S. C.NS.
1 Agar SS CS. CNS. CN.S CNS.
Agar MacConkey GS. Lo .5 C.NS.

C.X.S. Colonias No Sospechosas;
C.S. Colonias Sospechosas. Al igual que para Salmonella spp, la morfologia colonial depende del mecho de cultivo
empleado. (Ver Seccion 1ILD.5 v Anexo 5).

A partir de las colonias sospechosas que se muestran en la Tabla No.4, se efectuaron
purificaciones, identificaciones bioquimicas y serologicas. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla No. 5.
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Tabla No. 5.

Reacciones Bioquimicas y Serologicas Obtenidas para Shigella flexneri en cada

Metodologia

7: K: Alealino; A: Acido; g gas; HxS: Acido Sulfhidrico; +: Reaccion Positiva; - Reaccion Negativa, rd: reaccior
No Shigellz. Ausencia de Shigella flexueri en 25 gramos de lechuga cruda.

Q.|

) No. de Pruebas bioquimicas * Confirmacion Seroldgica . L.

Método R . 2 = G - Identificacion
colonia TSI LLIA Antisucro A Antisucro B Anusucro C Antisuero D

CN.  A/Ag(H),HS()  K/A g, HS() () ‘ No Shigell

1 K/A, g (9), H:S () K/A, g (+), HS () (-) {-). No Shigell

1 2 A/A g (1), HoS (ed)  K/A g (), HS (xd) (-) () No Shigell

3 K/AgOHS(E  K/AgE.HSO  (5) -) %”jfi’

4 A/A, g (+) HS () N/A, g (1), HaS () (-) ( (-) No Shisella

CN.  A/A g, HS() K/AgH),HS() (-) ( (-) No Shizell

1 A/A g (H),HS () K/A, g(+),HS () (-) ( (-) No Shigella

11 2 A/A g(H),HS () K/A g(H),HS() {-) ( (-) No Shigella
3 K/A, g (), H:S () K/A, g(+), HS () () ( (-) Shigeila flexcneri

4 A/A g(#),HS () K/A, g(+), HSS () (-) (-} No Shigella

N 1

De acuerdo con lo observado en la Tabla No. 3, se eligié la Metodologia IV para el

aislamiento e identificacion de Salmonella spp en la segunda fase del estudio. Para Shigella spp no

se observé una diferencia obvia en cuanto a los resultados obtenidos (tal como se observa en la

Tabla No.5) y se eligié la metodologia I para ser empleada en la segunda fase del estudio.

Una vez seleccionada la metodologia para cada microorganismo a ser investigado, se

procedio a efectuar la tercera fasc del estudio para carnes y vegetales crudos contaminados

naturalmente. Los resultados obtemidos paca Salmonella spp cn ¢l primer muestreo se detallan

en la Tabla No. 6.




Tabla No. 6. Reacciones Bioquimicas Obtenidas para Salmonella spp en el

Primer Muestreo

Cafeteria No. * Ah’é;;;t_a/ TSIPruebas bioguimicas 1L1A Identificacién
1 a- K/A, g (+) 1S (+) K/A, g (), FLS (+) Aus. P
2 a- AA g (+). 1S () K/A, g (+), HS () Aus.
3 -b- A/A, g (), HaS (1) K/A, g (xd), HaS (+) Aus.
1 a- AJA, g (1), HS (+) K/A, g (), HsS (+) Aus.
3 -b- K/A, g (rd), HaS (+) K/A, g (+), HaS (+) Aus.
6 b- K/A, g (+), 11S (+) K/A, g (+), HiS (+) Aus.
7 -b- A/A, g (+), 1S (+) K/A, g (+), HaS (+) Aus.

a K/A, g (+), TS (+) K/A, g (+), H:S (+) Aus.
i b- A/A, g (), HaS () K/A, g (+), HaS () Aus.
9 -a- K/A, g (), HaS () K/K, g (), H:S () Aus.
10 b- A/A, g (+), HsS O K/A, g (+), HS () Aus.
" -a- K/A, g (+), HaS (xd) K/A, g (+), HaS (xd) Aus.
-b- K/A, g (+), HaS (+) K/A, g (ed), HaS () Aus.
12 -b- A/A, g (cd), HLS (+) K/A, g (td), HaS (xd) Aus.
15 -a- K/A, g (+), HaS (+) K/A, g (+), HaS (rd) Aus.
b- A/A, g (), HS () K/A, g (+), H:S () Aus.

“: En el anexo 8 se identifica a cada cafeteria de acuerdo con el niimero correspondiente en la Tabla.

«: De cada cafeteria se tomaron 2 muestras. Cada una de éstas representa la alicuota. Agar Rambach es abreviado como

“RM”.

a: Kt Alcalino; A: Audo

- gass HoS: Acido Sulfhidrico; +: Reaccién Positiva; - Reaccion Negativa; rd: reaccion débil;

B: Ausente en 23 g de cam_e cruda. Todas las colonias sospechosas se purnificacon y se identificaron en TSI y L1A basindose
en la metodologia IV indicada en la fase I del estudio.

Muchos microorganismos que se consideraban como sospechosos en agar Rambach y
que resultaron no ser Salmonells spp eran generalmente Citrmbacter freundii o Profens spp al
efectuar la confirmacion bioquimica. Los resultados obtenidos para Shigella spp se muestran en

la 'T'abla No. 7.
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Tabla No. 7. Reacciones Bioquimicas Obtenidas para Shigella spp en el Primer

Muestreo
Cafetstia Aﬁcu?ta, Pruebas bioquimicas = Identificacion
No.* Medio * TSI LIA
a-,S$ A/A, g (+), H:S () K/A, g (+), HS (9 Aus. 5.P
2 b, SS AA, g (+), 1S () K/A, g (+), HsS () Aus. 5.
R . A e Sospechosa de
I -b-, S8 /A, g (+), HaS () K/A, g (ed), HaS () S flexneri +
4 -a-, MK A/A, g (), S () K/A, g (+), HaS () Aus. 5.
A, MK K/A, g (1), 1S (+) K/A, g (+), 1S (+) Aus. 5.
5 Aus. S.
-b-, SS K/A, g (), HaS (9 K/K, g (-), HaS () Sospechosa de
Salmonella spp. *
-a-, MK K/A, g (), HaS () K/A, g (+), HaS () Aus. .
-b-, SS A/A g (9, HS () K/A, g (-), HaS (5) Aus. §.
-b-, MK K/A, g (), H:S () K/A, g (+), HsS () Aus. §.
9 -a-, SS A/A, g (+),HS () K/A, g (+), HaS (rd) Aus. 8.
-b-, S8 M.N.F. M.N.F. Aus. §.
-a-y -b-, W -
10 $S y MK N.U.F.CS. N.U.F.CS. Aus. §.
11 -b-, SS MNF. M.N.F. Aus. S.
- - X Sospechosa de
12 -a-, SS K/A, g (), HsS () K/A, g (), HaS () S.}ﬁexﬂerz' )
' 2 Sospechosa de
-a-, S8 K/A, g (+),HsS () K/A, g (), HsS () S?ﬂ]_wm. \
13 -, SS A/A, g (xd), FI:S () K/A, g (), H:S () Aus. S.
b-,SS K/A, g (3, 115 () K/A, g (), HS O Saspechasa de

S, flexcners

+: En el anexo § se identifica a cada cafetcria de acuerdo con el nimero correspondiente en la Tabla.
«: De cada cafeteria se tomaron 2 muestras. Cada una de éstas representa la alicuota. Las colonias sospechosas se purificaron y

se identificaron en TSI y LIA a partir del medio especificado en esta columna, o sea, agar SS o agar MacConkey (MK).
o: K: Alcalino; A: Acido; g gas; HoS: Acido Sulfhidrico; +: Reaccion Positiva; -: Reaccidn Negativa; rd: reaccion débil;
B: Ausente en 25 g de vegetales crudos.
+: Colonias con pruebas bioquimicas correspondientes a Shigells spp o Salmanella spp que fueron reaisladas, purificadas y

confirmadas nuevamente para pruchas bioquimicas y seroldgicas en el Laboratorio de Microbiologia del Instituto de

Nutricion de Centro América y Panama INCAP). Ver Anexo 9.

M.NLF: Microorganismo No Fermentador.
N.U.F.C.S.: Ninguna Unidad Formadora de Colonia Sospechosa (para see purificada e identificada con TSI, L1A)..

Como se puede observar en la Tabla No. 7, sc aislaron cuatro colonias sospechosas de

Shigella flexneri y una sospechosa de Salmonella spp, por lo cual se decidi6 resembrar cada una de

éstas en un medio no selectivo (I'SA) y guardarlas en refrigeracién hasta su confirmacion
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scrologica (en INCAP) al finalizar la parte cexperimental del estudio. 1in la Tabla 12 se

muestran los resultados obtenidos en dicha confirmacion.

Iin la Tabla No. 8 sc mucstran los resultados obtenidos en el segundo muestreo para

Salmonella spp.

Tabla No. 8. Reacciones Bioquimicas Obtenidas para Salmonella spp en el

Segundo Muestieo

Pruebas bioquimicas *

Cafeteria No. * Alicuota/RM * Identificacion
TSI LIA

14 -b- A/A g (O, HS () R/A g(+), HsS () Aus.?
15 b A/Ag(H),HS()  K/Ag(),HS(Q Aus.
16 -a- A/A g (), HS () K/A g(+),HaS () Aus.
17 -b- K/A g(@d),HS () K/K g (-),HaS () Aus.
18 -b- M.N.F MN.F Aus.
19 Ay b N.UECS. N.UFCS. Aus.
2 2 A/A (), HS () K/K,g(), HaS () Aus.

b A/A g (D), HS () K/K g (), HaS () Aus.
21 -a-y -b- N.U.ECS. N.UF.CS. Aus.
22 a-y -b- N.UECS. N.UECS. Aus.
75 b- K/A g, HS (O K/K g0, HS O Aus.
24 -b- A/A, g (xd), HoS (1d)  K/A, g (+), HaS (1) Aus.
23 - AN o ed), HaS (4) K/A, g (), HaS (+) Aus.
26 -a-y -b- N.U.F.CS N.UF.CS Aus.

“: En el anexo 8 se identifica a cada cafeteria de acuerdo con el nimero cotrespondiente en la Tabla.

*: De cada cafeteria se tomaron 2 muestras. Cada una de éstas tepresenta la alicuota. Agar Rambach es abreviado como “RA”.

a: K Alcalino; A: Acido; gr gas; HxS: Acido Sulfhidrico; +: Reaccion Positiva; - Reaccion Negativa; td: reaccién débil; Todas
las colonias sospechosas se purificaron v se idenuficaron en TSI y LIA dnicamente a partir del agar Rambach.

B: Ausente en 25 g de carnes crudas.

MNLF: Microorganismo No Fermentador; _

N.U.F.C.S.: Ninguna Unidad Formadora de Colonia Sospechosa (para ser purificada e identificada).

Los resultados de Shiells spp para cl segundo muestreo se mucstran en la Tabla No. 9.




Tabla No. 9.

Reacciones Bioquimicas Obtenidas para Shigellaspp en el

Segundo Muestreo

Alicuota,

Pruebas bioquimicas *

i * Identificacid
Cafeteria No. Medio t TSI T entificacion
-a_\r-b_ e m B LN .~
: , LUF.CS. LECS. Aus. . F
14 $S ¥ MK N.UTF.CS N.UF.C Aus
15 - ¥ b, N.U.E.C.S. N.LECS. Aus. §.
SSy MK
16 -b-, SS A/A, g (+), HaS () K/A, g(+), H:S () Aus. S.
-a- v -b- e e . .
’ > LE.CS. N.UEF.CS. Aus. S.
17 $S y MK N.LF.CS N.U.E.CS us
18 B, SS A/A, g (), HaS (+) K/A, g (), 11:S (+) Aus. S.
-a- y —b-) RO # T - A . S
19 5§ MK N.U.F.C.S. N.U.F.CS. us. J.
20 -b-, SS K/A, g (+), HaS () K/N, g (+),HsS (9 Aus. §.
2 a-y -b-, J.F JUF.CS. A .‘S.
21 $Sy MK N.UF.CS. N.UFCS us
22 b, MK K/A, g (+), HsS (+)  K/N, g (+),HaS (+) Aus. §.
23 -a-, SS K/A, g (+), HaS () K/N, g (+), H:S () Aus. 5.
24 b,SS  K/Ag(H),H:S () K/N,g(),HsS () Aus. 5.
- -a-y -b-, R . '
2 =.C.S. U.FCS. .S
25 $S MK N.UF.C S N.UFC Aus
26 -b-, SS AJA g (), HoS () K/K, g (), HsS () Aus. S.

*: Ver Anexo 8.

+: Los medios a partic de los cuales se efectud TSL, LIA fueron: agac SS y agar MacConkey (MK).
o K Alcalino; A: Acido; N: Neutro; g gas; H2S: Acido Sulfhidrico; +: Reaccion Positiva; - Reaccion Negativa;

td: reaccion débil,

N.U.F.C.S.: Ninguna Unidad Formadora de Colonia Sospechosa (para sec purificada e dentificada).
+: Ausencia de Shigella spp en 25 g de vegetales crudos.

Como sc observa ca las Tablas No. 8 y No. 9, en el ségundo muestreo no se obtuvo
ninguna Unidad Formadora de Colonia sospechosa para Salmonella spp o para Shigella spp (en
ninguna de las trece cafeterias del estudio) de acuerdo con las caracteristicas morfologicas
observadas en los medios solidos selectivos. Tampoco se halld alguna que tuviese el viraje del

TSI/LIA correspondiente a cualquiera de los dos patdgenos bacterianos investigados.

La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos en el tercer muestreo para Salmonella spp.




Tabla No. 10. Reacciones Bioquimicas Obtenidas para Salmonella spp en

el Tercer Muestreo

Cafeteria Alicuota/RM * Pruebas bioquimicas * Identificacion
No. * TSI LIA
” -bl- AA g O HS () K/A, g (), HS (+) Aus. S.*
B “b2- AN g(),HS () K/K g@),HS () Aus. 5.
”s . K/A, g (+), HsS (+)  K/N, g (ed), HsS (+) g‘;“:j;"‘;’;;;d‘
b A/A, g (1), HS () K/A, g (), HaS (+) Aus. 5.
29 -a-y -b- N.UF.CS. N.UF.CS. Aus. 5.
30 b- A/A g (+),HaS () R/A, g (+), HsS () Aus. §.
31 - A/MgOHS () K/A g(,HS () Aus. §.
32 -a-y -b- MALECS, N.UF.CS. Aus. .
33 b- K/A, g (), HS (1) K/K, g (), HsS (cd) ?;’;}:;:[ZZS";
34 -a- A/A, g (1), LS (+)  K/N, g (+), HsS (+) Aus. §.
35 -a- K/A, g @d), HiS () K/K, g (), HsS () Aus. §.
36 -a- A/A g (+), HS (+)  K/K, g (), HaS (+) Aus. S.
37 a- K/A, g (), HsS (+)  K/N, g (ed), HaS (+) ?ZZE;;}/ZS;SC
38 a- A/A g (d), LS () K/A, g (), HaS () Aus. §.
39 -a- A/Ag(H),HS () K/N,g(),HS(5) Aus. .

*: Ver Anexo 8.

*: De cada cafeteria se tomaron 2 muestras. Cada una de éstas representa una alicuota. Agar Rambach es abreviado

como “RM”.

o K: Alcalino; A: Acido; N: Neutro; g: gas; HaS: Acido Sulfhidrico; +: Reaccion Positiva; -: Reaccidn Negativa;
td: reaccion débil;
+: Ausente en 25 g de carnes crudas.

1: Colonias con pruebas bioquimicas correspondientes a Salmonella spp que fuecon reaisladas, purificadas y confitmadas
nuevamente para pruebas bioquimicas y serologicas en el Laboratorio de Microbiologia del Instituto de Nutricion de

Centro América y Panama (INCAP). Ver Anexo 9.
N.U.F.C.5.:: Ninguna Unidad Formadora de Colonias Sospechosa de Salmonella spp (para ser purificada e identificada).
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La Tabla No. 11 muestra los resultados obtenidos para Shigella spp en tercer muestrco

en vegetales crudos.
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Tabla No. 11. Reacciones Bioquimicas Obtenidas para Shigella spp en el

Tercer Muestreo

Cafete:n’a Alicuota, Medio : Identificacidon bioquimica * Identificacion
No. TSI LIA ‘
-a-, SS AN g (), S () K/K, ¢(), 105 (+) Aus. 5.
28 . . ) Sospechosa de
-a-, MK K/A, g (H), H:S () K/K, g (ed), HoS () ¢ /)Zgg s spp B
7 -a-y -b-, LUF.CS IGF Aus. S.
29 $S y MK N.U.F.CS. N.C.F.CS. Aus. S
5 -a-, MK K/A, g (), HS (7)) K/A g (+), HaS (ed) Aus. §.
> b-,SS A/A g (), HS () K/K g (), HiS () Aus. S.
31 -, SS A/A g (D), S () K/K, g(+), H:S () Aus. S,
2 B =, IF N.UF.CS Aus. S.
32 $Sy MK N.U.F.CS. .L.FCS. us
3 2y b, N.CF.CS " Aus. S
33 SS y MK N.U.F.CS. .LU.FCS. us. S.
-a-y -b- - e
L UFCS. Aus. .
34 5y MK NUF.CS N.UF.CS us. 5.
az -a-y -b-, ‘g
35 SS y MK N.U.F.CS. N.L.E.C.S. Aus. §.
36 -b-, MK K/A, g(#),HoS () K/N,g(+),HaS () Aus. §.
i 2 -a-y 'b" R TR
37 $S 7 MK N.UECS. N.U.F.CS. Aus. S.
] ] -y -b-, IE.CS RE
38 $Sy MK N.UF.CS. N.U.F.CS. Aus. §.
39 b, S8 AAg(H),HSO  K/Ng(O SO Aus. 5.

“:Ver Anexo 8.
T: Los medios a partir de los cuales se efectud TSI, L1A fueron: agar SS y agar MacConkey (MK).
v K: Alealino; A: Acido; No iNentra; ot 7as; H-S: Acido Sulfhidrico: + Reaccidon Posiriva; -1 Reaccion Negativa.
rd: reaccion débil;
+: Ausencia de Shigella spp en 25 g de vegetales crudos.

B: Colonias con pruebas bioquimicas correspondientes a Shigella spp que fueron reasladas, punﬁmdds y confirmadas
nuevamente para pruebas bioquimicas y serologicas en el Laboratorio de Microbiologia del Instituto de Nutricion de
Centro América v Panama INCAP). Ver Anexo 9.

N.U.F.CS.: Ninguna Unidad Formadora de Colonia Sospechosa (para set purificada e identificada).




IX. Discusidn de Resultados

Segun se observé en la fase inicial del estudio, el método de vertido en placa era ¢l mas
apropiado para efectuar la estimacion aproximada de la carga microbiana, ya que como sc
muestea cn la ‘Tabla No.1, los valores son similares entre si al comparar entre una placa y otra,
o bicn, al comparar entre una dilucion y otra. Istas deducciones son vilidas para las dos cepas

patdgenas utilizadas (27).

También vale la pena mencionar que de haberse empleado diluciones mas altas del
in6culo agregado y un volumen menor a 0.5 mililitcos para efectuar la estimacion por el
método de esparcido en supetficie, hubiera sido posible también contar las UFC en cada placa,
con lo que se tendria un valor aun mas exacto de la carga microbiana ya que esto permitiria

comparar los dos métodos aplicados.

Al agregar el inbculo de cada microorganismo a los respectivos caldos de
enriquecimiento, se hizo evidente que la carga microbiana se diluy6 en determinada masa de
materia prima, a partir de lo cual se obtuvieron rangos que pueden expresarse como entre 4 X
10>1.6 x 10’ UFC/g. Dichos rangos representan los parametros de sensibilidad que poseen los

cuatro métodos evaluados para Salmonella spp y los dos métodos evaluados para Shigella spp.

En la Tabla No.2 sc observa que todas las mctodologias aplicadas fueron capaces de
detectar colonias sospechosas de la cepa inoculada (Salmonella enteritidis) por lo menos una vez
por cada una de las tres repeticioncs efectuadas. Sin embargo, debe observarse que en las
metodologias I, II y 1I1 se hicicron en reahdad seis repeticiones, ya que sus marchas
microbioldgicas exigen inocular en dos medios solidos selectivos de diferente formulacion (ver
Seccién VIL.C.3.a).1)). Pesc a esto, en las metodologias 1 y IT solamente se detectaron colonias
sospechosas en el agar Verde Brillante y en la metodologia 11 se llegd a considerar como
sospechosa una de las colonias de éste mismo medio que aparecid en el control negativo. Las
metodologias I y IV detectaron colonias sospechosas de Salmonella enteritidis en tres

repeticiones o mas, pero lo interesante constituye el hecho de que la metodologia 111 detectd a

este microorganismo unicamente en uno de los dos medios sélidos selectivos, en cambio la
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mectodologia IV 1o detectd en todas Jas ocastones en el unico medio sélido selectivo que
emplea. Esto demuestra la eficacia de la metodologia IV no solamente por ¢l uso de un unico
medio sclectivo (agar Rambach), sino porque no existe confusidn con otras cnterobacterias

que sc llegaran a considerar sospechosas y porque los tesultados se reducen a un ticmpo mas

corto que en las otras tres metodologias (de entre 4-6 dias a 3-4 dias).

Ademas de csto, en la Tabla No. 3 se puede observar que para las metodologias 1, [Ty
111 fue necesario realizar entre 5 y 8 baterfas antes de descartar las colonias sospechosas como
“No Salmonelld’, en cambio en la metodologia IV solamente se efectuaron 4 baterias con su

respectiva serologia, siendo 3 de éstas, confirmatorias para Salmonella enteritidis.

De lo anterior se puede entonces sefialar que la sensibilidad de las metodologias 111 y
IV se halla entre 4 x 10°y 1.6 x 10° UFC/g. Esto tiene correlacidén con lo reportado por
Pignato, et al (16). Sin embargo, este estudio no indica cual es la sensibilidad aproximada de las
métodolog{as Iy II, pero es obvio que de acuerdo a lo que se muestra en la Tabla No 3, la
carga microbiana necesaria para que éstos dos métodos detecten Salmonella enteritidis debe ser
mayor de 1.6 x 10° UFC por gramo de carnes sin cocinar. También es importante considerar
otra perspectiva, ya que la sensibilidad se evalud solamente para tres repetictones por cada
metodologia, sin embargo, no se ha considerado que resultados se habrian obtenido de haberse
efectuado mas o menos repeticiones, o bien, que hubiera pasado de haberse analizado mas
controles negativos. Todo csto propuicionaria nformacion mas ampha no solamente cn
cuanto 2 la sensibilidad, sino también en cuanto a la sclectividad y diferencialidad que pueden
tener las marchas microbiologicas de cada metodologia con sus respectivos medios de cultivo,
considerando siempre a la metodologia I1T como procedimiento de referencia y de rutina en el

Arca de Alimentos de la Unidad de Salud (106).

Otros estudios podrian demostrar la efectividad de éstas cuatro metodologias evaluadas
para detectar otras especies de Sabmonella spp. La razdén por la que se escogid esta especie en
particular fue porque epidemioldgicamente, constituye una de las causas mas comunes de

salmonelosis a escala nacional y mundial (ver seccién 1I1L.C.1.c.)).
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Al revisar las dés metodologias cvaluadas para Shigella flexners, se denota (ver la ‘T'abla

No. 4) que no existe diferencia alguna en la capacidad de las mismas para detectar colonias
sospechosas de esta especie, ya que ambas mostraron el mismo desempefio al ser capaces de
detectar al microorganismo en una de las tres repeticiones (ver Tabla No. 5), por lo que pucede
afirmarsc (al igual que para Salmonella enteritidis) que su sensibilidad aproximada se halla entre 4
x 10° y 1.6 x 10° UFC/g. Sin embargo, es necesario considerar la posibilidad de que en las
repeticiones que se reportan como C.N.S., se haya pasado por alto alguna que pudicra haber

correspondido a este microorganismo.

Debe observarse ademas que no sc establecid la sensibilidad de ambas metodologias
para las otras tres especies de Shigella spp (principalmente para Shigella dysenteriae, ya que
constituye la causa epidemiolégica mias importante de shigelosis en nuestro pais) (Ver
Secciones I1I1.A.1 y IIL.D.1.c.)). No obstante, en el Area de Alimentos de la Unidad de Salud es
S. flexneri 1a especie que se ha encontrado previamente en productos terminados, lo cual explica

el porque se emples dicha especie.

Otros estudios posteriores pueden considerar cual es la sensibilidad de ambas
metodologias en valores menores a los ya expresados (aparentemente, la metodologia IT es mas
sensible que la I debido a que el Caldo Tripticasa Soya reactiva a las Shigela spp dafiadas sub-
letalmente por algun tratamiento térmico u otros factores) (27). Sin embargo, la razén principal
por la cual se decidié emplear la metodologia I como la mas apropiada para los fines de este
estudio fue porque no se considerd necesario efectuar ningun;a reactivacion de las Shigella spp
que pudieron haber estado dafiadas debido simplemente a que todas las materias primas
estuvieron solamente sometidas a temperaturas de conservacion por refrigeracion (incluso, en
algunos casos sc hallaban a temperatura ambiente), lo cual se ha reportado que no afecta la

capacidad de supervivencia de este microorganismo (ver Seccion 111.D.4).

Con relacion a los resultados obtenidos para Salmonella spp en las muestras
correspondientes a las trece cafeterias analizadas y sus tres repeticiones, las Tablas No. 6, No. 8

y No. 10 demuestran que las reacciones bioquimicas efectuadas a las colomas sospechosas (a

excepcion de las tres supuestas Salmonella spp obtenidas en el tercer mucstreo) resultaron ser
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falsos positivos pcrtcncéicntcs a géneros de otras enterobacterias (0 también microorganismos
no fermentadores de los sustratos de los medios TSI/LIA que supucstameate fueron inhibidos
durante cl enriquecimiento selectivo, tal como es el caso de Psendomonas spp) no productoras de
B-galactosidasa (como en el caso de Citmbacter freundii, por ejemplo) que presentaban la misma
coloracion en agar Rambach que la mayoria de Salmonella spp.lOtm circunstancia a considerar
es que en las carnes crudas hubiese microorganismos del género Salmonella spp y que fuesen
pasados por alto debido a que tienen la particularidad de poseer dicha enzima (3-galactosidasa
(para fermentar la lactosa), por lo que son confundidos como si fueran otras enterobacterias
(éstos conforman los falsos negativos). De aqui debe tomarse en consideracion efectuar una
modificacion en la metodologia Salmosyst/Rambach, de manera que se logre distinguir sin
lugar a dudas (posiblemente a través de otro medio sélido selectivo) dichos falsos positivos
y/0 negativos. De hecho, Cox (29) ha propuesto el agar Lisina-Manitol-Glicerol (LMG) para el
aislamiento de cepas de Salmonella spp atipicas, particularmente aquellas que fermentan la
lactosa y para el aislamiento de Salmonella typhi. El agar LMG puede distinguir entre las
Salmonella spp productoras o no productoras de B-galactosidasa y especies de Citrobacter spp (en

base a la utilizacion de celobiosa y glicerol como fuente de carbono).

Con respecto a las tres colonias sospechosas para Salmonella spp de Ja Tabla No. 10 que
se confirmaron (en el INCAP), éstas resultaron ser finalmente otros microorganismos
diferentes a Salmonells spo debido probablemente a que sus reacciones bioquimicas en
TSI/LIA constituian una integracion de las reacciones de dos o mas enterobacterias y por

tanto, en conjunto aparentaban ser éste patdgeno purificado.

ILos resultados de las Tablas No. 7, No. 9 y No. 11 muestran que al igual que para los
muestreos de carnes crudas, las cinco colonias sospechosas para S[)zge//cz SPP que se suponian
haber dado reacciones bioquimicas tipicas para este microorganismo en TSI/LIA, en realidad
conformaban reacciones bioquimicas integradas de dos microorganismos o méis que
apatentaban ser dicho patogeno o bien, st se encontraban purificadas previo a su envio al

INCAP, pero como unicamente se les efectué TSI/LIA como reacciones bioquimicas

discriminantes, no era posible tener la certeza de que si se trataba realmente de Shigella spp
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hasta que se efectuara la'scrologia con los cuatro antisueros que dentifican la especie de que se

trata.

Para los tres muestreos de carne y vegetales crudos, debe considerarse ademas un
detalle de suma importancia: todos los expendedores de las trece cafeterias muestreadas fueron
notificados de las fechas exactas en que se iban a recoger ambas materias primas. No se sabe st
hayan decidido mejorar sus practicas de transporte, almacenamiento y manipulacion de estos
productos durante esas fechas especificas y por tanto, los resultados pudieron haber sido
sesgados por dicha decisién. Tampoco se sabe que tan valioso hubiera sido haber llevado a-
cabo los tres muestreos sin previo aviso a cada uno de los expendedores (tal como lo hace

rutinariamente el Area de Alimentos de la Unidad de Salud).

A esto debe agregarse que no se puede predecir que resultados se habrian obtenido s1
se hubieran efectuado més muestreos o st se hubieran hecho en otra estacidén del aflo, ya que
tal como se indicd en la seccion II1.C.1.c.), durante los meses calidos existe un pico de las
ETAs (por una diversidad de causas), pero los patégenos mas comunes no son Salmonella spp
(aunque no se sabe con exactitud cudl es el comportamiento estacional de Shigella spp) sino

otros géneros tales como Campylobacter spp y Escherichia coli

Finalmente, puede afirmarse que tanto las carnes como los vegetales crudos se
encuentran libres de los patdgenos mnvestigados, pero ¢s preciso continuar con ios mounttoreos
constantes y sin previo aviso de las materias primas de todos los expendedores de las
cafeterias, para que sus productos terminados sean no solo inocuos sino de buena cahdad
microbioldgica para la poblacion estudiantil (tal como lo han verificado los analsis efectuados

por el Area de Alimentos de la Unidad de Salud-Bienestar Estudiant] Universitario).

Queda demostrado ademas que los programas de capacitacion a dichos expendedores
han cumplido sus propdsitos y que es necesario tener un nuevo procedimiento de operacion
estandar para investigar a los patégenos Salmonella spp y Shigella spp. Este estudio no abarcd cl

analisis de las materias primas para otros microorganismos indicadores de calidad
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microbioldgica ¢ inocuidad (como  por  cjemplo  Campubbacter spp o coliformes

generales/ Escherichia woll), pero esto queda sujeto a otros estudios posteriores.
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X. Conclusiones

Para estimar la carga microbiana y por tanto, los rangos de scasibilidad de cada una de
las metodologias evaluadas para Salmonella enteritidis y Shigella flexneri se debe emplear cl

método de vertido en placa.

La metodologia IV ¢s la mds rapida, sensible, selectiva y diferencial de todas las
evaluadas para detectar la presencia de  Salmonella enteritidis en carnes crudas

contaminadas deliberadamente.

Las dos metodologias evaluadas para detectar la presencia de Shigella flexneri en
vegetales crudos contaminados deliberadamente poscen el mismo desempeiio, pero la

metodologia I fue la mas apropiada para los fines de este estudio.

L.a metodologia Salmosyst/Rambach debe modificarse a través de un segundo medio
solido selectivo tal como el indicado por Cox (29), para prevenir falsos positivos y/o
negativos que correspondan a otras enterobacterias o Salmonella spp atipicas,

respectivamente.

Las carnes y vegetales crudos evaluadas en este estudio se encuentran libres de los
patdgenos investigados, por lo que, a través de las buenas practicas en el transporte,
almacenamiento y manipulacidén de dichas materias primas se puede lograr que éstas

sean inocuas y por tanto, puedan ser empleadas por los expendedores.




o P

XI. Recomendaciones

Al Determinar cudl es la sensibilidad y especificidad de las cuatro metodologias evaluadas
para detectar la presencia de otras especies difercates a Sabmonella enteritidis y cudl cs la
sensibilidad y especificidad de las metodologias 1y I para detectar la prcsenéia de
especies diferentes de Shigella flexneri en valotes menores a 4 x 10° UFC/g de vegetales

crudos.

B Modificar la metodologia Salmosyst/Rambach (IV) para lograr distinguir los falsos
positivos pertenecientes a otros géneros de enterobacterias y los falsos negativos

correspondientes a Salmonella spp atipicas.

e Purificar las veces que sea necesario las colonias que se consideren -sospechosas de

estos dos patdgenos previo a efectuar cualquier prueba bioquimica y serologica

confirmatoria.

B Continuar los monitoreos de éstas materias primas de manera que sean sin previo aviso

y en época de invierno no solamente para evaluar su inocuidad sino la cahdad

microbiologica general de las mismas.

E. Proseguir con la capacitacion de los expendedores en las cafeterias del catipus
universitario en cuanto a buenas practicas de manufactura e incluso, lograr los

prerrequisitos para la aplicacidon del sistema HACCP dentro de las mismas.

F. s necesario contar con la valiosa colaboracion de un laboratorio de Referencia tal
como el INCAP para confirmar los hallazgos que se consideren sospechosos y

contribuir con la informacidon epidemiologica que puedan proporcionar dichos

hallazgos.

G. Los muestreos de carnes y vegetales crudos a ser efectuados en las cafeterias del

, campus universitario deben hacerse sin previo aviso y en diferentes estaciones del afio
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para prevenir falsos negativos en los resultados a obtener para Salmonella spp y Shisella

spp-
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Referencias: (2)

Tabla Ne. 1
Resultados obtenidos en el analisis microbiolégico de las cafeterias de la ciudad

Alimento n C %o
Ensaladas 12 10 83
Aderezos y salsas 2 2 100
Refrescos 12 1 8
Pollo preparado 2 2 100
Guacamol 2 0 0
Panes preparados 4 3 75
Envueltos en huevo 1 1 100
Tacos, tostadas y dobladas 3 1 33
Fruta y verdura consumida cruda 3 3 100
Total: 42 24 57%

n = numero de muestras anahzadas

C = nimere de muestras que cumplen con las normas miccobiologicas vigentes
% = porcentaje do niiesicas quo cumplen cua fas nomias microbiologicas vigeates
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Anexo 2

Tabla No. 2 .
Resultados obtenidos por afio en las cafeterias det campus de la Universidad de San
Carlos de Guatemala

Porcentaje de resultados no

‘Analisis efectuados aceptados por afio
1,995 1,996 1,997
Escherichia coli 14.29 34.62 47.62
Staphylococcus aurens 2727 28.57 47.62
Salmonella spp 0.00 0.00 0.00
GAM 95.24 70.37 50.00
Coliformes totales 85.71 70.00 52.17

GAM: Gérmenes Aerobios Mesofilos

Referencias: (2)

B0 (S
Lhiuicisca Cenire ‘




~-}
(W]

" Anexo 3
Tabla No. 3

Concentraciones de agentes causales de ETAs consideradas como riesgo

Microorganismo Concentracién UFC/g considerada como riesgo

V/ibrio cholerae mayor o igual a 10°

S. aurens mayor o igual a 10°

B. cereus mayor o igual a 10"

Clostridium perfringens mayor o igual a 10°
Salmonella Presencia
Shigella Presencia
E. wli O157:H7 Presencia

UFC/g Unidades Formadoras de Colonia por gramo de alimento

Referencias: (1,3)




Anexo 4

Tabla No.4
Pruebas bioquimicas confirmatorias para Salmonella spp

Reaccion

; " tipica de
Medio Reaccidn Observacion
ed Salmonclla
Spp
Utilizacidn de la Reaccton posttiva: el slant cambia a amarillo Neoativo*
Negativo
Lactosa y/o sucrosa Reaccidn negativa: el stant no cambia de color
Triple Sugar e s Reaccion positiva: el fondo cambia a amarillo con o
= Utihizacion de la . i 5 .
Iron Agar d sin burbujas de gas Positivo
o extrosa . . T
(1sh Reaccion negativa: el fondo no cambia de color
) Reaccidn positiva: fondo v/ o slant de color negro o
Produccion de HaS _ I i ’ = Positivo**
Reaccidn negativa: No se observa el color negro
. . Reaccidn positiva: fondo v/o slant de color negro ..
Produccion de H-S A P . . &t Positivo**
Reaccién negativa: No se observa el color negro
» Ast Reaccidon positva: El fondo permanece pirpura
Lysine Iron I1sma. aggion b ¢ dop purp Positivo
Agar (LIA) descarboxlasa  Reaccion negativa: El fondo cambia a amarilo :
Reaccién positiva: el slant cambia a un color rojo
Lisina desaminasa vinoso Negativo
Reaccton negativa: El color del slant no cambia
Agar Urea de T Reaccion positiva: El slant cambia a rosado o rojo L
) Ureasa Negativo
Christensen 2

Reaccién negatrva: El color del slant no cambia

“: algunas cepas pueden utilizar uno o ambos sustratos.
”": pueden encontrarse productores lentos de HoS. Esta reaccidn puede ser inhibida por cepas productoras de
lactosa y/o sucrosa

Referencias: (26,27)
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. Anexo 5

Tabla No.5
Caracteristicas de Shigella spp en medios de cultivo selectivos para enterobacterias

Medl(.) de Caracteristicas de Shigella spp
Cultivo
MacConkey Colonias higeramente rosadas, transliaidas con o sm bordes rugosos
XLD Colonias rojas o rosadas de 1 milimetro de didmetro*
S Colonias con transformaciones irregulares caracteristicas, en donde Ia
) superficie v la periferia se observan con aspecto serrado.**
SS Colonas opacas o sin color.+

*: Se ha reportado que Shigelia dysenteriae 1 crece pobremente en este medio

¥: Estas transformaciones se observan principalmente en Shigeda sonned v se deben a altus concentraciones de
1ones divalentes (Cat++ y Mg++).

+: Este medio es altamente selectivo, de manera que puede limitar el crecimiento de las shigelas mds frigiles como
Shigella sonnei o Shigella dysenteriae 1.

Referencias: (6,12,24,47).




Anexo 6

Tabla No. 6
Caracteristicas fisioldgicas del género Shigella spp

Caracteristica microbiana Reaccidén
Tincion de Gram Bacilos gram negativo

Produccion de HaS © Negativo

Presencia de la enzima ureasa Negativo

Reaccion de sucrosa, adonitol, mositol y lactosa (en dos dias), malonato, Neoatis

citrato v salicina cgavo

Movilidad Negativo

Produccton de gas a partir de la glucosa Negativo

Fermentacién de la glucosa Positivo

Descarboxilacton de la lisina ' Negativo

Reaccion de rojo de metilo Positivo

Referencia: (24)
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Anexo 7

Tabla No.7
Caracterizacion serologica del serotipo de Shigella spp por medio de antisueros
polivalentes
Especie Numero
Antisuero polivalente Grupo p de
(Serogrupo) s
serotipos
A . o 17
Al Shigella dysenteriae 810
B Shigella flexner: 6
C 1-7
C1 Shigella boydii 8-11
C2 12-15
D Shigella sonned 1
Referencia: (27).
Antisuero polivalente = " ||Solucién
Rectangulo||Suspension['A A T8 clc,fc:[pla-D Salina
1 + +
2 + +
3 + +
4 + +
5 * ,r +
6 + +
7 ! +
8 + bt
9 + l n

Nota: Se deben mezclar los componentes de cada rectingulo con un asa, cuidando de no mezclar un rectingulo
con los otros. Agitar por 3 a 4 minutos con movimientos circulares para acelerar la agluunacion. St se da una
reaccidn negativa, calentar la suspensidén por 30 minutos (para hidrolizar los antigenos capsulares interferentes) y
volver a efectuar la caracterizacion polivalente. También pueden efectuarse las caracterizaciones con antisueros
monovalentes a partir de  las reacciones polivalentes positivas. Algunos serotipos son tentativos, por lo que
pueden ocurrir reacciones negativas.

Referencia: (24).
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Tabla No. 8
Numeros Asignados a cada Cafeteria Muestreada durante la Fase Experimental
Primer Muestreo Segundo Muestreo . Tercer Muestreo
No. de Cafeteria No. de Cafeteria No. de Cafeteria
(codigo) Nombre (codigo) Nombre {codigo Nombre
1 Krafften 14 Krafften 27 - Krafften
2 Metropolitana 15 Metropolitana 28 Metropolitam.
3 Quality 16 Quahty 29 Quality
4 Ingenieria 17 Ingenieria 30 Ingenieria
5 Ingenieria 18 Ingenieria 31 Farmacia
6 C. Comunicacion 19 C. Comunicacion 32 C. Comunicacion
7 Arquitectura 20 Arquitectura 33 Arquitectura
8 Veterinara 21 Humanidades S+ 34 Humanidades S+
9 Humanidades S4 22 Odontologia M3 53 Agronomia T9
10 C. Politica M5 23 C. Politica M5 36 Odontologia M3
11 Agronomia 24 Agronomia 37 Derecho §7
e Odontologia M3 25 Veterinaria 38 Vetermaria
- 13 Derecho 57 26 Derecho 57 39 C. Politica M5




Anexo 9 :
Resultados de las Confirmaciones Bioquimicas y Serolégicas de los
Microorganismos Sospechosos para Salmenella spp y Shigella spp de acuerdo
- V  con lo efectuado en INCAP ” -




LNSTLIUTO DE NUIRLICLUN DE CENTRO AMERICA Y PANAMA
Calzada Roosevelt Zona 11, Guatemala, C.A.
Teléfonos: (502) 472 3762 ol 472 3767
Fax: (802) 473 6529

RESULTADO DE ANALISIS DE LABORATORIO
MUESTRAS DE ALIMENTOS

Muestra: Identificacidn de cepa 23 B RM Reg. No. | Fecha de reporte:

952540 | 22/julio/2002

Referido por: Lic. Herberth Arévalo

Empresa: Unidad de Salud USAC

Direccion: Ciudad Universitaria Zona 12

Teléfono: Fax: NIT.

Fecha de toma de muestra: | Hora de toma de muestra: Fecha de recepcion:
17/julio/2002 .

Hora de recepcion: Fecha de inicio del andlisis: Fecha de finalizacion del andlisis:

12:00 horas 17/julio/2002

RERUETR L M)

Aerdbico total:

Mohos: Coliformes fecales:
Levaduras: Escherichia colr:
Esporoformadores: '
Otros:

— ey o .
7 PETERMINAGIC AR £
Salmorella spp.: NEGATIVO /259 Toxina del colera:
Shigella spp.: /25 Toxina labil de €. colr:

Vibrio chelerae 01:
Vibrio parahemolyticus:
Listeria monocytogenes:

/259 E. coli0:157 H:7:
.25 £ co/ienferopatéger}a./

Staphylococcus aureus: UFC/ goml
Bacillus cerevs: UFC/goml
Clostridium perfringens:, UFC/ goml
Anaerobios sulfito reductores: UFC/goml

Otros:

OBSERVACIONES:

*

Método utilizado: BAM 8" ed. 1995, FDA.

A\
s R (:;-.J\\\\Q“« o
Lic. Rafael Pratdesaba /’3&/ 1;\;& \\\09 sl
Supervidor Geatorio
G
ot

Prohibida ka reproduccidn parcial o total de este informe, por cualguier medio, sin ki autorizacion del emisor. P gina 1/1




e LIV TU UL 1NV ERALLUIY UE CENTRU AMERLCA Y PANAMA
Calzada Roosevelt Zona 11, Guatemala, C.A.
Teléfonos: (B02) 472 3762 al 472 3767
Fax: (302) 473 6529

RESULTADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

MUESTRAS DE ALIMENTOS
Muestra: Identificacidn de cepa 28 A RM Reg. No. | Fecha de reporte:

952542 | 22/julio/2002

Referido por: Lic. Herberth Arévalo
Empresa: Unidad de Salud USAC
Direccion: Ciudad Universitaria Zona 12
Telefono: Fax: NIT,
Fecha de toma de muestra: | Hora de toma de muestra: Fecha de recepcion:
17/ julio/2002

Hora de recepcion: Fecha de inicio del andlisis: Fecha de finalizacion dcl andlisis:
12:00 horas 17/JU'IO/2002 ZZ/Juho/ZOOZ

s w- REely D8 (¢ YRR Al A T mm, Y 3

R "‘t“"dm*ﬂw“ W2 T Ey ‘%‘%m"\y ‘;{t}. 3 , +m*§\§b Ty
Aerébico total: Cohformes fofales
Mohos: Coliformes fecales:
Levaduras: Escherichia coli:
Esporoformadores:
OTros

;1" PETERMINACION OF PAYOGENOS M4 | Vi1 IONESES

Sa/mone//a spp.: NEGATIVO /254 Toxina del colera:
Shigella spp.: /254 Toxina labil de £. col

Vibrio cholerae 01 :

A 25 E coli 0:157 H:7:

Vibrio parahemolyticus: /254 E. coli cnteropa?ég;m‘f
Listeria monocytogenes:

Staphylococcus aureus: UFC/goml

Bacillus cereus: UFC/goml

Clostridium perfringen UFC/gomi

Anaerobios sulfito refuctores: UFC/goml

Otros:

OBSERVACIONES:

L

Método utilizado: BAM 8™ ed. 1995 FDA.
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Calzada Roosevelt Zona 11, Guatemals, C.A.
Teléforos: (502) 472 3762 ol 472 3767
Fax: (502) 473 6329

RESULTADO DE ANALISIS DE LABORATORIO
MUESTRAS DE ALIMENTOS

Muestra: Identificacion de cepa 33 B RM Reg. No. | Fecha de reporte:
952541 | 22/julio/2002

Referido por: Lic. Herberth Arévalo
Empresa: Unidad de Salud USAC
Direccion: Ciudad Universitaria Zona 12
Teléfono: Fax: NIT.
Fecha de toma de muestra: | Hora de toma de muestra: Fecha de recepcion:
17/ julio/2002
Hora de recepcion: Fecha de inicio del andlisis: Fecha de finalizacion del andlisis:
12:00 horcs 17/3uho/2002 22/ julio/2002
Ca (TP {ien 'a’g
T TURECUENTOS AFC Yy o ANIER T | T AU ECOLIEORMER GOV T T RO RTAFE
Aerdbico total: Coliformes totales:
Mohos: Coliformes fecales:
Levaduras: Escherichia coll:
Esporoformadores:
Ofr'os
' DETERMINAGION DE PATOGENQN £ ES ESRECIALES
Salmonella spp.: NEGATIVO /254 Toxina del célera: /
Shigella spp.: /35¢ Toxina ldbil de £. colr:
Vibrio cholerae 01: 7254 E. coli0:157 H:T:
Vibrio parahemolyticus: /259 E. coli enteropatoge
Listeria monocytogenes:
Staphylococcus aureus: UFC/gqoml
Bacillus cereus: UFC/qoml
Clostridium perfrm_qci/ UFC/goml
Anaerobios sulfito reductores UFC/ g oml
Otros:
OBSERVACIONES:

*

Método utilizado: BAM 8" ed. 1995 FDA.
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LNSTLIUTO DE NUIRICION DE CENTRO AMERICA Y PANAMA
Calzada Roosevelt Zona 11, Guatemala, C.A,
Teléfonos: (502) 472 3762 al 472 3767
Fax: (302) 473 6529

RESULTADO DE ANALISIS DE LABORATORIO
MUESTRAS DE ALIMENTOS

Muestra: Identificacion de cepa 37A RM Reg. No. | Fecha de reporte:
952543 | 22/julio/2002

Referido por: Lic. Herberth Arévalo
Empresa: Unidad de Salud USAC
Direccion: Ciudad Universitaria Zona 12
Teléfono: Fax: NIT.
Fecha de toma de muestra: | Hora de toma de muestra: Fecha de recepcion:
17/julio/2002
Hora de recepcion: Fecha de inicio del andlisis: Fecha de finalizacion del andlisis:
12'00 horas l7/julio/2002 ) 19/julio/2002
nu ‘é‘.?'a 2 "i,t} -:R'(-_-‘* - 2 bl s N et __“ ’
'{f&-‘z:.r\ ;t‘!g lg‘?% 48 it 1»"‘4‘*"““ T ‘15?}‘&"‘;", rvr E&
Aerobtco total: Coliformes totales:
Mohos: Coliformes fecales:
Levaduras: Escherichia coli.
Esporoformadores:
Otros:

", DEVERMI] CIO”BDE ey

av;';f ti" -ﬁgm&ﬁﬂw@%ﬁm K

A P r R v 011 K - oY
.Sa/mone//a spp.: NEGATIVO /254 Toxina del colera:
Shigella spp.: 54 Toxina labil de £. cols:
Vibrio cholerae 01 /25g E. coli 0:157 H:7:
Vibrie parahemolyticus: /125q E. coli cntcropq?égcr}o/

Listeria monocytogenes:

Staphylococcus aureus: UFC/gom!
Bacillus cereus: UFC/goml
Clostridium perfringens: UFC/goml
Anaerobios sulfito réductores: UFC/goml
Otros:

OBSERVACIONES:

*

Método utilizado: BAM 8™ ed. 1995 FDA.
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INSTITUTO DE NUTRICION DE CENTRO AMERICA Y PANAMA
Calzada Roosevelt Zona 11, Guatemala, C.A,
Teléfonos: (302) 472 3762 ol 472 3767
Fax: (502) 473 6329

RESULTADO DE ANALISIS DE LABORATORIO
MUESTRAS DE ALIMENTOS

Muestra: Identificacion de cepa3 B SS Reg. No. | Fecha de reporte:

952534 | 22/julio/2002

Referido por: Lic. Herberth Arévalo
Empresa: Unidad de Salud USAC
Direccion: Ciudad Universitaria Zona 12
Teléfono: Fax: ' NIT.
Fecha de toma de muestra: | Hora de toma de muestra: Fecha de recepcion:
. 17/julio/2002
Hora de recepcion: Fecha de inicio del andlisis: Fecha de finalizacion del andlisis:
12:00 horas 17/ju|io/2002 19/Julro/2002
F‘:ECUE"F\ "'h M}gclkg 0 m y‘t‘ ‘Lﬁ ?i:‘?\ 's '}5‘4'{3‘::.;};}1%‘ 3“. ,:* ‘-M !‘g 0 "u _.y\(’.“ )
Aerdbico total: Coliformes totales:
Mohos: Coliformes fecales:
Levaduras: ' Escherichia coli:
Esporoformodores:
Otros:
T p ” 3 5 ’ .:'.,‘ ,.]i 2 Y N T 7 ,'" cori
Salmonella spp.: /254 Toxina del colera:
Shigella spp.: NEGATIVO /2594 Toxina labil de E. coli:
Vibrio cholerae O1: /25¢ E. coli 0:157 H:7: e
Vibrio parahemolyticus: /25¢ E. coli enteropatogena:
Listeria monocytogenes:
Staphylococcus aureus: UFC/goml
Bacillus cereus: UFC/goml
Clostridium perfringeps. UFC/ g oml
Anaerobios sulfito reductores: UFC / g o m!
Otros:
OBSERVACIONES:
.

Método utilizado: BAM 8" ed. 1995, FDA.
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LNOTLIVIU DE NUIRLICLUN DE CENTRO AMERLICA Y PANAMA

Calzada Roosevelt Zona 11, Guatemala, C. A,
Teléfonos: (302) 472 3762 ol 472 3767
Fax: (302) 473 6529

RESULTADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

MUESTRAS DE ALIMENTOS

Muestra: Identificacion de cepa 5B SS Reg. No. | Fecha de reporte:
952539 | 22/julio/2002

Referido por: Lic. Herberth Arévalo

Empresa: Unidad de Salud USAC

Direccion: Ciudad Universitaria Zona 12

Teléefono: Fax: NIT.

Fecha de toma de muestra:

Hora de toma de muestra:

Fecha de recepcion:
17/ julio/2002

Hora de recepcion:
12:00 horas

17/julio/2002

Fecha de inicio del andlisis:

Fecha de finalizacién del anadlisis:

v ':,*-\}" \ 5
' 4 HEY I

TR R e

19/j uluo/2002

":!'.; -“.‘ . ;~
AR Ly

My

21 W‘t
Aerdbico total:
Mohos:

Levaduras:
Esporoformadores:
Otros:

Coliformes ?ofu'es
Coliformes fecales:
Escherichia colr:

- 4,1"5;;0.. e

NEGATIVO /259
NEGATIVO /2359

Salmonella spp.:
Shigella spp.:
Vibrio cholerae 01:
Vibrio parahemolyticus:
Listeria monocytogenes:

Staphylococcus aureus:. UFC /g om
Bacillus cereus: UFC/goml
Clostridium perfringe UFC/goml
Anaerobios sulfito reductores: UFC/goml

Toxina dd colcm
Toxina 1abil de E. colr:
E. coli 0:157 KH:7:

E. coli enteropatige

Otros:

OBSERVACIONES:

*

Método utilizado: BAM 8™ ed. 1995, FDA.
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INSTITUTO DE NUTRICION DE CENTRO AMERICA Y PANAMA
Calzada Roosevelt Zona 11, Guatemala, C.A.
Teléforos: (B02) 472 3762 of 472 3767
Fax: (302) 473 6529

RESULTADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

MUESTRAS DE ALIMENTOS
Muestra: Identificacion de cepa12 A SS Reg. No. | Fecha de reporte:

952535 | 22/julio/2002

Referido por: Lic. Herberth Arévalo
Empresa: Unidad de Salud USAC
Direccion: Ciudad Universitaria Zona 12
Teléfono: Fax: NIT.
Fecha de toma de muestra: | Hora de toma de muestra: Fecha de recepcion:
17/julio/2002
Hora de recepcion: Fecha de inicio del andlisis: Fecha de finalizacion del andlisis:
12: 00 horus 17/ julio/2002 19/Juho/2002
. Py ] S e XS
o w*:q mg&km& %“9, ’i‘ﬁﬁ"w ‘ SRR h’fﬁéz\ w

Aerdbico total: Coliformes totales:
Mohos: Coliformes fecales:
Levaduras: Escherichia coli:
Esporoformadores:
Otros:
5 DETERMINAC nglm, BENOS Beta| s HIONES ESRECIALES 0 8
Salmonella spp.: /254 Toxina del célera: /
Shigella spp.: NEGATIVC sa25¢ Texina labil de £, colr:
Vibrio cholerae 01: /1259 E. coli 01157 H:7: /
Vibrio parahemolyticus: /254 E. coli enteropatégena: .
Listeria monocytogenes:
Staphylococcus aureus: UFC/goml
Bacillus cereus: UFC/goml
Clostridium perfringen UFC/goml
Anaerobios sulfito reductores: UFC /g oml
Otros:
OBSERVACIONES:
.4
Método utilizado: BAM B™ ed. 1995, FDA. BRI

\'- v O J‘Q\P;‘P‘
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LNO LIV IV DE NV ITRALLUIN UE CENTRU AMERLCA Y PANAMA
Calzada Roosevelt Zona 11, Guatemala, C.A,
Teléfonos: (502) 472 3762 ol 472 3767
Fax: (302) 473 6529

RESULTADO DE'ANALISIS DE LABORATORIO
MUESTRAS DE ALIMENTOS

Muestra: Identificacion de cepa 13 A SS Reg. No. | Fecha de reporte:
952536 | 22/julio/2002

Referido por: Lic. Herberth Arévalo

Empresa: Unidad de Salud USAC

Direccion: Ciudad Universitaria Zona 12

Teléfono: Fax: NIT.

Fecha de toma de muestra: | Hora de toma de muestra: Fecha de recepcion:

17/julio/2002

Hora de recepcion:
12:00 horas

Fecha de inicio del andlisis:

Fecha de finalizacion del andlisis:

SRR
Aeroblco total:
Mohos:
Levaduras:
Esporoformadores:

- '%—"h PN AT P IR

--.<‘

17/JU|10/2002

vod 8...,m,n}¢

AW l.. ..'r
u.l..\u.\.mrx-.....&. (%

22/ uho/ZOOZ

Cohformes totales
Coliformes fecales:
Escherichia colr:

Otros:

| Sa/moﬂe//a spp.:

Ao A gn

»

/25¢ Toxina del célera:
Shigella spp.: NEGATIVO /a25¢ Toxina labil de £. colr: /
Vibrio cholerae 01: /254 E. coli 0:157 H:T: /
Vibrio parahemolyticus: 25 g E. coli enteropatogena”
Listeria monocytogenes: /
Staphylococcus aureus: UFC/gom!
Bacillus cereus: UFC/gom!
Clostridium perfringens: UFC/goml
Anaerobios sulfito redu€tores: UFC/goml
Otros:
OBSERVACIONES:

Método utilizado: BAM 8™ ed. 1995, FDA.
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INSTITUTO DE NUTRICION DE CENTRO AMERICA Y PANAMA
Calzada Roosevelt Zona 11, Guatemala, C.A.

RESULTADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

Teléfonos: (502) 472 3762 al 472 3767
Fax: (502) 473 6329

MUESTRAS DE ALIMENTOS

| Muestra: Identificacion de cepa 13 B SS Reg. No. | Fecha de reporte:
952537 | 22/julio/2002
| Referido por: Lic. Herberth Arévalo
Empresa: Unidad de Salud USAC
Direccion: Ciudad Universitaria Zona 12
Teléfono: Fax: NIT.

Fecha de toma de muestra:

Hora de toma de muestra:

Fecha de recepcion:
17/julio/ 2002

Hora de recepcion:
12:00 homs l7/ju|io/2002

Fecha de inicio del analisis:

Fecha de finalizacion del andlisis:

L REC!’W._%%@" g9 M) R0

19/JU|IO/2002
4 f;é‘%n- &{Jé%&

Aerdbico total:

Cohformcs totules

Mohos: Coliformes fecales:
Levaduras: Escherichia colr.
Esporoformadores:
Otros

- DETERMINACION T g&%&!&;a@ #ORDETERMINAGIONES ESPECH
Sa/mane//a spp.: /25 Toxina del célera:
Shigella spp.: NEGATIVO /259 Toxina labil de E. colr:

Vibrio cholerae 01:

254 E. coli 0:157 H:7:
Vibrio parahemolyticus: /25g E. coli enteropatogenar”
Listeria monocytogenes: -
Staphylecoccus aureus: UFC {gom!
Bacillus cereus: UFC/goml
Clostridium perfringens; UFC/gaoml
Anaerobios sulfito reductores UFC/goml

QOtros:

OBSERVACIONES:

]

Método utilizado: BAM 8™ ed. 1995, FDA. nr\\\&%\\h
PRGN
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INSTLTUTO DE NUTRLCLON DE CENTRU AMERLICA Y PANAMA
Calzada Roosevelt Zona 11, Guatemala, C A.
Teléfonos: (B02) 472 3762 ol 472 3767
Fax: (B02) 473 6529

Y RESULTADO DE ANALISIS DE LABORATORIO
MUESTRAS DE ALTMENTOS

Muestra: Identificacion de cepa 28 A MK Reg. No. | Fecha de reporte:
952538 | 22/julio/2002

Referido por: Lic. Herberth Arévalo
Empresa: Unidad de Salud USAC
Direccidn: Ciudad Universitaria Zona 12
.Teléfono: Fax: NIT.
Fecha de toma de muestra: | Hora de toma de muestra: Fecha de recepcion:
17/ julio/ 2002

Hora de recepcion: Fecha de inicio del andlisis: Fecha de finalizacion de! analisis:
12:00 horas 17/ju|io/2002 22/JU||0/2002

RS RECU ‘o M SESEE N COLII MP.7 &0 m

"’ .‘."."' l“‘}‘ "*’?ii KRS l} )|s(F@ (A~ %}:{#—E ;;r?'\“‘?}nl 4! ";’liﬁ-t 'i\‘
Aerdbico total: Coliformes totales:

Mchos: Coliformes fecales:

Levaduras: Escherichia colr:

Esporoformadores:

O‘tros‘

Sa/mone//a spp.: /25¢g Toxina dei colcm 4
Shigella spp.: NEGATIVO /259 Toxina labil de €. colr:

Vibrio cholerae 01: /254 E. coli 0:157 H:T:

Vibrio parahemolyticus: 7259 E. coli enteropatogena: /

Listeria monocytogenes:

Staphylococcus aureus: UFC/goml
Bacillus cereus: UFC/goml
Clostridium perfringens; UFC/goml
Anaerobios sulfito reductores: UFC/ goml

Ctros:

OBSERVACIONES:

»

Meétodo utilizado: BAM 8™ ed. 1995, FDA.
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