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GLOSARIO.

Salmonella: Bacteria Gram-negativa, forma-vara, pertenece a la familia
Enterobacteriaceae. Causa fiebres intestinales, gastroenteritis aguda vy

septicemia.

Salmonella E: Tipo de familia entero bacterias, que comprende los géneros

Salmonella y Shigella.

Salmonelosis: Infeccién por salmonella. Puede ser una intoxicacion alimentaria,

una gastroenteritis o presentarse tipo septicémico.

Salmonella Enteritidis: Especie que produce una gastroenteritis humana,

siendo aislada de caballo, suino, ratén y pato.

Salmonella Pollorum: Especie de Salmonella causan diarrea en pollitos. La

transmisién pude ocurrir a través de los huevos contaminados.

Salmonella Typhimurium: Especie de Salmonella, produce diarrea en ratones,
ratas y aves, asi como gastroenteritis en los humanos. Comunmente aisladas en

brotes de intoxicacion alimentaria en los Estados Unidos y Gran Bretana.

Serovar: Una subdivision de una especie o subespecie distinguibles de otras

cepas de la misma sobre la base de la antigenicidad.

Anticuerpos Policlonales: Anticuerpos derivados de diferentes lineas de
células B, mescla de inmunoglobulina secretados en contra de antigenos

especificos, cada una reconociendo diferentes epitopos.

Epitopo: O determinante antigénico, corresponde a la parte especifica del
antigeno que es reconocida por el paratopo, el paratopo designa la zona del

anticuerpo cuya funcién es reconocer el antigeno.



RESUMEN.

La salmonelosis es una causa importante de gastroenteritis bacteriana humana
y una importante zoonosis asociada al consumo de alimento de origen animal.
En los ultimos afios con el aumento de la poblacidn y la demanda de este
alimento se ha elevado, siendo unas de las canales mas consumida y mas
susceptibles a la contaminacion de microorganismos.

Al determinar los serotipos de Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium
en 30 muestras de pollos crudos. canal en el puesto en ventas localizado en los
mercados del municipio de Chinandega, fueron analizados por medios de cultivo
selectivos y bioquimica, para los serotipos utilizando pruebas serolégicas.

Obteniendo el 26.6% positivas a salmonella spp., de las cuales el 3.3%
salmonella Typhimurium, el 3.3% de Salmonella paratyphi B y 20% Salmonella
Paratyphi A. La salmonella en productos avicolas puede producirse en multiples
etapas a lo largo de la cadena alimentaria, lo que incluye la produccion,
elaboracion, distribucién, comercializacion al por menor, manipulacion y
preparacion. Siendo estas bacterias las principales responsables de infecciones
e intoxicaciones ocasionando enfermedades gastrointestinales.

Palabras claves: Aislamiento, tipificacion de Salmonella Enteritidis, Salmonella

Typhimurium, Carne cruda de pollo, Mercados.
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I. INTRODUCCION.

Una de las fuentes de alimentacién con alto contenido proteico es la carne de origen
aviar, especialmente la de pollo. Pero en los ultimos afios con el aumento de la
poblacion, la demanda de este alimento se ha elevado, por lo que la crianza de estos
animales se ha incrementado para cubrir el mercado nacional, siendo unas de las
canales mas consumida por el pueblo nicaragliense, por su costo un poco mas

accesible en comparacion con las otras canales de consumo diario.

Las granjas tecnificadas se encargan de la crianza, engorde, sacrificio y almacenado
del pollo. Dentro de ese flujo de proceso la carne de pollo se puede contaminar por
microorganismos que poseen en su piel, plumas, patas y los que se encuentran en el
tubo digestivo que forman parte de su flora normal, ese riesgo puede suceder durante
la cadena de comercializacién. Dentro del proceso de comercializacion participan
distintos actores, entre los que se encuentran los productores; los comerciantes,
mayoristas o intermediarios; los mataderos, las industrias embutidoras; el comercio
detallista, representado por mercados, supermercados, tiendas, entre otros vy

finalmente, los consumidores- ()

Salmonella es una bacteria de amplia distribucion mundial que es capaz de contaminar
gran variedad de alimentos y de infectar varias especies de hospedadores, de acuerdo
con la nueva clasificacién de Salmonella, se reconocen sélo dos especies, Salmonella
bongori y Salmonella entérica, cada una sub divide en multiples serotipos. Todos los
patdbgenos de humanos se consideran serotipos de la subespecie | de S. entérica,
siendo Salmonella entérica serovariedad enteritidis (S. enteritidis) la principal causa de
salmonelosis de origen alimentario. La mayoria delos serotipos son moéviles, fermentan
la glucosa y manitol produciendo acido y gas, pero no fermentan lactosa ni sacarosa y

pueden utilizar el citrato como Unica fuente de carbono. ?

Aproximadamente al afio, 60 millones de personas alrededor del mundo sufren
intoxicaciones alimentarias, siendo los mas afectados nifios y adultos mayores ya que

su sistema inmune se encuentra mas vulnerable ©).



La calidad nutricional y la inocuidad de los alimentos son factores importantes que
repercuten en la salud y la calidad de vida de las personas. Para velar por la inocuidad
de los alimentos en todos los paises, desarrollados o en desarrollo, es necesaria la
aplicacion de ciertas técnicas y normas a fin de, entre otras cosas, prevenir la
transmision de enfermedades de origen alimentario. En este contexto tiene gran
importancia la participacion de instituciones de los sectores publico y privado, asi como

de las instituciones internacionales afines a este tema. ¥4

Las infecciones causadas por salmonellas no tifoideas son una de las etiologias de
gastroenteritis agudas bacterianas mas habituales en todo el mundo vy, por ello,
absorben una parte relativamente importante de la demanda asistencial, tanto en el
ambito ambulatorio como en el hospitalario, especialmente nifios. La transmision al
hombre parece ocurrir con mayor frecuencia a través de animales infectados y sus

productos alimenticios ©).

En vista de que Nicaragua no esta exenta de dicha enfermedad y no existe estudios de
salmonella es necesario conocer la realidad de este problema de salud publica.



Il. ANTECEDENTES.

La enfermedad causada por patdgenos transmitidos por los alimentos contribuye a
graves problemas de salud publica. Los Servicios de Seguridad e Inspeccién de
Alimentos (FSIS) han declarado que la Salmonella es la causa mas comun de
Patogenos entéricos. La salmonella es uno de los principales patégenos transmitidos
por los alimentos potencialmente presentes en la superficie de las aves de corral. Varios
obstaculos son utilizados por la industria avicola y carnica para combatir estos

patégenos transmitidos por los alimentos y eliminar su presencia en las canales ©)

La salmonelosis es una causa importante de gastroenteritis bacteriana humana © y una
importante zoonosis asociada al consumo de alimento de origen animal. Los productos
avicolas, los huevos y la carne de aves de corral estan implicados en brotes de
salmonelosis humana, lo que constituye una amenaza importante para la salud publica
("), La salmonella en productos avicolas puede producirse en multiples etapas a lo largo
de la cadena alimentaria, lo que incluye la produccion, elaboracién, distribucion,

comercializacién al por menor, manipulacién y preparacion ®

Muchos factores estan implicados en la aparicion de Salmonella, como la inadecuada
limpieza y desinfeccion, la presencia de roedores e insectos como factores de
descontaminacion. Ademas, la contaminacion cruzada durante el procesamiento e
insalubridad de saneamiento inadecuado junto con el consumo de carne de aves de
corral insuficientemente cocinada podria ser la causa mas frecuente de infeccién por
Salmonella reportada en humanos. (). Siendo estas bacterias las principales
responsables de infecciones e intoxicaciones ocasionando enfermedades

gastrointestinales.
Algunos estudios reportados:

Ecuador 2015, Beutron et al, determiné en carne de pollo fresco el aislamiento de

salmonella Arizonae con 83.54% y salmonella spp. 16.07%.



Espafa 2014, Cores et al Realiz6 un estudio de cambio de gastroenteritis causadas por
Salmonella, obteniendo 57% Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis con un
.35.8%.

En el 2014 Rodriguez et al, México realizé un estudio de la presencia de
Camphylobacter 'y Salmonella en pollo a la venta, aislando

89% Camphylobacterspp63%Salmonella en el numero muestras analizadas.

San Salvador 2013 Alvarado et al, En el estudio de comparacién de las buenas
practicas higiénico-sanitario y analisis bacterioldgico de la carne de pollo distribuido en
el mercado central de San Salvador, obteniendo el 60% de la muestra resultaron

positivas a Salmonella.

Venezuela 2010 Molina et al, realizo un estudio y obtuvo el 20% de salmonella entérica
y 55.6% en la serovariedades Heidelbeng, en el estudio indicadores de la calidad

sanitaria y fenotipicacion de salmonella entérica aislada en carne cruda de pollo.

Actualmente no, se encuentra trabajo publicados y/o de facil obseso para conocer el
comportamiento local de la Salmonella spp.



lI.LJUSTIFICACION.

Determinaremos la contaminacion con salmonella en la carne cruda de pollo mediante
un proceso de medios de enriquecimiento, medios cultivos selectivos, pruebas

bioquimicas, obteniendo la serovariedad de la salmonella mediante prueba seroldgica.

En Nicaragua existen pocos estudios que reporten casos de carne cruda de pollo
contaminada, por tal razén se realizé dicho estudio y con el identificar los principales
serotipos de Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium, que circulan en la carne

cruda de pollo de los mercados de la Ciudad de Chinandega.

Nuestro trabajo brindara informacion necesaria para conocer la presencia he
identificacién del agente salmonella spp. en las canales de carne cruda de pollo;
brindando informacién para instaurar nuevas pautas o vigilar las ya establecidas,

ademas de monitorear la cadena de frio.



V.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La mayoria de las infecciones en humanos se relacionan con el consumo de aves de
corral inadecuadamente cocinadas o contaminadas, aunque existe una gran variedad
de vehiculos que pueden transmitir la salmonelosis como el manejo de la carne en los

puestos de ventas por su mala asepsia que se practica en estos. ).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha informado que la salmonelosis esta
reemergiendo como una enfermedad infecciosa importante en todo el mundo. Segun
los informes del USDA-FSIS, la presencia de Salmonella debido a la contaminacion

fecal de las canales es un problema importante para la industria avicola.

¢, Qué serotipos de Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium que se encuentran

presente en la carne de pollo crudo, de los mercados del municipio de Chinandega?



VL. Objetivos.

Objetivo General:
Determinar frecuencia y serotipos de Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium
que se encuentran presente en la carne de pollo crudo, de los mercados del municipio

de Chinandega en el periodo 2016.

Objetivos especificos:
1. Aislar Salmonella spp (Enteritidis y Salmonella Typhimurium) en la carne de pollo

mediante cultivos.

2. ldentificar salmonella spp en la carne de pollo, mediante pruebas Bioquimica.

3. Determinar salmonella Enteritidis y SalmonellaTyphimuriumen la carne de pollo,

mediante pruebas de serologia.



VII. Marco Tedrico.

El problema de las enfermedades transmitidas por los alimentos no se limita al dafio
fisico que causan, si bien en algunas ocasiones puede ser fatal, sino también al impacto
socioecondmico negativo que conlleva implicitamente. Por ejemplo, una persona
enferma ademas de representar un peligro como vector de contaminacién, presenta
una baja en el rendimiento de sus actividades laborales, causa su inasistencia al trabajo
o estudio y frena la generacion de riqueza, incurre en gastos medicinales, ya sea por el
servicio publico o privado al que tenga acceso, con un impacto negativo que afecta
sensiblemente la economia nacional, especialmente en los casos en que el sistema

social de salud no sea adecuado. (")

La enfermedad entra en la granja a través de la compra de nuevos animales, pudiendo

permanecer dichas explotaciones infectadas durante afios. (1)

Problema de Sanidad Animal (Salmonelosis). Enfermedad que cursa en los animales
con sintomatologia clinica, pudiendo producirse la muerte de los individuos afectados y
caracterizada por una disminucion en las producciones (ganancia de peso en pollo de

carne y cantidad y calidad de huevos en gallinas ponedoras). (")

El contagio se produce principalmente de forma directa a través de animales infectados
por via oral (por contacto feco-oral), aunque también por via a erégena (por aire) y
conjuntival. En determinadas especies y tipos de animales se producen también
transmisiones intrauterinas y transparentarias, en aves, Salmonella pullorum vy
Salmonella gallinarum son capaces de transmitirse transovaricamente (a través de los
huevos) ). Las infecciones por algunos tipos de Salmonella pueden ser indirectas y
proceder del agua, del pienso y de las mas variadas especies de animales (roedores,
moscas Yy pajaros actuan como huéspedes reservorios), los factores estresantes actuan
de desencadenantes de la enfermedad, en general, muchos animales se convierten en

portadores y pocos enferman. (12)



Salmonella

De acuerdo con la nueva clasificacion de Salmonella, se reconocen so6lo dos especies,
Salmonella Bongoriy Salmonella entérica, cada una subdividida en multiples serotipos.
Todos los patdogenos de humanos se consideran serotipos de la subespecie | de S.
Entérica, siendo Salmonella Entérica serovariedades Enteritidis (S. Enteritidis) la

principal causa de salmonelosis de origen alimentario (13),

Caracteristicas.

El género Salmonella esta constituido por bacilos cortos gramnegativos no esporo
formadores, anaerobios facultativos, estrechamente relacionados morfolégica vy
fisiologicamente con los otros géneros de la familia Enterobacteriaceaea la que
pertenecen, estos microorganismos crecen en un amplio rango de temperatura (7°-48°
C) a un pH entre 4 y 8, y con actividades de agua por debajo de 0.933. (2®) Cada
subespecie contiene a su vez varias serovariedades (serotipos) definidas por su formula
antigénica. Salmonella Enteritidis, S. Typhi y S. Typhimurium son en la actualidad

serovariedades de Salmonella entérica subespecie entérica (14,

Clasificacion taxonomica.

Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Los miembros de esta familia,
son de 2 a 3 x 0.4 a 0.6 micras de tamafo. Con excepcion de los serotipos gallinarum
y pullorum los demas serotipos son moviles por medio de flagelos peritricos, antes de
1983 se aceptaba taxondmicamente la existencia de multiples especies de Salmonella.
(23En la actualidad el género Salmonella consta de sélo dos especies, S. entéricaysS.

bongori; la primera esta dividida a su vez en seis subespecies: (19



Tabla 1. Especies y subespecies del género Salmonella.

Especie y subespecie de No. de serotipos Habitat usual

Salmonella dentro de la especie

S. entéricasubsp. entérica (l) 1531 Animales de sangre
caliente

S. entéricasubsp. Salamae(ll) 505 Animales de sangre
fria y ambiente

S. entéricasubsp. arizonae (ll1a) 99 Animales de sangre
fria y ambiente

S. entéricasubsp. diarizonae (llIb) | 336 Animales de sangre
fria y ambiente

S. entérica subsp. houtenae (IV) 73 Animales de sangre
fria y ambiente

S. entéricasubsp. indica (VI) 13 Animales de sangre
fria y ambiente

S. bongori (V) 22 Animales de sangre
fria y ambiente

Total 2579

(18)

Estructura antigénica.

Basicamente la estructura antigénica de Salmonella es similar a la de otras

enterobacterias, con dos clases de antigenos principales presentes; antigenos O

(somaticos) y antigenos H (flagelares). En algunas cepas se encuentra un tercer tipo

como antigeno de superficie, siendo analogo funcionalmente a los antigenos K de otros

géneros; ya que anteriormente se pensd, que se relacionaba con la virulencia, éste

antigeno se denominé antigeno VI (17),

10



Antigenos O.

Son los antigenos de la pared bacteriana, de naturaleza polisacarida. Existen
numerosos antigenos O, a pesar de ello son los factores O principales, los que sirven
para caracterizar los diferentes tipos antigénicos, (Por ejemplo O4: grupo B, O9: grupo
D) (12),

Antigenos H.
Son antigenos constituidos por una proteina, la flagelina, cuya composicion en

aminoacidos es constante para un tipo antigénico determinado.(®)

Depende de dos genes estructurales, que corresponden a la fase 1 y a la fase 2. La
mayoria de las cepas del género Salmonella pueden expresar las dos especificidades
de su antigeno H (difasicos), sin embargo, existen algunas que pueden expresar

solamente una sola, ya sea la uno o dos (monofasicas) (*).

Antigenos k.

El unico de este tipo que se conoce en Salmonella es el existente en S. typhi, S.
paratyphi c yS. dublin. La presencia de este antigeno hace imposible la aglutinacién de
sueros anti O. La expresion de este factor depende de al menos dos genes (ViA + ViB)

deben existir ambos en la bacteria para que dicha expresién tenga lugar (15),

11



Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de especies de Salmonella y

Subespecies.

Especie Salmon
Salmonella entérica ella
bongori
Subespecie | enteric | salama | arizon | diarizon | houtena | indi
a(l) e (I ae ae (llib) | e (IV) ca
(la) (V1)
Dulcitol + + - - - D +
ONPG - - + + - D +
(2hrs)
Malonato - + + + - - -
Gelatina - + + + + + -
Sorbitol + + + + -/+ - +
KCN - - - - + - +
D-tartrato + - - - - - -
B- D D - + - D -
glucoronida
sa
Mucato + + + -0,7 - + +
Salicina - - - - + - -
Lactosa - - -0,75 -0,75 - D -

(16)

Identificacion del agente.
Cuales son las principales causas, desde la crianza en el campo hasta el consumo de
los alimentos, que durante el desarrollo de la cadena alimenticia pueden originar

enfermedades o problemas de riesgo asociados a la salud publica. (18)

12



La importancia de las salmonelosis en animales, especialmente las causadas por
Salmonella enteritidis y Salmonella tiphymurium, que pueden infectar a las aves,
sederiva de:
e lLas pérdidas zootécnicas (cria de animales domésticos), comerciales
yeconomicas.
e Las consecuencias patoldgicas y sanitarias que las toxiinfecciones alimentarias

causan en la salud publica. (19

La salmonelosis en las aves es mas un problema de salud publica que de sanidad
animal, ya que produce toxiinfecciones en personas que consumen alimentos
contaminados por Salmonellas. Su principal manifestacion son los sintomas digestivos,

como los vomitos y las diarreas. 4

Diagnéstico clinico

Los hallazgos clinicos y anatomopatolégicos (lesiones en células, tejidos y 6rganos)
so6lo permiten sospechar la enfermedad, en los casos de evolucién lenta de la
enfermedad, la probabilidad de diagndstico es mayor si hay alteraciones caracteristicas

en los érganos. (16)

Las sospechas se confirman mediante la demostracién bacteriolégica de la Salmonella
en muestras organicas:
% Aislamiento e identificacion del agente causal: aislamiento bacteriolégico
dedrganos parenquimatosos, PCR.

R/

% Diagndstico serologico: aglutinacion en aves, ELISA, otros.

Otro diagnodstico se basa en el aislamiento del microorganismo a partir de tejidos
recogidos asépticamente, de productos alimenticios o de pienso; se puede diagnosticar
también seroldgicamente la infeccién anterior o actual de animales por algunos
serotipos. Cuando aparece infeccion en los 6rganos reproductores, en el embrion o en
caso de aborto, es necesario cultivar el contenido del estomago fetal, de los frotis

placentarios y vaginales y, en el caso de las aves, de los huevos embrionados (16

13



Salmonella puede aislarse utilizando varias técnicas, una de las cuales es un pre-
enriquecimiento para recuperarlas con dafio subletal, medios de enriquecimiento que
contienen sustancias inhibidoras para evitar microorganismos competidores, y medios
solidos selectivos en placa para diferenciar Salmonella de otras entero bacterias (24).

Para obtener una confirmacion definitiva de la cepa aislada, se pueden aplicar varias
pruebas bioquimicas, seroldgicas y moleculares a los cultivos puros. Salmonella posee
antigenos llamados somaticos (O), flagelares (H) y de virulencia (Vi), que pueden
identificarse mediante sueros especificos de tipo, y después puede determinarse el
serotipo por referencia a la formula antigénica del esquema de Kauffman—White.
Muchos laboratorios necesitan enviar los aislamientos a un laboratorio de referencia
para confirmar por completo la identidad serolégica y determinar, cuando sea posible,

el fagotipo y el genotipo de la cepa (20,

Diagnéstico Microbiolégico de Salmonella spp.

Los métodos microbioldgicos tradicionales para la deteccion de Salmonella, no van
encaminados al conteo de esta bacteria, se considera una técnica cuyo resultado se
expresa cualitativamente, determinando su presencia o ausencia en diferentes
matrices, la deteccion estd basada en el empleo de medios de cultivo selectivos y
posterior caracterizacidén de las colonias mediante pruebas bioquimicas y serologicas.
El método estandar es coprocultivo, el cual tiene gran valor en estudios
epidemiolégicos, pero, por su carga de trabajo, costo y volumen, suele ser de bajo
rendimiento y bajo costo, efectividad, siendo la positividad de 1.8% a 4.4 %, ademas,
el porcentaje de recuperacion de los medios de cultivos (Mac Conkey-Hektoen) es
de4% a 10%, esta baja sensibilidad es debido al nUumero de microorganismos presentes
en las heces, la competencia presente con otros microorganismos y a los cambios
fisico-quimicos del medio de cultivo y/o del ambiente (pH, temperatura y actividad
acuosa) .Sin embargo, recientemente las evaluaciones de riesgos microbiologicos
requieren de datos cuantitativos para estimar el riesgo de que una poblacion contraiga
salmonelosis por consumo de un determinado alimento contaminado. La Association of
Official Analytical Chemist (AOAC), describe los pasos a seguir para obtener buenos
resultados, los cuales pueden demorar entre 4 a 5 dias. El aislamiento e identificacion
de Salmonella en una muestra requiere de cuatro etapas que se precisan a

continuacion:(16)
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Etapa de Pre-enriquecimiento, Etapa de Enriquecimiento selectivo, Etapa de

aislamiento en medios selectivos, Pruebas bioquimicas diferenciales ).

Caracteristicas de los medios de cultivo empleados comiunmente.

Pre-enriquecimiento.

Salmonella puede estar presente en los alimentos en pequefias cantidades y por lo
general sufren los efectos resultantes de la transformacion y el almacenamiento. Por lo
tanto, necesitan pre-enriquecimiento en medios no selectivos para la recuperacion. Los
dafios a consecuencia de salmonella en la pérdida o modificacion de funciones
celulares, que los hacen susceptibles a los agentes selectivos, lo que refleja la
incapacidad para formar colonias en los medios, sin embargo, se muestran en los

medios complejos.(@1),

Los microorganismos que se han sometido a dafios estructurales son incapaces de
proliferar o sobrevivir en otros medios selectivos que contiene (concentraciones
crecientes de sal, lauril sulfato de sodio, sales de desoxicolato detergentes biliares y
antibioticos). El dafio es reversible sélo si las células se exponen a condiciones

desarrollo favorable en un medio no selectivo y rica en nutrientes ")

El agua de peptona tamponada 1,0% y el caldo de lactosa se utilizan comunmente,
pero aparte otros medios selectivos, tales como triptona caldo de soja, y de nutrientes,
se pueden emplear. Aunque la literatura que la Salmonella spp. Se multiplica en un
amplio intervalo de pH (pH 3/8 a 9/5) 2",

Enriquecimiento selectivo.

El enriquecimiento selectivo determina aumento continuo de Salmonella, restringiendo
la proliferacion de la microbiana natural. Debido a la utilizacién de diferentes agentes
inhibidores afnadido a los medios, sino que también difieren en su selectividad y la
aplicacion especifica. La selectividad se ve reforzada por la incubacion a 41°C-43°C.
En esta etapa, se recomienda utilizar: Dos medios diferentes, debido a la variacién de
resistencia Salmonella spp. Los agentes selectivos. Medio comunmente utilizados son:
caldo Rappaport Vassiliadis modificado - RV o Rappapor tVassiliadis soja — RVS y

diferentes formulaciones de caldo de tetrationato - TT. Para las muestras clinicas,
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diversos medios pueden ser utilizados para el enriquecimiento, las caracteristicas

principales de los medios de enriquecimiento selectivo mas utilizados son: (21,

1. Caldo Tetrationato.

La selectividad de caldo de tetrationato depende de su capacidad para restringir la
multiplicacion de coliformes. Serovariedades de Salmonella (excepto S. choleraesuis,
S. Typhisuis, S. gallinarum y S. pullorum) tiene la enzima reductasa tetrationato y, por

lo tanto, que son capaces de multiplicarse en el medio @Y,

2. Caldo Rappaport.

El Caldo Verde Malaquita Cloruro de Magnesio (Caldo Rappaport) ha demostrado
eficacia la deteccion de Salmonella spp. La combinacion de cloruro de magnesio con
un colorante bacteriostatico (Verde malaquita) constituye el medio de enriquecimiento
para la mayoria de los serotipos de Salmonella spp., a excepcién de S. Typhi.
Posteriormente, una modificacion de este entorno, la reduccidon de la resultante la
concentracién de verde de malaquita con la temperatura a 43 ° C de incubacion. @1,

Tabla 3. Caracteristicas de los medios de enriquecimiento selectivo.

Medio Indicacion Sustancias Bacterias Bacterias

inhibidoras Inhibido Favorecido

Caldo especimenes | Cloruro magnesio | Gram Salmonella
Rappaport clinico verde malaquita | positivos, spp.
comida ColiformessS,
Typhi, Shigella

Caldo especimenes | sales biliares Gram Salmonella

Tetrationato | clinico yodo positivos, spp.
comida coliformes,

S. Typhi,

S. Paratyphi,
S. Pullorum,
S. Gallinarum,
S.Typhisuis,
S.

Choleraesuis,

@1
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Medios indicadores selectivos.

En el esquema de diagndstico de las enterobacterias, los indicadores de medios
selectivos, la naturaleza sdlida, desempenar un papel importante para el aislamiento de
los diferentes miembros de esta familia. Todos estos medios estdn destinados
diferenciacion de Salmonella spp. otras bacterias, debido sus propiedades inhibidoras

y el aspecto macroscopico de las colonias. "),

Varios medios, tales como agar verde brillante, Hektoen de agar entérico, agar xilosa
lisina Desoxicolato, Agar Salmonella-Shigellay Agar bismuto sulfito, se indican en los
procedimientos aprobado por varios organismos reguladores para el aislamiento de

Salmonella en alimentos. 1),

Como algunas cepas de Salmonella pueden producir pequefias cantidades de sulfuro
de hidrégeno -H2S a menudo no se detectan en medios selectivos, o pierden la
capacidad de producir este gas, en particular en el analisis de alimentos, es importante
que la segunda o tercera medio de aislamiento. No se basa en estas dos caracteristicas.
Una de estas opciones es la brillante Agar Verde - agar BG, que se basa en la
fermentacion de lactosa, pero no en la produccion de H2S, y agar bismuto sulfito — BS
Agar, que se basa en la produccion de H2S, pero no fermenta la lactosa 1),

Tabla 4. Caracteristicas de los medios selectivos — Indicadores.

Agar EMB. Mac Conkey Agar SS Agar verde
brillante
Fuentes peptona peptona peptona peptona
amino acido proteosa peptona proteosa proteosa
proteosa extracto
levadura
carbohidratos | lactosa lactosa lactosa lactosa
sacarosa sacarosa
Indicadores eosina rojo neutro rojo neutro rojo
El azul de citrato férrico fenol
metileno
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amarillo

Produccion de
H2S:

punto negro en
el

centro

detectado fermentacion infusion fermentacion fermentacion
lactosa lactosa lactosa lactosa
sacarosa Produccién de | sacarosa
H2S
Inhibidores eosina sales biliares sales biliares verde brillante
El  azul de | violeta cristal El citrato de
metileno sodio
Bacterias enterobacterias | enterobacterias | Salmonella Salmonella
Favorecidas SPp- SPP
Shigellaspp.
Aspecto de fermentadores: | fermentadores: | fermentadores: | fermentadores:
colonias purpura / verde | rojo nucleo de rosa, | amarillo
metalico no periferia clara verdoso
no fermentadores: no no
fermentadores: incolora / fermentadores: fermentadores:
transparente silenciosamente Incoloro rojo

(21)

La identificacion presuntiva Bioquimica (Screening Medios de Comunicacién).

Una vez seleccionada colonias indicadores sugerentes en medios de seleccién, seran

transferidos a medios de clasificacion como el agar hierro triple azucar - agar TSI dos

azucares hierro (Kligler - KIA), Lisina Agar Hierro - LIA, a través de Costa y Vernin - CV,

a través de la LIA (modificacién a través Rugai y raujo), agar motilidad-indol-Lisina -

Mili, agar motilidad-indol-ornitina — MIO ya través de EPM. Las caracteristicas

diferenciadoras de los medios se pueden emplear solos 0 en combinacién y permiten

la caracterizacion bioquimica de presuncién, indicando las pruebas bioquimicas

adicionales para identificacion 21,
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1.-agar hierro triple azucar (TSI Agar).

Este medio se utiliza para la diferenciacion de Gram negativa
basada en la fermentacion y la produccién de gas de hidratos
de carbono: glucosa, lactosa y sacarosa y la produccion de
sulfuro de hidrégeno (16),

Se le permite comprobar la fermentacién de la glucosa a

través de la apariencia de color amarillo en la base y la

produccion de gas, indicada por la formacion de ampollas o
grietas en el medio. La misma coloracién también se observa
en la parte superior del tubo cuando no fermentacién de lactosa y / o sacarosa. Cuando

estos dos azucares no son fermentadas, el vértice se queda con el color original (dmbar)
(1)

2. Agar-lisina hierro — LIA.

Este medio de cultivo se emplea generalmente en combinacién
con otros medios de deteccion para la identificacion presuntiva de
las enterobacterias, con el objetivo de ofrecer mas informacion
para identificacion presuntiva. La descarboxilacion de la lisina se

evidencia en purpura (alcalina) de base y cuando esto no ocurre,

el color amarillo solo sefala la fermentacion de la glucosa.
Diseminacién lisina se muestra en el vértice (rojo-chapado en
cobre) y la produccién de H2S (negro) por lo general de base a la porcion central del

tubo @1).

Pruebas seroldgicas.

Las pruebas serolégicas deben realizarse en una muestra de la poblacién que sea
estadisticamente significativa, pero estas pruebas poseen un valor limitado si se utiliza
la vacunacién. En el diagnéstico rapido de S. Pullorum/Gallinarum en aves de granjas
avicolas se utiliza la prueba de sangre completa, que es una prueba diagndstica
relativamente fiable en determinadas circunstancias. En el laboratorio, el método
preferido para la exportacion y el diagnostico de muestras de todos los animales de

granja es la prueba de aglutinacion en tubo.®
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Existen inmuno ensayos para algunos serotipos, y pueden utilizarse para el diagnostico
serologico y el control, especialmente, en el caso de aves y cerdos. La vacunacion

puede comprometer el valor diagndstico de las pruebas seroldgicas (12).

Vulnerabilidad en seres vivos.

Todas las serovariedades de Salmonella conocidas son patdgenas para el hombre, los
animales o ambos; de acuerdo con la adaptacion a hospederos pueden reconocerse
tres grupos: el primero, conformado por serovariedades estrictamente adaptadas a una
especie como Salmonella Typhi, S. Parathyphi A y S. Sendai adaptadas al hombre, y
de manera similar S. Abortusovis 'y S. Gallinarum-Pullorumque afectan ovejas y aves,
respectivamente. Un segundo grupo incluye microorganismos como S. Dublin y S.
Choleraesuis que causan enfermedad en una especie animal, pero pueden ser
oportunistas en otras. El tercer grupo esta constituido por serovariedades como
Salmonella Typhimurium y S. Enteritidisque pueden producir enfermedad en una
amplia variedad de especies incluido el hombre; muchas de éstas generan un estado

de portador asintomatico en animales, pero producen gastroenteritis en seres humanos
(22)

Los sintomas aparecen en general de 6 a 48 horas después del consumo de agua o
alimentos contaminados, el cuadro clinico de la salmonelosis no tifica (gastroenteritis o
enterocolitis) puede incluir diarrea, cefalalgia, dolor abdominal, nausea, vémito, fiebre y
deshidrataciéon. Afecta a todos los grupos de edad, con mayor incidencia en menores
de cinco anos y mayores de 60 afios de edad, que son los grupos mas vulnerables. Las
defunciones por esta causa son raras; sin embargo, la morbilidad y los costos

concomitantes de la infeccion por Salmonella suelen ser altos (23).

Localizacion Ambiental.

Las infecciones de animales de abasto por Salmonella tienen un papel importante en la
salud publica y particularmente en la seguridad alimentaria, ya que los alimentos de
origen animal se consideran como la fuente principal de infecciones por Salmonella en
el hombre, se han realizado programas especiales para el control de aves, cerdos y
ganado bovino, que incluyen el control de animales sanos que pueden ser portadores

subclinicos de estos microorganismos. También se controla la contaminacién cruzada
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durante el procesa miento de los alimentos, ya que puede ocurrir contaminacion por

manipuladores de alimentos sanos(13),

El microorganismo esta ampliamente diseminado en el ambiente, incluidos el suelo, el
agua, las plantas, las heces de animales, las aguas residuales, los insectos, las
instalaciones pecuarias, las carne de aves, bovinos y peces, entre otros , la Salmonella
Enteritidis usualmente no se multiplica significativamente en el ambiente, pero puede
sobrevivir durante varias semanas en el agua y varios afos en el suelo, si las
condiciones de pH y humedad son favorables , un gran numero de mamiferos, pajaros,
reptiles y animales acuaticos son la causa de que se mantengan las cadenas de

infeccion (24),

Prevencion y control para la protecciéon al consumidor.

Para inhibir la multiplicacién de la Salmonella en las granjas, es necesaria la aplicacion
de medidas higiénicas:

» Compra de animales Unicamente de explotaciones libres de

salmonelosis,cumpliendo la cuarentena.

» Estabulacién por separado de las diferentes especies animales y divisibnsegun
grupos de edad.
Eliminacion continda de los animales enfermos o sospechosos.
Estabulacion aislada de animales que han sobrevivido a la salmonelosis.
Eliminacion constante de restos de pienso, orina y heces.
Limpieza y desinfeccion adecuadas.
Lucha efectiva frente a contaminadores: moscas, aves y roedores.

Control de la ropa, calzado y vehiculos de los visitantes.

YV V V V V V V

Control del agua de bebida y piensos.

La vacunacién no confiere ninguna proteccién absolutamente segura, pero refuerza las
demas medidas adoptadas. No hay vacunas comerciales contra la salmonelosis en
conejos, pero se pueden preparar autovacunas. En aves, los programas debid

seguridad deben ir acompafados de programas de vacunacion.®©
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El tratamiento térmico (coccion de los alimentos) reduce las posibilidades de
infecciones humanas por Salmonella, ya que ésta sobrevive en las carnes o huevos

contaminados que no han sido tratados a la temperatura suficiente. (19

La salud y la vida de las personas dependen en gran parte de la calidad nutricional
delos alimentos que consumen diariamente, la cual a su vez depende de la calidad
higiénica y sanitaria a que estos son sometidos en toda la cadena productiva, desde el
campo hasta la mesa del consumidor. Si bien la falta de higiene y de sanidad en el
procesamiento y preparacion de los alimentos es un problema que puede ocurrir en
cualquier lugar del mundo, la incidencia de enfermedades causadas por los alimentos
mal procesados o pobremente preparados es un problema critico, severo y que se

encuentra con mas frecuencia en los paises en vias de desarrollo. (23)

Un alimento inocuo es aquel que no genera efectos adversos sobre la salud, ni en la

calidad de vida del consumidor, ni presenta riesgos fisicos, quimicos o bioldgicos.(20

La presencia de Salmonella en alimentos de origen avicola altera la inocuidad no sélo
por el peligro microbiolégico que constituye, sino también por el uso indiscriminado de
antimicrobianos para tratar las infecciones en aves, de donde resulta la producciéon de
alimentos contaminados con el microorganismo y con los medicamentos que se

utilizaron para su manejo (peligros bioldgicos y quimicos) (14).
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VIII.DISENO METODOLOGICO.

Tipo de estudio: El presente estudio esta orientado a la evaluacion de los procesos de
trabajos que llevan a la contaminacién del pollo que se distribuye para consumo
humano, no es un estudio epidemioldgico clasico pero aplicaremos el disefo de corte

Transversal,

Area de estudio: Municipio de Chinandega, en los 3 mercados ventas de pollo crudo.

el mercado El Mayoreo “El Bisne”, Mercado Central y Mercado Santa Ana “Mercadito”.

Periodo de Estudio: De Enero a Diciembre del 2016.

Unidad de analisis: Pollo entero crudo.

Poblacion de estudio: puestos de ventasen de los 3 mercados.

Muestra:Basado en el analisis del calculo del tamafo de muestra por el programa
WinEpiscope 2.0, Deteccion de Enfermedad, se estimé una tamafo de poblacion de 30
pollos, con un nivel de confianza del 50% y una prevalencia minima esperada del 5%,
para un tamafo de muestra de 5 %; por lo que se decidié tomar la poblacién total de 30

pollos, para incrementar la probabilidad de encontrar al menos 1 positivo.

Muestreo: Las muestras fueron tomadas de 8 puestos de venta de forma aleatoria en

los tres mercados municipales seleccionados por el programa WinEpiscope 2.0.

Criterios de Inclusion de casos:
1. Todas las canales de pollos crudos de venta en los mercado Mayoreo ( El bisne) ,

Central y Santa Ana (Mercadito) de la ciudad de Chinandega-Nicaragua.
2. Criterios de Exclusion:

1. Todas las canales que no se encuentren crudas.

2. Pollos que se encuentren fraccionados.
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Procedimiento de recoleccion de la informacion:

La informacién sera obtenida de los distintos puestos de ventas de carne de pollo, se
seleccionara a todos las canales de pollos enteros de venta en los mercados Central,
El Bisne y El Mercadito en la ciudad de Chinandega a las que se le realizo los estudios

de identificacion y tipificacion de salmonella.

Aspectos Eticos:
Para la realizacion de este estudio se conservara el anonimato del nombre del
comerciante y de los establecimientos participantes tanto como la empresa que lo

elabora y distribuyen.

Procesamiento y analisis de la Informacion:

Una vez que se ha completado la ficha recolectora de datos, tomada de los expedientes
clinicos, se procedera al analisis de la informacion en el SPSS version 12 .0 y los
resultados seran presentados en tabla y graficos para su correspondiente analisis y

discusion.

Operacion analisis de variables:

Variables Definicion Indicador Escala
operacional
Localizacion Sitio de donde | Observacion e Bisne,
procede la « Central
muestra de entral,
carne cruda de e Santa Ana.
pollo
Contaminacion | Presencia de | Cultivo, No hay
Salmonella en | bioquimica y ,
los resultados | Anticuerpos Salmonella Paratyphi B
de estudio policlonales para Salmonella
bacteriologicos | detectar la Typhimurium
de la carne presencia y ,
cruda de pollo. | tipificar el tipo de Salmonella ParatyphiA
Salmonella. Combinaciones de dos
0 mas tipos de
Salmonellas

Descripcion del método de ensayo
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La preparacion de los medios de cultivos se realiza siguiendo el curso de la instruccion
Preparacion de medios de cultivo y reactivos IT 5.4.10.
Cada uno de los medios de cultivos y medios de enriquecimiento fueron elaborados

individualmente.

Medios de enriquecimiento.
Agua de Peptona Tamponada: pesamos 7.5 gr se disolvié en 500 ml
de agua destilada previamente esterilizada, luego se llevo a ebullicién

y luego auto clavamos a 120° por 15 minutos. Dejamos que su

temperatura descendiera y luego colocamos en tubos previamente

esterilizados.

RappaportVassiliadis: pesamos 13.6 gr. se disolvié en 500 ml de
agua destilada previamente esterilizada, luego se llevé a ebullicion y
luego auto clavamos a 120° por 15 minutos. Dejamos que su
temperatura descendiera y luego colocamos en tubos previamente |

esterilizados.

Tetratihonatobroth: pesamos 22.12 gr se disolvié en 500 ml de agua
destilada previamente esterilizada, luego se llevé a ebullicion luego
dejamos enfriar hasta los 60°c y agregamos 10 ml de yodo. Luego

colocamos en tubos previamente esterilizados.

Medios de cultivos selectivos
Agar verde brillante: pesamos 30.20 gr luego lo disolvimos en
500 ml de agua destilada previamente esterilizada, luego se llevo

a ebullicion y luego auto clavamos a 120°c por 15 minutos

dejamos que bajara su temperatura luego se colocaron en plato

Petri y se guardd en refrigeracion.

Agar S.S: pesamos 30 gr luego lo disolvimos en 500 ml de agua
destilada previamente esterilizada, luego se llevo a ebullicion y

luego auto clavamos a 120° por 15 minutos dejamos que




bajara su temperatura luego se colocaron en plato Petri y se guardé en refrigeracion.
Este método se basa en el desarrollo de cinco etapas que fueron realizandose por 5
dias fundamentales que nos permiten el aislamiento de la especie Salmonella y su

posterior identificacion bioquimica y seroldgica.

Dia 1, Enriquecimiento no selectivo: colocamos 25 gr de carne pollo macerado,
tomadas de todas las regiones en 10 ml de (Agua de Peptona Tamponada) luego
llevamos a encubar a 37 °C por 24 horas. En ese medio y a esa temperatura se
desarrollaran también otras bacterias, por lo que se hace necesario realizar la siguiente

etapa.

Dia 2, Enriquecimiento selectivo con caldos en tubo con 20 ml con Tetrationato,
colocamos 500 micro litros de los tubos con agua peptonada de las nuestra anterior

posteriormente llevamos a la incubadora a una temperatura de 42°c por 24 horas.

Enriquecimiento selectivo con caldos en tubo con 20 ml con RappaportVassiliadis
colocamos 100 micro litros de los tubos con agua peptonada de las nuestra anterior

posteriormente llevamos a la incubadora a una temperatura de 42°c por 24 horas.

Dia 3Plateo con Medios: Posteriormente se realiza la etapa de plateo en placas con
Agar Verde Brillante colocando 10 micro litros de la muestra de Tetrationato con un aza
bacteriologica haciendo un extendido sobre el la mitad del agar y en la otra mitad
colocamos 10 micro litros con el aza bacteriolégica de la muestra de

RappaportVassiliadis y luego lo llevamos a la incubadora a 37° por 24 horas.

Posteriormente se realiza la etapa de plateo en placas con Agar S.S. colocando 10
micro litros de la muestra de Tetrationato con un aza bacterioldgica haciendo un
extendido sobre la mitad del agar y en la otra mitad colocamos 10 micro litros con el
aza bacteriologica de la muestra de RappaportVassiliadisy luego lo llevamos a la

incubadora a 37° por 24 horas.

Dia 4 Examen y Seleccién de Colonias de Medios Plateados: Si la muestra tratada con

los medios anteriores, se observa contiene colonias que por sus caracteristicas puedan
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considerarse como de la especie Salmonella pasamos a someterla a pruebas

bioquimicas esta seran LIAY TSI.

Tomando una colonia determinada la colocamos con un aza bacterioldgica recta
introduciéndola en la gel de LIA, de igual manera lo realizaremos para la prueba de TSI

llevandola incubar por 24 horas.

Dia 5 Si en las pruebas bioquimicas determinamos mediante reacciones como el
cambio de coloracién en el caso TSI y rupturas del gel por liberaciéon de gas en el caso
del LIA, someteriamos las colonias positivas a la prueba serolégica de policlonales H,
dandonos el tipo de Salmonella.

Todo lo mencionado anterior mente se fundamenta y se describe el procedimiento segun

los siguientes manuales
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IX.RESULTADOS.

En el presente estudio al realizar un aislamiento de salmonella en un total 30 muestras
de pollo entero crudo que fueron recolectadas de forma aleatoria simple en los puestos
de ventas ubicados en los 3 mercado de la ciudad de Chinandega y al ser analizada
mediante medios selectivos como el agar S.S y el agar verde brillante nos arrojé que 8
resultados positivas a salmonella spp, equivalente el 26.66% y confirmadas por pruebas
bioquimicas tales como TSI y LIA, las cuales posteriormente fueron identificadas
mediante pruebas de serologia y asi determinar su tipo.

Resultado de muestras de positivos y negativo a Salmonella spp.

PRECENCIA DE SALMONELLA
SPP.

25
20
15

10

E positivo Enegativo

En la tabla nUmero 6 se observan los diferentes serovares aislados mediante medios
selectivos a Salmonella lo cual se identificaron por el uso de anticuerpo policlonales
Salmonella O. Del 26.66% de la muestras positivas el resultaron 20% Salmonella

Paratyphi A, con 3.3% Salmonella Paratyphi B y 3.3% Salmonella Typhimurium.

Tabla. 6 Identificados tipos de salmonella spp.

Serovar Cantidad de Positivo Porcentaje.
Salmonella Paratyphi B 1/30 3.3 %
Salmonella Typhimurium 1/30 3.3 %
Salmonella ParatyphiA 6/30 20 %
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X.DISCUSION.

En el presente estudio se evalud las canales de aves evisceradas, cuya presentacion
es la mas popular al momento de comercializar la carne de pollo en los 3 mercados
locales del municipio de Chinandega. Obteniendo un 26.6% de salmonella spp. En
cambio, en los estudios realizados en México Rodriguez et al (2014) y Alvarado et al

(2013) en EIl Salvador, obtuvieron porcentaje de salmonella spp mayor del 60%.

Da las muestras obtenidas positiva a salmonella spp de la canales de aves evisceradas
de los 3 mercados locales del municipio de Chinandega, nuestro presente estudio
determino mediante pruebas serolégicas la identificacion de la serovarSalmonella
Typhimurium con 3.3%, paratyphi B con 3.3%, ParatyphiA con un 20%.En comparacion
con los estudios realizados en Espafia Corres et al (2014) obteniendoun 57%
Salmonella Typhimurium y 35.8%Salmonella Enteritidis en cambio Molina et al,
Venezuela(2010) reporto un 22, 2%salmonella enteritidis. Obteniendo ellos un

porcentaje mayor al 50% y con otro tipo de salmonella

En comparacién con los todas los tipo de salmonella encontrados en los demas
estudios y nuestro presente estudio, la salmonella Typhimuriumes la que se muestra

con mayor presencia en las canales de aves evisceradas.

No pudiendo determinar si la fuente de contaminacién son los puestos de ventas por
falta de asepsia, las granjas de crianza, los mataderos. Seria de mucha importancia

evaluar los cumplimientos de las normas de sanidad en los puestos de ventas.
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.CONCLUSION.

Mediante de este presente estudio pudimos determinamos que los pollos que se
distribuyen a la poblacion de Chinandega tiene un nivel considerable de contaminacion
esto puede ser a causas de su mala manipulacién o por algun tipo de contaminacion
cruzada que se puede dar desde su salida de las empresas, medio de trasporte,
puestos de ventas hasta terminar en el consumidor que es la poblacion en general

siendo a mas vulnerable.

Se encontré que de las muestras del pollo recolectado en los puestos de ventas de los

3 mercados de la ciudad de Chinandega un 26.6% resulto positivd a salmonella spp:
Con incidencia de un 20 % salmonella Paratyphi A.
Con incidencia 3.3%para salmonella Paratyphi B.

Y con la misma incidencia del 3.3 % para salmonella Typhimurium.
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XII.RECOMENDACIONES.

A las instituciones correspondientes de regular la comercializacion implementar

mas vigilancia a los puestos de ventas.

Concientizar en las charlas a los vendedores que implementan técnicas
higiénicas sanitarias para evitar la contaminacién de los productos en sus

establecimientos.

A la poblacion que trate de consumir alimento de origen avicola de granjas e

industria certificadas.
Realizar estudios con mayor numero de muestra para buscar mayor

representatividad debido a que este estudio fue auto financiado por lo que nos

limitd en el nUmero de muestra.
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