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VIABILIDAD DE Salmonella Y SEROTIPOS NATIVOS EN CARNE CRUDA
DE CERDO CONSERVADA EN CONGELACION.



INTRODUCCION



alimento eontaminad
ailmento €

El conocimiento de la distribucién de bacterias enteropatlgenas en el

medio ambiente y de su incidencia en los alimentos es fundamental para el

establecimiento de estrategias que conduzcan al control epidemlolégico de
los padecimientos a que dan lugar (14, 15).

La salmonelosis ha surgido como un problema de salud prlxca ¥ veterl-
nario de espeETET—Tﬁportancia. Esta ocurrencia es mundlal y aparentemente

_se va incrementando en todos 105 “pafses (10, 14, 17, 21, 23). Por tratarse_
_de una tipica zoonosis[adqulere especial relevancia conocer la incidencia

del agenlé etioldgico en los alimentos de origen animal a los que suele pa
rasitar (3, 15, 21, 23). Los casos mds dramaticos de la salmonelosis _sue--

Este, es usuaimente preparado y retenido 6 mantenldo .
a temperatura ambieAte por un tiempo suf1c1entemente prolongado para dar

Plggﬂocurrir -en- gra:;;zygrupos de persohas que han consumido en com(n un
) L e =

oportunidad a que la salmonela se multlplique hasta alcanzar niveles por

6,

encima de 10° organismos por gramo.tie aliﬁEﬁEB*dﬁgfgg'bfécticas dan ‘tu--

gar a severos brotes de infeccién entre los consumidores (11, 23).
La carne de diferentes espec1es anlmales es el vehi vehiculo pr1nc1pa1 de

R e
los_mocroorganismos gue causan brotes de enfermedades (1nfecc1ones o in--
toxicaciones microbianas) asoc1adas al consumo de alimento_ (3, 7, 31).
450C1adas al consumo de

particular la carne de cerdo resulta especialmente riesgosa dada la fre--
cuencia con la cual se pueden recuperar bacterias patbgenas a partir del
producto crudo. En nuestro pafs se han obtenido cifras de 87.5% de inci--
dencia de Salmoneila en carne cruda de cerdo colectada en carnicerias (15)
y 90.4% en empacadoras de la ciudad de Guadalajara (16), 32.4% en carne
cruda crida de cerdo y cecina en localidades del estado de Guerrero (3) y
52.5% en carne cruda de cerdo obtenida después de la matanza en un rastro
de la Cd. de Monterrey (25). Aunque se trata de un producto crudo hay que
considerar el peligro que resulta cuando se introduce a una cocina 6 fabri
ca. En E.U.A. se encontr6§ Salmonella en 14% de carne de cerdo, 18% en car-
ne para hamburguesas y 3% en carne de cordero cerca de Cincinatti. En Ir--
landa se aislé Salmonella del masculo de cerdo en 7.5% (6. 17}. Los produc
tos cdrneos especialmente carne de res, hamburguesas, embutides y carne
de cerdo fueron los alimentos mds frecuentemente involucrados (la media es
27.8%), seguida por pollo y pavo (8.7%), vegetales y frutas principalmente



en conserva (8.5%), panes principalmente pizzas y pasteles (7.7%), produc-
tos marinos destacéndose salmén, atGn, camarén y almejas (6.2%) y comida
china (5.6%). La mayorfa de los brotes se han asociado con carne (la media
es 26.6%) y con aves de corral principalmente pavo (19%) (S, 11, 15).

lLa contaminacién microbiana inicial e la carne es consecuencia de di
versos factores. Por ejemplo, la penetracién de los microorganismos en el
sistema vascular al utilizar para el degollado cuchillos contaminados (es
decir, para la punci6én de los vasos sanguineos y sangria subsiguiente);
después de puncionados los vasos, la sangre continGia circulando por un bre
ve perfodo de tiempo y los microorganismos se introducen y diseminan por
toda la economia del animal. También puede tener lugar una contaminacibn
subsiguiente con la llegada. de microorganismos a la superficie de la carne
en casi cada una de las operaciones realizadas durante el procesamiento,’
corte, procesado, almacenamiento y distribuci6n; asf mismo, puede contami-
narse-al_poner en contacto las canales con pieles, e§§[gmlgggg§l“g§§1§£”-

l s._polvo-6. coh‘;]_zahtenido lntestlnal si la vlscera se punciona. Otras
fuentes potenciales de contaminaclén microbiana son el equipo empleado en
cada una de las operaciones realizadas hasta el consumo del producto fi -.
nal, ias ropas y\manos del personal que lo manipula_y_el propio entorno f§
sico, incluida_el agua empleada para lavar_las.canaleg. Las salmueras y el
equipo pueden ser una fuente contaminante. Del mismo modo puede verificar-
se a partir de los microorganismos del aire de las salas de refrigeracitn
de almacenamiento y de maduraci6n o de los locales de procesado y envasa -
do, por lo tanto es obvio que todo aquello que tiene contacto con la carne
incluidos otros productos cdrnicos, son una fuente potencial de contamina- -~
cién microbiana (18). : ’

Proteger a la carne de la contaminacién, no es la Gnica medida aplica
bie al control de la salmonelosis. Es fundamental preservarla de la activi
dad microbiana para evitar un incremento en el n@mero de salmonelas via-
bles, que acentuarian su peligrosidad al ser consumida, o el riesgo de di-
seminaci6n en cocinas y fébricas de alimentos.

La congelacibén de l1a carne es una medida confiable de preservaci6n
cuando se aplica con el control técnico adecuado (26). Aunque el desarro -
11o microblano pricticamente se encuentra suprimido, la sobrevivencia del
pat6geno en un allmento congelado le da vigencia al riesgo de contamina -




clbn cruzada hacia productos procesados o cocinados (8). La resistencia de
las células congeladas dafiadas puede incrementarse o reducirse dependiendo
de la composici6n del sustrato en que la bacteria se encuentre, Hay unm in-
cremento en la resistencia cuando el alimento es de consistencia viscosa
y tiene componentes como proteinas, carbohidratos simples y compuestos,
triglicéridos; también se suele asociar con la presencia de ciertos iones,
sales inorganicas, &cidos, componentes activos de superficie y ciertas en-
zimas como la lisozima, proteasas (11, 23, 28, 31). Los alimentos congela-
dos tienen dos recursos como control de actividad microbiana, por un lado
la actividad de agua reducida durante la congelaci6bn y la temperatura del
producto que evita el crecimiento microbiano. Mediante la congelacién pue-
de mantenerse mejor la textura y el sabor de los alimentos que diflcilmen-
te se logra con otros procedimientos de preservaci6bn (9, 28). Las salmone-
las pueden sobrevivir durante muchos meses en congelacién de la misma mane
ra que la mayorfa de los microorganismos, pero la composicibn del alimento
en el cudl se encuenira influye en esta sobrevivencia. En la carne congela
da de res a -17.8% las salmonelas sobreviven perfodos mayores a 9 meses
(18). E1 desarrollo de las salmonelas en una gran variedad de alimentos ha
sido motivo de muchos estudios, sobre todo en aquellos que més se asocian
a casos de gastroenteritis o que potencialmente pueden hacerlo. Con fre-
cuencia se intenta valorar el efecto de uno o mds componentes del produc--
to y las condiciones en que se conservan, las cuales pudieran favorecer o
impedir el desarrollo (10, 15).

La merma de la viabilidad de los microorganismos; en congelacibn, se

Vve influenciada con la composicib6n del alimento, el n(mero de células on£’~w~-

gina!menfé presente y los serotipos contaminantes. La sobrevivencia por si
sola es riesgosa, independientemente del nlmero presente.

La aparicidn de brotes de salmonelosis en Estados Unidos en una revi-
si6n efectuada por Bryan entre 1973-1976, se asoci6 a un inadecuado enfria
miento de los alimentos, al consumo de lnéredientes crudos contaminados,
tratamiento térmico inadecuado, contaminacién cruzada de los alimentos
crudos a cocidos, transcurso de uno o mds dias entre la preparaci6n y el
consumo del alimento, falta de higiene en el equipo, temperaturas elevadas
durante la maduraci6én, una contaminaciébn por personas infectadas y/o una
temperatura inadecuada durante el recalentamiento de alimentos cocidos -
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{6, 13)..

, Para fines epidemiol6gicos el conocimiento de la presencia de salmone
las en un alimento es de gran interés (10, 13, 14, 15). En México se han
reportado pocos brotes de salmonelosis. En 1976 se describié uno producido

" por S. infantis, el cudl afectd a.221 atletas de diversas nacionalidades
en una instalacion deportiva. Este fué asociado a la ingestibn de puré de
" papas contaminado durante su preparacién (5). Otro fué causado por S.
heidelberg vehiculizado por frijoles cocidos que se utilizaban en la pre -
paracién de tortas en una torterfa de la ciudad de México (2). De las per~
sonas afectadas en este brote algunos mantuvieron las tortas sin fefrige-
rar varias horas antes de consumirlas. Aparentemente estos individuos pre-
sentaron cuadros clinicos mis severos y menor perfodo de incubacién que
las que las consumieron inmediatamente después de prepararse. Entre 1968 y
1977 se registraron en E.U.A. 1420 brotes de enfermedades en los que los
diferentes tipos de carne (no alimentos marinos) fueron el vehfculo de los
agentes pat6genos (7). En 225 brotes m&s los productos cérneos pudieron ac
tuar de la misma forma, aunque esto no se llegh a demostrar. Los agentes
pat6genos identificados incluyeron las siguientes bacterias: Salmonella,
Clostridium perfringens, Shigella y Bacillus cereus, virus (hepatitis'A)
pardsitos (Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis), toxinas bacterianas
(Clostridium botulimum, Staphylococcus aureus) y sustancias quimicas (glu-
tamato de sodio, mercurio y niacina). La Salmonella encabezd la lista con
157 entre los de etiologfa conocida. En el 50% de todos los brotes el ali-
mento fué mal manejado en establecimientos de servicio de alimentos y en
el 24% en hogares. Uno de los brotes m&s grandes presentados en Suecia que
involucré 9 000 casos con 9 muertes, se atribuy6 a la carne (6, 7).

El registro de los serotipos aislados tanto de alimentos como de
otras fuentes provee informaci6n Gtil en el diagn6stico y eventualmente la
detecci6n de brotes, asf como en el establecimiento de programas de vigén-
cia y control de la salmonelosis. Gosh report6 5. bredeney, 5. heideiberg
y S. durbab como los tres serotipos m&s frecuentes en granjas porcicolas
de Inglaterra y S. alachua, S. bredeney y S. glxg en los mismos especime--
nes muestreados en una fibrica de tocino (8, 19). Los serotipos de
Salmonella mas frecuentes aislados de alimentos en México de-1974-1981 fue
ron S. derby, S. anatum y S. typhimurium (Tabla 1) (4), con S. derby, S.
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infantis en empacadoras de carne en la ciudad de Guadalajara (Tabla II)
(24). Sepulveda y col. (27) reportan a S. havana, S. derby y S. heidelberg
como los serotipos mis habituales en productos cdrnicos en Nuevo Lebn du -
- rante 1982-1988. Por otra parte, en portadores asintomiticos dentro de la
poblacién general en la ciudad de México, Becerril y col. (1) reportan a
S. derby, S. anatum, S. agona y S. newport como los mds frecuentes.

La informaci6n disponible sobre la incidencia de Salmonella en la car
ne esta bien documentada (15, 16); sin embargo, son escasos los datos en
lo que se refiere a la densidad del patégeno en las carnes contaminadas.
Conforme la carne progresa a lo largo de la cadena de comercializacibn se
hace mayor la posibilidad de un incremento en su nGmero, de ahi que se ten
ga interés en conocer la carga bacteriana en el alimento crudo que adquie-
re la poblaci6tn. Se sabe que la carne es el vehiculo principal de los mi -
croorganismos o sus toxinas que causan brotes de gastroenteritis asociados
al consumo de alimentos. Por regla general, la carne cruda se encuentra
contaminada con Salmonella. Aunque no suele consumirse cruda, su manejo en
las coclnas o plantas empacadoras de carne constituye un riesgo de contami
naci6n cruzada hacia productos procesados. El problema se agudiza si se
considera que la dosis infectante de este microorganismo puede ser tan pe-
" quefla como 100 a 200 cé&lulas.

El conocimiento del nivel de salmonelas en la carne cruda de cerdo y
su comportamiento en congelaci6n permite estimar el riesgo implicado en su
manejo, industrializacib6n y consumo para establecer acciones mds consisten
tes para su controi. ' '

El presente trabajo tiene como objetivos:

1. Determinar el nGmero de salmonelas en la carne cruda de cerdo del comer
cio. '
" 2. Determinar el patrén. de sobrevivencia del microorganismo en el alimento
almacenado en congelacibn. ; ’
3. Estudiar el comportamiento de los serotipos nativos a lo largo de la
congelaci6bn de la carne.




Serotipo

derby
anatum
typhimurium
london
infantis
agona
vworthington
glve

heidelberg
bovis morbificans

TABLA 1

Serotipos de Salmonella més frecuentes

aislados de alimentos .
México 1974 - 1981

Frecuencia

453
155
144
109
73
70
57
53
44
32

- otros

TOTAL

FUENTE: Ref. 4.

429

1 619

27.9
9.6
8.9
6.7
4.5
4.3
3.5
3.3
2.7
2.0

26.6

100.0




Serotipo

derb)
infantis

drypool
anatum
worthington
agona
senftenberg
montevideo

Tivingstone
san d1ego
Teldelber
ondon
hewington
muenchen
minnessota
ohio
havana
give
typhimurium
adelalde
ciros

TOTAL

Nota:

-
[T+

»OaanoooNoo—qNOawaww'n

TABLA 11 .

Serotipos de Salmonella aislados en empacadoras de carne.

P Coc

WA O -ANOOO-—a =B WANWMN WO

e
o

P C: producto crudo

P Coc: producto cocido
CH-L: chorizo y longaniza
M-M: manos y mandiles
E-U: eguipo y utensilios
S-D: superficies diversas

FUENTE: Ref. 24.

Guadalajara 1980 - 1985
CH-L M-M E-VU S-D
3 14 7 21
0 6 1 13
3 5- 3 7
0 7 5 4
0 3 2 5
(VI 3 3 1
0 4 0 3
0 4 1 1
1 0 0 7
0 1 1 4
1 A 0 4
0 2 1 1
0 0 1 3
0 1 1 2
0 0 1 0
0 0 0 2
0 1 0 1
0 0 0 1
0 1 0 1
0 0 0 1
3 3 1 5
1 56 31 87

TOTAL

VN WLWLWWW S oY~

—-

249

22.49
11.64
8.83
8.43
5.62
4.82
4.82
4.02
4.02
2.81
2.81
2.4
1.61
1.61
1.20
1.20
1.20
1.20
1.20
0.80
6.40

100.00



HIPOTESIS:

La congelacifén afecta la viabilidad de las células dependiendo del

nimero y el sustrato en que &stas se encuentran.
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A). EQUIPO Y MATERIAL.
B). MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS.
C). METODOLOGIA.

A). EQUIPQ Y MATERIAL.

Autoclave.
Incubadora a 352.C.
Bafio marfa de precisién a 43eCt g.59¢.
Bafio marfa a 470C.
. Bafio marfa a 509¢C.
Balanza analitica, sensibilidad 0.0001 gr.
Balanza granataria, sensibilidad 0.1 gr.
Potencibmetro.
Olla de presibn.
_Horno para esterilizar material de vidrio a 180%C.
Centrifuga.
Refrigerador.
Cuenta colonias.
Bomba de vacfo.
Licuadora.
Material estéril:
Cuchillos.
Abatelenguas.
Tubos de ensaye de 16 x 175 mm. con tap6n de baquellta.
Cajas de Petri.
Probeta graduada de 100 ml.
Vasos de licuadora.
frascos con capacidad de 250 ml.
Frascos de boca ancha con capacidad de 500-1 000 ml.
Jeringas de 1 ml.
Pipetas graduadas de 1, 2, 10 y 25 ml.
Mechero Bunsen.
Gradillas metdlicas.
" Bolsas de polletileno.




Asas de nicromo.

Portaobjetos.

Tubos de ensaye de 12 x 75 mm.

Pipetas Pasteur.

Matraz Kitasato de 500 ml. con conexlén.para bomba de vacio.

B). MEDIOS DE CULTIVQ Y REACTIVOS.

1). AGUA PEPTONADA.

- Férmula:
Peptona de gelatlna.Q........ 10 gr.
Cloruro de s0diD..ceeesnceses 5 gr.
Agua destilada....ceeeeeerea. 1000 mi.
Preparacién:

Disolver los ingredientes en agua destilada, ajustar
el pH a 7.2. Distribuir en frascos de 90, 180 ml. y tubos
con 9 ml., esterilizar a 1212 durante 20 minutos.

2). DILUYENTE DE PEPTONA.

Férmula:
Peptona de gelatina.......... 1 gr.
| Agua_destllada............... 1 000 ml.
Preparacibn:

Disolver los ingredientes y ajustar el pH a 7.2. Dis -
tribulr en tubos con 9 ml. y esterilizar a 1219 durante
20 minutos. '

3). CALDO TETRATIONATO VERDE BRILLANTE.

Férmula:
Mezcla de peptonas........... 5 gr.
Sales biliares...... ceoesents 1gr.
Carbonato de calc¢io.......... 10 gr.
Tiosulfato de sodio...... vene 30 gr.
Agua destilada..... seesneans . 1000 ml.
Preparacion:



Disolver los ingredientes en agua destilada, calentar
hasta ebullicién, enfriar a 45% y adicionar 10 ml. de una
soluci6n 1:1000 de verde brillante, homogenizar y esterili
zar a 1172 (12 libras) durante 10 minutos. Antes de usar
el medio agregar 20 ml. de una soluci6n de yodo-yoduro por
cada 1000 ml. de Caldo tetrationato.

4). CALDO SOYA TRIPTICASA.

Férmula:

Peptona de caseina..eeeececes 17 gr.
Peptona de SOYa...eeeecesasss 3 gr.
Cloruro de sodi0...cceeeecne. 5 gr.

Fosfato dipotdsicoivivecea... 2.5 gr.
Dextrosa....cevneneneccccenns 2.5 gr.
Agua destilada..seeeeeeeenns. 1 000 mi.

Preparacifn:

Disolver los ingredientes en agua destilada, homogeni-

zar. Calentar ligeramente si fuese necesario para comple -

tar la disolucidn, ajustar el pH a 7.3 * 0.2. pistribuir
en tubos con 3 ml., esterilizar en autoclave a 121% duran-
te 15 minutos. ’

-5). AGAR DE SULFITO Y BISMUTO. -
Férmula:
Mezcla de peptonas.....eeeee.... 10.000 gr.
Extracto de carn€...cveveaecn.. .. 5.000 gr.
DextroSad..esiecesess tevtsasenee .. 5.000 gr.
Fosfato disfdico...veeeeienneas. 4,000 gr.

Sulfato ferrosO.eeseeceeeeess... 0,300 gr.
Indicador de Sulfito de Bismuto. 8.000 gr.
Verde brillante...oceveecessesss 0.025 gr.
AQar..coeerecsacscencasasrenasss 20.000 gr.
Agua destilada....oveeeaeea. 1 000.000 mi.

Preparacibn:

Disolver los ingredientes en agua destilada y homogeni
zar, Al lograr una suspensi6bn uniforme, calentar agitando
frecuentemente y hervir durante un minuto. Distribuir en
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frascos éstérlles en zona aséptica, dejar enfriar a 45% y
agitar el medio o hacer rotar los frascos para dispersar
el precipitado, vaciar en las cajas sin dejar de agitarlo

usando 20 ml. de medio.

6). AGAR SOYA TRIPTICASA.

Formula:
Peptona de casefna...........
Peptona de SOYyd..cceoevocccnns
Cloruro de s0di0...ceeeenceees
Agar......
Agua destilada........ cenanen

Preparacibn:

Disolver los ingredientes en agua. Homogenizar ajustar

el pH a 7.3 * 0.2. calentar agltando frecuentemente. Una
vez disuelto, distribuir en tubos de 13 x 100 mm. con
3 ml. y esterilizar a 1212 durante 15 minutos.

7). AGAR CUENTA ESTANDAR,
Fbérmula:
Peptona de casefnd..ccevevees
Extracto de levadura.........
GluCOSA.sseesssnsssanecsncase

Agar.......... cesesnacses cese
_ Agua destilada.........eo.uss
Preparacion:

5.000 gr.
2.500 gr.
1.000 gr.
15.000 gr.
1 000.000 ml.

Disolver los ingredientes en agua. Homogenizar, ajus -
tar el pH a 7.0 t 0.1. calentar agitando frecuentemente
hasta una disolucién total. Distribuir en frascos y este-

rilizar a 1212

8). AGAR DE HIERRQ Y TRIPLE AZUCAR.
Férmula:
Mezcla de peptonas.......... .
Cloruro de sodio.......... .

1

durante 15 minutos.

20.000 gr.
5.000 gr.




LactoSa..sseronccssansccenane 10.000
SACAT0SAsetescasencsssscnsnas 10.000
DeXLroSa.ceseeessscesencacncs 1.000
Sulfato de amonio férrico.... 0.200
Tiosulfato de 50diO.eeeesce.. 0.200
Rojo de fenol.csseveconnnnnss 0.025
AQAr...cecesesesnccsncnnscnes 13.000
Agua destilada...... cesesnonse 1 000.000
Preparacion:

gr.
gr.
gr.
gr.
gr.
gr.
gr.
ml.

Disolver los ingredientes en agua destilada, homogeni-
vzar. ajustar el pH a 7.3 b 0.2, calentar hasta disolucién.
Distribuir en tubos de 13 x 100 con 3 ml. Esterilizar a
12192 durante 15 minutos. Inclinar los tubos, procurando un

fondo de 2 cm.

9). AGAR DE HIERRO Y LISINA.

Fbrmula:
Peptona de gelatina.......... 5.000
Extracto de levadura......... 3.000
Dextrosa.....ceorenacncsennns 1.000
L-1i1sina...c.cu.n. teensasane . 10.000
Citrato férrico amoniacal.... 0.500
Tiosulfato de sodic...eeecens 0.040
PGrpura de bromocresol....... 0.020
AQAT.eeessacensonorssasansens 13.500
Agua destilada.............. - 1 000.000

Preparaci6n: '

gr.
gr.
gr.
gr.
gr.
gr.
gr.
gr.
ml.

Disolver los ingredientes en agua. Ajustar el pH a 6.7
! 0.2, calentar hasta una completa disoluci6n, si es nece-
sario ebullir durante 1 minuto. Distribuir en tubos de
13 x 100 mm. con 3 ml. Esterilizar a 1212 durante 15 minu-
tos. Inclinar los tubos procurando un fondo de 2 cm. para

la picadura.
10). MEDIO MIO.
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Fébrmula:

Extracto de levadura......... 3.000 gr.
Peptona de gelatina.......... 10.000 gr.
Peptona de casefna....... coee 10.000 gr.
L-ornitind..ccceecancnss eeees 5.000 gr.
Dextrosa.....ceeses sesesmecan 1.000 gr.
PGrpura de bromocresol....... 0.020 gr.
AQar......... seseacssneasanes 2.000 gr.
Agua destilada...... ceeese - 1 000.000 mi.
Preparacion:

Disolver los ingredientes en agua, homogenizar. Ajus-
tar pH a 6.5 t 0.2, calentar hasta una complgta disolu -
cién. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm. con 3 ml., este
rilizar a 1219 durante 15 minutos.

11). CALDO MALONATO.

Férmula:
Extracto de levadura......... 1.000 gr.
Sulfato de amonio....cecvev.. 2.000 gr.
Fosfato dipotédsico......... .e 0.600 gr.
Fosfato monopot&sicO.eeese... -~ 0.400 gr.
Cloruro de $0di0..eveeecssee . 2.000 gr.
Malonato de s0di0..eesessccnn 3.000 gr.
GlUCOSBucererancoans cevessnans 0.250 gr.
Azul de bromotimol...... ceese 0.025 gr.
Agua destilada....ccccevennss 1 000.000 ml.

Preparacibn:

Disolver los ingredientes en agua. Ajustar el pH a
6.7 ¥ 0.1. Distribulr en tubos de 13 x 100 mm. con 3 ml.,
esterilizar a 1219 durante 15 minutos.

12). AGAR DE Mac. CONKEY.
Fbérmula:

Peptona 0 gelisatoeseecincienacnans 17.000 gr.
Proteosa peptona # 3 6 polipeptona. 3.000 gr
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Preparacién:

Lactosa..eeevees esssacsecess . 10.000 gr.

Sales biliares...cccesvecaves 1.500 gr
Cloruro de s0di0.iecescecccens 5.000 gr.
Rojo Neutro.................; ~0.030 gr.
Cristal violeta.s.evaeoe..s ve 0.001 gr.
AQAT..eeeroeenancinancasssnas 13.500 g%.

Agua destilada....ceceescenss 1 000.000 ml.

Disolver los ingredientes en agua, homogenizar. Ajus-
tar el pH a 7.1 ¥ 0.2. calentar hasta una completa disolu
ci6n. Esterilizar a 1212 durante 15 minutos. El medio es-

~ téril fundido se enfrfa a 452 coloc&ndolo en cajas de Pe-

tri con 20 ml.

13). AGAR EOSINA AZUL DE METILENO.

Formula:

Peptona de gelatina.......... 10.000 gr.
Lactosa...... tessesasencsnesa 10.000 gr.
Fosfato de potasio.eesecoca.e 2.000 gr.
Azul de metilen0..ccoveeece.s » 0.065 gr.
EoSind.sccesecsccsnccoaasens .o 0.400 gr.
AQar.ccesececoncscenees secene 15.000 gr.

Agua destilada...ccoeavocesen 1 000.000 ml.

Preparacién:
Disolver los Ingredientes en agua por ebullicibn y a--

gitacién continua. Dejar enfriar a 50%. Ajustar el pH a
7.1 ¥ 0.1, Distribuir en frascos y esterilizar a 1212 du-
rante 15 minutos. Enfriar a 45%, vaciar a cajas Petri con
20 ml. -

14). AGAR DE TERGITOL 7.

FGrmula:

Heptadecil sulfato de sodio.. . 0.100 gr.
Mezcla de peptonasS..scecceaes 5.000 gr.
-Extracto de levaduras........ 3.000 gr.

14



LactoS8cecececreansnnnecsnans

10.000 gr.

Azul de bromotimol........... 0.025 gr.

AGAr.ceesnsesncncssnonseansns 15.000 gr.

Agua destilada..eeveeeececcas 1 000.000 ml.
Preparacién:

Disolver los ingredlenfes en agua, ajustar el pH a.

6.9 ¥ 0.1. Disolver al calor agitando continuamente, dis-
tribuir en frascos y esterilizar a 1212 durante 15 minu -
tos. Dejar enfriar a 45%, agltar y vaclar a cajas de Pe -
tri un volumen de 20 ml. de medio.

15). AGAR ﬁARA INDUCCION DE FASES.

- Férmula:
Peptona de casefna.......ee.. 10.000 gr.
Gelatina bacteriolégica...... 80.000 gr.
Extracto de carn.eceeeceesaece 3.000 gr.
Cloruro de sodio......... veee 5.000 gr. -
AQar..ciececaanaans Merssecena 4.000 gr.
Agua destilada......ccenc.e .o 1 000.000 gr.
Preparacitn:

. Disolver la gelatina en 600 ml. de agua destilada y-
los demds ingredientes en los 400 ml. restantes, calentar
ambos por separado hasta una disolucidn completa, mezclar
los y hervir durante un minuto. Distribuir en tubos de
13 x 100 mm. con 3 mi. Esterilizar a 1212 durante 15 miny
tos.

REACTIVOS.

1). SOLUCION VERDE BRILLANTE AL 0.1%.
Férmula:
Verde brillante......eeeven.. 0.1 gr.
Agua destilada...eeeveevensne 100.0 ml.

2). REACTIVO DE KOQVAC.

15




Férmula: 4
P-dimetil-aminobenzaldehido.... . 5.0gr.

Alcohol amflicO..eeivececcaccee 75.0 ml.
Acido clorhfdrico concentrado.. 25.0 ml.

3). SOLUCION DE YODO YODURQ.

Férmula: , ‘
Cristales de y0do...coeeveveens 6.0 gr.
Yoduro de potasiO.eeeceseceecss 5.0 gr.
Agua destilada....cceveeceecnes : 20.0 ml.

4). SOLUCION SALINA F1SIOLOGICA.

Férmula:
Cloruro de s0di0..cceveaccecss . ’ 8.5 gr.
Agua destilada.ceseeeoesnnseces 1 000.0 ml.
Preparaci6n: '

Disolver el cloruro de sodio en agua destilada, ajus-
tar pH a 7.0, distribuir en frascos y esterilizar a 1219
durante 20 minutos.

Si se utiliza para preparar diluciones de antisueros
"0" y "W" se le adiciona 0.6 ml. de formaldehido por
100 ml. de Solucién salina fisiol6gica.

Los siguﬂentes antisueros fueron proporcionados por el Instituto
Nacional de Referencias Epidemiolégicas (INRE):

ANTISUEROS POLIVALENTES PARA ANTIGENOS "0" DE SALMONELLA. Comprenden
los grupos A-E y A-1.

ANTISUEROS ESPECIFICOS DE GRUPO SOMATICO.

ANTISUEROS PARA LA DETERMINACION DE ANTIGENOS “H" O FLAGELARES.

16




Para el objetivo 1: Determinar el nGmero de salmonelas en la carne cruda de
de cerdo del comercio.
1. Se adquirieron de carnicerias de la ciudad de Guadalajara 14 muéstras de
carne cruda de cerdo fraccionada, tal como se expende al pablico.
2. Se transportaron al laboratorio en bolsas de polietileno sin refrigerar
y se analizaron no despus de 1 h. de su recoleccifn.
3. En cada caso, los cortes se frotaron por fuera de la bolsa durante unos

tres minutos entre las manos parea distribuir la carga microbiana, in--
clufda la propia Salmonella.
4. Se efectuaron los siguientes esturdios:
A) Recuento de Salmonella por la técnica de Nimero Mis- Probable (NMP)--mo=
- (14, 22, 29). '
'B) Identificacién serolbégica de las cepas nativas de la carne segln el es--
quema de Edwards y Edwing (12).
C) Recuento de bacterias mes6filas aerobias (BMA) por la técnica de vaciado
en placa (14).

A) Para el recuento de Salmonella (NMP) se procedid de acuerdo a la siguien-
te tpécnica (Esquema 1).
a) Pesar 20 g. de carne homogenizada y adicionar 180 ml. de Agua pepetonada
o al 1%. Licuar durante 60 seg. ’ )
| b) Preparar diluciones decimales en Agua peptonada al 1% hasta diluci6n 10~
y en Caldo nutritivo hasta dilucién 10'5. Los limites esperados de dete--
ccién de salmonelas requieren combinaciones de diluciones que pueden se-
leccionarse como se indica en el esquema 2.
c) Disponer de tres tubos por dilucibén, asi preparada e incubar todos
tubos a 35 durante 24 h. (preenriquecimiento).
d) Transferir 1 ml. de cada tubo a 9 ml. de Caldo tetratoniado verde bri---
llante (CTVB) e incubar en bafio marfa a 43€ + 0.5¢ durante 24 h.-------
{enriquecimiento). ' '
e) Inocular cada tubo en placa de Agar sulfito de bismuto (SB) con técni--
ca de aislamiento e incubar a 35% durante 24-48 h.

2
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f) Seleccionar las colonias aisiadas sospechosas de Salmonella,
una por tubo positivo. Inocular por picadura y estria un tubo
con Agar de hierro y triple azfcar (TSI), Agar de hierro y li-
sina (LIA). En caso de no encontrar colonias aisladas resem -
brar en Agar tergitol. -7, incubar a 35%durante 24 h. y conti-
nuar con las colonias sospechosas desarrolladas (identiflca -
cién bioguimica).

g) Identificar los serotipos de las cepas de Salmonella como se
indica m4s adelante.

h) Computar el NMP de Salmonella por gramo de carne.

B) Se efectub6 como se indica en el punto 3 de la metodologia para el
objetivo 3-Pag. 19.

C) Recuente de bacterias mes6filas aerobias:
a) A partir del homogenizado utilizado para el preenriquecimiento
de Salmonella preparar diluciones decimales de las muestras en
Agua peptonada al 1%.
b) Colocar 1 ml. de cada dilucién en caja de Petri y adicionar de
12 a 15 ml. de Agar cuenta esténdar (ACE) fundido y mantenido
en bafio marfa a 459¢;incorporar el inb6culo al medio por‘rota -
ciébn de la placa alterpando movimientos circuiares y rectos de
izquierda a derecha.
¢) Incubar a 35%durante 48 h.
d) Seleccionar las placas que contengan entre 30 y 300 colonias y
contarlas. v
e) Computar en n(mero de BMA por gramo de carne.
Para el objetivo 2: Determinar el patr6n de sobrevivencia del microorganis
A mo en el alimento almacenado en ‘congelacién.
1. De acuerdo con ios resultados de la densidad de salmonelas contadas
en el objetivo anterior, se seleccionaron 2 muestras que contenfan
1 500 y 7 salmonelas por gramo. ’
2. Las muestras obtenidas del comercio se analizaron de inmediato y una
porcifn de aproximadamente 3.0 kg. se almacend en congelaci6n
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(-159C), en tanto se disponfa de resultados cuantitativos. Una vez -
detefminado4el NMP de Salmonella se selecionaron aquellas que per-
mitfan mejor, por su densidad, efectuar el estudio de sobrevivencia.
3. Peri6dicamente (cada una o dos semanas) se retirf del producto alma-
cenado 50 g. y se determinb en cada ocasi6n, por duplicado, el NMP
de Salmonella siguiendo la técnica descrita en el punto 4A de la me-
todologfa del objetivo 1.
En un caso el estudio se extendié a 22 semanas y en el otro a 42
semanas.
Para el objetivo 3: Estudiar el comportamiento de los serotipos nativos a
lo largo de la congelacibén de la carne.
1. Tanto al inicio como al término de cada perfodo de recuentos, se
identificaron los serotipos prevalentes en las muestras.
2. Para este efecto se selecciond 1 colonia por placa posiﬁlva prove-
niente de cada uno de los tubos inclufdos en cada serie.
3. Identificaci6n serolbgica. Consta de 5 etapas.
I. Aglutinaci6én polivalente (Esquema 3). El antisuero utilizado con-
tiene anticuerpos para el antigeno 0, somitico de Salmonella.

a) Colocar una gota de solucién salina fisiol6gica (SSF) en un
portaohjeto.

b) Tomar un inéculo de un cultivo de 24 h. en TSI y homogenizarlo
con la gota de SSF.

c) A la gota de suspensidn preparada unir una gota del antisuero
somdtico polivalente mediante movimientos de inclinacién del
portacbjeto repetidas veces. La pfueba positiva se observa por
glutinaci6n. '

d) Proceder segfin aglutinaci6n somética.

11. Aglutinacién somatica (Esquema 4).

a) Sembrar la cepa en Agar soya tripticasa (AST) en placa e incu-
bar a 35°C durante 24 h. ‘

b) La determinacién del grupo somdtico sélo se deferencia de la
aglutinacibn polivalente en la utilizacién de antisueros somd-
ticos especificos. Reportar el antisuero que aglutine en un
minuto como méximo.

c) Si aglutina con mds de un antisuero realizar un tratamiento
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Iv.

térmico.
Tratamiento térmico (Esquema 5).
a) Sembrar la cepa en AST en placa e incubar a 35%durante 24 h.
b) Toma un inbculo y homogenizarlo en 0.5 ml. de SSF.
c) Ebullir en.bafio marfa durante 10 min.
d) Centrifugar a 3 500 rev./10 min.
e) Decantar y agregar 2 gotas de SSF.
f) Aglutinar inmediatamente con los antisueros somdticos.
Aglutinaci6n flagelar (Esquema 6). . ) S
a) Inocular la cepa en 6 ml. de Caldo soya tripticasa (CST) e in
cubar a 35%durante 24 h.
b) Adicionar 6 ml. de SSF formalinizada al 0.6%.
c) Pipetear en tubo: 0.1 mi. del suero flagelar especifico de
grupo mis 0.9 ml. de suspensién formalinizada e incubar en
bafio marfa a 502 durante 1 h.
d) Observar aglutinacién:
Reacci6n positiva. 2 fases, reportar serotipos seglGn las ta -
blas de clasificacio6n. .
{ fase, sembrar en Agar para induccibén de flagelos.
Reaccibn negativa.
- Sembrar la cepa -en Agar MacConkey 6 Agar de eosina y
azul de metileno e incubar a 35%durante 24 h.
- Sembrar pruebas bioguimicas (7SI, LIA , Citrato de Si -
mmons, M10, Caldo malonato. RM-VP).
- Aglutinaci6n flagelar.
Induccion de flagelos (Esquema 7).
a) Fundir y enfriar el medio para Inducci6n de flagelos a 452 C.

S

- b) Adicionar 0.1 ml. del antisuero flagelar con el que aglutind

la cepa diluido 1:10 con SSF estéril y homogenlzar, dejar so-
11dificar. - :
¢) Inocular por picadura (profundidad aproximadamente 2 mm.) la
cepa'a inducir e incubar a 35%durante 24 h,
d) Positivo: desarrollo en el seno del medio. ,
- Desechar aproximadamente la mitad del agar donde se observa
desarrollo con bomba‘de vacfo.
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-Sembrar en CST e Incubar a 359C durante 24 h,
-Aglutinacién flagelar (con antisueros correspondientes at

flagelo inducido).
Negativo: Sin desarrollo, repetir induccién de flagelos.
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Esquema 1

NMP DE SALMONELLA EN LA CARNE
+ 20 g de muestra

180 ml agua peptonada al 1%
Homogenizar 60 segq.

Sensibilidad 0.3 - 110 000 salmonelas/g

10 ml 1:10 (1 g) 000
1 ml 1:10 (0.1 g) UUU
1 ml 1:100 (0.01 g) UDQ
I ml 1:1 000 (0.001 g) UUD
tml 1:10 000 (0.0001 ¢) (3
I ml 1:100 000 (0.00001 g) UUU

PREENRIQUECIMIENTC

359C. /24 hs

Transferir a Caldo tetrationato verde brillante
ENRIQUECIMIENTO

439C./24 hs
Agar sulfito bismuto -
- 359C./24-48 ns

Agar de hierro y triple azlicar y Agar de hierro
y lisina. IDENTIFICACION BIOQUIMICA-

Identificacibn—~————————p SEROTIPIFICACION

Cébmputo
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Esquema 2

GUIA PARA LA SELECCION DE DILUCIONES EN EL CALCULO DE NMP.

Tres diluciones de tres tubos cada una.

Dilucibn g 6 ml de dilucién por Limites
tubo

Directo vuvevevesosseesneassses 101
1:10 .ovnnns Cessesessssateraesan 10 - 0.03 - 11
1:10 ciieiinnnnns Ceeereneeeeen Al 0.3 - 110
1100 cieeneeniiianieeiieneenns 1] 3 -1100°
1:1 000 covvrvnnnnnss T 30 - 11 000
1210 000 vevvreeennneronnonnens 1| '

Cuatro diluciones de tres tubos cada una.
Directo ..vvveveccenss cesasenss {BWH
1210 tiieiiennnanes cissesseeees 10 0.03 - 110
1:10 ..... cereee tetecasenaes eee 1 0.3 - 1100
1:100 coovvevanonenns cersssases A p—rm————3 - 11 000
1:1000 covvvnnnnes O I
1:10 000 ......... erereereeaes 1|

Cinco diluciones de tres tubos cada una.
DITECLD evveeeonnnannsoseanees 10
1010 ceeveecassseccanssassaases 10
1510 vevveeens Ceeeeerennnaeeans 1 0.03 - 1 100
1:100 c.vvveanrenccancososaacas | 0.3 - 11000
101000 .ovvereccncceaccnccnans 1]
1510 000 eeeeenvrrneonnennaanes 1 |
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Esquema 3

AGLUTINACION CON SUERO POLIVALENTE

Aglutinacibn con suero polivalente

Negativa Pogitiva

Tratamiento térmico

Aglutinacién polivalente

Nébatlva égéltlva
y
Mac. Conkey AST
|
Cultivo puro Cultivo mixto
Bioquimicas Seleccionar colonias lactosa (-)

(TSI, LIA, MIO,Malonato)

Proceder - Bioquimicas(TSI,LIA,MI0,Malonato)
deglin Esquema 4 . . :

AST

Aglutinacién somitica
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ESquema 4

AGLUTINACION SOMATICA

Mac. Conkey . Q?T

ol o|loeo!la
. *
8 | cile, (o {e4—T
>

ol ol o) oy

Aglutinécibn somitica

5.5.F.+ Cepa

No aglutinacifn Aglutinacién con més Aglutinacién con mis

de un gruTo somdtico de un grupo somdtico

Aglutinaci6n flagelar
Tratamiento térmico

Aglutinaci6n somdtica

e

Mo aglutinacién Aglutigacibn con un
l : . grupo somdtico

Remitir al .Instituto Aglutinacién flagelar

Nacional de Referencias

Epidemiolfgicas.

* Antisueros somdticos
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Esquema 5

TRATAMIENTO TERMICO

. AST

Inocular 0.5 ml de S.S.F.

Ebullici6én en bafio marfa por 10 min.

|

bentrifugar a 3 500 rev./10 min.

Decantar

Agregar 2 gotas de S.S.F.

_ Aglutinacién somética
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Esquema 6

AGLUTINACION FLAGELAR

Inocular cepa en G'ml de Caldo soya tripticasa
359¢724nr,

Agregar 6 ml de S.S.F. formalinizada al 0.6%

Pipetear en tubo:

0.1 m} suero flagelar diluido con S.S.F. formalinizada
+

0.9 ml suspensién de c&lulas de cepa
Colocar en bafio marfa a 509/1 hr

Observar aglutinacién

}

Una fase
Positiva’ Negativa
Reportar Induccibn Sembrar cepa en Mac. Conkey "
serotipo . C de flagelos Bioquimicas (TSI,LIA,MI0,
' MALONATO).

Aglutinaci6n somdtica

Aglutinaci6n flagelar

Positivo Una fase Negativa

Reportar  Induccibn  Remitir al
serotipo de flage- Instituto Na-

los. flonal;de Ber.
27 demioldgicas.




Esquema 7

INDUCCION DE FLAGELOS

Medio de induccibn fundido y enfriado a 459C

+

0.1 ml de suero flagelar con el que aglutiné
la cepa dilufdo 1:10 con S.S.F. estéril.

" Mezclar perfectamente

Dejar solidificar

Inocular por picadura (profundidad de 2mm ) la cepa a inducir

l 352C/24 hr (dejar tapa floja)

I/,’,/

Desechar con bomba
' de vacfo

&

Sembrar en Caldo soya tripticasa

352C/24 hr

Aglutinaci6n flagelar (con suero
correspondiente al flagelo inducido)

28 °
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Sin desarrollo

Repetir
Induccibn

|
J
|
|
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RESULTADOS Y DISCUSION



Por regla general para el control sanitario de los alimentos el pro -
blema que se plantea en relacif6n con los microorganismos patégenos poten -
cialmente presentes, consiste en ponerlos de manifiesto a través de mues -
tras representativas. Se trata de una prueba cualitativa, que sin embargo
adquiere un cierto cardcter de semicuantitativa al referir su hallazgo a
un tamafio determinado de muestra. Si el patbgeno se encuentra en nimeros
mas bien pequefios {(menos de 1/g), ser8 necesario analizar volumenes mayo-
res de muestra para llegar a un resultado positivo. El interés primario
es evitar un resultado falso negativo, que resulta diffcil de definir por
la razén expuesta. Desde el punto de vista normativo el problema se refie-
re a la definici6n del tamafio de muestra que es necesario examinar para to
mar una decision de aceptaci6n o rechazo del lote de alimento bajo estu -
dio. El reporte negativo a Salmonella, carece de validez aGn con la apli-
caci6n de una técnica probadamente eficiente, si no se especifica el tama-
fio de la muestra examinada. Hay que tomar en cuenté ademds que la toleran-
cla para bacterias pat6genas como la Salmonella, Shigella y Campylobacter,
en todos los casos es cero. Es decir, no puede liberarse un lote de alimen
to frente a un reporte positivo a cualquiera de estos pat6genos, indepen-
dientemente del tamafio de la muestra examinada.

Lo anterior es aplicable a alimentos procesados para su control sani-
" tario, en cuyo caso deben implementarse tratamientos que aseguren la inac-
tivacién de estos patb6genos.

En relacidon con los alimentos crudos, como la carne,'no es préctico
manejar el problema en los mismos términos. La ecologia de las bacterias
enteropatégenas, las condiciones de crianza y explotacién de los animales
comestibles aGn en 6ptimas condiciones sanitarias con la tecnologia y re -
cursos actualmente disponibles, no permiten aGn producir en gran escala
tales alimentos hasta el consumidor exentos del todo de estos patb6genos.

El recuento de bacterias pat6genas en los alimentos, sin embargo, tie
ne interés no solo académico sino valor practico. Es elemental que en la
medida en que se restrinja el nGmero de microorganismos indeseables a una

cocina o a una planta de alimentos, se limitan los riesgos de contamina -
cibn cruzada, y las operaciones de saneamiento se plantean y ejecutan de
acuerdo a la magnitud de esos riesgos.

Para estudiar el comportamiento de un microorganismo sujeto a trata-
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mientos que puedan afectar su viabilidad es conveniente disefiar tales estu
dios en términos de reduccién del nlmero de microorganismos.

Finalmente, el conocimiento, en el caso de la Salmonella, no sblo del
nimero de células viables presentes, sino de la variedad de serotipos po -
nen de manifiesto la multiplicidad de fuentes de contaminaci6n del alimen-
to y en algunos casos las oportunidades para su multiplicacién. '

En general el higienista rdpidamente se familiariza con la incidencla
de Salmonella en el medio ambiente y en los alimentos a través de las en -
cuestas que comfnmente se llevan a cabo en muchos palses. Pero no tiene
idea del nivel de contaminaclén del producto por este microorganismo. Si-
tuaci6n similar se da en el caso del epldemiélogo que en principio atiende
.sus objetivos de diagn6stico y control epidemiolbgico de los brotes median
te las mismas pruebas cualitativas. Tan s6lo ante esta situacibn de emer -
gencla en los brotes, cuando se desea conocer la posible dosis infectante
y se cuenta con alimento confiable para el estudio, se lleva a cabo el re-
cuento del patégeno.

En este trabajo efectuamos el recuento de la salmonela en muestras de
carne cruda de cerdo adquiridas en carnicerfas. Debido a que no se tiene
la mds remota idea del resultado numérico es indispensable en cada caso in
cluir hasta seis diluciones, cada una con tres tubos, para llegar a una
cifra consistente y evitar el reporte de "mis de" un cierto nGmero de mi-
croorganismos por gramo. En estas condiciones resulta abrumador el traba-
jo para procesar una muestra, lo que contrasta con la simplicidad de la
técnica de vaciado en placa. .

~ La técnica de NMP debi6 ser implementada en este estudio por dos razo
nes: el bajo nlmero eventualmente presente que llega a ser menor a 1/gy
‘la abundancia de la flora asociada que sabiamos ocurre en la carne cruda
¥, que no permiten el recuento directo en placas de medios alin tan selec--
tivos como el Agar sulfito bismuto y Agar verde brillante.

. La tabla 1 presenta los resultados de las 14 muestras de carne cruda
examinadas, con las correspondientes cifras resumidas de bacterias mes6fi-
las aerobias {BMA) y de Salmonella por gramo. Todas las muestras resulta -
ron positivas con cifras para Salmonella de 0.15-4 000/g y una mediana de
20. Esta positividad, como es de extrafiar, dada las condiciones sanitarias
en las que se obtiene y comercializa el producto. Ya se mencion6 13 cifra
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de 87.5% que se detect6 en un estudio previo en este mismo laboratorio
(14). Es notable la dispersi6n de los valores: 3 muestras con menos de
t/g, 7 con 7-25/g, t con 90 y 3 con mis de 1 000. Los limites de BMA se en
cuentran entre 200,000 y 200'000,000 por gramo. La cifra mediana de
2'000,000 de BMA sugiere productos faltos de frescura (Tabla 2).

Como en otras comuricaciones (1, 4, 25, 27) el serotipo derby
(Tabla 1) se recuperté con mis frecuencia (en 9 de 14) y agona en 5 de 14.
Por otra parte encontramos 3 muestras con 6 y 7 serotipos distintos, de ma
nera coincidente las tres mds contaminadas que ponen de manifiestq la expo

sici6n a maltiples fuentes de contaminacién del producto. Y en el otro ex-
tremo, 4 con un sb6lo serotipo, no obstante haber estudiado 9-12 colonias

por muestra. Algunos de los serotipos corresponden a los-generalmente con-’
siderados de mayor patogenicidad y que mas frecuentemente se recuperan de
productos cdrnicos como el typhimurium, enteriditis, heidelberg y agona.
Otros, como el meleagridis, y derby, son recuperados con mucho menos fre -
cuencia del material clinico.

El 24% de las cepas corresponden al serotipo derby y 14% a meleagri -
dis, que junto con heidelberg casi cubren el 50% de los. 19 serotipos iden-
tificados (Tabla 3). _

Dada la laboriosidad y demanda de material requerido para evaluar la
viabilidad de la salmonela en la carne congelada, s6lo llevamos a cabo 2
estudios. Una muestra contenfa un nGmero mds bien elevado de Salmonella
(1 500/g) y otra un n@imero relativamente discreto (7/g).

Es bien sabido la falta de precisi6n y alin exactitud de la técnica de
NMP para el recuento de microorganismos, que tiene su contraparte en su al
ta sensibilidad. El problema de la falta de precisién se acent@ta en el ca-
so de la carne por la abundante y diversidad de flora competitiva presente
y por la heterogénea distribucién del patbgeno en el alimento. Todas estas
limitaciones las tratamos de superar manejando duplicado de muestras para

cada perfodo programado de anélisis.

La muestra con alto contenido de Salmonella (muestfa 2) exhibe una
clara tendencia a la inactivaci6n del pat6geno, no obstante resultados en
algunas etapas a lo largo del estudio que se apartan notoriamente de esa
tendencia. Con mds de 1 000 salmonelas por gramo al inicio del estudio, al
cabo de 42 semanas el microorganismo no habfa sido erradicado, sl bien el

. »
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nGmero habia llegado a un nivel de sélo 2.3/g (Tabla 4).

La otra muestra de carne (muestra 1} se mantuvo con un contenido de
salmonelas discretamente fluctuante pero casi siempre con mis de 1 salmo-
nela/g durante las 22 semanas que durb el estudio. No se advierte una caf
da franca en el nlmero de salmonelas desde el principio hasta el final del
estudio como lo apreciamos con la muestra anterior (Tabla 5). Por lo de--
mé&s, no era diffcil observar cafdas acentuadas en los recuentbs, dado que
se parti6 de un producto con un nitmero mds bien bajo'de salmonelas.

Como es sabido, los microorganismos sujetos a congelacién exhiben una
disminucién en su vitalidad y nfmero, mds acentuado al inicio del proceso
cuyo efecto se va haciendo més lento con el tiempo (20). Es posible que
los rendimientos de Salmonella viable en el segundo experimento correspon
dan a las .c&lulas mis resistentes al efecto letal de la congelacibén, como
ocurre en las 2 Gltimas evaluaciones efectuadas en el primér experimento;
la magnitud de las cifras es similar en ambos casos.

Debido a que utilizamos la técnica de NMP con preenriguecimiento debe
mos descartar, resultados falsos negativos por inhibidores de células da-
fladas al ser inoculadas directamente en los medios selectivos, como ocurre
cuando se efectuan recuentos de células dafiadas directamente en medios se-
lectivos. Con la técnica de preenriquecimiento que utilizamos proporciona_
mos oportunidad a tales bacterias dafladas para su recuperacién y ulterior
desarrollo en los medios selectivos.

Como se seflalo anteriormente la técnica de NMP se caracteriza por una
precisiébn muy restringida. La incongruencia entre los resultados nimericos
obtenidos en duplicados de muestras y las alternancias que observamos en
elevaciones y descensos alternados a lo largo del estudio habrd que expli-
carlos por un efecto agregado de esa falta de precisién inherente a la
técnica, y por la desigual distribucién de la poblacién de salmonelas ap
las muestras. A pesar de estas alternancias, la tendencia al decremento en
el primer estudio es muy evidente.

El comportamiento de los serotipos de Salmonella a lo largo de la con
gelaci6n de las 2 muestras de carne se ilustran en las Tablas 6 yl7.

En la muestra uno se recuperaron nueve serotipos entre los 162 aisla-
mientos selecionados e identificados como indicamos en el capfitulo de ma-
terial y métodos (Tabla 8). El serotipo heidelberg se aisl6 del 62% de
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todos los aislamientos, y en los 7 perfodos en los que se extendi6 el estu
dio. Hay poca duda que se trata de una contaminacién proveniente de una so
la fuente primaria. _

En el otro extremo, los serotipos remo, anatum, bredeney, hadar y
typhimurium probablemente provienen mds bien, dada su esporddica frecuen -
cia, de fuentes secundarias. Es posible que el serotipo london acompafiara
al heidelberg como contaminante primario. Entre los dos cubren el B0% de
los aislamientos. La eventualidad de que los 9 serotipos provengan de un
mismo animal, y la diferencia en la frecuencia con la que se aislan se de-
ba a una distinta capacidad de sobrevivencia o multiplicaci6n, o a una di-
ferencia en el nGmero originalmente presente en la carne, una cuesti6én pu-
ramente especulativa.

En la muestra dos por otra parte podemos identificar hasta 12 seroti-
pos obtenidos en los 7 subestudios o perfodos comprendidos en el experimen
to. Nuevamente 2 serotipos acumulan la mayor parte de los aislamientos, el
agona y anatum con 62.5% (Tabla 9). Diez de los 12 serotipos se recupera -
ron al inicio y en el primer perfodo del estudio; 5 de ellos s6lo al ini -
cio (Tabla 8). Nuevamente un serotipo, el agona, se mantuvo presente a lo
largo de la investigaci6n, algunos como el muenster, infantis, typhimu -
rium, Saintpaul y san diego, s6lo se identificaron en una de las etapas,

y en ellas en una sola ocasibn.

La multiplicidad de serotipos en ambas muestras sugiere un manejo sa-
nitario del producto pobre en extremo, que propicia contaminaciones cruza-
das y probablemente oportunidad para su multiplicaci6n. En la literatura
se consignan casos de multiplicidad de serotipos a partir de las heces de
un mismo individuo (14). '

Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto la baja cali-
dad sanitaria de la carne cruda de cerdo que se ofrece al pablico en su_~
comercio al menudeo. ’
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Tabla 1

Bacterias mes6filas aerobias, NGmero Mis Probable de Salmonella y seroti -
pos identificados en 14 muestras de carne cruda de cerdo.

Muestra BMA / g ‘ NMP Salmonella/g
' ax10° , 0.9
2 1x10° 9.0

"3 2x10% 0.15
4 1x10° 15.0
5 108 - 23.0
6 o 2x10® 0.7
7 7x10° 20.0
8 5x10° 20.0
9 5x107 1 500.0
10 2x108 4 000.0

4

Serotipos

agona (4)
(3)

ﬁ
-
s

derby (10)

derby (10)

meleagridis (12)

meleagridis (9)

derby (1)
schwarzengrund (1)

typhimurium (3)
erby
worthington (1)

derby (3)
agona (1)
anatum (1)

minnessota (1)

agona (5) :
enteritidis (2)

infantis (1)
worthington (1)

worthington (10)
EBEEEVTSEB"(G)
agona (1)

derby (1)
enteritidis

{1
Tivingston (1;




(Contindacibn Tabla 1)

Muestra ' BMA /g NMP Salmonella/g Serotipos

LA

12

13

14

BMA=

NMP=
()=

7 .
1x10 . 7.0 heidelberg (8)
TﬁTEﬁfTE_%3)

hadar (2)

9x10° 20.0 ' infantis (523)
|ie13e15er
cleveland (2)
remo ( ' )

5x106 90.0 : anatum (7)
infantis (3) -
agona (2)

heldelberg (1) .

6 : :
2x10 2 000.0 %lve (7)

yphimurium (6)
enteritidis (2)

Bacterias mes6filas aerobias
NGmero M4s Probable
Frecuencia del serotipo seleccionando una cepa por tubo positivo.
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Tabla 2

Contenido de Bacterias mes6filas aerobias"y Salmonella
en 14 muestras de carne cruda de cerdo.

BMA/g Salmonella/g
Maxima 2x108 4 000
Minima 2x10° 0.15
X 2x10’ 550
Md 2x108 20

BMA= bacterias mes6filas aerobias
X = media aritmética
Md = mediana.

"
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Tabla 3

Frecuencia de serotipos' de Salmonella en 14 Muestras
de carne cruda de cerdo.

Serotipo Frecuencia* %
derby 36 24.0
meleagridis 21 14.0
heidelberg 12 8.0
infantis 1 ' 7.3
worthington 1 7.3
agona 9 6.0
typhimurium 9 6.0
anatum 8 5.3
give 7 4.6
london 7 4.6
montevideo 6 4.0
enteritidis 3 2.0
cleveland 2 1.3
hadar 2 1.3
livingstone 2 1.3
minnessota 1 0.6
ohio 1 0.6
remo 1 0,6
schwarzengrund 1 0.6
150 100.0

* Frecuencia del serotipo seleccionando una cepa por
tubo positivo en las series del NMP,
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Serotipos de Salmonella en 14 muestras de
carne cruda de cerdo.

H]I[H S. derby

S. meleagridis

S. heidelberg

S. infantis

S. worthington

[[ﬂ] Otros 15
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Tabla 4

Viabilidad de Salmonella en la Muestra 2 de carne cruda congelada de cerdo.

Semanas en NMP de Salmonella/g de carne X
congelacién
A B
of 1 500.0 --
, 9 000.0 --
3 2 300.0 -
10 400.0 N
16 20.0 ' 4.0 12.0
18 90.0 150.0 120.0
22 . 230.0 230.0 230.0
25 . 230.0 400.0 310.0
27 400.0 -- ' .
30 23.0 15.0 19.0
34 : 15.0 7.0 1.0
37 2 ' 4.0 3.0
42 2.3 2.3 ' 2.3

NMP= NGmero Mas Probable
A,B= duplicado de alfcuota
X = media aritmética

1 = andlisis en fresco
-- = no analizada.
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Tabla 5 .

viabilidad de Salmonella en la Muestra 1 de carne cruda congelada de cerdo.

Semanas en NMP de Salmonella/g de carne
congelacién
A B
0! 7.0 -
4 2.1 1.5
7 ' 2.0 2.0
13 1.5 0.23
17 ' 0.4 11.0
19 : 2.2 0.4
22 1.0 2.2

NMP= N(mero Mas Probable
A,B= duplicado de alfcuota
X = media aritmética
1 = andlisis en fresco
-- = no analizada.

1]
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Tabla 6

Serotipos de Salmonella aislados en la Muestra 1 de carne cruda congelada
de cerdo durante 22 semanas.

Semanas en
congelacibn

13

17

19

22

Serotipos

heidelberg (8); infantis (3); hadar (2).

A*  heidelberg (7).
B* heidelberg (7).

A
B

heideiberg (11).
heidelberg (6).

heidelberg (6); infantis (2); bredeney (1); london (1);
typhimurium (1).

-heideiberg (2); london (1); typhimurium (1).

heidelberg (6); infantis (6); london (4).

heidelberg (18); london (7).

worthington (7); heideiberg (6); lbndon (2); infantis
(1); remo (1).

london (6); heidelberg (2); remo (2); infantis.(1);
bredeney (1). ’

heidelberg (10); london (4).

heidelberg (12); london (4); anatum (2); worthington
(1).

1 = andlisis en fresco
A,B= duplicado de alfcuota _
{ )= frecuencia del serotipo seleccionandoc una cepa por tubo positivo.
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Semanas de
congelaci6n

16

22

30

34

37

‘ B V4

A*
B*

A

Tabla 7

‘ Serotipos de Salmonella aislados en la Muestra 2 de carne cruda congelada
de cerdo durante 42 semanas.

Serotipos

agona (5); enteritidis {2); benfica (1); worthington
{1); infantis.(1).

agona (2); anatum (1); muenster (1); saintpaul (1).

agona (2); anatum (1); heidelberg (1); thomasville (1). -

agona (4); anatum (2); heidelberg (2); derby (1).

agona (4); thomasville (2); anatum (1); benfica (1);
derby (1). ’

agona (3); typhimurium {(1); thomasvilie (1); |
worthington (1).

give (2); anatum (1); agona (1).
agona (3); give (1).

agona (4}; anatum (2).
agona (4); sandiego (1); thomasville (1).

1 = andlisis en fresco
A,B= duplicado de alicuota
{ )= frecuencia del serotipo seleccionando una cepa por tubo positivo.

L]
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Tabla 8

Frecuencia de serotipos de Salmonella en la Muestra 1
de carne cruda congelada de cerdo.

Serotipo Frecuencia* 1
heidelberg 101 62.34
london 29 17.90
infantis 13 8.02
worthington 8 4.93
remo 3 1.85
anatum 2 1.23
bredeney 2 1.23
hadar 2 1.23
typhimurium 2 1.23

162 ‘ 100.00

* Frecuencia del serotipo seleccionando una cepa por
tubo positivo en las series del NMP,
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Serotipos de Salmonella en la muestra uno de carne
. cruda congelada de cerdo.

f —een( 62% )
\

---=( 12% )

2. heidelberg

[17,]

. london

S. infantis

Otros 17
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Tabla 9

Frecuencia de serotlpoé de Salmonella en la Muestra 2
de carne cruda congelada de cerdo.

Serotipo Frecuencia* %
agona 32 50.0
anatum 8 12.5
thomasville 5 7.8
heidelberg 3 4.6
give 3 4.6
benfica 2 3.1
derby 2 3.1
_enteritidls 2 3.1
worthington 2 3.1
infantis 1 1.5
typhimurium 1 1.5
muenster 1 1.5
saint-paul 1 1.5
san diego _ 1.5
64 100.0

* Frecuehcia del serotipo seleccionando una cepa por
tubo positivo en las series del NMP.
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.

Serotipos de Salmonella en la muestra dos de carne

cruda congeladia de cerdo.

\
N —-—( 50% )

1

L}

3. agona
: @g. anatum i

S. thomasville

Otros 19
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CONCLUSIONES:

3.

. Las 14 muestras de carne cruda de'cerdo analizadas por la técnica de

NMP resultaron positivas a Salmonella. Los valores minimo y maximo fue-
ron 0:15 - 4 000 células/g.

. En 4 de las 14 muestras se recuperd un sblo serotipo, pero en 3 hasta 6

y 7 serotipos.

Los serotipos derby, meleagridis y heidelberg se recuperaron con mayor
frecuencia en las 14 muestras de carne, y cubren cerca del 50% dentro

de los 19 serotipos tdentificados.

. Almacenada la carne en congelacibn el microorganismo se mantiene viable

después de 42 semanas, por lo menos en la muestra estudiada que conte -
nfa originalmente 1 500 salmonelas/g. No obstante el nlmero tiende a
disminuir y mantenerse viable en el nivel cercano a 1-2 salmonelas/g.

. En la muestra 1, el serotlpo heidelberg se identificté en 62% de todos

los aislamientos y en los 7 perfodos en los que se extendi6 el estudio;
probablemente se trata de una contaminaci6n proveniente de una sola
fuente primaria.

. En la muestra 2, un serotipo el agona se mantuvo presente a lo largo

de la congelacibn, en tanto que los serotipos muenster, infantis,
typhimurium, saintpaul y san diego sblo se identificaron en una de las

etapas y en una sola ocasion.

El conocimiento del ntimero de salmonelas presentes en un alimento con -
tribuye a tener una imagen mds completa y real de la ecologia del micro

v organismo, de su peligrosidad, de la eficiencia alcanzada con la apli -

cacion de medidas de control del saneamiento y de la epidemiologia del
padecimiento al que da lugar.

. La multiplicidad de serotipos de Salmonella en la carne de cerdo sugie-
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re un manejo sanitario del producto pobre en extremo, que propicia con-
taminaciones cruzadas ulteriores.

9, El conocimiento de la prevalencia de determinados serotipos en una re -
gi6n o pafs, sea entre casos humanos, alimentos, animales, o en el me -
dio ambiente, facilita la tarea al higienista cuando pretende diagnos -
ticar el origen de un brote o establecer la importancia de determinado
sustrato o alimento como fuente comGn de infeccibn humana o animal.
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RESUMEN

Se efectub el recuento de Salmonella por la técnica de NMP en 14 mues
tras de carne cruda de cerdo colectadas en carnicerfas de la ciudad de Gua
dalajara. Segfin los resultados obtenidos se seleccionaron dos muestras pa-
ra estudiar la sobrevivencia, viabilidad y determinar los serotipos nati -
vos en la carne congelada a menos 159. Las 14 muestras resultaron positi -
vas a Salmonella con cifras entre 0.15-4 000/g; con una mediana de 20. Los
valores minimo y miximo de BMA fueron 200,000 y 200'000,000.00/g. Se iden-
tificaron 19 serotipos en las 14 muestras; los serotipos derby, meleagri -
dis y heidelberg casi cubren el 50% de 150 cepas identificadas. En el estu
dio de sobrevivencia, la muestra que contenia 1 500 salmonelas/g exhibe
una clara tendencia a la inactivacién del patégeno durante 42 semanas, en-
contramos 9 serotipos. El serotipo heidelberg se aisl6 en 62% del total de
las cepas. La muestra con 7 salmonelas/g se mantuvo hasta con 1 célula/g a
las 22 semanas, identificamos 12 serotipos. El serotipo agona estuvo pre -
sente durante todo el estudio. La sobrevivencia de Salmonella en la carne

~ congelada le da vigencia al riésgo de contaminaci6n cruzada hacia produc -

tos procesados o cocinados. Los resultados del presente estudio ponen de
manifiesto la baja calidad sanitaria de la carne cruda de cerdo que se
ofrece al pliblico en su comercio al menudeo.
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