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



INTRODUCCION 



El conocimiento de la distribución de bacterias enteropat6genas en el 
medio ambiente y de su i~cidencia en los alimentos es fundamental para el 
establecimiento de estrategias que conduzcan al control epidemiológico de 
los padecimientos a que dan lugar (14, 15}. 

La salmonelosis ha surgido como un problema de salud pQblica y veteri-
__......___ -~ -- -----....__¡ 

nario deespeéTaftTñ-porta-ncia. Esta ocurrencia es m-u-nd-ial y aparentemente 
se va incrementando en t~do~ 1o'SPli1ses- (1o-.- 14,- 17, 21,-23). .f_QL~e_ 

je una ttpica zoono5is (adquiere -es~~-¿ial relevancia conocer la incidencia 
del agente etiológico en los alimentos de origen animal a los que suele pa 
rasitar (3, 15, 21, 23). Los casos m~s dram~ticos de la salmonelosis sue-
len o.cuY'-1'-ir--en-grar:tdes 'gr~e ;e,:;;;n-as que han- con~umido ~~--~~~Gn --;; 
~pntaminado Es-te, -~~-usua!ment;-¡;-;.ep~~-~do y _r:._~~ 6 _ _!11an~nido . 
a temperatura ambi te por un tiempo suficientemente prolongado para dar 

~ . . -- -·-- -- -~ 

oportunidad a que la salmonela se multiplique hasta alcanzar niveles por 
.encima_ de 106 organismos por g(a~irrle-n~o~·;,EStaS pr~cticas da~-~~-~ 
gar a severos brotes de infección entre los consumidores (11, 23}. 

La carne de diferentes especies animales ~~l~cu!Q_p_rin_c;JP.-ª-Lk 
1 os mocroorg~_n i sro_os quecau~-;,; br~tes de ~;f~rmedad_es (infecciones o in------ ------ ---~- ------~---~------------........: 

toxicaciones microbianas) asociadas al consumo de aliment~(3, 7, 31). En 
particular la carne de cerdo resulta especialmente riesgosa dada la fre-
cuencia con la cual se pueden recuperar bacterias patógenas a partir del 
producto crudo. En nuestro pafs se han obtenido cifras de 87.5% de inci-
dencia de Salmonella en carne cruda de cerdo colectada en carnfcerias (15) 
y 90.4% en empacadoras de la ciudad de Guadalajara (16), 32.4% en carne 
cruda cruda 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 f~br! 
ca. En E.U.A. se encontró 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 a-isló Salmonella del músculo de cerdo en 7.5% (6. 17). Los produs 
tos c~rneos especialmente carne de res, hamburguesas, embutidos y carne 
de cerdo fueron los alimentos m~s frecuentemente involucrados (la media es 
27.8%), seguida por pollo y pavo (8.7%), vegetales y frutas principalmente 
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en conserva (8.5%), panes principalmente pizzas y pasteles (7.7%); produc
tos marinos destacándose salmón, atún, camarón y almejas (6.2%) y comida 
china (5.6%). La mayorla de los brotes se han asociado con carne (la media 
es 26.6%) y con aves de corral principalmente pavo (19%) (9, 11, 15). 

~contaminación microbiana inicial ~la carne es consecuencia de di 
versos factores. Por ejemplo, la penetración de los microorganismos en el 
sistema vascular al utilizar para el degollado cuchillos contaminados (es 
decir, para la punción de los vasos sangulneos y sangrla subsiguiente); 
después de puncionados los vasos, la sangre continúa circulando por un br! 
ve periodo de tiempo y los microorganismos se introducen y diseminan por 
toda la economla del animal. También puede tener lugar una contaminaci6n 
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 distribución; asl mismo, puede contami
!l~rse _:__a_l __ _E_Onf:!r_e_!l__~~~-a0~~~~les _ _c::~m _J?_tele~!._extremidades, estiér -
col, __ polvo--ó con el contenido intestinal si la vtscera se punciona: Otras 

----------- - - --~--- ·-·~---__., 

fuentes potenciales de contaminación microbiana son el equipo empleado en 
cada una de las operaciones realizadas hasta el consumo del producto fi -
nal, las ropas y\manos del pe.r_s_oo_al gg_e_Jo manllll!.l.ª-..LeLP.IQPiO entorno f1 
gc __ Q_,___l!:!cl.uJ_da_el agua emJ)leªd_a p_ar_a_l!!.Y.ª-Llas __ canale.~. 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 refrigeración 
de almacenamiento y de maduración 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 cárnicos·, son una fuente potencial de contamina- ··-- ··· 
ción microbiana (18). 

Proteger a la carne de la contaminación, no es la única medida apile~ 
ble al control de la salmonelosis. Es fundamental preservarla de ra activ! 
dad microbiana para evitar un incremento en el número. de salmonelas via
bles, que acentuartan su peligrosidad al ser consumida, o el riesgo de di
seminación en cocinas y fábr.icas de alimentos. 

La congelación de la carne es una medida confiable de preservación 
cuando se aplica con el control técnico adecuado (26). Aunque el desarro -
llo microbiano prácticamente se encuentra suprimido, la sobrevivencia del 
patógeno en un alimento cpngelado le da vigencia al riesgo de contamina -
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ciOn cruzada hacia productos procesados o cocinados (8). La resistencia de 
las células congeladas danadas puede incrementarse o reducirse dependiendo 
de la composiciOndel sustrato en que la bacteria se encuentre. Hay un in
cremento en la resistencia cuando el alimento es de consistencia viscosa 
y tiene componentes como protetnas, carbohidratos simples y compuestos, 
triglicéridos; también se suele asociar con la presencia de ciertos iones, 
sales inorg~nicas, ~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 congelación y la temperatura del 
producto que evita el crecimiento microbiano. Mediante la congelación pue
de mantenerse mejor la textura y el sabor de los alimentos que diflcilmen
te se logra con otros procedimientos de preservación (9, 28). Las salmone
las pueden sobrevivir durante muchos meses en congelación de la misma man! 
raque la mayorfa de los microorganismos, pero la composición del alimento 
en el cu~l se encuentra influye en esta sobrevivencia. En la carne congel~ 
da de res a -17.82 las salmonelas sobreviven periodos mayores a 9 meses 
(14). El desarrollo de las salmonelas en una gran variedad de alimentos ha 
sido motivo de muchos estudios, sobre todo en aquellos que m~s se asocian 
a casos de gastroenteritis o que potencialmente pueden hacerlo. Con fre
cuencia se intenta valorar el efecto de uno o m~s 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 congelación, se 
.ve influenciada con la composición del alimento, el número de células orJ. 
ginalmenre presente y los serotipos contaminantes. La sobrevi,vencia por sl 
sola es riesgosa, independientemente del número presente. 

La aparición de brotes de salmonelosis en Estados Unidos en una revi
sión efectuada por Bryan entre 1973-1976, se asoció a· un inadecuado enfri~ 
miento de los alimentos, al consumo de ingredientes crudos contaminados, 
tratamiento térmico inadecuado, contaminacl6n cruzada de los alimentos 
crudos a cocidos, transcurso de uno o m~s dtas entre la preparación y el 
consumo del alimento, falta de higiene en el equipo, temperaturas elevadas 
durante la maduración, una contaminación por personas infectadas y/o una 
temperatura inadecuada durante el recalentamiento de alimentos cocidos 
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{6, 13). 
Para fines epidemiológicos el conocimiento de la presencia de salmon! 

las en un alimento es de gran interés (10, 13, 14, 15). En México se han 
reportado pocos brotes de salmonelosis. En 1976 se describi6 uno producido 
por ~· infantis, el cuAl afectó a 221 atletas de diversas nacionalidades 
en una instalación deportiva. Este fué asociado a la ingestión de puré de 
papas contaminado durante su preparación (5). Otro fué causado por ~· 

heidelberg vehiculizado por frijoles cocidos que se utilizaban en la pre -
paración de tortas en una torterfa de la ciudad de México (2). De las per
sonas afectadas en este brote algunos mantuvieron las tortas sin refrige
rar varias horas antes de consumirlas. Aparentemente estos individuos pre
sentaron cuadros clfnicos mAs severos y menor periodo de incubación 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 veh1culo de los 
agentes patógenos (7). En 225 brotes mAs los productos cárneos pudieron af 
tuar de la misma forma, aunque esto no se llegó a demostrar. Los agentes 
patógenos identificados incluyeron las siguientes bacterias: Salmonella, 
Clostridium perfringens, Shigella y Baéillus cereus, virus (hepatitis-A) 
par~sitos (Toxoplasma gondli, Trichinella !Piralis), toxinas bacterianas 
(Clostridium botulimum, Stap~ylococcus aureus) y sustancias qufmicas (glu
tamato de sodio, mercurio y niacina). La Salmonella encabezó la lista con 
157 entre los de etiologla 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 
involucró 9 000 casos con 9 muertes, se atribuyó a la carne (6, 7). 

El registro de los serotipos aislados tanto de alimentos como de 
otras fuentes provee información útil en el diagnóstico y eventualmente la 
detección de brotes, ast como en el establecimiento de programas de vigen
cia y control de la salmonelosis. Gosh reportó~· bredeney, ~· heidelberg 
y ~· durbab como los tres serotipos mAs frecuentes en granjas porctcolas 
de Inglaterra y~- alachua, ~· bredeney y~· give en los mismos espec1me-
nes muestreados en una fAbrica de tocino (8, 19). Los serotipos de 
Salmonella mAs frecuentes aislados de alimentos en México de·1974-1981 fue 
ron~· derby, ~· !!'!.ili!!! y~· yphimurlum (Tabla 1) (4), con~· derby, ~· 

~ 
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infantis en empacadoras de carne en la ciudad de Guadal~jara (Tabla II) 
(24). Sepulveda y col. (27) reportan a~- havana, ~- derby y~· heidelb~ 
como los serotipos m~s habituales en productos c~rnicos en Nuevo León du -
rante 1982-1988. Por otra parte, en portadores aslntom~ticos dentro de la 
población gen~ral en la ciudad de México, Becerril y col. ( 1) reportan a 
§_. derby, §_. anatum, §_. !_gona y§_. newport como los m~s frecuentes. 

~a información disponible sobre la incidencia de Salmonella en la ca~ 
ne esta bien documentada (15, 16); sin embargo, son escasos los datos en 
lo que se refiere a la densidad del patógeno en las carnes contaminadas. 
Conforme la carne progresa a lo largo de la cadena de comercialización se 
hace·mayor la posibilidad de un incremento en su número, de ah1 que se te~ 
ga interés en conocer la carga bacteriana en el alimento crudo que adquie
re la ppblación. Se sabe que la carne es el veh1culo 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 cocinas o plantas empacadoras de carne constituye un riesgo de contam! 
nación cruzada hacia productos procesados. El problema se agudiza si se 
considera que la dosis infectante de este microorganismo puede ser tan pe
queña como 100 a 200 células. 

El conocimiento del nivel de salmonelas en la carne cruda de cerdo y 
su comportamiento en congelación permite estimar el riesgo implicado en su 
manejo, industrialización y consumo para establecer acciones m~s consiste~ 
tes para su control. 

El presente trabajo tiene como objetivos: 
1. Determinar el número de salmonelas en la carne cruda de cerdo del comer 

cio. 
2. Determinar el patrón. de sobrevivencia del microorganismo en el alimento 

almacenado en congelación. 
3. Estudiar el comportamiento de los serotipos nativos a lo largo de la 

congelación de la carne. 
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TABLA 1 

Serotipos de Salmonella m6s frecuentes 
aislados de alimentos • 

México 1974 - 1981 

Serotipo Frecuencia % 

derby 453 27.9 

anatum 155 9.6 

tyehimurium 144 8.9 

london 109 6.7 

tnfantts 73 4.5 

agona 70 4.3 

worthlngton 57 3.5 

give 53 3.3 

heldelber2 44 2.7 

bovis morblficans 32 2.0 

otros 429 26.6 

TOTAL 1 619 100.0 

FUENTE: Ref. 4. 
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TABLA 11 • 

Serotipos de Salmonella aislados en empacadoras de carne. 
Guadal ajara 19BO - 1985 

Serotipo P e P Coc CH-L M-M E-U S-D TOTAL " 
~ 3 8 3 14 7 21 56 22.49 
1 a tis 3 6 o 6 1 13 29 11.64 
drypool 1 3 3 5 3 7 22 8.83 
anatum 3 2 o 7 5 4 21 8.43 
wortliTn~ton 1 3 o 3 2 5 14 5.62 
agona o S o 3 3 , 12 4.82 
senftenbero 2 3 o 4 o 3 12 4.82 
montev1deo' o 4 o 4 1 1 10 4.02 
h v 1 ng stone 1 1 1 o o 7 10 4.02 

san/~ggo o 1 o 1 1 4 7 2.81 
~e erg o 1 1 1 o 4 7 2.81 
1ondon 2 o o 2 1 1 6 2.41 
new1ngton o o o o 1 3 4 1.61 
muenchen o o o 1 1 2 4 1.61 
m1nnessota o 2 o o 1 o 3 1.20 
oh1o o 1 o o o 2 3 1.20 
ha vana 1 o o 1 o 1 3 1.20 
grve o 1 o o o 1 3 1.20 
typhimurium 1 o o 1 o 1 3 1.20 
adelali:Ie o 1 o o o 1 2 0.80 
otros 1 3 3 3 1 5 16 6.40 

TOTAL . 19 45 11 56 31 87 249 100.00 

Nota: 
p C: producto crudo 
P Coc: producto cocido 
CH-L: chorizo y longaniza 
M-M: manos y mandiles 
E-U: equipo y utensilios 
S-O: superficies diversas 

FUENTE: Ref; 24. 



HIPOTESIS: 

La congelación afecta la viabilidad de las células dependiendo del 

número y el sustrato en que éstas se encuentran • 

• 
. 7' 



MATERIAL Y MElODOS 



A). EQUIPO Y MATERIAL. 
B). MEDIOS OE CULTIVO Y REACTIVOS. 
C). METOOOLOGIA. 

A). EQUIPO 'i_ MATERIAL. 

Autoclave. 
Incubadora a 350.C. 
Baño marta de precisi6n a 43oct 0.5RC. 
Baño marta a 47RC. 
Baño maria a SOQC. 
Balanza analltica, sensibilidad 0.0001 gr. 
Balanza granataria, sensibilidad 0.1 gr. 
Potencl6metro. 
Olla de presi6n • 

. Horno para esterilizar material de vidrio a 1aooc. 
Centrifuga. 
Refrigerador. 
Cuenta colonias. 
Bomba de vaclo. 
licuadora. 
Material estéril: · 

Cuchillos. 
Abate lenguas. 
Tubos de ensaye de 16 x 175 mm. con tap6n de baquellta. 
Cajas de Petri. 
Probeta graduada de 100 mi. 
Vasos de licuadora. 
Frascos con capacidad de 250 mi. 
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 met&licas. 

· Bolsas de polietileno. 
• 
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Asas de nicromo. 
Portaobjetos. 
Tubos de ensaye de 12 x 75 mm. 
Pipetas Pasteur. 
Matraz Kitasato de 500 ml. con conexión para bomba de vaclo. 

B) • MEO lOS DE CULTIVO J. REACTIVOS. 

1). AGUA PEPTONAOA. 
Fórmula: 

Peptona de gelatina •••••••••• 
Cloruro de sodio ••••••••••••• 
Agua destilada ••••••••••••••• 

Preparación: 

10 gr. 
5 gr. 

000 ml. 

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. 
Fórmula: 

Peptona de gelatina •••••••••• 
Agua destilada ••••••••••••••• 

Preparación: 

1 gr. 
000 ml. 

Disolver los ingredientes y ajustar el pH a 7.2. Dis -
tribuir en tubos con 9 ml. y esterilizar a 1210 durante 

20 minutos. 

3). CALDO TETRATIONATO VERDE BRILLANTE. 
Fórmula: 

Mezcla de peptonas ••••••••••• 
Sales biliares •••••••••••••.• 
Carbonato de calcio ••••••••.• 
Tlosulfato de sodio •••••••••• 
Agua destilada •••••••••.••••• 

Preparación: 

9 

5 gr. 
1 gr. 

10 gr. 
30 gr. 

1 000 ml. 
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Disolver Jos ingredientes en agua destilada, calentar 
hasta ebullici6n, enfriar a 45V y adicionar 10 ml. de una 
solución 1:1000 de verde brillante, homogenizar y esteril! 
zar a 117R (12 libras) durante 10 minutos. ~ntes de usar 
el medio agregar 20 mi. de una solución de yod9-yoduro por 
cada 1000 ml. de Caldo tetrationato. 

4). CALDO SOYA TR 1 PTI CASA. 
Fórmula: 

Peptona de case1na ••••••••••• 
Peptona de soya •••••••••••••• 
Cloruro de sodio ••••••••••••• 
Fosfato dipot&sico.i ••••••••• 
Dextrosa ••••••••••••••••••••• 
Agua destilada ••••••••••••••• 

Preparación: 

17 gr. 
3 gr. 
5 gr. 

2.5 gr. 
2.5 gr. 
000 ml. 

Disolver los ingredientes en agua destilada, homogeni
zar. Calentar ligeramente si fuese necesario para comple -
tar la disolución, ajustar el pH a 7.3 ± 0.2. Distribuir 
en tubos con 3 ml., esterilizar en autoclave a 121D duran
te 15 minutos. 

5). AGAR DE SULFITO Y BISMUTO. 
Fórmula: 

Mezcla de peptonas: •••••••••••.• 10.000 gr. 
Extracto de carne ••••••••••••••• 5.000 gr. 
Dextrosa........................ 5.000 gr. 
Fosfato disódico •••••••••••••••• 4.000 gr. 
Sulfato ferroso ••••••••••••••••• 0.300 gr. 
Indicador de S~lfito de Bismuto. 8.000 gr. 
Verde brillante ••••••••••••••••• 0.025 gr. 
Agar .••.•.•....•..•....••..••... 20.000 gr. 

Agua destilada •••••••••••••• 1 000.000 ml. 
Preparación: 

Disolver los ingredientes en agua destilada y homogen! 
zar. Al lograr una suspensión uniforme, calentar agitando 
frecuentemente y hervir durante un minuto. Distribuir en 
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frascos estériles en zona aséptica, dejar enfriar a 450 y 

agitar el medio o hacer rotar los frascos para dispersar 
el precipitado, vaciar en las cajas sin dejar de agitarlo 
usando 20 mi. de medio. 

6). AGAR SOYA TRIPTICASA. 
F6rmula: 

Peptona de case1na ••••••••••• 
Peptona de soya •••••••••••••• 
Cloruro de sodio ••••••••••••• 
Aga r • •••••••••••••••••••••..• 

Agua destilada •••••••• ~ •••••• 

15.0 gr. 
5.0 gr. 
5.0 gr. 

15.0 gr. 
000.0 mi. 

Preparaci6n: 
Disolver los ingredientes en agua. Homogenizar ajustar 

el pH a 7.3! 0.2. Calentar agitando frecuentemente. Una 
vez disuelto, distribuir en tubos de 13 x 100 mm. con 
3 ml. y esterilizar a 1210 durante 15 minutos. 

7). AGAR CUENTA ESTANDAR. 
F6rmula: 

Peptona de case1na ••••••••••• 
Extractq de leyadura ••••••••• 
Glucosa ..••••••••••••••••.••• 
Agar ..••. : •..••••.••••••••••• 

5.000 gr. 
2.500 gr. 
1.000 gr. 

Agua destilada ••••••••••••••• 
Preparaci6n: 

15.000 gr. 
1 000.000 mi. 

Disolver los ingredientes en agua. Homogenizar, ajus -
tar el pH a 7.0! 0.1. Calentar agitando frecuentemente 
hasta una disolución totat. Distribuir en frascos y este
rilizar a 1210 durante 15 minutos. 

8). AGAR DE HIERRO! TRIPLE AZUCAR. 
Fórmula: 

Mezcla de peptonas ••••••••••• 
Cloruro de sodio ••••••••••••• 
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lactosa ....•...••.•• ~········ 
Sacarosa •...••••••••••••••••• 
Dextrosa . ..........••........ 
Sulfato de amonio férrico •••• 
Tiosulfato de sodio •••••••••• 
Rojo de fenal •••••••••••••••• 
Agar •.••••••••.•.••••••••••.• 

10.000 gr. 
10.000 gr. 
1.000 gr. 
0.200 gr. 
0.200 gr. 
0.025 gr. 

Agua destilada ••••••••••••••• 
Preparación: 

13.000 gr. 
000.000 ml. 

Disolver los ingredientes en· agua destilada, homogeni
zar, ajustar el pH a 7.3 ~ 0.2, calentar hasta disolución. 
Distribuir en tubos de 13 x 100 con 3 ml. Esterilizar a 
·121R durante 15 minutos. Inclinar los tubos, procurando un 
fondo de 2 cm. 

9). AGAR DE HIERRO:!_ LISINA. 
FOrmula: 

Peptona de gelatina •••••••••• 
Extracto de levadura ••••••••• 
Dextrosa •.•••.•••.••••••••••. 
L-lisina ..•...............••. 
Citrato férrico amoniacal •••• 
Tiosulfato de sodio •••••••••• 
Púrpura de bromocresol ••••••• 
Agar •••••••••••••••••••••.•.• 

Agua destilada ............. .. 

5.000 gr. 
3.000 gr. 
1.000 gr. 

10.000 gr. 
0.500 gr. 
0.040 gr. 
0.020 gr. 

13.500 gr. 
1 000.000 ml. 

Preparación: 
Disolver los ingredientes en agua. Ajustar el pH ~ 6.7 

t 0.2, calentar hasta una completa disolución, si es nece
sario ebullir durante 1 minuto. Distribuir en tubos de 
13 x 100 mm. con 3 ml. Esterilizar a 121R durante 15 minu
tos. Inclinar los tubos procurando un fondo de 2 cm. para 
la picadura. 

10). MEDIO MIO. 
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FOrmula: 
Extracto de levadura ••••••••• 
Peptona de gelatina •••••••••• 
Peptona de caselna ••••••••••• 
L-ornitina ••••••••••••••••••• 
Dextrosa .•••••••••••••••••••• 
Púrpura de bromocresol ••••••• 
Agar •. .•.••..••..•••••..•.••• 

Agua dest.il a da ••••••••••••••• 

3.000 gr. 
10.000 gr. 
10.000 gr. 
5.000 gr. 
1.000 gr. 
0.020 gr. 
2.000 gr. 

000.000 mi. 
Preparación: 

Disolver los ingredientes en agua, homogenizar. Ajus· 
tar pH a 6.5 ± 0.2, calentar hasta una compl~ta disolu • 
ci6n. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm. con 3 ml., este 
rillzar a 1212 durante 15 minutos. 

11). CALDO MALONATO. 
Fórmula: 

Extracto de levadura ••••••••• 
Sulfato de amonio •••••••••••• 
Fosfato dipotásico ••••••••••• 
Fosfato monopotásico ••••••••• 
Cloruro de sodio ••••••••••••• 
Malonato d' sodio •••••••••••.• 
Glucosa •••••••••••••••••••••• 
Azul de bromotimol ••••••••••• 
Agua destilada ••••••••••••••• 

Preparaci6n: 

1.000 gr. 
2.000 gr. 
0.600 gr. 
0.400 gr. 
2.000 gr. 
3.000 gr. 
.0.250 gr. 
0.025 gr:. 

000.000 mi. 

Disolver los ingredientes en agua. Ajustar el pH a 
6.7! 0.1. Distribuir en tubos de 13.x 100 mm. con 3 mi., 
esterilizar a 1212 durante 15 minutos. 

12). AGAR DE Mac. CONKEY. 
FOrmula: 

Peptona o gelisato ••••••••••••••••• 17.000 gr. 
Proteosa peptona H 3 6 polipeptona. 3.000 gr 
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Lactosa ..••.•••••.•••.••••••• 
Sales biliares ••••••••••••••• 
Cloruro de sodio ••••••••••••• 
Rojo Neutro •••••••••••••••••• 
Cristal violeta •••••••••••••• 
Agar ..••..•.•••.••.. ....•..•. 

10.000 gr. 
1.500 gr 
5.000 gr. 
0.030 gr. 
0.001 gr. 

Agua destilada ••••••••••••••• 
Preparación: 

13.500 gr. 
1 000. 000 m l. 

Disolver los ingredientes en agua, homogenizar. Ajus
tar el pH a 7.1 ± 0.2. Calentar hasta una completa disol.!:!_ 
ción. Esterilizar a 121R durante 15 minutos. El medio es
téril fundido se enfrfa a 45R colocándolo en cajas de Pe
tri con 20 ml. 

13). AGAR EOSINA AZUL DE METILENO. 
Fórmula: 

Peptona de gelatina •••••••••• 
lactosa .•.•••.•••••••••..••.• 
Fosfato de potasio ••••••••••• 
Azul de metileno ••••••••••••• 
Eos in a ••••••••••••••••••••••• 
Agar ••.••.••••••••.•.•.•••••. 
Agua destilada ••••••••••••••• 

Preparación: 

10.000 gr. 
10.000 gr. 
2.000 gr. 
0.065 gr. 
0.400 gr. 

15.000 gr. 
1 000.000 ml. 

Disolver los ingredientes en agua por ebullición y a
gitación continua. Dejar enfriar a sov. Ajustar el pH a 
7.1! 0.1. Distribuir en frascos y esterilizar a 1210 du
rante 15 minutos. Enfriar a 45R, vaciar a cajas Petri ~on 
20 ml. 

14). AGAR DE TERGITOL !_. 
Fórmula: 

Heptadecll sulfato de sodio •• 
Mezcla de peptonas ••••••••••• 

·Extracto de levaduras •••••••• 
~ 
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Lactosa ••••••..•••••••••••••• 
Azul de bromotlmol ••••••••••• 
Agar •••••••••••.•••••.•.•.••• 
Agua destilada ••••••••••••••• 

j>reparación: 

10.000 gr. 
0.025 gr. 

15.000 gr. 
000.000 mi. 

Disolver los ingredientes en agua, ajustar el pH a. 
6.9 ± 0.1. Disolver al calor agitando continuamente, dis
tribuir en frascos y esterilizar a 1210 durante 15 minu -
tos. Dejar enfriar a 450, agitar y vaciar a cajas de Pe
tri un volumen de 20 mi. de medio. 

15}. AGA~ PARA INDUCCION OE FASES. 
Fórmula: 

Peptona de casetna ••••••••••• 
Gelatina bacteriológica •••••• 
Extracto de carne •••••••••••• 
Cloruro de sodio ••••••••••••• 
Agar .............. .•..•..•••.•• 
Agua destilada ••••••••••••••• 

10.000 gr. 
80.000 gr. 
3.000 gr. 
5.000 gr. 
4.000 gr. 

1 000.000 gr. 
Preparación: 

REACTIVOS. 

Disolver la gelatina en 600 ml. de agua destilada y· 

los demAs Ingredientes en los 400 ml. restantes, calentar 
ambos por separado hasta una disolución completa, mezclar 
los y hervir durante un minuto. Distribuir en tubos de 
13 x 100 mm. con 3 ml. Esterilizar a 1219 durante 15 minu 
tos. 

1}. SOLUCION VERDE BRILLANTE AL 0.1%. 

Fórmula: 
Verde brillante •••••••••••••• 
Agua destilada ••••••••••••••• 

2). REACTIVO OE KOVAC. 
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F6nnula: 
P-dimetil-aminobenzaldehldo •••• 
Alcohol amflico •••••••••••••••• 
Acido clorhldrico concentrado •• 

5.0 gr. 
75.0 mi. 
25.0 ml. 

3). SOLUCION DE YODO YODURO. 
Fórmula: 

Cristales de yodo •••••••••••••• 
Yoduro de potasio •••••••••• ~ ••• 
Agua destilada ••••••••••••••••• 

6.0 gr. 
5.0 gr. 

20.0 ml. 

4). SOLUCION SALINA FISIOLOGICA. 
Fórmula: 

Cloruro de sodio ••••••••••••••• 
Agua destilada ••••••••••••••••• 

8.5 gr. 
000.0 mi. 

Preparación: 
Disolver el cloruro de sodio en agua destilada, ajus

tar pH a 7.0, distribuir en frascos y esterilizar a 121R 
durante 20 minutos. 

Si se utiliza para preparar diluciones de antisueros 
''O" y "H" se le adiciona 0.6 ml. de formaldehtdo por 
100 ml. de Solución salina fisiológica. 

Los siguientes antisueros fue~on proporcionados por el Instituto 
Nacional de Referencias Epidemlol6glcas (INRE): 

ANTISUEROS POLIVALENTES PARA ANTIGENOS "O" DE SALMONELLA. Comprenden 
los grupos A-E y A-~. 

ANTISUEROS ESPECIFICOS DE "GRUPO SOMATICO. 

ANTISUEROS PARA LA DETERMINACION DE ANTIGENOS "H" O FLAGELARES. 
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Para el objetivo 1: Determinar el número de salmonelas en la carne cruda de 
de cerdo del comercio. 

l. Se adquirieron de carnicerías de la ciudad de Guadalajara 14 muéstras de 
carne cruda de cerdo fraccionada, tal como se expende al público. 

2. Se transportaron al laboratorio en bolsas de polietileno sin refrigerar 
y se analizaron no despu~s de l h. de su recolección. 

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-
clufdá la propia Salmonella. 

4. Se efectuaron los siguientes esturdios: 
A) Recuento de Salmonella por la técnica de Número MAs Probable (NMP)----

(14, 22, 29). 

B) Identificación serológica de las cepas nativas de la carne según 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 procedió de acuerdo a la siguien
te tpécnica (Esquema 1). 
a) Pesar 20 g. de carne homogenizada y adicionar 180 ml. de Agua pepetonada 

al 1%. Licuar durante 60 seg. 
b) Preparar diluciones decimales en Agua peptonada al 1% hasta dilución 10-2 

y en Caldo nutritivo hasta dilución 10-5• Los limites esperados de dete-
cción de salmonelas requieren combinaciones de diluciones que pueden se
leccionarse como se indica en el esquema 2. 

e) Disponer de tres tubos por dilución, as1 preparada e incubar todos 
tubos a 35'tdurante 24 h. (preenriquecimiento). 

d) Transferir l ml. de cada tubo a 9 ml. de Caldo tetratoniado verde bri~-
llante (CTVB) e incubar en baño maria a 43t+ 0.5º durante 24 h.------
(enriquecimiento). 

e) Inocular cada tubo en placa de Agar sulfito de bismuto (SB) con t~cni--
ca de aislamiento e incubar a 352C durante 24-48 h. 
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f) Seleccionar las colonias aisladas sospechosas de Salmonella, 
una por tubo positivo. Inocular por picadura y estria un tubo 
con Agar de hierro y triple azúcar (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 (identifica -
ción bioqufmica). 

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

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

B) Se efectuó como se indica en el punto 3 de la metodolog1a para el 
objetivo 3.pag. 19• 

C) Recuento de bacterias mesófilas aerobias: 
a) A partir del homogenizado utilizado para el preenriquecimiento 

de S.a lmonell a preparar diluciones decimales de 1 as muestras en 
Agua peptonada al 1%. 

b) Colocar 1 mi. de cada dilución en caja de Petri y adicionar de 
12 a 15 mi. de Agar cuenta estandar (ACE) fundido y mantenido 
en baño.marfa.a 450~;tncorporar el inóculo al medio por rota
ción de la placa alternando movimientos circulares y rectos de 
izquierda a derecha. 

e) Incubar a 352Cdurante 48 h. 
d) Seleccionar las placas que contengan entre 30 y 300 colonias y 

contarlas. -
e) Computar en número de BMA por gramo de carne. 

Para el objetivo 2: Determinar el patrón de sobrevivencia del microorgani! 
mo en el alimento almacenado en·congelación~ 

1. De acuerdo con los resultados de la densidad de salmonelas contadas 
en el objetivo anterior, se seleccionaron 2 muestras que contentan 
1 500 y 7 salmonelas por gramo. 

2. Las muestras obtenidas del comercio se analizaron de inmediato y una 
porción de aproximadamente 3.0 kg. se almacenó' en congelación 
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(-lS9C); en tanto se dlsponla de resultados cuantitativos. Una vez· 
determinado.el NMP de Salmonella se selecionaron aquellas que per
mitian mejor, por su densidad, efectuar el estudio de sobrevivencla. 

3. Periódica~ente (cada una q dos semanas) se retiró del producto alma
cenado SO g. y se determinó en cada ocasión, por duplicado, el NMP 
de Salmonella siguiendo la técnica descrita en el punto 4A de la me
todologta del objetivo 1. 

En un caso el estudio se extendió 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 congelación de la carne. 

1. Tanto al inicio como al término de cada periodo de recuentos, se 
identificaron los serotipos prevalentes en las muestras. 

2. Para este efecto se seleccionó 1 colonia por placa positiva prove
niente de cada uno de los tubos inclutdos en cada serie. 

3. Identificación serológica. Consta de 5 etapas. 
1. Aglutinación polivalente (Esquema 3). El antisuero utilizado con

tiene anticuerpos para el anttgeno O, somático de Salmonella. 
a) Colocar una gota de solución salina fisiológica (SSF) en un 

portaobjeto. 
b) Tomar un inóculo de un cultivo de 24 h. en TSI Y homogenizarlo 

con la gota de SSF. 
e) A. la gota de suspensión preparada unir una gota del antisuero 

somático polivalente mediante movimientos de inclinación del 
portaobjeto repetidas veces. La prueba positiva se observa por 
glutinación. 

d) Proceder según aglutinación somática. 
11. Aglutinación somática (Esquema 4). 

a) Sembrar la cepa en Agar soya tripticasa (AST) en placa e incu
bar a 352C durante 24 h. 

b) La determinación del grupo somático sólo se deferencia de la 
aglutinación polivalente en la utilización de antisueros somá
ticos espectficos. Reportar el antisuero que aglutine en un 
minuto como máximo. 

e) Si aglutina con más de un antisuero realizar un tratamiento 
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térmico. 
111. Tratamiento térmico (Esquema 5). 

a} Sembrar la cepa en AST en placa e incubar a 35ºCdurante 24 h. 
b) Toma un inóculo y homogenizarlo en 0.5 ml. de SSF. 
e) Ebullir en.baño marta-durante 10 min. 
d) Centrifugar a 3 500 rev./10 min. 
e) Decantar y· agregar 2 gotas de SSF. 
f) Aglutinar inmediatamente con Jos antisueros som~ticos. 

IV. Aglutinación flagelar (Esquema 6). 
a) Inocular la cepa en 6 ml. de Caldo soya tripticasa (CST) e in 

cubar a 35vC durante 24 h. 
b) Adicionar 6 ml. de SSF formalinizada al 0.6%. 
e} Pipetear en tubo: 0.1 ml. del suero flagelar especifico de 

grupo m~s 0.9 ml. de suspensión formalínizada e incubar en 
baño marta a 50!! durante .1 h. 

d) Observar aglutinación: 
Reacción positiva. 2 fases, reportar serotipos según las ta -
bias de clasificación. 

1 fase, sembrar en Agar para inducción de flagelos. .1 

Reacción negativa. 
- Sembrar la cepa ·en Agar MacConkey 6 Agar de eosina y 

azul de metileno e incubar a 352Cdurante 24 h. 
-Sembrar pruebas bioqu1micas (TSI, LIA , Citrato de Si -

mmons, MIO, Caldo malonato. RM-VP). 
- Aglutinación flagelar. 

V. Inducción de flagelos (Esquema 7). 
a) Fundir y enfriar el medio para Inducción de flagelos a 452~. 
b) Adicionar 0.1 mi. del antisuero flagelar con el que ag!utin~ 

la cepa diluido 1:10 con SSF estéril y homogenizar, dejar so
lidificar. 

e) Inocular por picadura (profundidad aproximadamente 2 mm.) la 
cepa a Inducir e incubar a 35!!cdurante 24 h. 

d) Positivo: desarrollo en el seno del medio. 
- Desechar aproximadamente la mitad del agar donde se observa 

desarrollo con bomba de vacto. 
b 
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-Sembrar en CST e incubar a 35oc durante 24 h. 
-Aglutinación flagelar (con antisueros correspondientes al 

flagelo inducido). 
Negativo: Sin desarrollo, repetir inducción de fligelos. 
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Esquema 1 

NMP OE SALMONELLA EN LA CARNE 

+ 20 g de muestra 
180 ml agua peptonada al 1% 

~ 
Homogenizar 60 seg. 

~ 
Sensibilidad 0.3 - 110 000 salmonelas/g 
10 m1 1:10 (l g) 000 
1 ml 1:10 (0.1 g) 

1 m1 1:100 (0.01 g) 
1 ml 1:1 000 (0.001 g) 

oao 
000 
000 

1 m1 1:10 000 (0.0001 g) o o a 
1 ml 1:100 000 (0.00001 g) o a o 
PREENRIQUECIMIENTO 

135•C./24 hs 

Transferir a Caldo tetrationato verde brillante 

ENRIQUECIMIENTO 1 
432C./24 hs 

Agar sulfito bismuto 

1 35'C./24·4B hs 

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

. Identiftaci6n------ SEROTIPIFICACION . ¡ 
C6mputo 
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Esquema 2 

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

Tres diluciones de tres tubos cada una. 

Diluci6n g 6 ml de diluci6n por 
tubo 

U mi tes 

Directo ....................... 
1:10 •••••••••••••••••••••••••• H------· 0.03 - 11 

·1: 10 •••••••••••••••••••••••••• 0.3 - 110 

1:100 ••••••••••••••••••••••••• 1+------ 3 - 1 100 . 

1:1 000 ····~·················· 1-------30 - 11 000 

1:10 000 ..•..•...•.••••.••.••• 

cuatro diluciones de tres tubos cada·una. 

Directo ••••••••••••••••••••••• 

1:10 ••··••••••••••••••••••••••• 
1: 10 ••.••••••••••••••••••••••• 

1:100 •.••.•••••••••••••••••••• 

1:1 000 ..•• ~ .•..•.•••••..••..• 

1:10 000 •••••••••••••••••••••• 

H------ 0.03 - 110 

H------ 0.3 - 1 100 
- 11 000 

Cinco diluciones de tres tubos cada una. 

Directo .••.••.•••.••••• ~ •••••• 
1: 10 . •••••••••••••••••••••••••• 

1: 10 •••••••••••••••••••••••••• 

1:100 •••••••.••.••••••••••••.• 

1:1000 •.•••••••••••••.••••••• 

1:10 000 ················~····· 

H------ 0.03- 1 100 

1-------o .3 - 11 000 
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Esquema 3 

AGLUTINACION CON SUERO POLIVALENTE 

f 
Aglutinación con suero polivalente 

1 
N + . egattva 

Tratam~ento térmico 

Aglutinac~6n polivalente 
1 l ; . 

Negativa Positiva 
~ ¡ 

Mac •
1 

Con k e y AST 

~ l 
Culro puro Culti'l mixto 

Bioqulmicas Seleccionar colonias 
(TSI, LIA, MIO,Malonato) 

J 1 
lactosa (-) 

Proceder 
según Esquema 4 

Bioqulmicas(TSI,LIA,MIO,Malonato) 
¡ 
AST 

l 
Aglutinación som4tica . 
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(squema 4 

AGLUTINACION SOMATICA 

• Mac. Conkey 

¡ 
No ag'ltinaci6n 

1 
Tratamiento 

~· 
Aglutinación 

1 
~ 

No aglutinación 

l 
Remitir al .Instituto 
Nacional de Referencias 
Epidemiológicas. 

* Antisueros somAticos 

Aglutinación somAtlca 

Aglutinación con mAs 

de un gruro somAtico 

térmico 

somatica 

J 
Aglutinación con un 
grupo somAtico 

~ 

B .... 

Aglutinación flagelar 
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~ 
AST 

-
cr C¿ D - c:o o 

s.s~F.+ Cepa 

l 
Aglutinación con mas 

de un grupo !omAtico 

Aglutinación flagelar 



fsquema 5 

TRATAMIENTO TERMICO 

·~ 
AST 

1 
Inocular 0.5 ml de S.S.F. 

¡ 
Ebullición en bai'io maria por 10 m_in. 

1 
Centrifugar a 3 500 rev./10 min. 

l 
Decantar 

t 
Agregar 2 gotas de S.S.F. 

1 
Aglutinación som~tica 
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Esquema 6. 

AGLUTINACION FLAGELAR 

Inocular cepa en 6 mi de Caldo soya tripticasa 

l35~/24hr. 
Agregar 6 ml de S.S.F. formalinizada al 0.6% 

Pipetear.en tubo:l 

0.1 ml suero flagelar diluido con S.S.F. formalinizada 
+ 
0.9 ml 

Positiva· 

! 
Reportar 
serotipo 

suspen.l6n de célulal de cepa 

Colocar en baño maria a 502/1 hr 

~ 
aglut'nación 

¡ 
Una fase 

1 
Inducción 
de flagelos 

27 

Negativa 

¡ 
Sembrar cepa en Mac. Conkey 
Bioqulmicas (TSI,LIA,MIO, 

1 
MALONATO). • 

Aglutinación somática ¡ . 
Aglutinación flagelar 

~¡ ~ 
Positivo Una fase Negativa 

! ! j 
Reportar Inducción Remitir al 
serotipo de flage- Instituto Na-

los. cional.de Re~ terenc1as Epl-
demiológicas. 



Esquema 7 

INDUCCION DE FLAGELOS 

Medio de inducción fundido y enfriado a 45VC 

+ 

0.1 ml de suero flagelar con el que aglutinó 
la cepa dilutdo 1:10 con s.s.F. estéril. 

. + 
Mezclar perfectamente 

Dejar tolidificar 

+ Inocular por picadura (profundidad de 2mm la cepa a inducir ~ 
(dejar tapa floja)~ 

esechar con bomba 
· ·· de vado 

35VC/24 hr 

Aglutinación flagelar (con suero 
correspondiente al flagelo inducido) 
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~Sin desarrolla 

Repetir 
Inducción 



RESULTADOS Y DISCUSION 



Por regla general para el control sanitario de los alimentos el pro
blema que se plantea en relaci6n con los microorganismos pat6genos 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 car~cter de semicuantitativa al referir su hallazgo a 
un tamaño determinado de muestra. Si el pat6geno se encuentra en números 
mas bien pequeños (menos de 1/g), ser~ 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 raz6n expuesta. Desde el punto de vista normativo el problema se refie
re a la definici6n del tamaño de muestra que es necesario examinar para t~ 
mar una decisi6n de aceptaci6n o rechazo del lote de alimento bajo estu -
di~. El reporte negativo a Salmonella, carece de validez aún con la apli
caci6n de una técnica probadamente eficiente, si no se especifica el tama
ño de la muestra examinada. Hay que tomar en cuenta además que la toleran
cia para bacterias pat6genas como la Salmonella, Shigella y Campylobacter, 
en todos los casos es cero. Es decir, no puede liberarse un lote de alime~ 
to frente a un reporte positivo a cualquiera de estos pat6genos, indepen
dientemente del tamaño 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
tivaci6n de estos pat6genos. 

En relaci6n con los alimentos crudos, como la carne, no es práctico 
manejar el problema en los mismos términos. La ecologla de las bacterias 
enteropat6genas, las condiciones de crianza y explotaci6n de los animales 
comestibles aún en 6ptimas condiciones sanitarias con la tecnologta y re -
cursos actualmente disponibles, no permiten aún producir en gran escala 
tales alimentos hasta el consumidor exentos del todo de estos patógenos. 

El recuento de bacterias pat6genas en los alimentos, sin embargo, ti~ 

ne interés no solo académico sino valor práctico. Es elemental que en la 
medida en que se restrinja el número de microorganismos indeseables a una 
cocina o a una planta de alimentos, se limitan los riesgos de contamina
ci6n 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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mientas que puedan afectar su viabilidad es conveniente disenar tales est~ 
dios en términos de reducci6n del número de microorganismos. 

Finalmente, el conocimiento, en el caso de la Salmonella, no s6lo del 
número 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 multiplicaci6n. 

En general el higienista rápidamente se familiariza con la incidencia 
de Salmonella en el medio ambiente y en los alimentos a través de las en -
cuestas que comúnmente se llevan a cabo en muchos paises. Pero no tiene 
idea del nivel de contaminación del producto por este microorganismo. Si
tuación similar se da en_ el caso del epidemiólogo que en principio atiende 

_sus objetivos de diagnOstico y control epidemiológico de los brotes media~ 
te las mismas pruebas cualitativas. Tan s6lo ante esta situación de emer -
gencia 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 patógeno. 

En este trabajo efectuamos el recuento de la salmonela en muestras de 
carne cruda de cerdo adquiridas en carnicerias. Debido a qué no se tiene 
la más remota idea del resultado numérico es indispensable en cada caso i~ 
cluir hasta seis diluciones, cada una con tres tubos, para llegar a una 
cifra consistente y evitar el reporte de "m~s de" un cierto número 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 debió ser implementada en este estudio por dos raz~ 
nes: el bajo número eventualmente presente que llega a ser menor a 1/g y 

·1a abundancia de la flora asociada que sabiamos ocurre en la carne cruda 
y, que no permiten el recuento directo en placas de medios aún 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 mesóf!
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 extrañar, dada las ~ondiciones sanitarias 
en las que se obtiene y comercializa el producto. Ya se mencionó la cifra 
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de 87.5% que se detectó en un estudio previo en este mismo laboratorio 
(14). Es notable la dispersión de los valores: 3 muestras con menos de 
1/g, 7 con 7-25/g, 1 con 90 y 3 con más de 1 000. Los limites de BMA se e~ 
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 comunicaciones (1, 4, 25, 27) el serotipo derby 
(Tabla 1) se recuperó con más frecuencia (en 9 de 14) y agona en 5 de 14. 
Por otra parte encontramos 3 muestras con 6 y 7 serotipos distintos, de m~ 
nera coincidente las tres más contaminadas que ponen de manifiesto la exp~ 
sición a múltiples fuentes de contaminación del producto. Y en el otro ex
tremo, 4 con un s6lo 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 más frecuentemente se recuperan de 
productos cárnicos como el typhimurium, enteriditis, heidelberg y agona. 
Otros, como el meleagridis, y derby, son recuperados con mucho menos fre -
cuencia del material cllnico. 

El 24% de las cepas corresponden al serotipo derby y 14% a meleagri -
~. 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, sólo llevamos a cabo 2 
estudios. Una muestra contenta un número más bien elevado de Salmonella 
(1 500/g) y otra un número relativamente discreto (7/g). 

Es bien sabido la falta de precisión y aún 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 precisión se acentúa en el ca
so de la carne por la abundante y diversidad de flora competitiva presente 
y por la heterogénea distribución del patógeno en el alimento. Todas estas 
limitaciones las tratamos de superar manejando duplicado de muestras para 
cada periodo programado de análisis. 

La muestra con alto contenido de Salmonella (muestra 2) exhibe una 
clara tendencia a la inactivaci6n del patógeno, no obstante resultados en 
algunas etapas a lo largo del estudio que se apartan notoriamente de esa 
tendencia. Con más de 1 000 salmonelas por gramo al inicio dQl estudio, al 
cabo de 42 semanas el microorganismo no habla sido erradicado, si bien el 
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número habta llegado a un nivel de sólo 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 mAs de 1 salmo
nela/g durante las 22 semanas que duró el estudio. No se advierte una ca! 
da franca en el número de salmonelas desde el principio hasta el final del 
estudio como lo apreciamos con la muestra anterior (Tabla 5). Por lo de-
más, no ~ra dificil observar caidas acentuadas en los recuentos, dado que 
se partió de un producto con un número mAs bien bajo de salmonelas. 

Como es sabido, los microorganismos sujetos a congelación exhiben una 
disminución en su vitalidad y número, más acentuado al inicio del proceso 
cuyo efecto se va haciendo más lento con el tiempo (20). Es posible que 
los rendimientos de Salmonella viable en el segundo experimento correspo~ 
dan a las.células más resistentes al efecto letal de la congelación, como 
ocurre en las 2 últimas evaluaciones efectuadas en el primer experimento; 
la magnitud de las cifras es similar en ambos casos. 

Debido a que utilizamos la técnica de NMP con preenriquecimiento deb~ 
mas descartar, resultados falsos negativos por inhibidores de células da
ñadas al ser inoculadas directamente en los medios selectivos, como ocurre 
cuando se efectuan recuentos de células dañadas directamente en medios se
lectivos. Con la técnica de preenriquecimiento que utilizamos proporciona_ 
mas oportunidad a tales bacterias dañadas para su recuperación y ulterio~ 
desarrollo en los medios selectivos. 

Como se señalo anteriormente la técnica de NMP se caracteriza por una 
precisión muy restringida. La incongruencia entre los resultados númericos 
obtenidos en duplicados de muestras y las_ alternancias que observamos en 
elevaciones y descensos alternados a lo largo del estudio habrá que expli
carlos por un efecto agregado de esa falta de precisión inherente a la 
técnica, y por la desigual distribución de la población de salmonelas·'~n 

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 co~ 
gelaci6n de las 2 muestras d~ carne se ilustran en las Tablas 6 y 7. 

En la ~uestra uno se recuperaron nueve serotipos entre los 162 aisla
mientos selecionados e identificados como indicamos en el capitulo de ma
terial y métodos (Tabla 8). El serotipo heidelberg se aisló del 62% de 
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todos los aislamientos, y en los 7 periodos en los que se extendió el est~ 
dio. Hay poca duda que se trata de una contaminación proveniente de una so 
la fuente primaria. 

En el otro extremo, los serotipos remo, anatum, bredeney, hadar y 
typhimurium probablemente provienen m~s bien, dada su espor~dica frecuen -
cia, de fuentes secundarias. Es posible que el serotipo london acompañara 
al heidelberg como contaminante primario. Entre los dos cubren el 80% 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 multiplicación, o a una di
fer-encia en el número originalmente presente en la carne, una cuestión pu
ramente especulativa. 

En la muestra dos por otra parte podemos identificar hasta 12 seroti
pos obtenidos en los 7 subestudios o periodos comprendidos en el experlme~ 
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 periodo del estudio; 5 de ellos sólo al ini -
clo (Tabla 8). Nuevamente un serotipo, el agona, se mantuvo presente a lo 
largo de la investigación, algunos como el muenster, infantis, typhlmu -
rium, saintpaul y san diego, sólo se identificaron en una de las etapas, 
y en ellas en una sola ocasión. 

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 multiplicación. 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 público en su. · 
comercio al menudeo. 

• 
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TABLAS Y GRAFICAS 



Tabla 1 

Bacterias mes6filas aerobias, Número M~s Probable de Salmonella y seroti -
pos identificados en 14 muestras de carne cruda de cerdo. 

Muestra BMA / g 

4xto6 

2 1x106 

"3 2xto6 

4 1x106 

5 3xto6 

6 2x105 

7 7x105 

8 

9 5x107 

10 

~MP Salmonella/g 

0.9 

9.0 

0.15 

15.0 

23.0 

0.7 

20.0 

20.0 

1 500.0 

4 000.0 

• 
34 

Serotipos 

agona (4) 
derby (3) 

derby (10) 

derby (10) 

meleagridis (t2) 

meleagridis (9) 

derby (1) 
scnwarzengrund (1) 

typhimurium (3) 
derby (2) 
WOrt1l i ngton ( 1 ) 

derby (3) 
agota (1) 
ana um ( 1) 
iiilññeSsota ( 1) 

derby (5) 
agona (5) 
eñteritidis (2)" 
benf Jea ( 1) 
Inf.Jntis (t) 
worth1ngton (1) 

worthinaton (10) 
montevi eo (6) 
agona (1) 
oerJ5Y(1) 
enteritidis (1) 
li Vlngstone ( 1) 



(ContlnuaclOn Tabla 1) 

Muestra BMA / g 

11 1x107 

12 9x105 

13 5xto6 

14 2x106 

BMA= Bacterias mesOfilas aerobias 
NMP= Número Mas Probable 

NMP Salmonella/g 

7.0 

20.0 

90.0 

2 000.0 

Serotlpos 

heidelberf (B) 
infantts 3) 
hadar (2) 

infantis (5) 
he1delberg (3) 
cleveland (2) 
remo ( 1) 

anatum (7) 
TñTillitis (3) 
agona (2) 
'fleTOel berg ( 1 ) 

Wofi (7) Ye imurium (6) 
enteritidis (2) 
london (2) 
agona (1) 
OefbY(1) 
Oh lO ( 1) 

( )= 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. 

M~xima 

Mlnima 
X 
Md 

BMA/g 

2xto8 

2xta5 
2xto7 

2x106 

BMA= bacterias mes6filas aerobias 
X= media aritmética 

Md = mediana. 
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Salmonella/g 

4 000 
0.15 

550 
20 



Tabla 3 

Frecuencia de serotlpos de Salmonella en 14 Muestras 
de carne cruda de cerdo. 

Serotipo Frecuencia* % 

derby 36 24.0 
melea¡,¡rldls 21 14.0 
hefdelberg 12 8.0 
infantis 11 7.3 
worthin¡,¡ton 11 7.3 
a gana 9 6.0 
ttphimurium 9 6.0 
anatum 8 5.3 

~~ 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 0.6 
ohio 0.6 
remo 0,6 
schwarzengrund 0.6 

150 100.0 

* Frecuencia del serotlpo seleccionando una cepa por 
tubo positivo en las series del NMP. 
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( 13% )-

(7%)--

Serotipos de Salmonella en 14 muestras de 
carne cruda de cerdo. 

ffiii1J ~· derby_ 

ÉlE ~· meleagridis 

heidelberg 

infantis 

m j_. worthington 

[[[] Otros 15 

----( 24% ) 

----( 40% ) 
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Viabilidad de Salmonella en 

Semanas en 
congelación 

o1 

1 

3 
10 
16 
18 

22 
25 . 
27 
30 
34 
37 
42 

NMP= Número MAs Probable. 
A,B=. duplicado de altcuota 
Y= media aritmética 
1 = anAlisis en fresco 

-- = no analizada. 

Tabla 4 

la Muestra 2 de carne cruda congelada de cerdo. 

NMP de Salmonella/g de carne X" 

A B 

1 500.0 
9 000.0 
2 300.0 

400.0 
20.0 4.0 12.0 
90.0 150.0 120.0 

230.0 230.0 230.0 
230.0 400.0 310.0 
400.0 
23.0 15.0 19 .o 
15.0 7.0 11.0 
2.1 4.0 3.0 
2.3 2.3 2.3 
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Tabla 5 

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

Semanas en 
congelación 

o1 

4 
7 

13 
17 
19 
22 

.. 
NMP= Número Más Probable 
A,B= duplicado de allcuota 
l = media aritmética 
1 =análisis en fresco 

-- = no analizada. 

NMP de Salmonella/g de carne 

A B 

7.0 
2.1 1.5 1.8 
2.0 2.0 2.0 
1.5 0.23 0.86 
0.4 11.0 5.7 
2.2 0.4 1.3 
1.0 2.2 1.6 

• 
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Tabla 6 

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

Semanéts en 
congelact6n 

4 . 

9 

Serottpos 

A heldelberg (8}; infantis (3}; hadar (2}. 

A* he ldel berg ( 7}. 

B* hetdelberg (7}. 

A heldelberg ( 11}. 

B heidelberg (6}. 

A heidelberg (6); lnfantls (2); bredeney (1); london (1); 
13 typhlmurtum (1}. 

17 

B ·heidelberg (2); london (1}; typhtmurium {1). 

A hetdelberg (6); lnfantis (6); london (4). 

B heidelberg (18}; london {7). 

A worthtngton (7); heidelberg (6); london (2); infantis 
19 ( 1) ; remo ( 1) • 

22 

B london (6); hetdelberg (2); remo (2); infantis (1); 
bredeney ( 1 ) • · ' 

A heidelberg {10); london (4). 

B hetdelberg (12); london (4}; anatum (2); worthtngton 
( 1). 

= an~ltsls en fresco 
A,B= duplicado de altcuota 
( )= frecuencia del serotipo seleccionando una cepa por tubo positivo. 
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Tabla 7 

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

Semanas de 

congelacilin 
Serotipos 

o1 A agona (5); enteritidis (2); benfica (1); worthlngton 

16 

22 

30 

34 

37 

42 

(1); infantis.(1). 

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

B* agona (2); anatum (1); heidelberg (1); thomasville (1). 

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

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

A agona (3); typhimurium (1); thomasville (1); 
worthington (1). 

A give (2); anatum (t); agona (1). 

B agona (3); give (1). 

A agona (4); anatum (2). 

B agona (4); sandiego (1); thomasville (1). 

1 = an~lisis en fresco 
A,B= duplicado de altcuota 
( )= frecuencia del serotipo seleccionando una cepa por tubo ~ositivo. 
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Tabla B 

Frecuencia de serottpos de Salmonella en la Muestra 
de carne cruda congelada de cerdo. 

Serotipo Frecuencia* % 

heidelberg 101 62.34 

Iondon 29 17.90 
infantls 13 8.02 
worthington 8 4.93 
remo 3 1.85 
anatum 2 1.23 
bredeney 2 1.23 
hadar 2 1.23 
t~~hlmurium 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. 

( 18% ) 

IIII.Iill..s. beidelberg_ 

EifJ ~- london . 

[]] ..§_. infantis 

[[[] Otros 17 

----( 62% ) 

----( 12% ) 
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Tabla 9 

Frecuencia de serotlpos 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 

~ 3 4.6 

benfica 2 3.1 

derby 2 3.1 

enteritldls 2 3.1 

worthin9ton 2 3.1 

lnfantis 1.5 

ty~himurium 1.5 

muenster 1.5 

saint-~aul 1.5 

san die9o 1.5 
64 100.0 

* Frecuencia del serotipo seleccionando una cepa por 
tubo positivo en las series del NMP. 
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CONCLUSIONES: 

1. Las 14 muestras de carne cruda de cerdo analizadas por la técnica de 
NMP resultaron positivas a Salmonella. Los valores mtnimo y maximo fue
ron 0:15- 4 000 células/g. 

2. En 4 de las 14 muestras se recuperó un sólo serotipo, pero en 3 hasta 6 
y 7 serotipos. 

3, 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 identificados. 

4. Almacenada la carne en congelación el microorganismo se mantiene viable 
después de 42 semanas, por lo menos en la muestra estudiada que conte -
nta originalmente 1 500 salmonelas/g. ·No obstante el número tiende a 
disminuir y mantenerse viable en el nivel cercano a 1-2 salmonelas/g. 

5. En la muestra 1, el serotipo heidelberg se identificó en 62% de todos 
los aislamientos y en los 7 pertodos en los que se extendió el estudio; 
probablemente se trata de una contaminación proveniente de una sola 
fuente primaria. 

6. En la muestra 2, un serotipo el agona se mantuvo presente a. lo largo 
de la congelación, en tanto que los serotipos muenster, infantis, 
typhimurium, saintpaul y san diego sólo se identificaron en una de las 
et~pas y en una sola ocasión. 

7. El conocimiento del número de salmonelas presentes en un alimento con -
tribuye a tener una imagen mas completa y real de la ecologla del mlcr~ 
organismo, de su peligrosidad, de la eficiencia alcanzada con la apli -
caci6n de medidas de control del saneamiento y de la epidemiologla del 
padecimiento al que da lugar. 

8. 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 pats, 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 común de infecci6n humana o animal. 
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RESUMEN 

Se efectuó el recuento de Salmonella por la técnica de NMP en 14 mues 
tras de carne cruda de cerdo colectadas en carnicerlas de la ciudad de Gua 
dalajara. Según los resultados obtenidos se·seleccionaron dos muestras pa
ra estudiar la sobrevlvencla, viabilidad y determinar los serotipos nati -
vos en la carne congelada a menos 152. 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 máximo 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 est~ 
dio de 5obrevivencia, la muestra que contenia 1 500 salmonelas/g exhibe 
una clara tendencia a la inactivaci6n del patógeno durante 42 semanas, en
contramos 9 serotlpos. El serotipo heidelberg se aisló 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 riesgo de contaminación 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 público en su comercio al menudeo. 
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