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1. RESUMEN

Consumir carne de aves conlleva un alto riesgo sanitario, debido a la posibilidad de
gue este alimento sea vehiculo de bacterias patdogenas como Salmonella,
Campylobacter y Listeria monocytogenes.

Por esto, es oportuno abordar el estudio sobre la incidencia de Salmonella spp en
pollo crudo y la resistencia de esta a los antibioticos. Ademas, existe la necesidad
de obtener nuevos datos de referencia actualizados sobre Salmonella en carne de
pollo.

En primer lugar se abordé el estudio microbiolégico en diferentes puntos de venta
de pollo crudo de la ciudad de Puebla con énfasis en la recuperacion de Salmonella.
En segundo lugar se abordé el estudio de la resistencia de las diferentes cepas de
Salmonella a diferentes antibiéticos. Dandonos como resultado que de un total de
39 muestras de rabadilla de pollo crudo de la ciudad de Puebla, se obtuvieron 15
cepas que cumplian con las caracteristicas bioquimicas de Salmonella spp, en las
gue se presento resistencia a multiples antibiéticos



2. INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA’s) son un problema de salud
publica y, entre los alimentos méas frecuentemente involucrados como vehiculos de
Salmonella destacan: todo tipo de carne y productos horto fruticolas.*

La carne de pollo se considera un alimento de riesgo elevado debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas (pH cercano a la neutralidad, actividad de agua alta,
y alto contenido de proteinas y grasas), lo que hace factible la reproduccion de
microorganismos en la superficie interna y externa, entre estos microorganismos se
incluyen patégenos como Salmonella spp., Listeria monocytogenes vy
Staphylococcus aureus, los cuales son capaces de causar enfermedades en los
consumidores®. Estas bacterias contaminan la carne de pollo durante diferentes
procesos, especialmente en la etapa de evisceracion, en la que se liberan bacterias
presentes en el sistema gastrointestinal siendo las mas frecuentes Salmonella spp.
y Campylobacter jejuni; en la etapa del despiece, la contaminacion se da con
microorganismos como L. monocytogenes y S. aureus, que provienen de superficies
contaminadas o de manipuladores portadores*.

La salmonelosis es una infeccion bacteriana que afecta el tracto intestinal y en
ocasiones, el torrente sanguineo. Es una de las causas mas frecuentes de
gastroenteritis. La mayoria de los casos se dan durante el verano y en casos
especificos, pueden presentarse brotes epidémicos.’

Las infecciones por Salmonella causan principalmente fiebre, diarrea y dolor
abdominal. Los sintomas duran pocos dias y la mayoria de las personas se
recuperan sin tratamiento, aunque puede ser necesaria la hospitalizaciéon en
algunos casos. En ocasiones, los animales son reservorios de Salmonella, y las
personas adquieren la infeccion mediante el consumo de alimentos contaminados
y con una coccion deficiente.!

El género Salmonella es de los mas estudiados entre los patbgenos que son
aislados de alimentos. Esto es por la frecuencia con la que se encuentra implicada
en brotes y casos de gastroenteritis, a su singular ecologia y factores que la
determinan, a la diversidad de serotipos y a la necesidad de disponer de técnicas
mas rapidas, sensibles y especificas para su aislamiento e identificacion. 8



3. ANTECEDENTES

3.1Salmonella

Se conoce como Salmonella spp: al bacilo Gram negativo de la familia
Enterobacteriaceae, aerobio o anaerobio facultativo, no esporulado, no fermentador
de la lactosa. Generalmente son moviles con una rica composicion antigénica que
se emplea como base para la identificacion de sus serotipos. Es una bacteria
patégena para el hombre y algunos animales.?

El nombre dado a este microorganismo fue introducido por Lignieres en 1900 en
honor al doctor Salmon, quien aislé Salmonella por primera vez. El primer brote de
Salmonelosis fue descrito en 1888, en Alemania donde 50 personas consumieron
carne molida cruda procedente de una vaca moribunda.®

Salmonella se cultiva con facilidad en el laboratorio. Su temperatura minima de
crecimiento para fines practicos es de 6° C. La maxima de 46°C (observada en
algunos tipos de carne) con tiempo de generacion de 30 minutos, y eventualmente
hasta 49.5° C. La temperatura Optima se sitla entre 35y 37° C. La tasa de desarrollo
empieza a disminuir notoriamente al bajar la temperatura a menos de 20° C y se
vuelve muy lenta en refrigeracion hasta los 5-6° C, cuando ya se detiene.®

3.2 Habitat y fuentes de aislamiento

Salmonella es una bacteria parasita intestinal de los animales, incluido el hombre.
Es su habitat natural. Se libera al medio ambiente cuando se expulsa por las heces.
Muestra cierta capacidad de supervivencia en los materiales que contacta, y bajo
condiciones favorables también se puede multiplicar en ellos; los alimentos no son
la excepcion. Asi, una diversidad de localidades se convierte en reservorio
extraintestinal del microorganismo, y por tanto en una fuente de contaminacion a los
alimentos. El problema se extiende en la medida en que el saneamiento general es
atendido pobremente. Es decir, que el control de la fuente primaria de
contaminacion (materia fecal) no se ejerce correctamente. Aun fabricas, cocinas y
otros sitios en los que se manejan alimentos pueden ser colonizados por
Salmonella. La contaminacion fecal no es el Unico precedente en casos o brotes de
salmonelosis humana. Los huevos de aves puestos en condiciones sanitarias
adecuadas no excluyen la presencia de materia fecal, ya que pueden ser portadores
del patégeno. &

Las aves conforman un gran reservorio de Salmonella. El sitio de colonizacién de
Salmonella en las aves es el ciego. La salmonelosis de las aves afecta
principalmente a los animales jévenes, presentando letalidades variables (0-80%).8



3.3 Patogenicidad

Después de atravesar las primeras defensas del tubo digestivo superior, al ser
ingerida Salmonella alcanza la mucosa intestinal, y se inicia un proceso de
colonizacion del ileon distal. Toma ventaja de cierto potencial para competir con la
biota propia del intestino. Mediante accion de fimbrias, apéndices proteinicos y
hemaglutininas no fimbriadas con glicoproteinas presentes en los enterocitos la
bacteria se adhiere.? Quiza es un factor comun entre las bacterias enteropatégenas,
pero Salmonella es sobresaliente por su capacidad de evadir los mecanismos de
defensa que ponen en operacion los animales susceptibles. Se conocen varios
genes que codifican una capacidad adherente e invasiva. &

Una vez fijada la bacteria a la membrana penetra por pinocitosis siguiendo un
mecanismo que se regula por el incremento en la concentracion de calcio
intracelular, que dafia los lipidos de la membrana. Donde se forman unas
rugosidades a través de las cuales la bacteria penetra.? Una sola rugosidad, creada
por el patbgeno se convierte en via de acceso para muchas células bacterianas
adheridas y adyacentes, dando lugar a la macropinocitosis. Ya dentro de la célula
intestinal la bacteria se multiplica dentro de la vacuola; las bacterias generadas
pasan a la lamina propia de la mucosa intestinal, en este momento se inicia un
proceso inflamatorio o el ingreso a la circulacion sanguinea que permite la entrada
a otros tejidos y mayor multiplicacion, todo esto depende de la virulencia del
microorganismo y la capacidad que tenga para enfrentar los mecanismos de
defensa del huésped, incluyendo la fagocitosis y la accidon de anticuerpos. La falta
de los mecanismos de adhesién en una cepa suprime la fijacion a la mucosa
intestinal. Como en otros procesos diarreicos infecciosos, se activa la adenil ciclasa
de los enterocitos que da lugar a una elevacion en la concentracion de AMP ciclico.
La consecuencia es la salida de liquido al lumen intestinal, secrecion de cloruros en
las criptas y disminucién de la absorcion de sodio en las vellosidades. 8

3.4 Dosis Infectante

La dosis infectante es el nimero minimo de microorganismos necesarios para
causar enfermedades. En la mayoria de los casos, el tema de la dosis infectante
minima no puede responderse facil. Hay algunas cuestiones a considerar; primero
que existen grupos de riesgo entre los consumidores (nifios, ancianos, mujeres
embarazadas y personas inmunodeficientes) que pueden enfermar cuando se
exponen a un numero minimo de patégenos. Segundo, hay factores fisiol6gicos que
intervienen en la dosis infectante minima, como son el grado de acidez gastrica, el
contenido gastrico, la biota intestinal y el estado inmunolégico de la persona. Esto
se ve afectado por la inmunidad adquirida a través de recientes infecciones, el
estado nutricional y el nivel de estrés del individuo.®



De igual manera, se debe tener en cuenta que la cantidad de microorganismos en
un alimento cambia constantemente, cosa que no ocurre en la contaminacién por
sustancias quimicas.®

La cinética de muerte, la fase estacionaria y multiplicacion de las bacterias en los
alimentos se determina por diversos factores, entre estos se encuentran: los
intrinsecos, extrinsecos y factores del proceso. Incluyen el pH, Aw, potencial de
oxido reduccién (redox), composicion quimica del alimento, temperatura, humedad
relativa, y la presencia de la biota competitiva. Por esto, los riesgos relacionados
con las bacterias, varian y esto va a depender de la constitucion del alimento, el
proceso de produccion o preparacion y de las condiciones de embalaje y
almacenamiento.®

La dosis infectante, en el caso de Salmonella va de 10* — 10° células viables por
gramo, dato que debe ser considerado con mucho cuidado.®

El estimado anual de infecciones por Salmonella spp en los humanos supera los
93,800,000, con 155,000 muertes a nivel mundial.'!

En América Latina, Asia y Africa, la incidencia registrada al afio de salmonelosis es
de 200 a 500 casos por cada 100 000 habitantes.!?

El contagio de Salmonella spp de persona a persona no es frecuente, por lo que los
alimentos representan la fuente principal de exposiciéon humana.?

El 95% de las infecciones por Salmonella estan relacionadas con alimentos de
origen animal.* En los Ultimos afios, algunos estudios reportan un aumento en la
resistencia a antibioticos en cepas de Salmonella spp aisladas de alimentos.*®

El aumento de la resistencia antimicrobiana de Salmonella spp se atribuye al uso
descontrolado de antibiéticos, tanto en el &mbito clinico como en el veterinario.'® En
la industria ganadera en particular, los antibiéticos no se utilizados solamente con
fines terapéuticos, sino que, ademas, se utilizan como promotores de crecimiento
en dosis subterapéuticas durante periodos largos de tiempo.t’

3.5 Calidad de los alimentos

La calidad de los alimentos esta influenciada por los cambios quimicos vy fisicos
asociados, con sus propiedades intrinsecas o variables ambientales. La pérdida de
calidad también puede ocurrir debido a cambios enzimaticos producidos por las
enzimas intrinsecas o agentes microbianos.?®

Los alimentos de origen animal se contaminan facilmente con microorganismos,
esto en carne y productos avicolas puede tener consecuencias importantes en el
deterioro y la calidad de estos. 28

La contaminacion en carne de pollo es indeseable pero inevitable, y depende de la
calidad microbioldgica de las canales utilizadas como materia prima. Las practicas
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de higiene durante la manipulacién, el tiempo y la temperatura de almacenamiento
afectan de forma simultanea en la reproduccién de microorganismos. 26

En la carne de ave se pueden encontrar cientos de especies de microorganismos.
Estos pueden dividirse en dos grupos, por una parte, los que pueden producir
enfermedades en humanos, denominados patégenos, y por otra, los que causan
alteracion de la carne conocidos como microorganismos deterioradores. 26

3.6 Epidemiologia

La salmonelosis es una preocupacion en el ambito de salud publica en todo el
mundo. Salmonella entérica ocasiona infeccién intestinal aguda en personas de
todas las edades y puede causar infecciones invasivas graves como bacteremia y
meningitis en lactantes, ancianos y pacientes inmunodeficientes.*® En los paises
industrializados se han establecido sistemas de vigilancia, que permiten tener una
aproximacion mas certera respecto a la incidencia de las infecciones por Salmonella
y otros patdgenos causales de diarrea, asi como el efecto que tienen en la
mortalidad y morbilidad de la poblacién.*®

En Estados Unidos de América y Reino Unido, se calcula que al afio ocurren
1,412,498 infecciones por Salmonella Typhiy 73,193 infecciones por Salmonella no
Typhi?®®, se cree que este patégeno es el causante del 30% de las muertes
relacionadas a ETA’s. Los investigadores y las autoridades sanitarias declaran que,
en general, los pollos, cerdos y bovinos son los reservorios mas frecuentes de
Salmonella; la ingestion de alimentos contaminados es la causa mas comun de las
infecciones en el humano; y que todas las serovariedades tienen el mismo grado de
patogenicidad.?*

Hasta la fecha hay pocos estudios sobre la transmision de Salmonella que abarquen
la cadena alimenticia completa y las condiciones que necesita para ocasionar
salmonelosis en los humanos. Por esto, la inocuidad alimentaria recomienda
medidas de control y limites permisibles basandose en informacion epidemioldgica
gue se obtiene de estudios transversales realizados en los paises industrializados.®

México no tiene las estadisticas de infecciones por Salmonella.

Con frecuencia, los médicos diagnostican con base en el cuadro clinico del paciente,
sin contar con los estudios microbioldgicos adecuados para establecer un
diagnéstico correcto.?®

La falta de un buen sistema epidemiolégico con comunicacién entre, hospitales, y
el sector veterinario, asi como la falta de infraestructura adecuada, hace dificil la
tarea de que paises como México puedan identificar las principales serovariedades
de Salmonella en diferentes alimentos, asi como el riesgo que cada una de estas
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representa para la salud de los seres humanos. Estos datos son esenciales para
instaurar medidas necesarias para disminuir la mortalidad y morbilidad por
infecciones ocasionadas por Salmonella.?®

En reaccidn a la necesidad de obtener mas informacion sobre la transmision de
Salmonella a lo largo de la cadena alimenticia en México, la Dra. Mussaret y cols.
establecieron un sistema de vigilancia activo, que incluy6 a los Estados de Yucatan,
San Luis Potosi, Michoacan y Sonora. El sistema incluyé muestras de humanos,
carnes crudas, e intestinos de animales sacrificados en rastros.??

La peculiar forma de infeccion por Salmonella en el humano es la fiebre tifoidea,
gue se debe a la ingestion e invasion intestinal por un serotipo especifico de
Salmonella, el serovar Typhi (S. typhi), que ocasiona infeccion sistémica. De hecho,
las salmonelosis originadas por otros serotipos comunmente causan gastroenteritis,
aungue, pueden presentar cuadros invasivos.?3

Actualmente hay disponibles tres tipos de vacunas contra la fiebre tifoidea:

a) La vacuna parenteral K (muerta por acetona) y vacuna parenteral L (muerta
por calor-fenol). Estas otorgan de 79-88% y de 51-77% respectivamente de
proteccion, ademas de presentar efectos secundarios fuerte lo cual las hace
poco viables.

b) La vacuna oral Ty2la, fabricada a partir de S. Typhi atenuada por
mutagénesis quimica. Ha demostrado inducir del 67% al 96% de proteccion,
pero requiere de 3-4 dosis para la generacion de Ac y de refuerzo cada 5
afos, lo que la hace una vacuna cara y no practica para zonas endémicas.

c) Lavacuna parenteral a base del Ag capsular Vi, que es un polisacérido que
recubre a la bacteria. En estudios de campo, se demostré que la vacuna
induce elevados titulos de Ac y confiere una proteccion del 64% - 72%.
Debido a su naturaleza quimica, el polisacarido Vi no induce memoria
inmunoldgica por esto se necesitan refuerzos cada 3 aflos y es poco
inmunogénico en nifios menores de 2 afios y en adultos mayores.

Hay que remarcar, que no existe hasta la fecha una vacuna contra las otras
serovariedades de Salmonella capaces de producir infecciones sistémicas. °
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4. JUSTIFICACION

En México, los habitantes tiene una demanda cada vez mas grande por los
productos carnicos provenientes de aves, que constituye actualmente la fuente de
proteina principal (27.6 kg por habitante al afio), esto se refleja en el crecimiento
que ha tenido en los ultimos afios la produccion avicola. Aunque, hay que destacar
gue solo el 25% de la produccion avicola se beneficia en lugares autorizados, ya
gue la mayoria vende sus productos en establecimientos no autorizados con
deficientes condiciones sanitarias. Las deficiencias mas frecuentes son la ausencia
de agua, uso de agua contaminada, mal control de temperatura (falta de
refrigeracion), y proceso de eviscerado deficiente, entre otras, esto puede ocasionar
la contaminacién de la canal con Salmonella spp. El mejorar las practicas de higiene
en estos establecimientos pueden reducir significativamente el riesgo de
contaminacién por Salmonella. ’

Salmonella spp es capaz de infectar a personas de cualquier edad, la informacion
epidemiolégica arroja que la susceptibilidad es mayor en nifios, ancianos y personas
inmunodeficientes. En 2016, la OPS determiné que el 16% de aislamientos en casos
de ETA durante el periodo 2010-2016 en 10 paises de Sudamérica, incluido México,
detecto Salmonella spp, de los cuales el 20% se presenté en carne de ave. °

Asimismo, en 2017 se encontr6 que los casos de salmonelosis aumentaron, siendo
los nifios el grupo mas vulnerable, de los que la mayoria tenian como fuente de
proteina a los productos céarnicos avicolas por lo que es esencial evaluar la
presencia de patégenos en pollo y a su vez evaluar la resistencia antibiéticos. °
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

¢ Investigacion de cepas de Salmonella spp a partir de muestras de pollo crudo
gue se vende en la ciudad de Puebla.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar la busqueda y aislamiento de Salmonella spp en muestras de pollo
crudo que se expende en la ciudad de Puebla.

. Investigar la resistencia a antibiéticos de las cepas recuperadas del pollo
crudo analizado.

14



6. DIAGRAMA DE TRABAJO

cultivo.

!

Recepcion de piezas de pollo de los alumnos de
licenciatura (Medir temperatura)

'

Colocar en 225 mL de Caldo Colocar la rabadilla de
Lactosado <+— pollo en bolsas estériles

[ Preparacion de caldos y medios de ]

[ Incubar a 35+1°C por 18+2h ]

|
v v

[ Inocular 1 ml en caldo RVS [ Inocular 1 ml en caldo MKTTn ]
, I
[ Incubar a 35+1°C por 24+3h ] [ Incubar a 43+1°C por 24+3h ]

Aislamiento en agar XLD, SBy VB

v

Incubar a 35+1°C por 24+3h

!

Seleccionar colonias sospechosas

~—

Pre-enriquecimiento

Enriquecimiento

Aislamiento i

Confirmacion

Hjuin

Identificacién bioquimica ]

!

[ Antibiograma ]

)
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EQUIPO Y MATERIAL

Pipeta semi automatizada

calibrada de diferentes
voliumenes

Puntas estériles

Matraces Erlenmeyer de
diferentes capacidades
Stomacher

Incubadora calibrada a
35°C

Termometros calibrados

Cajas Petri grandes

Caldo lactosado

Caldo tetrationato
Caldo Rappaport-
Vassiliadis

Agar sulfito de bismuto
Agar XLD

Agar Verde Brillante

Tubos de ensaye
Vortex
Mecheros

Asa de platino 10ul
Bolsas estériles
Autoclave calibrada
Bascula calibrada

Agar Triple Azucar Hierro

(TSI)

Agar Lisina Hierro (LIA)
Medio Movilidad Indol
Ornitina (MIO)

Solucioén salina
Reactivo de Kovacs
Antisuero somatico (O)

polivalente de Salmonella

spp

Tabla 1. Materiales.

Instrumento de
medicién

Equipo auxiliar
Equipo auxiliar

Equipo auxiliar
Equipo

Instrumento de
medicién
Material

Medio de cultivo
Medio de cultivo
Medio de cultivo

Medio de cultivo
Medio de cultivo
Medio de cultivo
Equipo auxiliar
Equipo auxiliar
Equipo auxiliar

Equipo auxiliar
Equipo auxiliar
Equipo
Equipo

Prueba Bioquimica

Prueba Bioquimica
Prueba Bioquimica

Reactivo
Reactivo
Reactivo

7. MATERIAL Y METODOS

CLASIFICACION CALIBRACION

Vigente

NA
NA

NA
Vigente

Vigente

NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
Vigente
Vigente
NA

NA
NA

NA
NA
NA

REGISTRO
INTERNO
LERIM
Pipeta-01
Pipeta-02
Pipeta-03
Pipeta-04
Sin clave

Stomacher-01
Incubadora-01

Termémetro-01
Termoémetro-02
Sin clave

Sin clave
Vortex-01
Mechero-01
Mechero-02

Sin clave

Autoclave-01
Béascula-01
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Técnica

Método de referencia
para el aislamiento de
Salmonella spp.

Determinacion de
Salmonella spp
Tabla 2. Métodos.

Referencia

NORMA Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014,
Productos y servicios. Meétodos de prueba
microbioldgicos. Determinacion de
microorganismos indicadores. Determinacion de
microorganismos patdgenos.

NOM-114-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método
para la determinacion de Salmonella en alimentos.
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8. DESARROLLO EXPERIMENTAL
El procedimiento para la recoleccion de las muestras de pollo, fue el siguiente:

1. Las piezas de pollo fueron obtenidas por los estudiantes de la licenciatura
de QFB de la Facultad de Cs. Quimicas BUAP de acuerdo a los puntos de
muestreo que se presentan en la Imagen 1.

2. Se les hizo la peticién de que fuera especificamente la rabadilla del pollo y
se les di6 un cuestionario para que lo llenaran en el momento de comprar.

3. Se transportaron 39 rabadillas de pollo al laboratorio para iniciar su
procesamiento, cuidando la cadena de frio.

4. Se procedié a manipular cada pieza de pollo para iniciar con el paso de pre-

enriguecimiento.
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o) 7 N de Aparicio La Resurreccion
N~ AN JERONIM
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PUEBLA 2000
Coapa R s
San Andrés @ BOSQUES DE {1500}
San Gregorio Cholula SAN SEBASTIAN
Zacapechpan o
Puebla% @ P Caca Bl s
San Luis Estrella de Puebla@ Zaragolﬂv_ 50 [uohd\Fj!:m(.d
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Santo Tomas
Chautla

Africam Safari

San Pedro Q

Zacachimalpa

Santa Maria
Malacatepec

Google My Maps
Imagen 1. Puntos muestreados.

La técnica para la determinacion de Salmonella en alimentos, consistio de los
siguientes 4 pasos?:

1. Pre-enriquecimiento. Es el paso donde la muestra es pre-enriquecida en
un medio nutritivo no selectivo que permite restaurar las células de
Salmonella dafiadas a una condicion fisiologica estable.

2. Enriguecimiento. Empleado con el propésito de incrementar las
poblaciones de Salmonella e inhibir otros organismos presentes en la
muestra.

3. Aislamiento en medios soélidos. En este paso se utilizan medios selectivos
y diferenciales que restringen el crecimiento de otros géneros diferentes a
Salmonella y permite el reconocimiento visual de colonias sospechosas.

18



4. Identificacién bioquimica. Este paso permite la identificacion genérica de
los cultivos de Salmonella y la eliminacion de cultivos sospechosos falsos

1. Preparacion de la muestra.

Se realiz6 el analisis de la rabadilla completa en una proporcion muestra/caldo. Esta
cantidad puede variar siempre que se mantenga esta proporcion. En este caso, se
colocé en condiciones de esterilidad la rabadilla entera en 225 mL de caldo
lactosado.

2. Pre enriquecimiento

Se introdujo asépticamente la muestra completa en una bolsa estéril para colocarla
en el homogeneizador (Stomacher). Adicionar 225 mL del medio de pre
enriquecimiento estéril (caldo lactosado) se homogenizé e incubd por 24+2 h. a
35°C.

3. Enriquecimiento.

Se agité suavemente las bolsas con los cultivos de pre enriquecimiento, se
transfirieron 1 mL de la mezcla a un tubo con 10 ml. de caldo tetrationato adicionado
de 0.2 mL de yodo y a otro con 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis. Se incubarén
entre 18-24 h. a 43 y 35°C respectivamente.

4. Aislamiento de Salmonella.

Al término de la incubacion, se mezclaron los tubos de enriquecimiento, se estriaron
en agar verde brillante, agar sulfito de bismuto y agar XLD. Las placas se incubaron
por 24-48 h a 35°C, respectivamente.

Finalmente, se examinaron las placas para investigar la presencia de colonias
tipicas de Salmonella de acuerdo con las siguientes caracteristicas:

a) Agar verde brillante: colonias rojas o rosas que pueden ser transparentes
rodeadas por un halo rojo, las bacterias fermentadoras de la lactosa dan colonias
verdes o verde-amarillas.

b) Agar sulfito de bismuto: las colonias tipicas de Salmonella pueden ser cafés,
grises 0 negras: con o sin brillo metélico. Generalmente presentan un halo café,
tornandose posteriormente negro. Algunas cepas producen colonias verdes sin la
formacion del halo oscuro.
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c) Agar XLD: Colonias rosas con o sin centro negro. Muchos cultivos de Salmonella
spp pueden producir colonias con un centro negro muy grande o completamente
negras.

5. Identificacién bioquimica.

Se seleccionaron las colonias tipicas de cada medio selectivo que se encuentren
bien aisladas. Se tocaron levemente el centro de cada colonia e inocularon tubos
con: agar triple azucar hierro (TSI) y agar hierro lisina (LIA) (por estria en la
superficie inclinada y por puncion en el fondo), y medio MIO (por puncidn). Incubar
por a 35°C/24 h.

Observar el crecimiento en los tubos y considerar presuntivamente positivas para
Salmonella las colonias que den las siguientes reacciones:

a) Agar TSI, en el fondo del tubo se observa vire del indicador debido a la
fermentacion de la glucosa; en la superficie del medio se observa un color rojo mas
intenso que el medio original debido a la no fermentacion de la lactosa ni de la
sacarosa. En la mayoria de los casos se observa coloracién negra a lo largo de la
puncién debido a la produccién de acido sulfhidrico.

b) Agar LIA, se observa intensificacion del color parpura en todo el tubo por la
descarboxilacion de la lisina. Considerar negativos aquellos cultivos que produzcan
claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoria de las cepas de
Salmonella producen H2S en este medio con ennegrecimiento a lo largo de la
puncion.

¢) Medio MIO: Se observa un color gris-purpura debido a la descarboxilacion de la
ornitina. Considerar negativos aquellos cultivos que produzcan claramente color
amarillo en el fondo del medio.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

De un total de 39 muestras de rabadilla de pollo crudo de la ciudad de Puebla, se
obtuvieron 15 cepas que cumplian con las
caracteristicas bioquimicas de Salmonella spp.

Diversos estudios han demostrado la prevalencia de
Salmonella spp. en granjas aviares, asi como los
factores de riesgo asociados a la presencia de la
bacteria y la prevalencia en canales en las plantas de
sacrificio y en expendios de pollo crudo. ’

Este estudio se centrd en la utilizacion de pruebas
bioquimicas para la identificacion. Al momento de
elegir la metodologia, se evalu6 una serie de
aspectos para saber que via de aislamiento era la
mas efectiva.

Imagen 2.. Propia. Colonia tipica de
Salmonella en medio XLD

Se obtuvo como resultado que el caldo tetrationato fue el mejor para
enriguecimiento y el medio de cultivo verde brillante fue el mejor para aislamiento.

En la tabla 3 se muestra el resultado de las pruebas bioquimicas realizadas a las
cepas sospechosas de Salmonella spp.

Cepa TSI LIA Descarboxilacion Desaminacion MIO
1 A/A K/K + - +-+
2 K/A K/K + - +-+
3 K/IA* K/K* ¥ - +-+
4 K/IA* K/K* + - +-+
5 K/IA* K/K* 5 - +-+
6 K/IA* K/K* + - +-+
7 A/A K/K + - +-+
8 K/A K/K + - +-+
9 K/IA* K/K* ¥ - +-+
10 K/A* K/K* + - +-+
11 K/IA* K/K* + - +-+
12 K/IA* K/K* + - +-+
13 A/A K/K + - +-+
14 K/IA* K/K* + - +-+
15 K/IA* K/K* + - +-+

Tabla 3. Resultado de las pruebas bioquimicas de Salmonella aislada de pollos.
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Imagen 3. Propia. Pruebas bioquimicas tipicas de Salmonella

Del 100 % de las muestras procesadas, en el 38.4% se aislo Salmonella spp.

Es importante mencionar que, aunque solo en 15 muestras se identificé6 Salmonella
spp, se observo que las muestras restantes presentaron abundante crecimiento de
bacterias Gram negativas, |0 que nos indica la alta concentracién microbiana que
existe en productos como el pollo crudo.
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En la mayoria de los casos Salmonella spp fue resistente a mas de un antibiético,
incluyendo sulfametoxazol/trimetoprim, nitrofurantoina, ampicilina, carbenicilina,
ciprofloxacino, cloranfenicol.

Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
AM R R R R R R R R R R R R R R
AK |
c8 R R R R R R R R R R R R R R
GE R R R R R R R R R
CF I R R R R R R R R R R I
CFX R R R R I R
NET R R R R R R R
CPF R R R R R R R R R R R
NOF | | R I I I I I R R I I
cL R R R R R R R R R R R R R R
SXo R R R R R R R R R R R R R R R
NF R R R R R R R R R R R R R R R

Tabla 4. Resultados de resistencia y sensibilidad a los antibidticos de las cepas recuperadas de Salmonella de pollo crudo.
R= Resistente, I= Intermedio, S= Sensible.

La resistencia de Salmonella spp y otras bacterias a los antimicrobianos constituye
un motivo de preocupacién en el ambito de la salud publica a nivel mundial.

La resistencia a los antimicrobianos puede asociarse al fracaso terapéutico en
humanos y alargar la estancia hospitalaria, produciendo aumento en el gasto de los
sistemas de salud. Asi mismo, los costos econémicos, sociales y emocionales para
los pacientes se ven incrementados.

La elevada frecuencia de resistencia a antibioticos observada en la presente
investigacion, incluyendo aquellos de uso clinico para el tratamiento de la
salmonelosis, indican la necesidad de establecer sistemas de control y vigilancia
adecuados para reducir la resistencia en aislamientos de alimentos de origen
animal. Se ha sugerido que el uso extenso de antibidticos en humanos, y en
particular el uso prolongado de antibiéticos en la produccion animal, pueden
contribuir a la aparicion de resistencia a antibidticos.
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Por ejemplo, se ha sugerido que la alta frecuencia de resistencia a quinolonas en
los aislamientos de Salmonella spp, particularmente en aquellos de origen aviar, se
debe al uso frecuente de estos con fines terapéuticos o metafilacticos
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Grdfica 3 Porcentaje de cepas sensibles a diferentes antibioticos

Los antibidticos a los que las cepas aisladas de Salmonella spp presentaron mayor
sensibilidad fueron amikacina, cefotaxima y netilmicina.
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Grdfica 4 Porcentaje de cepas resistentes a diferentes antibicticos.

La mayoria de las cepas de Salmonella spp recuperadas presentaron resistencia a
multiples antibioticos, que son usados como primera opcion en el tratamiento de
salmonelosis en humanos, como cloranfenicol, ciprofloxacino, trimetoprim-
sulfametoxazol y carbenicilina. De acuerdo con los resultados, los aislamientos de
Salmonella spp presentaron resistencia a amikacina con menor frecuencia que a
otros antibidticos de uso frecuente en la salmonelosis, por lo que este antibitico
podria resultar la mejor opcion terapéutica para iniciar un tratamiento empirico. De
estos resultados se observa que los antibidticos a los que las cepas aisladas de
Salmonella spp. presentaron mayor sensibilidad, ademas de la amikacina, fueron
cefotaxima y netilmicina.
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Antibiotico Sensible (n) Intermedio (n) Resistente (n)

Ampicilina 1 0 14
Amikacina 14 1 0
Carbenicilina 0 1 14
Gentamicina 8 0 7
Cefalotina 3 2 10
Cefotaxima 9 1 5
Netilmicina 8 0 7
Ciprofloxacino 1 3 11
Norfloxacino 4 8 3
Cloranfenicol 1 0 14
Sulfametoxazol/Trimetoprim 0 0 15
Nitrofurantoina 0 0 15

Tabla 5. Comportamiento de las cepas de Salmonella spp aisladas a partir de rabadilla de pollo crudo.

Como parte de las medidas sugeridas para minimizar el problema de resistencia a
los antibidticos. La Agencia de Alimentos y Drogas de Estados Unidos o FDA (Food
and Drug Administration) impulsa distintas estrategias para reducir el uso de
antibioticos en los animales de consumo, incluyendo promover cambios voluntarios
por parte de los productores. La FDA promueve el rol del veterinario para la
supervision del tratamiento, control y prevencion de enfermedades en los animales
productores de alimentos, ademas considera que el cambio voluntario de los
productores es la forma mas eficaz para poner en practica cambios duraderos
orientados a proteger la salud publica y animal. ’

Segun la OMS, los establecimientos de venta ambulante deben de estar
constituidos de tal manera que se evite la contaminacion de los alimentos, la
proliferacion de plagas y la contaminacion al momento de la manipulaciéon del
alimento; ademas el personal debe de ser muy cuidadoso con las buenas practicas
de higiene, lo que no ocurre en la mayoria de los establecimientos ya sean
ambulantes o fijos que venden pollo crudo. En las encuestas realizadas, la mayoria
de los establecimientos tenian el pollo crudo expuesto y a temperatura ambiente. °
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10. CONCLUSIONES

Se logro aislar e identificar mediante analisis microbiol6gicos la presencia de
Salmonella spp en pollo crudo de la ciudad de Puebla, estableciendo su
incidencia en un 38.4 % de los casos.

Las cepas aisladas de Salmonella spp obtenidas de pollo crudo presentaron
resistencia a multiples antibioticos.

Se encontrd un alto grado de resistencia (100%) a los siguientes antibidticos:
Sulfametoxazol/Trimetoprim y Nitrofurantoina

Se encontré un alto grado de sensibilidad (93.3%) al antibiético Amikacina.
Las malas practicas de higiene en los puntos de venta de pollo crudo de la
ciudad de Puebla se ven reflejadas en la calidad microbiolégica del producto.
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11. RECOMENDACIONES

Debido a la frecuencia con la que se aisl6 Salmonella spp se recomienda
cocer perfectamente el pollo antes de su consumo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, la metodologia
recomendada para la recuperacion de cepas de Salmonella es:
Pre-enriquecimiento: Caldo lactosado

Enriquecimiento: Caldo Tetrationato

Aislamiento: Verde Brillante Agar

Es importante que mas estados de la Republica Mexicana realicen y
publiquen estudios sobre la resistencia de Salmonella spp para establecer y
monitorear estrategias de control adecuadas.
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