UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTONOMA DE
NICARAGUA,
MANAGUA
UNAN - MANAGUA

INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD
“Dr. Luis Felipe Moncada”
MONOGRAFIA PARA OPTAR AL TITULO DE:

Licenciado (a) en Microbiologia

TEMA.

Determinacion de Salmonella spp, en carne molida de res expendida en los supermercados

de Managua en el periodo de marzo - abril 2020.

AUTORES:
Br. Bianka Lizeth Palacios Lopez.
Br. Flor de Liz Vega Mayorga.

Br. Danna Dayamith Pulido Largaespada.

TUTORES:

Ing. Benita Magaly Jiménez
Especialista en laboratorio de salud

Departamento de microbiologia de alimentos CNDR.

MSc. Francisco Enriqgue Romero Oviedo
Docente POLISAL-UNAN-MANAGUA
ASESOR METODOLOGICO:

MSc. Oscar Arbiz( Medina.
Docente POLISAL-UNAN-MANAGUA

Managua, 11 de diciembre de 2020.



GLOSARIO

A:

Abscesos: cavidad donde se acumula pus.
- 11

Aclorhidria: estado clinico en el que la
produccion del 4&cido gastrico del
estbmago es inexistente 0  baja,

respectivamente. - 10

Anaerobios: Que es capaz de vivir o

desarrollarse en un medio sin oxigeno. - 10

Antibiograma: prueba microbioldgica que
se realiza para determinar la
susceptibilidad (sensibilidad o resistencia)
de una bacteria a un grupo de antibioticos.

- 38

Antibioterapia: terapia realizada por

medio de farmacos. - 11

Antibiéticos: Que  destruye los

microorganismos que producen

enfermedades e infecciones. - 18

Antisuero: Suero que contiene anticuerpos
(inmunoglobulinas) especificos frente a un

determinado antigeno o a varios. - 35

Artritis: hinchazon y la sensibilidad de una

0 mas de las articulaciones. - 11

B:

Bacilos: bacteria de forma cilindrica
alargada. - 10

Bacterias:  organismo  microscopico
unicelular, carente de nuacleo, que se
multiplica por division celular sencilla o

por esporas. - 7

Bactericidas: que destruye las bacterias. -
19

Bacteriostatico: es aquel que, aunque no
produce la muerte a una bacteria, impide

su reproduccion - 19

BLEE: betalactamasas de espectro
extendido - 37

Brote: aparicién repentina de una
enfermedad debida a una infeccién en un
lugar especifico y en un momento

determinado. - 6
C:

Catalasa: enzima que podemos observar

sobre todo en organismos aerdbicos - 10

Cepas: grupo de microorganismos, como
bacterias o virus, que pertenecen a la
misma especie y comparten ciertas
caracteristicas que no se encuentran en

otros miembros de la especie. - 40



Coliformes: grupo de especies bacterianas
que tienen  ciertas  caracteristicas
bioquimicas en comdn e importancia
relevante como indicadores de
contaminacion del agua y los alimentos. -

13

Colonia: agrupacién de un conjunto de

microorganismos de un mismo tipo - 26
D:

Desaminan: eliminacién de un grupo

amino de una molécula. - 15

Descarboxilan: es una reaccion quimica en
la cual un grupo carboxilo es eliminado de
un compuesto en forma de dioxido de

carbono - 15
E:

Enzimas: proteina soluble producida por
las células del organismo, que favorece y
regula las reacciones quimicas en los seres

vivos. - 16

Esporas: célula vegetal reproductora que
no necesita ser fecundada. - 10

F:

Facultativos: que puede desarrollarse o

funcionar, pero no es obligatorio. - 10

Fagocitos: célula libre, presente en la

sangre y otros liquidos organicos de los

seres pluricelulares, que tiene la propiedad
de capturar 'y digerir particulas
(especialmente microbios) mediante el

proceso de la fagocitosis. - 11

Fermentacion: proceso bioquimico por el
que una sustancia organica se transforma
en otra, generalmente mas simple, por la

accion de un fermento. - 15

Flagelos: filamento contractil fino vy
alargado a modo de cola presente en
muchas procariotas y en ciertas células
eucariotas, que les sirve para desplazarse
en un medio liquido y para otras funciones.
- 10

Fluoréforo: componente de una molécula

que hace que ésta sea fluorescente. - 18
G:

Gastrectomia: cirugia para extirpar todo o

parte del estomago. - 10

Gastroenteritis:  inflamacion de la
membrana interna del intestino causada

por un virus, una bacteria o parésitos. - 2

Indol: compuesto organico heterociclico,

con estructura biciclica. - 16

Inocuidad: incapacidad para hacer dafio - 2



Inoculo: suspension de microorganismos
que se transfieren a un ser vivo 0 a un
medio de cultivo a traves de la

inoculacién. - 10
L:

Lotes: conjunto de cosas que tienen
caracteristicas comunes y que se agrupan

con un fin determinado. - 20
M:

Macréfagos: célula de gran tamafio que
tiene capacidad de fagocitar particulas
grandes y que se encarga de destruir los
antigenos (y las células que los
transportan) y de presentarlos a los
linfocitos encargados de iniciar el proceso

inmunoldgico. - 11

Mucosa: membrana del organismo que
elabora una sustancia densa y pegajosa
para proteger un 6rgano o una parte del

cuerpo. - 11
N:

Nitritos: sal formada por combinacién del

acido nitroso y una base - 10
O:

Ornitina: aminodacido dibasico, sintetizado
en el citosol como producto del glutamato.
- 16

P:

Patégeno: que causa 0 produce

enfermedad. - 2

PCR-Tiempo real: es una variante de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizada para amplificar y
simultaneamente cuantificar de forma
absoluta el producto de la amplificacion de

acido desoxirribonucleico (ADN). - 1

Ph: coeficiente que indica el grado de
acidez o basicidad de una solucién acuosa.
- 10

R:

Resistencia antimicrobiana: la resistencia
a los antimicrobianos (o
farmacorresistencia) se produce cuando
los microorganismos, sean bacterias,
virus, hongos o parasitos, sufren cambios
que hacen que los medicamentos
utilizados para curar las infecciones dejen

de ser eficaces. - 1

Reticuloendotelial: parte del sistema
inmunitario consistente en fagocitos
localizados en el tejido conectivo reticular
- 11

S:



Salmonelosis; enfermedad bacteriana
frecuente que afecta el aparato intestinal. -
1

Sensidiscos: son pequefios discos de papel
impregnados con concentraciones

conocidas de la sustancia a probar - 37

Septicemia: es la presencia de bacterias en
la sangre (bacteriemia) que a menudo
ocurre con infecciones graves. Esta
afeccion, también conocida como sepsis,
es una infeccion grave y potencialmente
mortal que empeora de forma muy répida.
-11

T:

Toxiinfecciones: enfermedad provocada
por un alimento contaminado debido a las
toxinas que fabrican ciertos

microorganismos. - 11

Toxinas: sustancia toxica producida en el
cuerpo de los seres vivos por la accion de

los microorganismos. - 7

U:

UFC: unidad formadora de colonias - 25
V.

Vagotomia: cirugia para cortar las partes
del nervio vago que hacen que el estbmago

elabore &cido gastrico. - 10

Virulencia: grado de la capacidad de un
microorganismo  para producir una

enfermedad. - 10
Z:

Zoonosis: se dice de cualquier enfermedad
propia  de los  animales  que
incidentalmente puede comunicarse a las

personas. - 2
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RESUMEN.

Se realiz6 un estudio epidemioldgico, de tipo descriptivo y corte transversal, con las
diferentes cadenas de supermercados de Managua, el objetivo principal es determinar
Salmonella spp, en carne molida de res en un periodo comprendido entre marzo - abril 2020.
El estudio cuenta con un universo de 46 supermercados distribuidos en 5 cadenas (A, B, C,
D, E), donde se seleccionaron 10 supermercados aleatoriamente, la muestra estuvo
compuestas por 2 lotes (1 lote de carne econdémica y un lote de carne super) 50 submuestras
de carne econdmica y 50 submuestras de carne stper, equivalente a un total de 100 muestras.
En los resultados obtenidos, tanto en el método convencional, como en el PCR- tiempo real,
se encontré un 4%, de muestras positivas con cepas de Salmonella spp, demostrando que
ambos métodos son efectivos para su identificacion. Se les realizo el perfil de resistencia
antimicrobiana, resultando con resistencia al grupo de P-lactamicos, Penicilinas,
Cefalosporinas y Monobactames, resultando Ciprofloxacina con valores de corte intermedios
reportandose de esta forma el mecanismo de resistencia: BLEE positivo. Concluyendo que
el 4% que se encontré contaminado representa un grave peligro hacia la salud de los
consumidores, recomendandose de esta forma al instituto politécnico de la salud “Dr. Luis
Felipe Moncada” (POLISAL) de la Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua,
instituto que promueve la investigacién, que pueda proporcionar éste y otros estudios con la
finalidad de dar seguimiento y ampliar el estudio, donde se determine el serotipo especifico
de las cepas de Salmonella, encontradas y se busquen los genes de resistencia, ya sea con
fines epidemiolégicos o educativos, esto en coordinacion con la direccidn de regulacion de
alimentos, para monitorear la presencia de Salmonella, en carne molida de res, no solo de los
supermercados; sino también, de los mercados municipales, estando asi al tanto del
comportamiento de los mismos y evitar posibles multiresistencia que pueda presentar en el
futuro ésta bacteria, garantizando la seguridad alimentaria de los consumidores. de igual
forma se recomienda la vigilancia del uso de antibidticos durante la crianza del animal,

regulado por el Ministerio Agropecuario.
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1. INTRODUCCION.

Las intoxicaciones alimentarias causadas por Salmonella spp, son de mayor prevalencia en
los paises desarrollados y es una de las principales causas de gastroenteritis en el ser humano.
Se estima que afecta anualmente a millones de personas de todo el mundo y provoca mas de
cien mil defunciones (Marcillo, Murillo, Ortiz, & Parrales, 2019). La transmision de
Salmonella spp, de persona a persona es poco frecuente, por lo que se considera que los
alimentos en especial la carne de ave, bovino y sus derivados, son la principal fuente de
contaminacion humana, se estima que el 95% de las infecciones estan asociada a la ingesta
de alimentos contaminados con Salmonella spp, (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).
Diversas revistas de otros paises, reportan nuevas publicaciones con un aumento de la
resistencia antimicrobiana en cepas de Salmonella spp, proveniente de alimentos de origen
animal (Quesada, Reginatto, Ruiz, Colantonio, & Burrone, 2016) lo que hace necesario un
manejo preciso sobre el uso racional de antibidticos y mantener la vigilancia activa sobre
posibles apariciones de cepas multiresistentes, en carne molida de res expendida en los
supermercados de Managua, a fin de conocer si ésta es apta para el consumo humano; de la
misma manera, se tomen medidas preventivas y correctivas, que vayan en pro de la salud del

consumidor.
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1. ANTECEDENTES.

Yanez et al. (2011). Realizaron un estudio en canales de bovinos y en alimentos de la via
publica de Monteria, Cordoba, donde se aislé Salmonella spp, en 16.1% de las muestras
obteniendo un 68% de casos positivos con la g-PCR y 48% con el método convencional, los
alimentos expedidos de la via publica que presentaron mayor contaminacion por Salmonella
spp, fueron: chorizos, con 28,1% por g-PCR y 12,3% por el método convencional; quesos,
con 18,4% por g-PCR y 5,3% por el método convencional; cerdo, con 23,1% por g-PCR y
15,4% por el método convencional, y carne molida, con 9,3% por g-PCR y 15,6% por el

método convencional.

Urrutia y Guevara (2012). Realizaron una investigacion en Deteccion de Salmonella spp,
resistente a antibioticos en carne molida de res distribuidas en los supermercados en la zona
2 del Distrito 2 del area metropolitana de San Salvador; a partir de 20 muestras de carne
molida de res de las especialidades (Especial, Super Especial, Premium, Extrafina), se
recolectaron 10 muestras en la primera semana y 10 en la segunda semana, realizando un
analisis para detectar Salmonella spp, teniendo un resultado positivo, donde posteriormente
se le realiz6 pruebas de susceptibilidad a los antibidticos (penicilina, cloranfenicol,
Ciprofloxacina, gentamicina y tetraciclina) por el método de difusion Kirby Bauer para
determinar la multiresistencia. Llegando a la conclusion que de las 20 muestras analizadas
55% se les detectd Salmonella spp, y de estas el 100% fue resistente a penicilina 10 pg,
100% fue sensible a gentamicina 10 pg y Ciprofloxacina 5 ug, 45.45% presento resistencia
a tetraciclina 30 pg, 9.1% present6 sensibilidad intermedia a tetraciclina 30 pg y 45.45% fue
sensible a tetraciclina 30 pg, 9.1% fue resistente a cloranfenicol 30 pg, (9.1%) presento

sensibilidad intermedia y 81.81% fue sensible a este ultimo.

Mercola (2013). Realizé una publicacion para el sitio web Mercola, informando que, en los
Estados Unidos, las autoridades federales de salud recientemente reportaron que al menos 16
personas en cinco estados se habian enfermado por comer carne molida contaminada con
Salmonella, cerca de la mitad de estas personas tuvieron que ser hospitalizadas, pero ninguna
ha muerto hasta ahora. Siete de las personas afectadas comieron Kibbeh- un platillo de carne
molida cruda- en un restaurante sin nombre en Detroit. La contaminacion estd dispersa

alrededor de un area muy grande: Michigan, Arizona, Illinois, lowa y Wisconsin. De acuerdo
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con los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), el brote esta relacionado
con el reciente retiro de més de 1,000 libras de carne molida de Gab Halal Foods y Jouni

Meat, ambas con sede en Michigan.

Cabrera et al. (2013). Realizaron un estudio preliminar para investigar Salmonella spp, y E.
coli 0157:H7 en carne molida de res, de venta en supermercados en la ciudad de Puebla,
México realizado en la Universidad Autdnoma de Tamaulipas Ciudad Victoria, México;
publicado por la red de revistas cientificas de América Latina, El Caribe, Espafia y Portugal;
se concluyd que en muestras de 25 gramos no se encontro la presencia de Salmonella sp, ni
de E. coli 0157:H7; sin embargo, se detectaron otras Enterobacterias como Proteus sp,
Citrobacter sp, Klebsiella sp., Enterobacter sp, y E. coli. no 0157:H7. Por lo que, sus
recomendaciones fueron que la carne tenga un buen proceso de coccion antes de ser
consumida, ademas, es conveniente que se realicen estudios continuos que estén dirigidos a
la identificacion de estas bacterias o de otros microorganismos, mediante el uso de técnicas

molecular.

Estrada y Guillén (2015). Elaboraron el estudio monografico que tiene como tema:
Identificacion del patégeno Salmonella spp, en carne molida de res comercializada en el
mercado central de Chinandega-Nicaragua, en el periodo de octubre-noviembre 2015, la cual
tiene por objetivo general: Determinar la presencia de Salmonella spp. Donde se muestrearon
48 tramos en total, lleg6 a la conclusion que se encontrd Salmonella spp. En el 20% de los
comercios, correspondiendo a 10 tramos; demostrando de esta manera que la carne molida
que se comercializa en el mercado central de Chinandega tiene serios problemas de inocuidad
en cuanto a la elaboracion y manejo del producto.

Romero et al. (2015). Realizaron la tesis monografica cuyo tema es: “Analisis de la
comparacion del método estandar 1ISO 6579-2002 con PCR Tiempo Real como prueba de
Tamizaje para la deteccion de Salmonella spp, en carne molida, CNDR MINSA, noviembre
diciembre 2014.” se estudiaron 25 muestras de carne molida las cuales resultaron 100%
positivas por los dos métodos utilizados. Llegando a la conclusion que ambos métodos son
una excelente alternativa para realizar pruebas de tamizaje para la deteccidén de Salmonella

spp, en productos carnicos.
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Ballesteros et al. (2016). Realizaron un estudio que tiene como tema: “perfil de resistencia a
antibioticos de serotipos de Salmonella spp, aislados en carne de res molida en la ciudad de
México, detectando los serotipos Lomita, Derby, Senftenberg, Javiana y Cannsttat, se
observo alta resistencia a ampicilina, Carbenicilina, Tetraciclina y Trimetropim-
Sulfametoxasol, donde cinco cepas no fueron tipificadas y 14 mostraron multiresistencia.
Concluyendo que la carne de res que se vende en el principal centro de consumo del pais esta

contaminada con serotipos de Salmonella spp, relevantes para la salud publica.

Castafieda (2017). Realiz6 un estudio en la Universidad Nacional Auténoma de México
titulada: Diagnostico de Salmonella Typhimurium, en carne molida utilizando dos pruebas
rapidas y la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se concluy6 que, de cinco
muestras de carne inoculadas con Salmonella, todas las muestras dieron resultado positivo a
Salmonella, al aplicarse la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Obteniendo

un 100% es especificidad y 100% en sensibilidad

En el 2018. Una institucién de los Estados Unidos que inspecciona los alimentos ha publicado
un articulo por el FSIS (Servicio de Inocuidad e Inspeccion de Alimentos) informando que
se han retirado productos de carne de res cruda por una posible contaminacion por Salmonella
newport, de la distribuidora carnica JBS Tolleson Inc. Los productos de carne cruda no
intacta, entre ellos la carne molida, se empacaron en varias fechas desde el 26 de julio de
2018 hasta el 7 de septiembre de 2018. A raiz del mismo, el FSIS pudo comenzar el rastreo
de los productos de carne molida. Hasta la fecha, ocho pacientes han proporcionado recibos
0 numeros de tarjetas de compras, que han permitido las investigaciones de rastreo del
producto. EI FSIS, los Centros para el Control de enfermedades y prevencion, y Salud
publica del estado de Arizona, y socios del ramo de la agricultura determinan que la carne

molida de res cruda fue la fuente probable de las enfermedades informadas.
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I1l.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Caracterizacion del problema.

La Salmonelosis, es una de las enfermedades con mayor frecuencia en los reportes de brote
relacionados con enfermedades transmitidas por alimentos a nivel mundial, se estima que
entre el 15% y 20% de dichas enfermedades, estan directamente asociadas al consumo de
carne de pollo, carne molida de res, carne de cerdo, representando un alto indice de
contaminacion cruzada para las personas, (Molina, 2010).

Delimitacion del problema.

Salmonelosis causada por Salmonella spp, es una de las grandes afectaciones alimentarias
que sufren las personas hoy en dia, esto es por el acelerado ritmo de vida que nos lleva al
consumo de comida rapida, entre otros tipos de alimentos que contengan carne molida o sus
derivados, en donde no se controla de manera eficiente las practicas higiénicas necesarias,
también, es importante su estudio porque representa el segundo alimento de mayor consumo
por la poblacién, por lo tanto, es necesario mostrar si hay presencia de Salmonella spp, en
este tipo de producto, de la misma forma destacar el grado de resistencia antimicrobiana que
puede presentar la bacteria una vez aislada, se tomara como referencia los supermercados de

Managua, en donde, se obtendran dichas muestras.

Formulaciéon del problema

Por la tematica antes planteada surge la siguiente interrogante:

¢Cuantas muestras de carne molida de res, expendida en los supermercados de Managua en
el periodo comprendido de Marzo - Abril 2020, estdn contaminadas con la bacteria de

Salmonella spp, y representan un riesgo a la salud de los consumidores?
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Sistematizacion del problema

¢Qué cantidad de muestras de carne molida de res expendida en los supermercados de

Managua se encuentra contaminada de Salmonella spp, mediante g-PCR?

¢Se lograra aislar mediante pruebas convencionales, Salmonella spp, en carne molida de res

que se expende en los supermercados de Managua?

¢ Cudl es el perfil de resistencia de Salmonella spp, aislada en carne molida de res expendida

en los supermercados de Managua?
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IV.  JUSTIFICACION.

Las enfermedades transmitidas por alimentos ( ETAS) constituyen un importante problema
de salud a nivel mundial, debido a la ingesta de alimentos contaminados por bacterias o
toxinas en cualquier etapa del proceso de transformacion de los alimentos, cabe destacar que
Salmonella spp, es una de las principales causantes de diarrea por contaminacion alimentaria
(Organizacion Mundial de la Salud, 2020), por lo tanto el estudio de Salmonella spp, es de
gran importancia, principalmente en los supermercados donde su comercializacién es muy
cotizada, desconociéndose las medidas higiénicas sanitarias que se implementan,

representando un riesgo para la salud del consumidor.

La carne molida de res al ser un producto, donde el proceso de elaboracion y distribucién
exige un control de medidas higiénicas muy estricto, con facilidad se puede dar el desarrollo
de microorganismos patégenos que pueden afectar directamente la salud de los
consumidores. El desarrollo de este estudio servird para alentar a las instituciones
correspondientes, a tomar iniciativas que establezcan medidas de caracter riguroso en cuanto
al manejo de este producto perecedero. Asi como implementar vigilancia sobre el uso de los
antibioticos tanto a las industrias ganaderas, como en la antibioterapia en personas enfermas,
ya que el manejo irracional es el principal causante de aparicion de microorganismos

multiresistentes. Consecuentemente proteger la salud del consumidor.
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V. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

Objetivo general.

Determinar la presencia de Salmonella spp, en carne molida de res expendida en los

supermercados de Managua en el periodo comprendido de marzo - abril 2020.

Objetivos especificos.

1. Detectar la presencia de Salmonella spp, mediante la g-PCR en tiempo real, en carne

molida de res expendida en los supermercados de Managua.

2. Aislar Salmonella spp, en carne molida de res expendida en los supermercados de

Managua mediante pruebas convencionales.

3. Analizar el perfil de resistencia de Salmonella spp, aislada en carne molida de res

expendida en los supermercados de Managua.
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VI. MARCO TEORICO.
6.1. Generalidades.

6.1.1. Caracteristicas de Salmonella spp.

6.1.2. Fisioldgicay estructural.

El género Salmonella, pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Los microorganismos que
lo componen son bacilos Gram negativos. Miden de 0,7- 1,5 X 2-5 um, son anacrobios
facultativos, no formadores de esporas y generalmente moviles por flagelos peritricos
(excepto Salmonella gallinarum y Salmonella pullorum). Las Salmonellas, fermentan
maltosa, manitol y glucosa; produciendo gas, excepto Salmonella typhi, que nunca lo
produce. No fermentan lactosa ni sacarosa. Son generalmente catalasa positiva, oxidasa

negativa y reducen nitratos a nitritos (Garcia & Mateo, 2010).

Salmonella, crecen en un amplio rango de temperatura 7°- 49° C, crece a un pH que varia
entre 4 - 9, la tolerancia al acido depende del tipo y tamafio del acido al cual se expone el
microorganismo, por factores como la temperatura y sustancias como los nitritos. El
crecimiento bajo atmdsferas de nitrgeno es ligeramente menor a las condiciones aerébicas.
Puede crecer de 8 - 11 °C con concentraciones de 20 - 50% de CO,, , su crecimiento se ve
retardado cuando hay un 80% de CO, en el aire. Salmonella, puede multiplicarse en
actividades de agua (aw) que van desde 0.94 hasta 0.995 (Carrascal, Catafieda, & Pulido,
2011).

6.2.  Patogenia.

Una vez que la persona ingiere Salmonella, el desarrollo de la enfermedad va a depender
fundamentalmente de la cantidad de microorganismos ingeridos (inéculo), de su virulencia
y de factores dependientes del huésped. Las cepas Vi negativas son menos infecciosas y
virulentas que las cepas Vi positivas. La dosis infectiva para las personas sanas se encuentra
entre 107y 10° células. En una toxiinfeccion provocada por un helado contaminado con un
numero pequefio de Salmonella enteritidis, pero distribuida homogéneamente en el producto,
la dosis infectiva causante de la enfermedad sintomatica fue solo de 25 células, en el caso de

los individuos susceptibles se puede provocar la enfermedad con solo 10 células de la cepa

10
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apropiada de Salmonella, en alimentos ricos en grasa y azUcares, la dosis infectiva puede ser
de 10%(Quilez, 2002).

La acidez gastrica es una barrera natural importante, siendo factores predisponentes aquellas
circunstancias que modifican el pH gastrico, como aclorhidria, vagotomia, gastrectomia o la
toma de farmacos que lo modifican, Una vez superada la barrera gastrica, Salmonella, pasan
al intestino delgado, donde encuentran un medio méas idéneo, méas aun si hay una alteracion
de la flora intestinal normal por el uso previo de antibioterapia. Se adhieren a receptores
especificos de las vellosidades intestinales, atraviesan la mucosa, alcanzan los linfaticos de
las placas de Peyer donde se multiplican, pasando a la sangre donde son atrapadas por
fagocitos y macrofagos del sistema reticuloendotelial, acumulandose en los Grganos ricos en
él como son higado, el bazo y la médula 6sea. Finalmente vuelven a pasar al intestino y a la

vesicula biliar (Jimenez, Mufioz, Delgado, Rivero, & Torre, 2010).

6.3. Manifestaciones clinicas.

La infeccion por Salmonella, no tifoidea produce una gastroenteritis indistinguible de la
producida por otros patdgenos gastrointestinales, siendo la responsable de aproximadamente
el 50% de los casos de toxiinfecciones alimentarias la enfermedad por lo general dura de 4 a
7 dias. En los casos en que la diarrea sea muy aguda puede que se requiera hospitalizacion.
Los nifios, los ancianos y las personas con el sistema inmunolégico comprometido son mas
susceptibles a complicaciones. Los sintomas mas comunes son dolor de cabeza, fiebre, dolor
abdominal, diarrea, ndusea y en ocasiones vomitos. Puede ocurrir deshidratacion severa entre
los infantes y en personas de edad avanzada. Los sintomas surgen de 6 a 72 horas después de
la infeccidn, usualmente comienzan entre 12 y 36 horas y duran de 4 a 7 dias, dependiendo
de factores del huésped, dosis ingerida (107 - 10°%) y caracteristicas de la cepa. La enfermedad
puede presentar las siguientes complicaciones: deshidratacion que puede llevar a la muerte
en los nifios, los ancianos y los inmunocomprometidos si no son tratados con rapidez,
septicemia o abscesos localizados en 6rganos internos y/o articulaciones; también artritis
reactiva (como respuesta autoinmune) que se puede presentar 3 a 4 semanas después del

comienzo de los sintomas agudos (Quirdz, 2016).
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6.4. Prevencion.

Lo mas importante que debe recordar es que solamente pueden enfermar si ingiere los
gérmenes, estos se destruyen al lavarse bien las manos con agua y jabon y al cocinar los
alimentos completamente. Convertir los consejos que se mencionan a continuacién en parte
de su rutina diaria le ayudara a prevenir no sélo la salmonelosis, sino también otras

enfermedades:

° Lavese bien las manos con agua y jabdn antes de ingerir o de preparar alimentos,
Después de ir al bafio, cambiar pafales y de haber tocado sus animales domésticos u otros
animales (especialmente reptiles).

° Cocine completamente todos los alimentos que son productos de animales,
especialmente las carnes y huevos. No ingiera huevos crudos o rotos, ni la leche y sus
derivados sin pasteurizar.

° Mantenga los alimentos tales como vegetales y frutas en un lugar donde no puedan
ser contaminados por alimentos derivados de animales.

° Evite la contaminacion cruzada Separando las carnes crudas (vacuna, ave o pescado)
de otros alimentos en todo momento: cuando realiza las compras, al almacenar en heladera y

durante la preparacion de las comidas/platos.

6.5. Métodos para la deteccion de Salmonella spp.

Es de gran importancia la deteccién de Salmonella spp, en alimentos para evitar la
Salmonelosis, en animales o seres humanos. Existen numerosas metodologias para el
aislamiento e identificacion de Salmonella spp, los métodos tradicionales estan basadas en la
deteccion del empleo de medios de cultivo selectivos y posterior caracterizacion de las
colonias mediante pruebas bioquimicas y seroldgicas este tipo de metodologia son
extremadamente seguras y confiables es por ello que son consideradas Gold Standard, sin
embargo los métodos tradicionales de Salmonella spp, en alimentos son de manera lenta,
laboriosos, requiere de mucho personal y necesita varios dias para su adecuado desarrollo
(Leotta & Dallos, 2013)

12
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6.5.1. Pre-enriquecimiento en medio liquido no selectivo.

Segun La Association of official Analytical Chemist (AOAC) el objetivo de esta etapa es
normalizar metabdlicamente las células de Salmonella spp, que se encuentren en determinada
matriz para su perfecto desarrollo y todos los microorganismos compiten por los nutrientes.
El medio de eleccion seria Agua Peptonada ya que mantiene el pH favoreciendo el
crecimiento de Salmonella (Gonzalez, 2015).

6.5.2. Enriquecimiento en medio de cultivo selectivo.

Esta etapa estimula y favorece el crecimiento de Salmonella spp, inhibiendo el crecimiento
de la flora acompafiante. Los medios ideales a utilizar serian los medios selectivos caldos
Tetrationato Bilis-Verde Brillantes, Caldo Rappaport-Vasiliadis (RV). El Tetrationato ayuda
a inhibir el crecimiento de bacterias coliformes y otras bacterias intestinales, la bilis estimula
el crecimiento de Salmonella, e inhibe la flora competitiva, el verde brillante impide el
desarrollo de la flora gram positiva y el carbonato célcico actia como tampon para mantener

el pH.

En el medio RV, la verde malaquita inhibe el crecimiento de la flora competitiva, los fosfatos
monopotasico y dipotasico mantienen estable el pH del medio durante el almacenamiento y
el cloruro magnésico enriquece el caldo favoreciendo el desarrollo de Salmonella. La
temperatura de incubacion del Tetrationato varia dependiendo de la carga microbiana del
alimento, si es muy alta se recomienda utilizar una temperatura de 43°C y si la carga

microbiana es muy baja, emplear una temperatura de 35°C (Gonzalez, 2015).

6.5.3. Aislamiento diferencial sobre medios selectivos.

En esta etapa es donde aun mas se restringe el crecimiento de la flora competitiva y se
estimula el de Salmonella, por otra parte la diferenciacion de los distintos medios permite el

crecimiento de colonias con aspecto caracteristicos cada uno de ellas (Gonzalez, 2015).

13
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Aagar entérico Hektoen (HE).

Es un medio ideal para el aislamiento selectivo de Salmonella, a partir de los alimentos, este
medio contiene sales biliares que inhiben el desarrollo de la flora Gram-positiva de algunas
coliformes, el azul de bromotimol y la fucsina acida son indicadores para la fermentacién de
hidratos de carbono mientras que el citrato actia como indicador para la formacion SH2. Las
colonias suelen ser azules o verdes azuladas con o sin centro negro en Salmonella, la mayoria
producen un centro negro brillante o colonias simplemente negras (Romero, Sanchez, &
Lopez, 2015).

Adgar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD).

Es un medio selectivo y diferencial, contiene extracto de levaduras como fuente de nutrientes
y vitaminas, utiliza el Desoxicolato de sodio como agente selectivo e inhibe los
microorganismos Gram-positivos, la xilosa ayuda a fermentar practicamente todos los
entéricos excepto Shigella, la lisina permite la diferenciacion del grupo de Salmonella, de los
organismos no patogenos dado que sin lisina Salmonella, fermenta rapidamente la xilosa y
no se lograria distinguir entre las especies no patégenas. Muchos cultivos de Salmonella,
pueden producir colonias con un centro negro brillante o completamente negro (Gonzalez,
2015).

Agar Bismuto Sulfito (BS).
Es un medio selectivo utilizado para la deteccion de Salmonella, en particular Salmonella

typhi, y otros bacilos entéricos de muestras clinicas. La Peptonay el Extracto de carne aportan
nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el crecimiento. La Dextrosa
es el carbohidrato fermentable y provee de carbono y energia. El indicador de Bismuto sulfito
y el verde Brillante son inhibidores de bacterias Gram positivas y de algunas bacterias del
grupo coliformes, el sulfato ferroso actia como indicador en la produccién de sulfuro de
hidrogeno que se manifiesta en el centro de la colonia por un precipitado negro y un halo

negro grisaceo con brillo metéalico (Romero, Sanchez, & Lopez, 2015).
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6.5.4. Medio de cultivo diferencial.

Pruebas bioquimicas.
En esta etapa se diferencian las bacterias por su actividad metabdlicas, la identificacion o

confirmacion de las colonias presuntivas de Salmonella spp (Gonzalez, 2015).

Aagar triple azUcar hierro (TSI).

Fundamento.

Cuando se utiliza como medio en placa, se emplea para la diferenciacion de Enterobacterias,
en especial Salmonella, de otras bacterias entéricas. El agar triple azlcar hierro contiene tres
carbohidratos (glucosa, lactosa y sacarosa). Cuando dichos carbohidratos se fermentan, la
produccidn resultante de acido es detectada por el indicador rojo fenol, se producen cambios

de color: amarillo para la produccion de &cido y rojo para la alcalinizacion.

Se puede fermentar los 3 carbohidratos o uno de ellos dependiendo de la bacteria en estudio,
en caso de Salmonella spp, es una bacteria de lactosa negativa por lo que esta reaccion tendria
como resultado alcalino/acido, Salmonella, tiene la enzima tiosulfato, que reacciona con el
tiosulfato de sodio como una fuente de azufre para la produccién del sulfuro de hidrégeno.
Para que esto ocurra debe haber un pH &cido, lo cual se consigue con la fermentacion de la
glucosa, Salmonella spp, tiene la enzima deshidrogenasa formica, el acido férmico es

descompuesto en CO2 y Ho.

Adar Lisina Hierro (LIA).

Fundamento.

Es un medio para detectar enzimas que descarboxilan o desaminan la lisina en bacilos
Gramnegativos. Adicionalmente detecta enzimas que producen sulfuro de hidrégeno y gas
proveniente de la glucosa (Romero, Sanchez, & Lépez, 2015).

Prueba de descarboxilacion de la lisina.

Si la bacteria posee la enzima descarboxilasa, la descarboxilacion de la lisina produce
cadaverina, un producto terminal alcalino que acentla el color violeta del medio. Un

requerimiento previo de la descarboxilacion es un pH &cido, el cual se logra con la
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fermentacion de la glucosa. Esta reaccién se lleva a cabo en anaerobiosis, por lo que se
observa en la parte profunda del medio (Manual de Procedimientos de Bacteriologia Médica,
2004).

El género Salmonella spp, posee la enzima lisina descarboxilasa, por lo tanto, descarboxilan
la lisina excepto la Salmonella Paratyphi A que no posee la enzima. Producen gas debido a
la presencia de la enzima hidrogenasa férmica, producen H>S (Precipitado negro) debido a

la presencia de las enzimas tiosulfatoreductasa y cisteinadisulfurasa.

Movilidad, indol y Ornitina (MIO).

Fundamento.

Es un medio que se utiliza para determinar la presencia de flagelos, asi como las enzimas
descarboxilasa de ornitina y triptofanasa. Por lo tanto, sirve para determinar la movilidad,
descarboxilacién de la ornitina y produccién de indol (Manual de Procedimientos de
Bacteriologia Médica, 2004).

Movilidad.

Algunas bacterias poseen flagelos y otras carecen de ellos, las bacterias mdviles como
Salmonella spp, Produciran un enturbiamiento homogeéneo del medio debido a la distribucion
aleatoria de los microorganismos. Este medio ayuda a diferenciar las mdviles de las no

moviles (Manual de Procedimientos de Bacteriologia Médica, 2004).

Produccién de Indol.

Si la bacteria posee la enzima triptofanasa, el aminoacido triptéfano sera degradado en varios
productos entre los cuales esta el indol, el cual se hace visible al agregar el reactivo de Kovac
(p-dimetilaminobenzaldehido) o Erlich con un color rosado intenso. Salmonella spp, no
posee la enzima, por lo cual, hay ausencia del indol, el reactivo se ve transparente (Manual
de Procedimientos de Bacteriologia Médica, 2004).
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Descarboxilacion de Ornitina.

Detecta la presencia de la enzima descarboxilasa de la ornitina, que de estar presente desdobla
la ornitina en putrescina, un producto con pH alcalino, lo que hace intensificar el color violeta

del medio (Manual de Procedimientos de Bacteriologia Médica, 2004).

Citrato de Simons

Fundamento:

Se emplea comunmente como parte de un grupo de pruebas bioquimicas. Es un medio
definido, selectivo y diferencial que prueba la capacidad de un organismo para
usar citrato como Unica fuente de carbono e iones de amonio como Unica fuente de nitrégeno

(Manual de Procedimientos de Bacteriologia Médica, 2004).

Mucato

Fundamento

El mucato es una sal del &cido mucico que es utilizado por algunas bacterias como Unica
fuente de carbono. A diferencia del citrato y malonato, los productos terminales acidifican el
medio, lo cual hace virar el indicador de pH del azul al amarillo (Manual de Procedimientos
de Bacteriologia Médica, 2004).

Malonato

Fundamento

Evalla la capacidad del microorganismo de utilizar el malonato como Unica fuente de
carbono y la desaminacion de la fenilalanina, en forma combinada. Las Enterobacterias no
tienen la capacidad enzimatica de realizar las dos reacciones simultaneamente, por lo que, o
se observa la utilizacion del malonato o la desaminacion de la lisina. Las bacterias que no
utilizan el malonato no poseen la enzima fenilalanina desaminasa, por lo que es posible
reacciones de malonato y fenilalanina desaminasa negativas (Manual de Procedimientos de
Bacteriologia Médica, 2004).
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VP v Rojo metilo

Fundamento rojo metilo:

Esta prueba permite diferenciar 2 vias metabdlicas para la utilizacion de la glucosa: acido
mixto y butanodiolica. Las bacterias RM positivas producen grandes cantidades de acidos,
capaces de disminuir el pH < 4.4. Las bacterias RM negativas contindian metabolizando los
acidos hasta productos neutrales que causan una reversion del pH inicial hasta 6.0. Este
comportamiento diferencial se pone en evidencia al agregar un indicador de ph (Rojo de
Metilo) que vira de color al rojo si el pH del medio es menor de 4.4 o no varia de color si el
pH esta por encima de ese valor o es amarillo si el pH es > 6.2 (Manual de Procedimientos
de Bacteriologia Médica, 2004).

Fundamento VP:

Evalla la utilizacion de la glucosa por una via alterna a la del &cido piravico. El producto
terminal es el acetil metil carbinol (acetoina, 3-hidroxi-2-butanona), un compuesto incoloro
que es detectado en dos pasos:

1. alcalinizacion del medio con hidroxido de potasio (KOH al 40%). En presencia de
oxigeno, el compuesto vira a lo cual provoca, en presencia del Oxigeno, la oxidacion del
Acetil-Metil-Carbinol adiacetilo.

2. Al agregarle alfanaftol, el diacetilo vira a un color zapote intenso (Manual de

Procedimientos de Bacteriologia Médica, 2004).

6.5.5. Métodos de Deteccion Molecular.

Entre las técnicas moleculares aplicables a la deteccion de patdgenos como Salmonella spp,
en alimentos, encontramos: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), Reaccion en
Cadena de la Polimerasa en tiempo real (g-PCR), pirosecuenciacion, amplificacion basada
en la secuencia del acido nucleico (NASBA), Hibridacion de ADN con sondas y micro
ensayos, entre otras. La més utilizada es la PCR, cuyo objetivo principal es la multiplicacion
in Vitro de uno o varios segmentos de ADN, por accion de una enzima ADN polimerasa,

ADN dependiente termoestable, PCR es tan util que incluso un Gnico ejemplar de un gen
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puede amplificarse con la PCR hasta un millon de ejemplares en tan solo unas pocas horas
(Somma & Querci, 2006).

Reaccién en la cadena de Polimerasa (PCR).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (siglas de su nombre en inglés Polymerase
Chain Reaction) permite generar una gran cantidad de copias de un fragmento de ADN (acido
desoxirribonucleico). El requisito fundamental para poder llevar a cabo la reaccion es
disponer de fragmentos cortos de ADN de cadena sencilla complementarios a los extremos
del fragmento a amplificar. Estos fragmentos servirdn como cebadores para que una enzima
polimerasa sea capaz de incorporar nucleétidos complementarios a la cadena molde. Una vez
completada la reaccién la cantidad fragmento amplificado se puede visualizar mediante

técnicas sencillas de separacion de fragmentos de ADN (Perez, 2011).

Reaccién de cadena polimerasa en tiempo real (9-PCR).

La PCR cuantitativa (en inglés, quantitative Polymerase Chain Reaction; q-PCR o Q-PCR)
0 PCR en tiempo real, es una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizada para amplificar y simultaneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la
amplificacion de acido desoxirribonucleico (ADN). Para ello emplea, al igual que la PCR
convencional, un molde de ADN, al menos un par de cebadores especificos, dNTPs, un
tampon de reaccion adecuado y una polimerasa termoestable. A dicha mezcla se le adiciona
una sustancia marcada con un fluor6foro que permita medir la tasa de generacion de uno o
mas productos especificos. La PCR puede dividirse en tres fases: la de crecimiento lineal, la
fase de crecimiento exponencial y la de finalizacion (plateau). La fluorescencia elevada se
produce durante la fase de crecimiento exponencial tempranay el ciclo de PCR en el que se
produce es denominado CT (curve threshold) o CP (Crossing Point). Este valor esté
relacionado con el nimero de copias blanco que posea la muestra que se esta evaluando, la
cual permite que a través de la PCR se realice la cuantificacion con un alta especificidad y

sensibilidad.
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6.5.6. Serologiay Prueba Oxidasa

Fundamento de la prueba Oxidasa:

El tetrametil-parafenilendiamina dihidrocloruro al 1% se emplea para la determinacion de la
citocromooxidasa. Este reactivo sustituye al oxigeno como aceptor de electrones para la
respiracion bacteriana, proceso que se lleva a cabo en la membrana celular. En su estado
reducido es incoloro, pero en presencia de las enzimas citocromooxidasa se oxida formando

el azul de indofenol, visible en los primeros 10 segundos de la prueba.

Serologia
El género Salmonella, contiene una amplia variedad de especies patdgenas que afectan al

hombre y a los animales en todo el mundo. La identificacion completa para Salmonella, exige
el aislamiento de cultivos, la caracterizacion bioguimica y la identificacion seroldgica
(serotipificacion). Los antisueros polivalentes 'O' (somaticos) estan previstos para ayudar en
la agrupacidn sérica inicial puede conseguirse la identificacion completa de los antigenos O
usando antisueros especificos O monovalentes, puede determinarse el serotipo de los aislados
de Salmonella, mediante el uso de antisueros polivalentes y monovalentes H (flagelos). El
principio de la identificacion serologica de Salmonella, implica la mezcla del organismo
sospechoso con antisuero que contenia anticuerpos especificos de Salmonella. Las bacterias
se aglutinaran (formaran grumos) en presencia del antisuero homdélogo (world Health
Organization, 2016).

6.5.7. Sensibilidad a los antimicrobianos.

Método Kirby Bauer.
La prueba de sensibilidad por difusién con discos o0 método de Kirby-Bauer consiste en

colocar discos de papel impregnados de antibioticos en la superficie de un agar previamente
inoculado con una suspension bacteriana de concentracion conocida. La concentracion del
antibidtico disminuye a medida que se incrementa la distancia desde el disco. Se produce
simultaneamente la difusion de antibidtico y el crecimiento bacteriano en la superficie del
agar. Cuando se alcanza la masa celular critica de bacterias, después de 4 6 10 horas, aparece

el crecimiento bacteriano. En el area donde la concentracién de antibidtico es suficiente para
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evitar el crecimiento bacteriano se observa un halo de inhibicion con borde definido
claramente y con el disco ubicado en el centro del circulo. (Manual de Procedimientos de
Bacteriologia Médica, 2004).

Antimicrobianos a utilizar por el método Kirby Bauer:

AMP (Ampicilina 10 ug), SXT (Sulfametoxazol/Trimetoprim 1.25/23.75 ug), CHL
(Cloranfenicol 30g), NAL (Acido Nalidixico 30 ug), CIP (Ciprofloxacina 5 ug), CRO
(Ceftriaxona 30 ug), AMC (Amoxicilina/ Acido Clavulanico 20/10 ug), CAZ (Ceftazidima
30 ug). (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2019).

La Ampicilina tiene un mecanismo de accion bactericida, actdan inhibiendo la Gltima etapa
de la sintesis de la pared celular bacteriana uniéndose a unas proteinas especificas llamadas
PBPs (Penicillin-Binding Proteins) localizadas en la pared celular.

El Trimetoprim/Sulfametoxazol, es generalmente bactericida, actuando al inhibir enzimas
secuenciales que intervienen en la sintesis del acido félico bacteriano. Farmacocinética: la
combinacién Trimetoprim-Sulfametoxazol es rapida y extensamente absorbida por el tracto

gastrointestinal.

El Cloranfenicol, es generalmente bacteriostatico, pero puede ser bactericida a altas
concentraciones o frente a organismos muy susceptibles tales como H. influenzae y S.
pneumoniae. La actividad antibidtica parece resultar de la inhibicion de la sintesis de

proteinas de las células bacterianas.

El Acido Nalidixico, es bacteriostatico o bactericida en dependencia de su concentracion.
Parece actuar inhibiendo la sintesis bacteriana del ADN posiblemente interfiriendo con la
polimerizacion del ADN. Se puede desarrollar resistencia rapidamente durante el

tratamiento.
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La Ciprofloxacina es un agente antibacteriano perteneciente al grupo de las
Fluoroquinolonas, la accidn bactericida se debe a la inhibicion tanto de la topoisomerasa de
tipo Il (ADN-girasa) como de la topoisomerasa de tipo IV, necesarias para la replicacion, la

transcripcion, la reparacion y la recombinacion del ADN bacteriano.

La Ceftriaxona, como todos los antibioticos Betalactdmicos es bactericida, inhibiendo la
sintesis de la pared bacteriana al unirse especificamente a unas proteinas llamadas "proteinas

ligandos de la penicilina (PBPs)" que se localizan en dicha pared.

Amoxicilina + Acido Clavulanico es bactericida, bloquea la sintesis de la pared celular

bacteriana e inhibe betalactamasas de amplio espectro.
La Ceftazidima es bactericida, la accion depende de su capacidad para alcanzar las proteinas
que ligan penicilinas localizadas en las membranas citoplasmaticas bacterianas y unirse a

ellas; inhibe ademas la sintesis de la pared celular y del septo bacteriano.

Prueba Fenotipica:
Determinacion de BLEE por medio de triple disco con CRO, CAZ y AMC.
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VII. DISENO METODOLOGICO.

7.1.  Area de estudio.

Estuvo constituida por las diferentes cadenas de supermercados del departamento de

Managua, que expenden carne molida de res de los dos tipos: economica y super.

7.2.  Tipo de estudio.

Descriptivo transversal.
Se realiz6 un estudio tipo descriptivo, transversal con un enfoque epidemiolégico, con el
propdsito de determinar la presencia de Salmonella spp, en carne molida de res expendida en

los supermercados de Managua en el periodo comprendido de marzo- abril 2020.

7.3.  Universo.

El universo fue conformado por los 46 supermercados ubicados en toda Managua, entre los

cuales estan distribuidos en: cadena A, cadena B, cadena C, cadena D, cadena E.

7.4. Muestra.

La muestra estuvo constituida por 2 lotes (1 lote de carne econémica y un lote de carne super)
de cada supermercado, de los cuales se obtuvo 5 submuestras por cada lote, por lo tanto, al
ser 10 supermercados a muestrear, se obtuvieron 50 submuestras de carne econdémica y 50
submuestras de carne super, equivalente a un total de 100 muestras de carne molida a analizar

de todos los supermercados.

7.5. Muestreo.

El tipo de muestreo que se utilizo fue probabilistico aleatorio estratificado, se seleccionaron
10 de los 46 supermercados del universo, donde se utiliz6 el programa Microsoft Excel 2016,

para conocer la cantidad exacta de las distintas cadenas de supermercados a muestrear de
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manera aleatoria (ver anexo Tabla N°1 Distribucion de supermercados del universo y Tabla
N°2 Distribucion aleatoria de supermercados a muestrear por cadenas).

7.6.  Tipo de muestreo.

Muestreo Probabilistico estratificado aleatorio.

7.7. Criterios de inclusion.

1. Que los productos sean de los supermercados seleccionados.
2. Que no sean productos de una marca especifica.
3. Que el producto sea carne molida fresca.
7.8.  Criterios de exclusion.
1. Que los productos sean de otros supermercados.
2. Productos empacados o de marca especifica.
3. Producto que tenga mayor tiempo de una semana.

7.9. Limitaciones del estudio.

Nuestra investigacién no cuenta con el alcance de describir el serotipo y genotipos en
especifico debido a los altos costos econdmicos de los reactivos y Primers a utilizar; también
se limita a no realizar analisis fisico-quimicos de las muestras, ya que este tipo de pruebas no

se realizan en el Laboratorio de agua y Alimentos.

7.10. Métodos e instrumentos para la recoleccion de la informacion.

. Instrumento.
Se uso la ficha de recoleccion de datos (Ver anexo N°10) y la investigacion documental para

la busqueda de informacion de diferentes fuentes.
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. Muestreo y Transporte.

Para la obtencidn de la muestra se visitaron los supermercados seleccionados aleatoriamente
en compaiiia con la direccion de Regulacion de Alimentos del Ministerio de Salud, haciendo
uso de fichas para la recoleccion de datos concernientes a la investigacion, basada en la
informacion observada en el establecimiento y del producto. Se obtuvo los 100 gramos de
carne molida de res por cada sub-muestra en las condiciones normales de venta al pablico,
luego se traslado al laboratorio de Centro de Diagnostico y Referencia, CNDR, donde se nos
facilitd las areas analiticas, los reactivos y materiales para llevar a cabo el procesamiento de

las muestras y su analisis para la deteccion de Salmonella spp.

7.11. Procesamiento y analisis de las muestras.

El procesamiento de las muestras se realizo en los laboratorios del departamento de Aguas y
Alimentos del Centro Nacional de Diagnéstico y Referencia, la realizacion del perfil de

resistencia, se realizo en el area de Bacteriologia del mismo centro.

Dentro de los métodos para la deteccion de Salmonella spp, estan:

1- Extraccion del ADN Bacteriano.

NaOH- Tris/HCI:

1. Se selecciond un tubo de micro centrifuga y dispenso 1 ml Rappaport Vassiliadis.

2. Se centrifugo la muestra durante 5 minutos a 8000 rpm.

3. Se desecho el sobrenadante.

4. Posteriormente se afiadié 100 pl de NaOH 25 mmol e incubo a temperatura de 99 °C por
10 minutos.

5. Luego se agrego 100 ul tris/hcl 80 mmol y se mezclé.

6. Se centrifugo a 13000 rpm por 1 min.

7. Por ultimo se extrajo el sobrenadante y se almaceno a temperatura de -20 ° C (Malomy, y
otros, 2004).
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1.1. g-PCR.

El g-PCR se realizo utilizando el equipo StepOne Plus de Applied Biosystems con un
volumen total (mezcla de reaccion) de 10 pl. Para la amplificacion se utilizaron las siguiente
condiciones: desnaturalizacion por 5 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos
a95° Cy 1 minutoa60 °C, lasonda ttr-5 leidas por el canal FAM (530 nm), el control interno
sera leido en el canal VIC (554 nm), se usara un control interno TagMan® Exogenous
Internal Positive Control Reagents VIC Probe de la casa comercial Applied Biosystems

(Malomy, y otros, 2004).

Reactivo Concentracion
TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2x) (Applied 1X
Biosystems)
10XExo IPC Mix (Applied Biosystems) 1X
50XExo IPC DNA (Applied Biosystems) 1X
Primer ttr-6 (forward) 0.4 uM
CTCACCAGGAGATTACAACATGG
Primer ttr-4 (REVERSE) 0.4 uM
AGCTCAGACCAAAAGTGACCATC
Sonda (ttr-5) 0.25

FAM-CACCGACGGCGAGACCGACTTDarkQuencher

N

. Aislamiento de Salmonella spp, segun los métodos convencionales.

Pre-enriquecimiento no selectivo:

Primeramente, se pesé 25 gr de la muestra en una bolsa Stomacher.
Adicionando 225 ml de APB (Agua peptonada bufferada).

Por ultimo, se incubo a 37° = 1° C por 18 * 2 horas.

w N 2R

b. Enriguecimiento selectivo:
1. Se agito la bolsa con el medio de pre enriquecimiento (APB) y se transfirié 0.1 ml a

un tubo de 10 ml de Rappaport- Vassiliadis e incubo a 41.5 = 1°C por 24 + 3h.
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c. Aislamiento en medios selectivos y diferenciales:

1. Se Mezclo y agito el tubo de Rappaport Vassiliadis y transfirié con un asa de 3 mm
un inéculo a los medios selectivos de enriquecimiento XLD (Xilosa, Lisina,
Desoxicolato), HE (Hektoen Entérico) y SB (Sulfito Bismuto) incubar a 37° + 1°C
por 24 + 3h.

2. Luego del tiempo establecido se examind dichas placas en busca de colonias
caracteristicas de Salmonella spp, conforme al medio utilizado.

Colonias crecidas en:

v" XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato): colonias de color rojo con centros negros

v Agar HE (Hektoen Entérico): colonias son verdes azuladas con o sin centro negro.

v SB (Sulfito Bismuto): Las colonias crecidas en Agar SB con SH; positiva muestran
un centro negro rodeado por un borde claro y de igual manera bordeado por un
precipitado negro con brillo metélico por la reduccion de iones de bismuto que se

transforman en bismuto metalico a veces las colonias son marones grises o verdes.
2.1.Pruebas bioquimicas.

Se seleccion6 3 colonias tipicas de Salmonella spp, de las placas de Agar e inoculo en las

Siguientes pruebas bioguimicas:

e TSI (Agar triple azucar hierro): Se Tomo suavemente una porcion del centro de la

colonia con asa bacterioldgica recta y estéril e inoculo por picadura y se estrio con un
movimiento en forma de S en la superficie del medio. Se incuboa36+2°Ca24 +
3h.

Reaccion: rojo/ amarillo, Acida amarillo en el fondo, produccién de H2S y gas.

e LIA (Agar lisina hierro): EI medio fue inoculado con la misma UFC que se sembré
en TSI, se realizo tres punciones sin tocar el fondo del tubo de tal forma que se hagan
los vértices de un triangulo imaginario y se estrio en la superficie con un movimiento
en forma de S. Incubara 36 +2 °C a 24 + 3h.

Reaccion: Violeta/Violeta, produccion H2S, poca produccion de gas.
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Hidrolisis de la Urea: Con un asa recta se estrié la superficie del medio con un

movimiento en forma S a medida que retire el asa del tubo.

Reaccioén: color sin cambio.

MIO (Movilidad, Indol y Ornitina): el asa recta se introdujo hasta la mitad del medio

de esta manera se deposita la muestra correctamente.

Reacciones:

Movilidad: positiva, turbidez difusa en el medio.

Indol: negativo, ausencia del anillo rojo en la superficie del medio.

Ornitina: positiva, viraje del color.

Mucato: Con un asa recta se tomd el indculo e homogenizo en el caldo, inclinando el
tubo y se inoculo, tocando la superficie interna del tubo en el angulo.
Reaccidn: Positiva: color amarillo; Negativo: no hay viraje de color.

Citrato: con un asa recta se tomd el inoculo, estriando la superficie del agar desde el
fondo a la parte superior con un movimiento de ida y vuelta en forma de S a medida
que se retiro el asa del tubo.

Reaccidn: Positivo: Cambio de color a azul; Negativo: sin crecimiento ni viraje

Malonato: Con un asa recta se tomd el in6culo e homogenizo en el caldo y se inclind
el tubo e inoculo, tocando la superficie interna del tubo en el dngulo.

Reaccion: Positivo: Viraje de color a azul; Negativo: Sin viraje de color.

VP: Con un asa recta se tomo el indculo e homogenizo en el caldo y se incliné el tubo
e inoculo, tocando la superficie interna del tubo en el angulo, se incubo a 35°C al dia
siguiente se agregd gotas de KOH al 40% y 6 gotas de alfanaftol, se leyo a los 30
minutos.

Reaccion: Positivo: Color amarillo; Negativo: Sin viraje de color.
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e Rojo metilo: Con un asa recta se tomo el in6culo e homogenizo en el caldo y se inclind
el tubo e inoculo, tocando la superficie interna del tubo en el angulo, se incubo a 35°C
al dia siguiente se agregd dos gotas de rojo metilo, reaccidén inmediata.

Reaccidn: Positivo: Color rojo; Negativo: Sin viraje de color.

e Trealosa: Con un asa recta se tomo el indculo y homogenizo en el caldo y se inclind
el tubo e inoculd, tocando la superficie interna del tubo en el angulo.

Reaccidn: Positivo: color amarillo; Negativo: sin viraje de color.

Confirmacion de la prueba de oxidasa y Serologia.

Una vez obtenidos los resultados de la bioguimica, con resultados positivos para
Salmonella spp, se realiz6 pase del microorganismo crecido en el TSI a un plato de TSA,
se incubd a 37°C por 24 hrs y se realiz6 la prueba de oxidasa esta consiste en la
determinacion de la citocromooxidasa.

Procedimiento: se realizo la prueba de un cultivo de 18-24 hrs de un medio que no tuviera

azucares ni sangre.

¢ utilizando un palillo de madera se tom6 una UFC del plato donde ha sido reproducida
la bacteria en estudio.

e se disperso la colonia sobre la tira.

e El palillo se descartd en un contenedor que tenga cloro.

e El desarrollo de un color de morado a purpura en los primeros 10 segundos, indica
una reaccion positiva, la prueba no debe leerse en un tiempo mayor ya que el oxigeno
atmosfeérico interferira oxidando el reactivo y dando resultados falsos positivos. El
resultado negativo, no hay viraje de color en la tira reactiva.

Los resultados esperados para Salmonella spp, en esta prueba es oxidasa negativa.

3.1 Serologia

Para realizar la serologia, se colocé en un plato estéril una gota de solucion salina 'y se
tomo una UFC del crecimiento en el TSA con un palillo, se mezclo, si se observa grumos
o0 aglutinacion entonces significa que es aglutinable con cualquier sustancia y que no es

especifica de Salmonella, si no se observa grumos o aglutinacion se procede a confirmar
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con el Salmonella, O antisuero poly A-1 y Vi , se colocdé una gota de este y
posteriormente se coloco la UFC y si se observa grumos o aglutinacién significa la
deteccidn sistematica de posibles aislados de Salmonella spp.

Luego de tener resultados positivos para Salmonella, en la serologia, se realizo la
bioguimica completa tomada del TSA, todo esto para una mejor confirmacion de
Salmonella spp, los medios utilizados y sus reacciones especificas de Salmonella spp,
son (Ver Anexos tabla N°7).

4. Procedimiento para realizar antibiograma de Salmonella, con el método de Kirby
Bauer.
Preparacion del indculo:

1. Con un asa recta se tomo una UFC del TSA.

2. Se hizo una suspension homogénea en un tubo de ensayo conteniendo 3 mL de solucion
salina estéril al 0.85%. (Utilizando un agitador de tubos si lo considera necesario).

3. Se ajustod la turbidez del indculo a la del estdndar 0.5 de McFarland comparandolo
visualmente. Para ello, se coloco la cepa problema en una gradilla y a la par el estandar de
McFarland. Esta gradilla debe tener en la parte posterior una tira de papel blanco con una o
dos lineas negras de 0.5 a 1 cm de ancho, la cual actia como contraste para comparar la
turbidez de los tubos. Si la turbidez del indculo es menor, se agrega mas indculo. Si la
turbidez es mayor, se debe diluir con solucion salina.

Para el in6culo tome en cuenta lo siguiente:

a. Los tubos para preparar el indculo deben ser del mismo diametro que el que contiene
el patron de McFarland.

b. El patrén de turbidez debera mantenerse sellado a temperatura ambiente y en la
oscuridad.

c. Inoculacién en el Mueller Hinton y colocacién de discos de antimicrobianos.

d. Introducir un hisopo estéril en la suspension, luego presionarlo contra las paredes del
tubo, con el fin de escurrir el exceso de indculo. Estriar en tres direcciones, de tal
manera que se cubra de manera uniforme toda la superficie del medio.

e. Dejar secar la placa por un periodo de 3 a 5 minutos. Nunca dejar secar la placa por

mas de 15 minutos antes de aplicar los discos de sensibilidad.
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f.  Colocar los discos utilizando una pinza sin dientes. Inmediatamente ejerza una ligera
presion sobre el centro del disco. También se pueden utilizar aplicadores de

multidisco.

Para el medio de cultivo tome en cuenta lo siguiente:

a. El medio de cultivo que emplea para realizar el antibiograma debe conservarse en
refrigeracion de 4-8°C. Para realizar el antibiograma debe emplearse a temperatura
ambiente.

b. A lahorade serinoculada, la superficie del agar debe tener la humedad adecuada, sin
gotas de condensacion, ya que estas absorberan parte del antimicrobiano
inmediatamente que los discos sean colocados.

Para la colocacidn de los discos tome en cuenta lo siguiente:

a. El retardo en la colocacién de los discos (mas de 15 minutos) induce halos mas
pequefios.

b. No se deben mover los discos una vez que han hecho contacto con el agar. Los
antimicrobianos se difunden inmediatamente.

Para los discos de sensibilidad tome en cuenta lo siguiente:

a. Los discos que contienen drogas de la familia de los betalactamicos deben
mantenerse en freezer a temperaturas menores a —20°C.

b. Los de uso diario deben mantenerse a temperaturas entre 4° - 8°C.

c. Deben estar envueltos en paquetes herméticos, con desecante, para protegerlos de la
humedad.

d. Verificar la fecha de vencimiento antes de utilizarlos.

e. Se deben sacar del refrigerador de 1 a 2 horas antes de su empleo, para que estén a
temperatura ambiente al momento de usarlos. Incubar las placas en forma invertida
dentro de los 15 minutos posteriores a la aplicacion de los discos.

f. Las condiciones y tiempos de incubacion estan en dependencia del microorganismo

evaluado.
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Los sensidiscos usados fueron:

AMP (Ampicilina), SXT (Sulfametoxazol/ Trimetoprim), CHL (Cloranfenicol), NAL (Acido
Nalidixico), CIP (Ciprofloxacina), CRO (Ceftriaxona), AMC (Amoxicilina/Acido
Clavulanico), CAZ (Ceftazidima) (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2019).

7.12. Plan de tabulacién y analisis.

Esto se llevd a cabo por medio del procesamiento electrénico de datos, los datos fueron
procesados y analizados en el paquete estadistico de Microsoft Excel 2016, donde se cred
una base de datos y la realizacion de tablas para darle una mayor credibilidad a los resultados,
a través de graficos tales como las barras de frecuencia. Posteriormente para la elaboracién
del trabajo se utilizé el programa de Microsoft Word 2016, para la presentacion utilizada en

la defensa se trabajo con Microsoft PowerPoint 2016.

7.13. Consideraciones éticas.

Se realizé una carta solicitando el permiso del procesamiento de las muestras dirigida a la
direccion del Centro Nacional de Diagndstico y Referencia (CNDR) y se envio el protocolo
de trabajo a la direccion de Regulacion de Alimentos del Ministerio de Salud, para obtener
la aprobacidon del tema y poder ser llevado a cabo; las distintas procedencias son conocidas,
pero por motivos de ética o especulacion, asi como los nombres de los supermercados donde
se realizara el muestreo son de indole confidencial, solo serdn del conocimiento de los
autores, Centro Nacional de Diagndstico y Referencia (CNDR) y direccion de Regulacion de
Alimentos del Ministerio de Salud para el respectivo seguimiento, entonces afirmamos que
la informacién obtenida no serd divulgada al publico o publicada a cualquier medio que
cuestione o afecte a dicha empresa, todo sera bajo criterios reservados y de completa

confidencialidad.
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VIII. Operacionalizacion de las variables
Variable Subvariable Indicadores Valores Criterios
Rappaport- Presencia de
Vassiliadis Salmonella Turbidez Positivo
spp
Pruebas de No hay turbidez Negativo
enriquecimiento Curva de Curva de amplificacion Positivo
y g-PCR Extraccién del ADN- | amplificacion
Bacteriano NaOH- de un
Tris/HCL fragmento de | No hay curva de amplificacion Negativo
ADN
especifico de
Salmonella
Spp
XLD Crecimiento de UFC Colonias caracteristicas
de Salmonella spp
Medios de cultivos HK Crecimiento de UFC Colonias caracteristicas
de Salmonella spp
SB Crecimiento de UFC Colonias caracteristicas
de Salmonella spp
Parte inclinada: fermentacién
de lactosa. Parte profunda: A/AG
fermentacién de glucosa.
TSI Parte inclinada: no hay
Aislamiento de fermentacion de lactosa, ni K/K
Salmonella spp sacarosa.
Parte profunda: no hay
fermentacién de glucosa.
Parte inclinada: no hay
fermentacion de lactosa, ni K/AG+
Pruebas sacarosa.
bioguimicas Parte profunda: fermentacidn
de glucosa con produccion de
gas y sulfuro de hidrégeno.
Parte inclinada: No hay K/Kg
diseminacion de la lisina.
Parte profunda:
LIA descarboxilacion de la lisina
positiva, poco gas.
Parte inclinada: No hay K/A
diseminacion de la lisina.
Parte profunda: no hay
descarboxilacidn de la lisina ni
gas y sulfuro de hidrégeno.
Parte inclinada: desaminacién R/Ag+

de la lisina positivo.

33




UNIVERSIDAD

.. | NACIONAL

AUTONOMA DE
NICARAGUA,
MANAGUA
UNAN - MANAGUA

Parte profunda: No hay
descarboxilacion de la lisina se
produjo poco gas y sulfuro de

hidrégeno.
MIO Movilidad Positiva: se observa
turbidez.
Negativo: no hay
turbidez.
Indol Positivo: (anillo rosado)
Negativo: ( anillo
transparente)
Ornitina Positivo: ( no vira de
color)
Negativo: (vira de color
violeta a amarillo)
UREA Urea negativa No hay viraje de color.

Urea positiva

Viraje de color.

Malonato Positivo Viraje de color: azul
Negativo Sin viraje de color
Citrato de Negativo Sin crecimiento ni viraje
Simmons de color
Positivo Cambio de color Azul
Rojo metilo Negativo Color amarillo
Positivo Color rojo
VP Negativo Sin viraje de color
Positivo Color amarillo
Mucato Negativo No hay viraje de color
Positivo Color amarillo
Trealosa Negativo No hay viraje de color
Positivo Color amarillo
Pruebas Poli A-1 &V | Aglutinacion Positivo
seroldgicas No hay aglutinacién Negativo
AMP (10 pg) >17 Sensible
14-16 Intermedio
<13 Resistente
STX >16 Sensible

(1.25/23.75 ug)
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11-15 Intermedio
<10 Resistente
>18 Sensible

CHL (30 pg)

13-17 Intermedio
<12 Resistente
>19 Sensible

NAL (30 pg)

14-18 Intermedio
<13 Resistente
>21 Sensible

CIP (5 pg)

16-20 Intermedio
<15 Resistente
>23 Sensible

CRO (30 pg) 20-22 Intermedio
<19 Resistente
AMC (20 /10 >18 Sensible
ug)

14-17 Intermedio
<13 Resistente
>21 Sensible

CAZ (30 pug)

18-20 Intermedio

<17 Resistente
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IX.  Andlisis y discusion de resultados

Se estudiaron 100 muestras de carne molida que incluyen 2 tipos de carne (econémica y
stper), expendida de los 10 supermercados de Managua, donde se seleccionaron de forma
aleatorias del total de 46 supermercados, con el objetivo de alcanzar el aislamiento de

Salmonella spp.

Gréfico 1: Determinacién de Salmonella spp, mediante g-PCR a partir del caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV), segun cadena de los supermercados.

4 o o o

Cadena A Cadena B Cadena C Cadena D
Muestras positivas (amplificacién de la 4 0 0 0
curva)
Muestras negativas (No hay 36 20 10 30

amplificacion de la curva)

El grafico N°1, refleja los resultados de muestras positivas de Salmonella spp, mediante g-
PCR a partir del enriquecimiento caldo Rappaport-Vasiliadis (RV), segun las cadenas de los
supermercados. La cadena A es la que predominé con un resultado de 4 muestras positivas y

36 muestras negativas.

Se tomaron como positivas aquellas muestras cuya curva de amplificacion posea las tres

etapas del g-PCR, estas deben de pasar el umbral seleccionado de 0.1 ARn (delta Rn), el
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umbral es el ciclo en el cual la fluorescencia generada dentro de una reaccion cruza el umbral
de fluorescencia, a mayor concentracion de ADN bacteriano, sera menor el umbral de
amplificacion y viceversa es decir, son positivas las muestras que atraviesan el umbral, del
total de 100 muestras realizadas 4 muestras resultaron positivas y 96 muestras negativas para

Salmonella spp, segun este método.

En la investigacion realizada por Romero & col (2015), en donde analizan la comparacion
del método estandar ISO 6579-2002 con PCR Tiempo Real como prueba de Tamizaje para
la deteccion de Salmonella spp, en carne molida de los mercados de Managua, demuestran
que las 25 muestras analizadas resultaron 100% positivas por los dos métodos utilizados.
Llegando a la conclusion que el método de la q-PCR es una excelente alternativa para realizar
pruebas para la deteccion de Salmonella spp, en productos carnicos. Estos resultados
confirman significativamente a nuestra investigacion que los resultados obtenidos son

confiables.

En la industria alimentaria es de gran importancia garantizar la ausencia de microorganismos
patdgenos, lo que ha provocado el desarrollo de diferentes metodologias alternas, que
permiten una deteccion réapida y fiable. Los métodos alternativos para los andlisis
microbiologicos de los alimentos estan siendo empleados en los laboratorios oficiales de
alimentos. La utilizacion del g-PCR permite la estandarizacion de ensayos y la incorporacion
de sistemas de control de calidad internos que exponen un avance en cuanto a la fiabilidad
de los resultados obtenidos (Rojas, 2004).
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Grafico N°2. Aislamiento de Salmonella spp, en carne molida de res expendida en las
diferentes cadenas de supermercados de Managua, mediante el método convencional
BAM- FDA.
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En este grafico se reflejan todas las muestras procesadas mediante el método convencional,
para un total de 100 muestras procesadas, los resultados obtenidos reflejan que solo el 4% de
las muestras resultaron positivas y el 96% negativas, los resultados son iguales a los
obtenidos mediante la técnica del g-PCR.

El Reglamento Técnico Centroamericano y la NTON 67.04.50:17, establece que los
productos carnicos no deben tener presencia alguna de Salmonella spp, por lo que basados
en este criterio y a los resultados de la presente investigacion se considera que el producto

no cumple con lo establecido en el Norma Técnica Obligatoria Nicaragiiense y la RTCA.

En un estudio realizado por Yanez y col. (2011), se detectd6 Salmonella spp, en diferentes
productos alimenticios, con un 68% por el método del q-PCR y 48% por el método
convencional. Entre los productos alimenticios esta la carne molida que dio como resultado
9,3% por q-PCR y 15,6% por el método convencional. Lo cual difiere significativamente con
los resultados obtenidos en nuestro estudio, ya gque en nuestra investigacion obtuvimos la
misma cantidad de muestras positivas en ambos métodos, mientras que el realizado por

Yéanez, presenta una variacion, obteniendo una mayor cantidad de muestras positivas
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mediante el g-PCR en comparacion con los obtenidos por el método convencional, sin
embargo, nuestros resultados demuestran que ambos métodos son viables en la deteccion de

Salmonella spp.

Gréfico N°3: Identificacion de Salmonella spp, por tipo de carne

60
B Muestras positivas B Muestras negativas

50

40

30

20

10

0 I
Carne Molida Super Carne Molida Econdmica

B Muestras positivas 4 0
B Muestras negativas 46 50

El grafico refleja el total de muestras analizadas que corresponde el 50% de carne molida
stper y 50% de carne molida econdmica, la presencia de Salmonella spp se evidencié en la
carne molida super con 4 muestras positivas, en comparacién con la carne molida econémica,

donde no hubo presencia.

Entre los resultados, llama la atencién que el total de muestras positivas se determin en el
tipo de carne molida super, la cual, por su precio y denominacion deberia ser de mayor
calidad en comparacion con el tipo econémico, por lo cual, podemos mencionar factores que
probablemente influyeron en este resultado:

Factores intrinsecos al producto.

e Mayor cantidad de materia grasa. En la carne molida econémica hay una notable
cantidad a simple vista de materia grasa, por lo que pudo inhibir al crecimiento de la

bacteria en estudio.
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e Actividad del agua (aw). Sabemos que la actividad del agua es un requerimiento
crucial para el desarrollo de bacterias que debe ser de 0.97 a 0.99 (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2020). La carne molida econémica, por ser mas rica en
grasa y estar compuesta por menor cantidad de musculo en comparacion con la carne
molida super, cabe la posibilidad que la actividad del agua haya sido menor que los
indices requeridos.

e Potencial de Hidrogeno (PH). Las bacterias necesitan un pH neutro para desarrollarse,
posiblemente el pH de este tipo de carne en especifico haya tenido un pH écido, lo
cual no permitié un desarrollo 6ptimo de la bacteria. Cabe recalcar que el estudio no
contd con analisis fisico-quimico de las muestras.

Factores extrinsecos al producto.

e Transporte. Es determinante el transporte que haya recibido este perecedero al llegar
al sitio de venta, es posible que el tipo de carne molida stper haya llegado en un dia
diferente al tipo econémico en condiciones no apropiadas.

e Manipulacién. Es probable que la persona encargada haya manipulado mas
frecuentemente la carne molida super, por ser el tipo de méas demanda debido a su
“calidad”, lo cual pudo influir en una mayor contaminacion.

e Contaminacion cruzada. Debido a que la ubicacion de la carne molida super en el
mostrador del supermercado era al lado de la carne de pollo es probable que éste
hubiera estado contaminado con la bacteria, dandose de este modo una posible

contaminacioén cruzada.
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Grafico N°4. Perfil de resistencia de las 4 cepas de Salmonella spp, mediante el método
de Kirby Bauer
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De igual forma, se realizo el andlisis de las 4 cepas de Salmonella spp, con el objetivo de
determinar la resistencia, se utilizo la prueba de difusion por discos (Kirby Bauer) y los
resultados se reportaron de acuerdo con los criterios de interpretacion propuestos por el
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2019).

Segun el perfil de resistencia de las cepas de Salmonella spp, obtenidos del Centro Nacional
de Diagnostico y Referencia (CNDR) del area de bacteriologia, realizado a través de la
técnica de difusion por discos ( Kirby Bauer), presentan resistencia al grupo de B-lactamicos,
Ceftazidima, Cefotaxima, Ceftriaxona, el 100% de las cepas también presenta resistencia a
Tetraciclina, Ampicilina, el 100% también presento una sensibilidad disminuida a
Ciprofloxacina, mientras que para Levofloxacina presento una sensibilidad al 100%, junto
con Imipenem, Trimetoprim/Sulfametoxazol, Amoxicilina/Acido Clavulanico, reportandose
de esta forma el mecanismo de resistencia: BLEE positivo, cualquier aislamiento que
presente este efecto en el antibiograma debe ser considerado como una prueba confirmativa

de la produccion de Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y debe informarse
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resistente a todas las Penicilinas, Cefalosporinas (excepto la cuarta generaciéon como
Cefepime) y Monobactames, independientemente del halo de inhibicién.

Actualmente el protocolo de antibioticos o el tratamiento alternativo para los pacientes que
presentan afectaciones por diarrea, es la Trimetoprim/ Sulfametoxazol, los resultados
presentados para este antibiotico reflejan una sensibilidad al 100%, por lo que basados a este

resultado hay opcidn terapéutica.

La sensibilidad disminuida a la Ciprofloxacina (Quinolonas), se sugiere un seguimiento en el
estudio de como esté evolucionando la co-resistencia a otros antibacterianos, en este caso a
las Quinolonas, ya que actualmente se han realizado estudios donde se ha encontrado alta
resistencia a otros antibacterianos como Aminoglucésidos y Quinolonas, estableciendo
probablemente una opcidn terapéutica fallida. En el estudio de Quesada, & col, (2016.) en
donde Salmonella spp, fue aislada de alimentos de origen animal para consumo humano, ésta
presento resistencia a mas de un antibiético, incluyendo Acido Nalidixico, Estreptomicina,
Tetraciclina, Cloranfenicol, Ampicilina, Trimetoprim/Sulfametoxazol, Gentamicina,
Ciprofloxacina y Cefalosporinas, lo que concluye que los aislamientos de Salmonella spp,
obtenidos de alimentos de origen animal para consumo humano presentan con frecuencia
resistencia a maultiples antibioticos, es por ello, que es necesario el seguimiento de la
basqueda de Salmonella spp, en alimentos de consumo humano, y a la vez analizar el
comportamiento entre los diferentes antibioticos que se puedan utilizar en la determinacién

del perfil de resistencia y encontrar los posibles mecanismos que estas puedan presentar.

Ballesteros, y col, (2016) analizaron el perfil de resistencia a antibioticos de serotipos de
Salmonella spp, aislados de carne molida en la ciudad de México, en donde se observo alta
resistencia a Ampicilina, Carbenicilina, Tetraciclina y Trimetoprim/ Sulfametoxazol, en
donde se concluye que la carne de res que se vende en el principal centro de consumo del
pais esta contaminada con serotipos de Salmonella spp, relevantes para la salud publica, en
comparacion con nuestro estudio, se determind resistencia a la Ampicilina, Tetraciclina, sin
embargo trimetoprim/Sulfametoxazol, aln se reporta con alta sensibilidad y entre otros

antibioticos analizados.

Entre las posibles causas de la resistencia de los otros antibi6ticos, podrian ser el uso

indiscriminado de antibidticos durante el desarrollo del animal, lo que pudo permitir que las
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cepas se volvieran resistentes o también mutaciones en los genes entre las cepas, sabemos
que las bacterias tienen su patron de resistencia natural, en este caso Salmonella spp, no posee

BLEE naturalmente.

Aunque éste estudio solo refleja el 4% de muestras positivas del 100% de muestras,
comprende una proporcidn resistente que puede afectar la salud humana, sin embargo, no
estd orientado a investigar los factores determinantes que conllevaron tanto a la
contaminacion del producto alimenticio como a la adquisicion de resistencia de la cepas
encontradas, por lo que se considera importante y necesario una investigacion profunda
donde se abarque los posibles factores que influyen en la contaminacion de este producto, de
igual forma se evitaria la dispersion del Microorganismo y una posible resistencia a otros

antibacterianos.
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X. Conclusiones.

1. Se analizaron un total de 100 muestras de carne molida de res por medio del método g-

PCR, obteniendo el 4% de positividad en la deteccién de Salmonella spp.

2. Se logro aislar 4 cepas de Salmonella spp, en las muestras de carne molida de res, mediante
métodos convencionales descritos en la BAM-FDA: 2007, coincidiendo con los resultados

de la g-PCR, demostrando que ambos métodos, son sensibles para su deteccion.

3. Al realizar el perfil de resistencia se encontraron resistente a los Bectalactamicos, a las
Penicilinas, Nitrofuranos y Tetraciclinas; Ciprofloxacina presentd valores de corte
intermedios, por el contrario, resultaron sensibles a Trimetoprim/Sulfametoxazol,

Amoxicilina/Acido Clavulanico, Cloranfenicol, Imipenem y Levofloxacina.

44



UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTONOMA DE
S % NICARAGUA,

L MANAGUA
UNAN - MANAGUA

XI. Recomendaciones.

Recomendamos, al Instituto Politécnico de la Salud “Dr. Luis Felipe Moncada”
(POLISAL) de la Universidad Nacional Autdnoma de Nicaragua, Instituto que promueve
la investigacion, que pueda proporcionar éste y otros estudios para que sirva de informacion
a profesionales y estudiantes de ciencias de la salud, de ésta manera puedan dar
seguimiento y ampliar el estudio, donde se determine el serotipo especifico de las cepas de
Salmonella, encontradas y se busquen los genes de resistencia, ya sea con fines
epidemioldgicos o educativos, esto en coordinacion con la Direccion de Regulacion de
alimentos, para monitorear la presencia de Salmonella, en carne molida de res, no solo de los
supermercados; sino también, de los mercados municipales, estando asi al tanto del
comportamiento de los mismos y evitar posibles multiresistencia que pueda presentar en el
futuro ésta bacteria, garantizando la seguridad alimentaria de los consumidores, de igual
forma se recomienda la vigilancia del uso de antibi6ticos durante la crianza del animal,

regulado por el Ministerio Agropecuario.
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Ficha de recoleccion de datos.

La siguiente ficha tiene como proposito la recopilacion de datos concernientes a las
muestras a utilizar en el estudio: * Determinacion de Salmonella spp, en carne molida

de res expendida en los supermercados de Managua de Marzo-Abril 2020.”
Remision de muestras.

Empresa o institucion:
Departamento:
Resp. del muestreo:
Factura:
Direccion:
Responsables:
Fecha:

N° N° de entrada Cédigo de Nombre N° de lote Marca Pais de Motivos del
laboratorio del origen analisis
producto

AN R |IWIN|F

Observaciones:
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Anexos N°11

Promedio | Varianza [ N | S1 S2 S3 S4 S5 N1|N2|N3|N4|N5|D

5.62 52.12 46 | 74.72 | 58.27 | 40.84 | 50.93 | 54.63 | 19 | 7 5 13 |2 4.76

Tabla N°1 Distribucién de supermercados del universo.
Fuente: Datos obtenidos del programa de Microsoft Excel.
N= ndmero de unidades muestrales en el estrato. S= desviacion estandar. D= error de estimacion

Cadenas de supermercados Cadena | Cadena | Cadena | Cadena | Cadena | Total
A B C D E
Cantidad de supermercados por cadena 19 7 5 13 2 46
Total de supermercados a muestrear 4 2 1 3 0 10

segln los porcentajes obtenidos

Porcentajes de muestras por 41,3 % 15,2 % 10,9% 28,3% 4,3% 100
supermercados %

Tabla N°2 Distribucion aleatoria de supermercados a muestrear por cadena.
Fuente: Datos obtenidos del programas de Microsoft Excel.
En la tabla nimero 2, en la primera fila se muestran los diferentes supermercados distribuidos
por cadenas (A, B,C, Dy E), segun la razén social de cada uno de ellos, en la segunda fila
se muestra la cantidad especifica a muestrear de supermercados, teniendo como universo total
(46), en la tercera fila se especifica la cantidad final de supermercados a analizar por cada
cadena, obteniendo un total de 10 supermercados y en la ultima fila se representa de forma

porcentual.

En la segunda etapa se utilizard igualmente un muestreo aleatorio, para escoger la cantidad
de carne que se analizara en este estudio, realizdndose de la siguiente manera, por cada
supermercado seleccionado se tomaron 10 unidades de 100 gramos de carne molida de res,
dividiéndose por consiguiente en: 5 unidades de 100 gr de carne molida econémica y 5
unidades de 100 gr de carne molida super, segin la Norma del reglamento técnico
Centroamericano (RTCA 67.04.50:17) de los criterios Microbioldgicos para la inocuidad de

los alimentos.
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Tabla N°3: resultados de las pruebas bioquimicas de las muestras que presentaron

colonias caracteristicas y sospechosas de Salmonella spp, de la cadena A.

Muestras de la cadena A
Cadigo de las muestras : (847-866 )(1256-1265) (1272-1281)

Cadigo Medios Pruebas bioquimicas Serologia
de resultantes TS| LIA UREA M | @] poli A-1 &
muestras con Vi
colonias.

847 XLD K/A+g K/K+ - + - + POSITIVO
847 HK K/A+ K/K+ - + - + POSITIVO
847 SB K/IA+G K/K+ - + - + POSITIVO
848 XLD K/A+ R/IA+ + + - + N/A

849 XLD KIA+g  K/K+ - + - + POSITIVO
849 HK K/A+g K/K+ - + - + POSITIVO
849 SB KIA+G  K/K+ - + - + POSITIVO
850 HK K/A+ R/IAg + + - + N/A

851 HK K/A+ R/IA + + - + N/A

852 XLD K/A+ R/IA + + - + N/A

855 XLD K/A+ R/Ag + + - - N/A

855 HK K/A+ R/IA + + - - N/A

854 XLD K/K K/K + - - + N/A

854 HK K/A+ R/IA+ + - - + N/A

856 XLD K/A+ R/IA + + - - N/A

857 SB K/IAG K/A + + + + N/A

859 XLD K/A+ R/Ag + + - + N/A

860 XLD K/A+ R/Ag + + - + N/A

861 XLD K/A+ R/Ag + + - + N/A




863

864

1256
1257
1258
1259
1260
1261
1262
1264
1265
1272
1272
1273
1274
1276
1276
1277
1278
1279
1280

XLD
XLD
HK
HK
XLD
HK
HK
HK
XLD
HK
XLD
HK
SB
XLD
XLD
HK
VB
XLD
XLD
XLD
XLD

K/A+
K/A+g
K/A+
A/A+
K/A+
K/IA+
AlA+
AlA+
A/A+
AIA+G
K/IA+
K/A+g
K/A+g
K/A+
K/IA+
K/A+
K/IA+
K/A+
K/IA+
K/IA+
AlA+

RIAG
R/Ag
R/IA
K/IA+
R/IA
R/IA
K/A
K/A+
K/Ag
K/K+
R/IA
K/K+
K/IK+
R/IA
R/IAg
K/K+
K/IK+
R/IA
R/IA
R/A
R/IA

S

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
POSITIVO
POSITIVO
N/A
N/A
POSITIVO
POSITIVO
N/A
N/A
N/A
N/A



Tabla N°4: resultados de las pruebas bioquimicas de las muestras que presentaron
colonias caracteristicas y sospechosas de Salmonella spp, de la cadena B.

Muestras de la cadena B

Cadigo de las muestras : 934-953

Cddigo de Medios Pruebas bioquimicas Serologia

muestras resultantes

con
colonias.
TSI LIA UREA M | @) poli A-1
& Vi

936 XLD K/A+ R/IA + + - + N/A
936 SB KIAg KIAg + + + + N/A
937 SB A/Ag K/A i - - - N/A
939 HK A/A+g K/A+g + + - + N/A
939 SB A/AG KI/Kg + + + + N/A
940 HK KIA+g K/A+g + + - - N/A
940 SB A/IAG  K/K + - - + N/A
943 SB AIAG K/K - + + + N/A
946 XLD K/A+ R/Ag + + - + N/A
946 HK K/A+ R/IA + + - + N/A
947 SB A/IAG K/K + + + + N/A
948 XLD K/A+ KIK+  + - - + N/A
953 HK KIAg KIA  + + + 5 N/A
953 SB K/IAG K/A - + + - N/A



Tabla N°5: resultados de las pruebas bioquimicas de las muestras que presentaron
colonias caracteristicas y sospechosas de Salmonella spp, de la cadena C.

Muestras de la cadena C

Cadigo de las muestras : 1119-1138

de resultantes A-l
muestras  con colonias & Vi
1119 XLD A/IA+G K/A+g - + - - N/A
1120 XLD A/A+G KI/A+ - + - - N/A
1121 HK A/IAG K/Kg - + - + N/A
1122 XLD A/IAG K/Kg - + - + N/A
1123 XLD A/AG K/K - + - - N/A
1126 XLD K/IA+ R/A + + - + N/A
1129 XLD A/A+G K/A+g + + - - N/A
1129 HK AIA+G K/A+ + + - - N/A
1131 XLD A/IA+G K/A+G + + + - N/A
1132 HK AIA+G K/A+ - + + - N/A
1133 SB K/A+ RI/Ag  + + + + N/A
1138 HK KIA+ K/K+ - - - + N/A



Tabla N°6: resultados de las pruebas bioquimicas de las muestras que presentaron

colonias caracteristicas y sospechosas de salmonella spp, de la cadena D.

Muestras de la cadena D
Cadigo de las muestras : 1541-1560

Cadigo Medios TSI

delas  resultantes
muestras con
colonias

1541 XLD K/A+
1543 HK K/A+
1546 HK KIA+g
1547 HK K/A+
1548 XLD K/IA+
1548 VB K/K
1552 HK AIA+G
1554 XLD K/K+
1555 HK K/K+
1557 HK AlA+
1557 SB A/A
1558 SB K/Ag

LIA

R/IA
R/IA
R/IA
R/Ag
R/IA
K/k
K/IA+
R/IA
R/IA
K/A
K/A
K/A

UREA M
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
- +
+ +
- +
- +
- +
- +

O

poli
A-l
& Vi

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

Tabla N°7 resultados de bioquimica completa dando como resultado positivos para

Salmonella, en la serologia tomada del TSA, todo esto para una mejor confirmacion

de Salmonella spp, los medios utilizados y sus reacciones especificas de Salmonella

SppP son:
TSI LIA Urea MI1O Citrato Mucato Malonato VP RM Trealosa
K/Ag+ | KIKg+ - |+ -+ | variable + - - + +
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