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CAPITULDO I

INTRODUCCTION

El presente trabajo se realizd con el objeto de determi
nar la calidad bacterioldgica de los alimentos consumidos en -
el Centro Hospitalario "20 de Noviembre', I.5.S.S.T.E., tanto-

por el personal que ahi labora, como por los enfermos hospita-

lizados.

La ingestidn de alimentos con cargas bacterianas eleva-
das o con microorganismos patdgenos afecta al personal causan-
do bajas econdémicas al Instituto que se ve obligado a conceder
incapacidades. Al mismo tiempo estas personas pueden conver--
tirse en portadores asintomdticos constituyendo una peligrosa-
fuente de contaminacién para el resto de los trabajadores y pa

ra los enfermos en su calidad de huéspedes comprometidos.

Para realizar el estudio se eligid la forma lineal, es-

decir, se obtuvieron muestras sucesivas de los productos desde




su llegada al hospital hasta su distribucidén en las diferentes
dreas para ser consumidos, después de ser manipulados y proce-
sados por el personal. De esta manera puede tenerse una idea-
mids clara de la calidad bacterioldgica con que llegan los ali-
mentos al Centro Hospitalario, si hay contaminacidén por manejo
incorrecto y si los procesos de coccidn son efectivos para re-

ducir el niimero de microorganismos.



CAPITULDO II

ANTECEDENTES

1) PROBLEMAS DE SANIDAD INTRAHOSPITALARIA

Las infecciones nosocomiales son aquellas que se adquie

ren durante la hospitalizacidn. (20).

La adquisicidon y desarrollo de dichas infecciones se ve
favorecida por diversas caracteristicas de los pacientes hospi
talizados: edad, terapia antimicrobiana y de otro tipo que con
tribuya a disminuir los mecanismos de defensa, favoreciendo 1la
diseminacidn de Ia flora normal del sujeto y el ataQue'de mi--

croorganismos opeortunistas.

En los Gltimos 30 afios dichas infecciones han aumentado
y constituyen en la actualidad un riesgo para todo tipo de pa-
cientes. La frecuencia de estas infecciones oscila entre 3 y-
4 casos por cada 100 pacientes hospitalizados pero se eleva a-

tasas mayores en los casos en que las condiciones higiénicas vy




las técnicas de aislamiento son deficientes.

Fuentes de Infeccifn:

a) Contacto con personal médico y paramédico del hospi-
tal.- En muchos casos este personal es portador ---
asintomitico de microorganismos patdgenos. Ademis,-
el contacto constante entre enfermo y personal médi-
co da lugar a la transmisidn de flora microbiana re-

sistente a maltiples antibidticos.
b) Contacto con otros enfermos.

c) Técnicas de asepsia deficientes.- Frecuentemente --
las &dreas y el material quirlirgico "estériles' no se

encuentran libres de microorganismos. (18).

d) Ingestidn de alimentos Contamiﬁados.- Las infeccio-
nes pueden deberse al consumo de alimentos en los --
cuales las -bacterias se han multiplicado en gran ni-
mero o bien pueden ser el vehiculo a través del que-

llegan al paciente ciertos gérmenes patdgenos. (10).

La tabla 1 muestra los alimentos en que mids comiinmente-
se encuentran microorganismos causantes de procesos patolégi--

cos gastrointestinales.



TABLA 1
ALIMENTOS MAS COMUNMENTE

Alimentos

(1) (2) (3)

INVOLUCRADOS EN PROCESOS PATOLOGICOS

Carne de aves

Pescado, mariscos, crustaceos
Carne fresca (cerdo y res)
Carne semicocida (cerdo y res]
Embutidos
Ensaladas

Huevos y alimentos que conten
gan huevo

Leche y productos lécteos
frescos ‘

Harinas, cereales y alimentos
con almidén

Frutas y vegetales crudos
lL.eche deshidratada
Leche no pasteurizada

Postres y produCtos para pas
telerfa

Carne (cerdo y res) y pescado
ahumado v/o enlatados

Mafz, chfcharos, espinadas,
ejotes, enlatados

Antojitbs mexicanos
Alimentos estilo oriental

{1) Salmonella sp (4

(4)

() (6) (7) (8)

®ox o ®o»

(9)

(2) Shicella s (5)
(3) Eschecrichia coli - (6)

Referencia: Bryan, F. L. 1978, Diseases transmited by foods:

Vibrio parahaemolyticus

Vibrio cholerae_
Clostridium perfringens

Center for Disease Control. Atlanta, Ga.

(7} Clostridium botulinum

(8) Bacillus cereus

{9) Staphylococcus aureus
A classification and summary.




2) TERMINOLOGIA Y JUSTIFICACION DE METODOS

Se consideran indicadores de contaminacidn:

a)

b)

d)

£)

Cuenta de gérmenes mes6filos aerobios: Para determi

nar la eficacia de los sistemas de limpieza y desin-

feccidn.

Cuenta de coliformes: Da un indice mads o menos real

de contaminacidn posterior a tratamientos térmicos y

de eficacia de los sistemas de limpieza.

Cuenta de coliformes fecales: Pone de manifiesto 1la

presencia de Escherichia coli como indice de defi---

ciencia en la limpieza, desinfeccidn, manejo y falta

de higiene de los operarios.

Cuenta de hongos y levaduras: Exposicidén a fuentes-

de contaminacidn aérea.

Cuenta de Staphylococcus aureus: En alimentos coci-

dos son indicadores de probables deficiencias en el-

manejo y quizd contacto con portadores.

Identificacién de Enterobacterias: Ponen de mani---

fiesto la presencia de gérmenes potencialmente patd-

genos: Escherichia coli, Salmonella sp., ----------

Shigella sp., vy en general todos los miembros de la

familia de enterobacterias.

El hallazgo de Salmonella sp., Shigella sp. puede --

ser indicio de la presencia de portadores asintomédti
cos




3) ANTECEDENTES EN MEXICO

En el periodo 1970-1975 se notd una marcada disminucién
de las defunciones en general ocurridas en la Reptdblica Mexica
na, aunque no fue significativa en lo que respecta a enfermeda
des como fiebre tifoidea, paratifoidea, salmonelosis y disente

ria bacilar, en donde ademds la poblacién mis afectada fue la-

de los menores de un afio. {25).

En lo que respecta a morbilidad de enfermedades transmi
sibles se ha notado una disminucién significativa de casos ---
atendidos de shigelosis en el periodo de 1973-1976; no asi en-
salmonelosis e intoxicaciones alimentarias bacterianas en las-

que ha habido un aumentc en la tasa de padecimientos. (26).

Enseguida se sefiala el porcentaje de casos atendidos --
por el I.M.S.S. de enfermedades transmisibles en la Repilblica-

Mexicana durante el afio de 1976. (26).

-

Etiologia Porcentaje
Infecciones intestinales 29.4 %
Tifoidea 0.1
Salmonelosis 3.1
Disenteria bacilar 0.6

A

Intoxicacidén alimentaria bacteriana 1.1



4) EPIDEMIOLOGIA

Bajo el concepto de gastroenteritis se agrupan una se--
rie de enfermedades entéricas especificas tales como shigelo--
sis, salmonelosis, problemas téxicos e invasivos por --------

Escherichia coli y dltimamente se ha demostrado la relacidén de

otras bacterias como Kiebsiella sp, Proteus sp y enterococos -

con cuadros diarreicos. En alimentos que han causado altera--
ciones intestinales se han encontrado un gran nimero de bacte-

rias pertenecientes a las especies Proteus vulgaris y ------

Proteus mirabilis, pero no se ha comprobado que produzcan ente

rotoxina. (10).

Lo anterior se menciona ya que la fuente de infeccién -

de estas enfermedades es el consumo de alimentos contaminados.

Los alimentos se contaminan con gérmenes a partir de --
utensilios, aire, suelo, agua, insectos y animales que actian-
como vectores (moscas, cucarachas, roedores); operarios que ma
nipulan los alimentos y que se encuentran en estado de porta--
dor. Los alimentos consumidos en crudo son otra fuente impor-

tante de agentes paté&gencs.

a) EPIDEMIOLOGIA DE LDS MAS IMPORTANTES AGENTES CAUSALES DE --
CUADROS ENTERICOS:

Salmonella sp.- Microorganismo causante de una enferme
dad endémica con incidencia midxima en la parte final de la pri

mavera y verano (meses de mayo a septiembre). La clasica cade



[{o)

na de infeccidn se muestra en la siguiente Fig. 1

Piensos y forrajes

=
N
Animales Heces de humanos
H dL imal H jr
eces de animales umanos Vectores
Yy
AV Portadores

Alimentos

Fig. 1: Cadena de infeccién de Salmonella Sp.

Los animales que se consideran fuentes mis frecuentes -
de contaminacidn son: aves, sus huevos y los roedores, aunque
también estdn involucrados en la contaminacién de alimentos: -

gatos, perros, cerdos y ganado vacuno. (10).

-

En la actualidad se consideran una fuente importante de

salmonela, 1las ciscaras de los huevos, huevos liquidos, conge

lados y en polvo. (24).

Salmonella typhi invade los suministros de agua proce- -

dentes de retretes, letrinas y dispositivos semejantes.

La tabla 2 sefiala la frecuencia con que se han aislado-

las diferentes especies y serotipos de salmonela en algunos

paises.



ESPECIES Y SEROTIPOS DE SALMONELA

TABLA

2

MAS COMUNMENTE AISLADOS EN ALGUNOS PAISES

2l = | < = 5

Sls | 2| & E| 2 s£| 3|3 ¢
& = = & - = Za & < &
= m 1 < < § Z N~ - f 361

TYPHIMURIUM 44 .8 28 30.7 42.8 43.8 24.6 67.8 18.5 2.8 10.1

"TYPHI 8.8 2.3 3.5 0.8 30:6 2.0 3.0 42.6 16.0

NEWFORT 8.0 6.6 3.7 1.1 1.3 3.0 2.7 1.1 2.4

ANATUM 6.4 0.3 7.0 1.5 6.4

AGONA 3.0 5.6 2.4 2.2 8.3

DERBY 1.0 1.8 0.7 2.3 2.0 1.5 12.8

POONA 4.0

ORANTEMBURG 3.2 1.9 41.8 0.3

WORTINGTON 2.4

HEIDELBERG 2.4 6.2 1.7 2.9

ENTERITIDIS 2.4 6.4 9.2 0.5 6.8 1.0 4.9 0.9

PANAMA 1.6 11.6 8.5

SCHARZENGROUND 1.6 1.1

MUENSTER 0.8

Nota: Los datos estdn dados en %

Referencia: Estadfstica, 1979. Center for Disease Control. Atlanta, Georgia, U.S.A.

01
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Gran nimero de casos de salmonelosis se reportan en hos
pitales, escuelas y guarderias, un niimero menor se asocia a --

restaurantes y hoteles. (30).

Shigella sp.- La mayor incidencia de shigelosis se ha-
reportado en nifios entre 1 y 4 afios de edad, siendo poco fre--
Cuente en menores de 1 afio. La mortalidad por shigelosis en -
paises altamente desarrollados es de 1% y en paises en vias de

desarrollo del 3-8%

El contagio se produce por via oral-fecal, a menudo por
las manos que tienen contacto con objetos contaminados. Los -
alimentos mis cominmente involucrados (agua y leche) suelen --
contaminarse por individuos portadores. En los lugares del --
mundo donde la enfermedad se presenta de modo endémico, las --
moscas tienen un papel importante en la contaminacién de ali--
mentos. No se conoce con exactitud en que medida los alimen--
tos industrializados pueden ser vectores, pero teniendo en ---
cuenta que basta un pequefio niimero de microorganismos para pro
ducir la infeccién, las pridcticas defectuosas en la manipula--

cion de alimentos suponen un riesgo considerable. (29).

Escherichia coli enterotoxigénica causa diarreas agu---

das. En México se le reconoce como el agente causal de la dia
rrea del turista y se ha encontrado que del 72% de los turis--
tas norteamericanos que padecen diarreas, en el 42% de los ca-

sos se han aislado cepas toxigénicas de E. coli.

Se han reportado numerosos casos en los soldados norte-
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americanos procedentes del sureste de Asia. (6). Se presenta-
en todas las estaciones del afio y la via de transmisién es ---
oral-fecal. Los individuos mds afectados son lactantes Yy pre-

escolares, aunque puede presentarse en indivivuos de todas las

edades.

Escherichia coli enteropatégena se ha aislado solamente

de lugares cerrados como hospitales y guarderias donde ha sido

el agente causal de diarreas en menores de un afio.

Staphylococcus aureus.- Los estafilococos productores-

de toxina llegan a los alimentos a partir del hombre y otros -
animales. Proceden en el humano de fosas nasales, piel, fordn
culos y heridas infectadas. Ademds son los causantes de masti
tis en vacas y algunos son capaces de producir enterotoxina al

desarrollarse en leche y productos licteos mal conservados. --

(3).

Vibrio cholerae.- Es el agente causal de una enferme--

dad endémica de la India y sudeste de '‘Asia desde donde se ha -
extendido a Europa media y Africa. Ultimamente se han involu-
crado otros paises como Estados Unidos, Inglaterra, Australia-
y las islas del Pacifico. Se propaga de persona a persona en-
los inicios de la enfermedad, el agua es el principal vehiculo
de contaminacidén donde sobrevive hasta 3 semanas la cual se --

contamina por las deyecciones provenientes de personas infecta

das.

Por cada caso severo hay de 25 a 100 infecciones asinto

mdticas. (20).
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Clostridium botulinum.- Las esporas de este microorga-

nismo se encuentran ampliamente difundidas en los suelos, agua
e intestino de animales y moscas y por tanto, contaminan vege-
tales, frutas y otros materiales. Cuando estos alimentos son-
enlatados o preservados las condiciones de anaerobiosis y nu--
trientes permiten la germinacibén de esporas y la produccidn de
toxina. Las esporas de tipo E se encuentran en suelos, lodo -

marino y de lagos; y en el intestino de pescados contaminados.

(10).

Vibrio parahaemolyticus.- Ha sido involucrado en in---

toxicaciones producidas por el consumo de alimentos marinos. -
Se han reportado casos en Japdn, Estados Unidos, México (esta-

do de Veracruz) y otros paises. (14).
5) PROCESOS PATOLOGICOS PRODUCIDOS POR MICROORGANISMOS

Concepto de infeccidn e intoxicacidn alimentaria.

El término enfermedad alimentaria se emplea con caric--
ter general y se aplica a cualquier enfermedad causada por el-

consumo de alimentos. Cabe sefialar dos conceptos fundamenta--

les:

Intoxicacidén alimentaria.- Enfermedad ocasionada al -

ingerir un alimento en el que se encuentra: una toxina elabora
da por un microorganismo, un pesticida u otro compuesto de na-

turaleza similar, o bien, metales pesados.

Dado que muchos microorganismos causan problemas entéri
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cos debido a la produccién de toxinas, se describen algunas ca

racteristicas generales:
Exotoxinas.

- Producidas por ciertas bacterias Gram positivas.

- Estdn presentes en los filtrados de cultivos en creci
miento. No existe autolisis apreciable.

- Su concentracidén en el medio de cultivo suele ser pro

porcional al crecimiento de los microorganismos.

- Son proteinas.

Endotoxinas.

- Son producidas principalmente, si no de manera exclu-
siva, por bacterias Gram negativas.

- Son macromolécﬁlas complejas que contienen fosfolipi-
dos y lipopolisacaridos.

- Constituyen una parte importante de la pared bacteria

na, y sdlo son liberadas si se altera la integridad -

-~

de esta pared.

Son relativamente termoestables en comparacién con --

las exotoxinas.

- Son venenos menos potentes que las exotoxinas y sus -
acciones citotdxicas son menos especificas.

- Su toxicidad parece residir en la fraccién fosfolipi-

da, mientras que su especificidad antigénica reside -

en la fraccién polisacidrida. (4).
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Infeccién alimentaria.- Determinada por la invasidén, -

multiplicacidn vy alteraciones tisulares del huésped que produ-
cen los gérmenes patdgenos transportados por los alimentos. --
Son de dos tipos: 1) Aquellas en las que los alimentos no ---
constituyen el medio de cultivo de los microorganismos patége-
nos, pero los transportan: tuberculosis, difteria, disente---
rias, fiebre tifoidea, brucelosis, cdlera. 2) Aquellas en que
los alimentos constituyen el medio de cultivo de gérmenes patd
genos que al multiplicarse aumentan la posibilidad de infectar
al consumidor. A este grupo pertenecen los microorganismos --

del género salmonela, excepto Salmonella typhi. (10).

6) AGENTES CAUSALES DE PROCESOS PATOLOGICOS

SALMONELLA SP

Bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no es-
porulados, pertenecientes a la familia: Enterobacteriaceae. -
Tribu: Salmonellae. Temperatura Optima de crecimiento: 37°C.-
con limites de 6.7-45.5°C. Existen mids de 1 300 serotipos que
se clasifican segln sus caracteristicas antigénicas. Dosis in

fectante: 104 - 109 microorganismos ingeridos viables.

Mecanismo de penetracidn: Los microorganismos invaden-

epitelio intestinal adhiriéndose a las vellosidades y provocan
do degeneracidn parcial de las mismas. Una vez que han pene--
trado, el dafio causado a las vellosidades se repara rapidamen-
te, los microorganismos se multiplican y diseminan por el epi-

telio intestinal, penetran ldmina propia y causan reaccién in-
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flamatoria aguda con infiltrados de polimorfonucleares. (13).

Salmonella typhi por razones desconocidas produce una -
respuesta inflamatoria con monocitos, los microorganismos de -
esta especie son transportados a la circulacidén dando como re-
sultado fiebre entérica con sintomas sistémicos y bacteremia.-
(6). Las lesiones caracteristicas son a nivel de colon donde-
se presentan alteraciones en la capacidad de absorcidén de flui
dos y electrolitos y efectos osmdticos causados por grandes --
cantidades de sustancias no absorbidas. Hay movilidad anormal
del intestino. (13). La capacidad invasiva no lleva comnsigo -
la capacidad de producir diarrea. Estudios realizados por ---
Gianella (13), demostraron que 1la respuesta inflamatoria que -
se presenta en la salmonelosis libera una cantidad considera--
ble de prostaglandinas las cuales son capaces de activar la --
adenil-ciclasa para que esta a su vez forme AMP-ciclico que se
acumula intracelularmente causando trastornos en la secrecidn-

y absorcidén de liquidos y electrolitos.

~

Koupal and Deibel, (17), demostraron la existencia de -

una enterotoXina en Salmonella enteritidis con caracteristicas

similares en cuanto a comportamiento a las encontradas en - --

Escherichia coli.

Caracteristicas de la enfermedad:

Periodo de incubacidén: 12 a 14 horas o hasta 72 horas -

en gastroenteritis.
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Sintomas: dolor abdominal, diarrea verdosa, semiliquida;
algunas veces naliseas y vomito, dolor de cabeza. Puede haber-
fiebre si hay septicemia. La duracidn es de dias, semanas y -
meses. El periodo de incubacidén y duracién de la enfermedad -
dependen de la especie, nimero de microorganismos ingeridos y-

caracteristicas del huésped. (14).
Control:

1) Evitar la contaminacidén de alimentos por vectores, -
portadores u otros alimentos contaminados (p.e. hue-
vos).

2) Calentar o pasteurizar los alimentos sobre todo si -

se han mantenido sin refrigeracién. Salmonella sp.-

€s un microorganismo medianamente resistente a la --
temperatura. (ver tabla 3).

3) Detectar los factores de riesgo en los alimentos.

Factores:

1. Comida preparada con ingredientes que pueden estar -
contaminados (p.e. huevos).

2. Comida que en su preparacidn .no tiene un paso de des
truccién para salmonela (p.e. ensaladas).

3. Abuso por parte del consumidor.

Riesgo de ler. grado Comida con 3 factores
Riesgo de 2° grado Comida con 2 factores

Riesgo de 3er. grado Comida con 1 factor.
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TABLA 3

TEMPERATURAS DE DESTRUCCION DE ALGUNOS MICROORGANISMOS

Esporas de Clostridium botulinum

Tipos A, B. : 15', 121° C.
Tipo E. 15', 80% C.

Esporas de Clostridium perfringns 1-4 horas, 100° C
Staphylococcus aureus 30', 62.8° C.
Salmonella sp 30', 60° C.

Referencia: G6émez, R. F. Apuntes para el curso de Microbio-

logfa de los Alimentos. Instituto Tecnolégico -
de Massachussets.
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Es importante que en hospitales no se consuman alimen--

tos en los cuales el riesgo se considere de ler. grado.

SHIGELLA SP

Bacilos Gram negativos, aerobios, pertenecientes a la -
familia Enterobacteriaceae. Tribu: Eschericheae. Temperatura
dptima de crecimiento: 37°C. Las especies patdgenas son:

Shigella dysenteriae, Shigella boydii, Shigella flexneri - ---

Shigella sonnei. Infecta al humano y otros primates, 10 orga-

nismos virulentos administrados oralmente a voluntarios huma--

nos causan disenteria cliasica.

Mecanismo de penetracidn: La penetracidn a las cé&lu--

las epiteliales es el principal mecanismo de patogenétida@. --
Las caracteristicas del lipopolisacdrido de la pared deltmicrg
organismo confieren fendmenos de adherencia a las cé&lulas del-
epitelio intestinal donde se multiplican y dan lugar a lesio--
nes ulcerativas con €l consiguiente efecto de salida de liqui-
dos, electrolitos e infiltracidn de polimotfonﬁcléarés y eri--
trocitos (diarrea mucosanguinolenta), (12). No se ha observa-
do nunca que el intestino delgado participe de la etiologia pa

tégena de shigela. A nivel de colon se producen todos los cam

bios. (9).

Caracteristicas de la enfermedad:

Periodo de incubacién: 1 a 4 dias.

Sintomas: fiebre y dolor abdominal, seguido de colitis-
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clinica. Las heces son liquidas y contienen moco y sangre, su
emisidén va acompafiada de espasmos rectales (tenesmo). Algunos
pacientes permanecen como portadores intestinales crdnicos y -

pueden sufrir ataques recurrentes de la enfermedad, (16).

Shigella dysenteriae tipo 1 produce una potente neuro--

toxina.
Control:

1) Control sanitario de agua y leche.

2) Combate de moscas y otros vectores.

3) Descubrimiento de casos subclinicos, particularmente
de personas que manejan alimentos.

4) Deteccidn y prevencién del estado de portador. (31).

ESCHERICHIA COLI

Bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos. Perte

necientes a l1a familia Enterobacteriaceae. Tribu: Eschericheae:

Temperatura Optima de crecimiento: 35-37°C. Varias cepas de -
E. coli se han asociado con la produccidén de diarreas en anima
les y humanos. Cuando se estudiaron los mecanismos de patoge-
nicidad en animales y voluntarios humanos fue posible identifi
car los organismos causales en base a produccidn de enterotoxi

na o capacidad invasiva. En el caso de Escherichia coli ente-

rotoxigénica (ETEC), se ha observado la multiplicacién del mi-

croorganismo en la superficie del epitelio intestinal, pero no

hay penetracidn ni inflamacién, (23). Produce 2 enterotoxinas:
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1) Toxina termoestable (ST), que es inactivada a los --
30' de embullicién. Estable al calor?2 60°C.

2) Toxina termoldbil (LT), es destruida a 60°C.
LT y 1la toxina del cdlera actiian de modo similar (5).

Algunas cepas de Escherichia coli producen sélo ST, to-

das las cepas que producen LT también producen ST (2).

Se ha observado que la produccidon de enterotoxina esti-
controlada por un plasmido de estabilidad variable, éste puede
ser transmitido de una cepa a otra de la misma especie o a di-
ferentes especies sin ningin cambio en. el serotipo del donador

0o receptor. (22).

Caracteristicas de la enfermedad:

Dolor abdominal con diarrea acuosa de volumen variable.

No hay fiebre. (6).

Escherichia coli enteroinvasiva actia penetrando mucoésa

intestinal, invadiéndola y produciendd reaccidén inflamatoria y
lesiones ulcerosas con el consiguiente efecto de salida de 11i-
quidos y electrolitos. El ataque de los microorganismos es en
la base de las microvellosidades donde penetra a las células -
epiteliales intestinales. La penetracidn se efectfia por englo

bamiento formidndose un fagosoma. Asi, Escherichia coli es fa-

gocitada por neutrofilos y monocitos en ldmina propia. E1 duo

deno y el yeyuno son los primeros sitios de ataque, después el

ileon. se observa degeneracidén de las microvellosidades con -
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el consiguiente decremento de la actividad enzimdtica de fosfa

tasas, disacaridasas y peptidasas.
El tejido se engrosa a fin de impedir nuevos ataques.

Los sintomas de la enfermedad son similares a los produ

cidos por shigela. (28).

VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS

Bacilos curvos Gram negativos. Pertenecientes a la fa-
milia Vibrionaceae. Son bacterias enteropatbgenas, facultati-

vamente halofilicas, de vida libre marina.

La mayoria de las cepas de Vibrio parahaemolyticus ---

aisladas de pacientes con enteritis presentan el fendémeno ---
Kanagawa positivo (son capaces de lisar linfocitos en un agar-
sangre especial, conocido como medio de Wagatsuma). Otras ce-
pas aisladas de pescado, crusticeos, langostas y aguas marinas

son Kanagawa negativo.

Se ha demostrado que las cepas Kanagawa positivo son pa
tégenas, mientras que las cepas Kanagawa negativo no lo son.
La dosis infectiva al humano es de 106-109kcé1u1as viables ---
Kanagawa positivo. La ingestidn de 109- 1010 células viables-

Kanagawa negativo no produjeron ningidn efecto en voluntarios -

humanos.

Factores patogénicos: hemolisinas. Fujino, T. (11) re-

portd la presencia de una hemolisina termoldbil en cepas - ---
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Kanagawa positivo. No estid claro porqué las cepas Kanagawa ne
gativo son aisladas de alimentos marinos, mientras que las ce-
pas Kanagawa positivo son ficilmente aisladas de excrementos -
de pacientes. Es dudoso que las hemolisinas sean las Gnicas -

toxinas producidas. (14).

Caracteristicas de la enfermedad:

Periodo de incubacién: 14-17 horas.
Sintomas: dolor epigidstrico, nauseas, vémito, diarrea.

Los excrementos son mucosos y sanguinolentos. Puede ha
ber escalosfrios y dolor de cabeza. Los sintomas subsisten de

1 a 2 dias. (14).

VIBRIO CHOLERAE

Bacilos curvos Gram negativos. Pertenecen a la familia
Vibrionaceae. Temperatura éptima de crecimiento: 37°C. pH de-
crecimiento: 8.5-9.5. Es patégeno sélo al hombre. La dosis =

infectante es de 10 microorganismos, viables.

Mecanismo de patogenicidad:

Los microorganismos se multiplican en intestino delgado
adheridos a las vellosidades, la capacidad de patogenicidad se
debe a la produccién de una toxina que se fija a la membrana -
usando como receptor especifico un monosialosilgangliésido o -
GMl para la fraccifén B o colarogenoide. La fraccidén A penetra

en la membrana (19) y activa la adenilciclasa provocando un in



cremento en la produccidn de AMP ciclico lo cual se traduce en
hipersecrecidn de iones y agua dando como resultado diarrea 11
quida (8). Gangarosa demostrd que durante el cdlera no hay al

teraciones en la integridad anatdmica del intestino delgado.

Caracteristicas de la enfermedad:

Periodo de incubacidn: 1 a 4 dias.

Sintomas: Iniciacién repentina con nauseas, vomito, dia
rrea, cOlicos abdominales, rdpida pérdida de liquidos y sales-

que producen deshidratacién, colapso circulatorio y anuria.

BACILLUS CEREUS

Bacilos Gram positivos, conocidos como causantes del --
corte de la crema. Anaerobios facultativos, méviles, esporula
dos. Temperatura Optima de crecimiento: 35°C, con 1limites de-
10 - 45°C. Producen una enterotoxina que causa intoxicacién -

de caracteristicas similares a las de Staphylococcus aureus vy

Clostridium perfringens.

Para que se presente la intoxicacidn se debe ingerir un
gran nimero de células que se lisen y liberen la enterotoxina-
en el intestino. La toxina dafia 1a mucosa y rompe el equili--
brio de intercambio liquido acumulindose agua y electrolitos -

en el intestino. (14).

Caracteristicas de la enfermedad:

Periodo de incubacidén: 10-12 horas.
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Sintomas: Dolor abdominal, diarrea liquida, nadseas mo-

moderadas y vomito. No hay fiebre. Duracién: 10-12 horas.

CLOSTRIDIUM BOTULINUM

Bacilos Gram positivos. Anaerobio, originario del sue-

lo. Sapréfito, esporulado y mévil. Existen cepas proteoliti-

cas y no proteoliticas. Temperatura optima de crecimiento: --

25 - 33°C, con limites entre 3.3-50°C, pH 6ptimo de crecimien-

to: 4.8-8.9

Produce neurotoxinas de 8 tipos aeroldgicos diferentes:
A, B, Cl’ C,, D, E, F y G. El tipo A es el mds comlin y el -

mds toéxico al hombre. Su actividad aumenta con la tripsina ya

que descubre sitios tdéxicos en la molécula a pH menor de 7.0 -
Tiene dos fracciones AA(téxica) y AB (hemaglutinina). E1 tipo

B es el md3s comiin en los suelos del mundo, pero menos. tdxico -

que el tipo A.

Toxicidad:
. . - - —8 P
Tipo A: AA mas AB =3 x 10 mg LD50 en ratén.
A, =5x108 ng en ratén
AT g *so '
Tipo B: 6 x 10 "® mg LD, en ratén.
Tipo C: No es t6xico al hombre. (Toxicidad en ratdn:
8

2.8 x 10 mg LDSO).



Tipo D: Rara vez tdxico al hombre. (Toxicidad en ratén:

-8
8.3 x 10°° mg LD,).

Tipo E: Muy to6xico al hombre. Tiene dos fracciones: EA

(téoxico) y Ep. Se encuentra en pescado y derivados. De

be activarse por tripsina; después de activado la toxi-

8

cidad es de 1 x 10 ° mg LD en ratdn.

50

Tipos F y G: Son también activados con tripsina. No -

se han estudiado.

La toxina se sintetiza durante la fase exponencial, des

pués que las esporas han germinado en el alimento.

Es necesario que el alimento contenga glucosa, o malto-
sa; todos los aminoidcidos esenciales al microorganismo, fuente

de carbono, agua y sales inorgdnicas.

La sintesis de la toxina es como protoxina (no tdxica)-
o progenitor-toxina (ligeramente tdxica) y debe activarse por-
tripsina.

¥
Algunos alimentos que contienen proteinas, al contami--

narse con este microorganismo dan olor fétido, otros no.

Algunas cepas no producen gas, por tanto, el abombamien

to de las latas no es un signo confiable.

Inactivacidén de la toxina:

- Tripsina a pH = 7.5
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- 80°C, durante 10 minutos.

- Precipitacién de proteinas por metales pesados.

Las temperaturas para destruir las esporas de

Clostridium botulinum se muestran en la tabla 3.

Caracteristicas de 1la enfermedad:

Periodo de incubacidén: 12 a 36 horas.

Sintomas: trastornos digestivos, naiseas, vémito, dia--
rrea, dolor de cabeza, desvanecimiento, visidn doble y borrosa,
asfixia e hinchazdon de la lengua y pardlisis de midsculos invo-
luntarios ya que la toxina interfiere con acetilcolina y no --

hay transmisidn sindptica, (14).
Control:

1) Enlatado a temperatura adecuada.

2) Rechazar todo bote hinchado.

3) No probar ningln alimento sospechoso: 016r fétido ~--
rancio o presencia de gas.

4) Evitar consumir alimentos crudos que se han congela-
do y mantenido después a temperatura ambiente.

5) No consumir ningin pescado no congelado en el envio.

6) Hervir todo alimento sospechoso durante 15 minutos.

CLOSTRIDIUM PERFRINGENS (WELCHII}

Bacilos Gram positivos, formadores de esporas, anaero--

bios e inméviles. Temperatura Optima de crecimiento: 43-47°C.
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Muy escaso crecimiento entre 15-20°C, limites: 5.5-55°C. Mixi

ma esporulacidén y formacidn de toxinas: 37-40°C.

Produce 6 tipos de enterotoxinas: A, B, C, D, E, F que-
se producen al formarse las envolturas proteicas de las espo--

ras. Si no hay esporulacidén, no habrad toxina.
De las enterotoxinas las importantes para el hombre son:

La tipo A (intoxicacidn alimentaria) y la tipo C (ente-

ritis necrotica).

Toxicidad: Tipo A: 2 x 10°

DML (Dosis minima letal: La
mas pequefia cantidad inyectada por-
via intraperitoneal suficiente para
matar 6.dé 6 ratones de 18-20 g en-

4 dias).

El mecanismo de accidon de la toxina es similar a 1la del

colera.

Caracteristicas de la enfermedad:
Periodo de incubacidn: 18-22 horas.

Sintomas: dolor abdominal agudo, diarrea, nailiseas, rara

vez vomito. Es de corta duracidn.
Control:

1) Mantener los alimentos por abajo de 4.4°C o por enci

ma de 65.5°C.




29

2) Recalentar los sobrantes.
3) Enfriar ridpidamente los alimentos una vez cocinados,
en cantidades pequenas.

4) Buena higiene personal.

Las células vegetativas son muy sensibles al calor. La

resistencia de las esporas al calor se sefiala en la tabla 3.

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Cocos Gram positivos. Pertenecen a la familia -------

Micrococacceae, ampliamente relacionados con el hombre.

Tienen una elevada resistencia a 1la sal (12% de NaCl).
Temperatura Sptima de crecimiento: 35-37°C, con limites entre-

5.6 - 46.6°C; pH minimo de crecimiento: 4.8 (aerobiosis).
Producen 6 tipos de enterotoxinas: , B, C, D, E, F.

La enterotoxina tipo A es la mds comin. La mayoria de-
los autores coninciden en que las cepas_prdductoras de entero-
toxina coagulan el plasma (10) y (14). La prueba de la coagu-
lasa es la mas ampliamente utilizada para detectar cepas ente-
rotoxigénicas. No hay ninguna prueba que tenga absoluta corre
lacidén con la produccidn de toxina, (14). Todas las entero---
toxinas son resistentes a tripsina, quimotripsina, renina y --

papaina. Son inactivadas con pepsina a pH = 2.0.

La produccién de enterotoxina se halla favorecida por--
las condiciones que estimulan el crecimiento de estafilococos-

y €stas varian con el tipo de alimento. Otros tipos de bacte-
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rias de los alimentos que entran en competencia con los estafi
lococos pueden reprimir su crecimiento lo suficiente para re--
tardar la produccién de toxina. Se ha observado la produccién
de enterotoxina en grandes cantidades en productos carnicos, -
pasteles rellenos de crema ya que las proteinas y el almiddn -

en abundancia estimulan la produccién de toxina (14).

Algunos alimentos son excesivamente 4dcidos para el desa
rrollo de estos microorganismos, pero la adicidén de ingredien-
tes como huevos y crema, reducen la acidez y los convierten en
alimentos peligrosos. Los equipos que conservan calientes los
alimentos en las cafeterfas y los restaurantes y las miquinas-
expendedoras de alimentos calientes son medio propicio para el
desarrollo de estafilococos y la produccidn de enterétoxina. -

(10).

Los alimentos contaminados con estos microorganismos --
después de un tratamiento térmico constituyen un medio de cul-
tivo para el gérmen, y por tanto, para la produccién de toxina.
Los alimentos contaminados no presentan signos_gparentes de dg

terioro.

Mecanismo de patogenicidad:

Tiene efectos primarios a nivel subcelular causando da-
nos reversibles a las mitocondrias, (15). Hay necrosis del te
jido intestinal, emesis y diarrea; el sistema circulatorio se-
ve afectado (hay leucocitosis). En los pacientes tratados con

antibidéticos donde se ha destruido o inactivado 1la flora compe
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titiva, se favorece la proliferacidén del gérmen en la mucosa -

gastrointestinal produciendo enterocolitis seudomembranosa, --

(14).

Caracteristicas de la enfermedad:

Periodo de incubacidn: 3 a 6 horas.

Sintomas: nafiseas, vdmito, dolor abdominal, postracidn-

y diarrea, con duracién de 24 horas a pocos dias.

Control:

1) Utilizar ingredientes que no contengan estafilococos
para la preparacidén de alimentos elaborados (p.e. le
che pasteurizada en lugar de leche cruda).

2) Evitar el contacto de los alimentos con empleados --
que padezcan resfriados, fordnculos, etc. y también-
el que los portadores manejen alimentos.

3) Pasteurizar aquellos alimentos termorresistentes an-
tes de exponerlos a temperatura ambiente.

4) Refrigerar adecuadamente los alimentos, y en algunos

casos, si es posible, aumentar la acidez.



CAPITULO 111

MATERIAL Y METODOS.

MEDIOS DE CULTIVO

El cultivar microorganismos es un procedimiento median-
te el cual se promueve el crecimiento de aquellos al proporcio
narles las condiciones ambientales adecuadas: nutrientes, pH,-
temperatura y aereacidn. Otros factores que deben ser contro-
lados incluyen: concentracién salina, presién osmdtica, luz. y-

tiempo de incubacién.

Como nutrientes los medios de cultivo deben tener: fuen
te de nitr6geno (que permite a los microorganismos construir -
aminodcidos), fuentes de carbono (a base de azicares, alcoho--
les, dcidos grasos o COZ), factores de crecimiento (aminodci--
dos incapaces de ser sintetizados por el microorganismo en ---
cuestidon, vitaminas, nucledtidos y sales inorganicas), inhibi-

dores en el caso de medios selectivos, e indicadores de pH; el
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agar solamente se utiliza para solidificar el medio si &sto es

necesario. (16).

La selectividad de diversos medios de cultivo es un fac
tor de suma importancia, ya que asi se tiene una guia que per-
mite escogerlos de acuerdo a los microorganismos que interese-

aislar.

Los medios de cultivo utilizados para el desarrollo del

presente trabajo fueron los siguientes:
A. Medios s6lidos en placa.

1. Selectivos para el aislamiento de enterobacterias:

(1), (7)

a) Agar MacConkey (Biox6n de México, S.A.)
b) Agar eosina azul de metileno (Merck).

c) Agar tergitol-7 (Merck).

d) Agar xilosa-lisina-desoxicolato (Merck).
e) Agar verde brillante (Merck).

£) Agar sulfito de bismuto (Merck).
2. Selectivos para el aislamiento de estafilococos:
a) Agar S-110 (Biox6n de México, S.A.)
B. Medios sb6lidos inclinados en tubo.
1. Para diferenciacién de enterobacterias: (21)

a) Agar hierro de Kligler (Biox6n de México, S.A.)
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b) Agar citrato de Simmons (Biox&n de México, ---

S.A.)
c) Agar urea segin Christhensen: (Difco).

d) Agar fenil-alanina (Difco).
C. Medios semisélidos. |
1. Para diferenciacidén de enterobacterias: (21)

a) SIM (Merck).

Preparacidn: Se siguieron las indicaciones segin el mem

brete del preparado comercial.
D. Medios liquidos.
1. De enriquecimiento selectivo de salmonela: (27)

a) Caldo de tetrationato {Difco)
b) Caldo selenito-cistina (Merck)

Preparacién: Se siguieron las indicaciones segin

el membrete del preparado comercial.
- De enriquecimiento de enterobacterias. (29).

Preparado de acuerdo a la siguiente férmula:

Caldo lactosa bilis verde brillante al 29%. AO g.
NaZHPO4 .................................. ‘2.74 g.
S 2.74 ¢
Agua destilada ............c0 i, 1 000 ml

pH final = 7.2
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Se sirvieron cantidades de 12 ml. en tubos de 16-
x 150 mm. y se esterilizaron a 121°C. & 15 1b/in?

durante 15 ' en autoclave.

Selectivos para bacterias coliformes. (27).

a) Caldo EC (Difco)

b) Caldo lactosa bilis verde brillante al 2% ----
(Difco).

c) Caldo lauril sulfato triptosa (Difco).

Preparacidén: Se siguieron las indicaciones segin

el membrete del preparado comercial. Las cantida

des que se envasaron se indican en metodologia.
Para diferenciacién de enterobacterias. (21).

a) Caldo malonato de Ewing (Difco)
b) Caldo de RM/VP, (Difco).
C)} Base de descarboxilasa de Mgller, adicionada -

de lisina, arginina u ornitina, (Merck).
De enriquecimiento de estafilococos. (27).

a) Caldo soya tripticasa con 10% de NaCl, (Difco).

Preparacidn: Se siguieron las indicaciones segin

el membrete del preparado comercial.
Diluyente. (29).

a) Agua peptonada al 0.1%
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Medios para siembra en profundidad.

Recuento en placa de gérmenes meséfilos aerobios:

a) Agar cuenta estidndard

Preparado de acuerdo a la siguiente fdrmula:

Extracto de levadura................. 2.5 g.
Triptona......... ..o iiuuu. ... ve. 5.0 g.
Glucosa ............. et e ettt 1.0 g.
Agar e 13.1 g.
Agua destilada.................... ... 1 000 ml.

pH final - 7.0
Esterilizacidn: 121°C, 6 15 1b/in2, 15' en ---

autoclave.

Recuento en placa de hongos y levaduras

a) Agar para dextrosa (Difco)

Preparacidn: se siguieron las indicaciones se-

gin el membrete del preparado comercial.



REACTIVOS

1. Kovac's

&)

Barrit para Vogues-Proskauer:
A. alfa naftol al 5%

B. Hidr6xido de potasio al 40%

[§8

Colorantes para tincién de Gram:

Cristal violeta

Lugol

Alcohol-acetona

Safranina

3. Cloruro de sodio al 0.5%

4. Cioruro férrico al 10%

5. Reactivo para ONPG (Ortonitrofenil beta-D-galactopiranésido)
6. Tolueno

7. Perdxido de hidrégeno al 3%

8. Bactc-coagulasa plasma (Difco)

9. Antisueros polivalentes somdticos para salmonela, (Quimica-

Hoechst)

10. Antisueros monovalentes somiticos para salmonela, (Quimica-
Hoechst)

11. Antisueros polivalentes para shigela, (Quimica Hoechst)

12. Fenol al 5%



MATERIAL BIOLOGICO

1. Alimentos sdlidos.

Para realizar el andlisis se eligid la forma lineal, es

decir, se tomaron muestras del mismo alimento en 3 etapas dife

rentes:

a) Como materia prima, tomada del almacén de la cocina-

central.

b) Como alimento cocinado, tomado de la cocina central.

c) Como alimento distribuido, tomado de las cocinas de-
distribucidn de los diferentes pisos del hospital o-

de la barra del comedor central.

Los alimentos analizados fueron los siguientes:

Carnes blancas:

- Pescado

- Pollo

Carnes rojas:

- Bistec de cerdo y res.
- Carne molida de res

- Carne maciza de cerdo y res

Embutidos:

- Jamdén

- Salchicha
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Productos enlatados:

- Atan

Productos lacteos:

- Crema

- Queso tipo Chihuahua

2. Productos liquidos.

Unicamente se tomé una muestra de cada uno de los si---

guientes productos:

- Agua de grifo.
- Agua de filtro.
- Jarabe.

- Naranjada.
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METODOS

PRUEBAS METABOLICAS

Una vez que se logra el crecimiento de colonias de mi--
Croorganismos segiln la metodologia que se describe mids adelan-
te, se procede a la identificacidén de dichos gérmenes basdndo-
se en el antecedente de la selectividad de los medios de culti
vo y en el hecho de que microscépicamente las bacterias pueden

distinguirse de acuerdo a su morfologia y afinidades tintoria-

les,

Posteriormente se realizan una serie sencilla de prue--
bas basadas en la deteccidn de los productos finales del meta-

bolismo de los microorganismos para clasificarlos en género y-

especie.

ALGUNAS CARACTERISTICAS METABOLICAS DETECTADAS EN BACILOS GRAM
NEGATIVOS (ENTEROBACTERIAS), PARA SU DIFERENCIACION, (21).

1. Fermentacidn de glucosa y lactosa.

[

Se utiliza agar hierro de Kligler sembrado por estria e
incubado a 37°C, durante 24 horas. La fermentacidén de glucosa
se observa por una reaccidén dcida del medio en la capa profun-
da, mientras que la de lactosa por una reaccién dcida en la su
perficie. Un crecimiento sin cambio de color del medio indica
que no fueron atacados'ninguno de estos carbohidratos, sdlo se

utilizaron las peptonas.



2. Produccidn de Gas

Se utiliza agar hierro de Kligler sembrado por picadura,
(tubo anterior) e incubado a 37°C. durante 24 horas. Se deter
mina si el microorganismo en cuestidn genera gas como producto
final del metabolismo de los carbohidratos. Los gases produci
dos, CO2 e Hy, se manifiestan por un desplazamiento total del -

medio del fondo del tube o por una ligera muesca del medio.

3. Produccidn de dcido sulfhidrico

La liberacidn de este compuesto se debe al metabolismo-
de los amincdcidos que contienen azufre produciéndose una reac
ci6n visible de color negro, ya que el medio utilizado para su

deteccién (agar hierro de Kligler, tubo anterior), contiene lo

siguiente:
Bacteria (medio acido) + tiosulfato de sodio )HZS ga§T
H,S + jones férricos . Sulfuro ferroso (negro)l,

7/

4. Deteccidn de ureasa

Se detecta la capacidad de un microorganismo de desdo--
blar la urea formando dos moléculas de amoniaco por accidn de-
la eqzima ureasa. La presencia de NH3 produce alcalinidad en-
el medio virando el color original del mismo (de amarillc a Tro
sa). El medio que se utiliza es agar urea segin Christhensen,

sembrado por estria e incubado a 37°C. de 6 a 24 horas.

5. Aprovechamiento de citrato
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Se observa la capacidad de un microorganismo de utili--
zar el citrato como Gnica fuente de carbono para su metabolis-
mo, desdoblando las sales de amonio en amoniaco que produce al
calinidad en el medio virando el color original del mismo, (de
verde a azul). Se utiliza agar citrato de Simmnons, sembrado-

por estria e incubado a 37°C, 24 a 48 hrs.

6. Utilizacidn de malonato

Se determina la capacidad del microorganismo de utili--
zar el malonato de sodio como fuente de carbono y sulfato de -
amonio como fuente de nitrdgeno. El compuesto que se produce-
es hidroxido de sodio, que vira el color original del medio --
(de verde a azul). Se emplea caldo malonato de Ewing incubado

a 37°C, de 24 a 48 horas.

7. Descarboxilacidn de aminoédcidos

Mide 1a capacidad'enzimética de un microorganismo para-
descarboxilar un aminoidcido y formar una amina, la cual produ-
ce alcalinidad en el medio. La reaccidn anterior se lleva a -
cabo en anaerobiosis por lo que es necesario recubrir la super

ficie del medio con 1 cm3

. de vaselina estéril. Los medios --
que se utilizan son: base de Mgller adicionada de lisina, argi

nina y ornitina. Incubacién: 37°C, de 1 a 4 dias.

8. Produccidn de indol

Se determina la capacidad de un microorganismo para des
doblar indol de la molécula de triptofano contenida en medio

SIM, sembrade por picadura e incubado a 37°C durante 24 horas.
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El indol desdoblado se detecta por medio de reactivo de
Kovac's (para-N-dimetil-amino benzaldehido) que da un color ro

jo al formar un complejo con el indol.
9. Movilidad

Se determina si un microorganismo es mdvil o no, utili-
zando medio SIM, sembrado por picadura e incubado a 37°C duran
te 24 horas. Los microorganismos méviles migran de la linea -
de siembra y se difunden en el medio provocando turbidez. ---
Cuando el microorganismo es inmdvil se observa un crecimiento-
acentuado siguiendo la linea de siembra y el medio circundante

se mantiene claro.

Cuando no es posible identificar un microorganismo me--
diante estas pruebas, se utilizan otras pruebas adicionales, -
de apoyo, para detectar las siguientes caracteristicas metabd-

licas.

1. Produccidn de acetoina

Basada en la capacidad de algunos microorganismos de --
producir acetoina a partir de la fermentacidn de glucosa (prue
ba de Voges-Proskauer). E1l medio utilizado es caldo RM/VP, in
cubado a 37°C, durante 24 a 48 horas. Para la deteccién de --
acetoina se utilizan los reactivos de Barrit: alfa naftol al -

5% e hidroxido de potasio al 40%.

2. Deteccidn de fenil-alanina desaminasa

Se detecta la capacidad de un microorganismo para desa-
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minar la fenil-alanina en 4cido piridvico, mediante un proceso-
enzimitico. Incubacifn de agar fenil alanina sembrado por es-
tria: 24 horas a 37°C. Para detectar el 4cido pirGvico produ-
cido se utiliza cloruro férrico al 10%. La reaccién de un com

plejo colorido verde.

-

3. Utilizacién de carbohidratos

Se detecta la capacidad de un microorganismo para degra
dar un carbohidrato especifico incorporado a un medio bidsico,-
produciendo acidez. Puede utilizarse base de Andrade incorpo-
rada del aziicar especifico segiin se requiera: adonitol, sorbi-
tol, xilosa, arabinosa, inositol, etc. en solucidén acuosa al -

3%, estéril.

4. Deteccién de betagalactosidasa

Empleada para detectar la presencia de la enzima beta--
galactosidasa utilizando el compuesto orgdnico ortonitrofenil-
beta-D-galactopiranosido (ONPG), capaz de formar, al desdoblar

se un compuesto colorido. Incubacién: 37°C. de 4 a 24 horas.

ALGUNAS CARACTERISTICAS METABOLICAS IMPORTANTES PARA LA CLASI-
FICACION DE COCOS GRAM POSITIVOS

1. Deteccidén de la enzima catalasa

Utilizada para diferenciar los géneros Staphylococcus y

Micrococcus del género Streptococcus. El reactivo que se uti-

liza es HZOZ al 3%.
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2. Deteccidn de la enzima coagulasa

Utilizada para diferenciar Staphylococcus aureus de ---

Staphvlococcus epidermidis. Reactivo utilizado: Plasma liofi-

lizadoc de conejo, incubado a 37°C. de 5 a 24 horas.
METODOLOGIA

1. TOMA DE MUESTRAS

Se observaron una serie de precauciones y condiciones a

fin de obtener resultados significativos, para ello:

a) Se tomaron asépticamente, utilizando material esté--
ril.

b) Cada muestra se etiquetd especificando el tipo de --
alimento, cuindo y dénde se tomd.

c) Se tratd de mantener el estado original de 1a mues--
tra protegiéndola de condiciones que pudieran matar-
los microorganismos, para ello el andlisis se practi
cO ese mismo dia.

d) Se examinaron las condiciones organolépticas del pro

ducto.

Alimentos sélidos:

Las porciones del alimento a analizar se tomaron de un-
lote escogido al azar. De ese mismo lote se tomaron los pro--

ductos cocinados y distribuidos.
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Alimentos liquidos:

- Para agua de filtro y de grifo.- La llave se abrid y
cerrd varias veces para que salieran las particulas adheridas-
si las hubiera; la superficie externa del conducto se limpid -
con fenol al 5%, se dejé correr el agua durante un minuto y se

recogieron 100 ml. de liquido en un matraz estéril.

- Para jarabes y naranjadas.- Se tomaron asépticamente

100 ml. del lote en matraces estériles. (29).

2. PREPARACION Y DILUCION DE LAS MUESTRAS

Alimentos sb6lidos:

a) Se pesaron 10 g. de la muestra obtenida de diferen--
tes zonas, fueron transferidos al vaso del homogenei
zador y se adicionaron 90 ml. de diluyente (agua pep
tonada al 0.1%). Este paso y todos los siguientes se-
realizaron en condiciones estériles.

b) La homogeneizacidén se realizd a 15 000-20 000 rpm.
por 2-3 minutos, en un aparato homogeneizador Mixer.

c) La mezcla se dejdé en reposo durante 15' a temperatu-
ra ambiente para permitir la reactivacidén de los mi-
Croorganismos.

d) Se realizaron diluciones 10 ' a 10_7, (29)

3. SIEMBRA EN LOS DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

Alimentos sdlidos




a)

b)

47

Se transfirié por duplicado 1 ml. de cada una de las
diluciones a cajas de Petri previamente marcadas con
los datos pertinentes.

Fueron adicionados de 15 a 20 ml. de agar cuenta es-
tdndard fundido y mantenido a 45°C.

A otro juego de cajas conteniendo por duplicado 1 ml.
de cada una de las diluciones se agregaron de 15 a -
20 ml. de agar papa dextrosa acidificado (con dcido-

tartdrico al 10%), fundido y mantenido a 45°C.

Las cajas de los incisos b) y c¢) se mezclaron con movi-

nientos rotatorios (27), hasta homogeneizar el indculo y el me

dio de cultivo, se dejé enfriar el medio hasta soldificar y se

incubaron las cajas con agar cuenta estidndard a 37°C, durante-

48 horas.

Uno de los lotes de cajas con agar papa dextrosa se

incub6 a 37°C durante 5 dias, el lote restante se mantuvo a --

22°C, por 5 dias.

d)

e)

)

1210 a ca-

Se inoculd 1 ml. de las diluciones 10"
da uno de 3 tubos conteniendo 10 ml. de caldo lauril
sulfato triptosa con campana de fermentacidn. Se in
cubaron 48 horas a 37°C.

Fue transferido 1 ml. de cada una de las diluciones-
a tubos que contenian 4.5 ml. de caldo soya triptica
sa con 10% de cloruro de sodio. Se incubaron a 37°C,
durante 48 horas. (27).

1

Se sembrd una asada de la dilucién 10 ~ en 1los si---

guientes medios de cultivo: placas de agar eosina --




g)

h)

J)
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azul de metilenc (EMB), xilosa lisina desoxicolato -
(XLD}, MacConkey y tergitol-7 de tal manera que se -
obtuvieran colonias aisladas. La incubacidn se lle-
v6 a cabo durante 24 horas a 37°C.

Se transfiridé 1 ml. de la dilucién 10°1 previamente-
incubada a 37°C. durante 24 horas, a 3 tubos conte--
niendo cada uno de ellos 12 ml. de caldo de enrique-
cimiento para enterobacterias. Incubacidn: 24 horas
a 37°C.. (29).

Por separado, se pesaron por duplicado 25 g. del ali
mento y se homogeneizaron come se indicd anteriormen
te utilizando en estos casos como diluyénte 225 ml.-
de caldo selenito-cistina y 225 ml. de caldo de te--
trationato. E1 homogeneizado se colocé en matraces-
de 500 ml. rotulados respectivamente y se incubaron-
24 horas a 37°C. (27).

A las 24 horas de incubacién del caldo de enriqueci-
miento para enterobacterias, se sembrd una asada del
cultive de cada tubo en placas de agar XLD, EMB, ---
MacConkey y tergitol-7 a manera de obtener colonias-
aisladas. Se incubaron 24 horas a 37°C.

A las Z4 horas de incubacién de los caldos selenito-
Cistina y tetrationato se sembrd una asada de cada -
uno en los siguientes medios: placas de agar sulfito
bismuto, verde brillante, XLD y MacConkey. Incuba--

cién: 24 horas a 37°



k)

1)

49

A las 48 horas de incubacidn del caldo lauril sulfa-

to triptosa se selecciong un tubo de cada dilucidn -
que presentd formacidén de gas. Del cultivo de este-
tubo se sembrd una asada (con asa calibrada de 3 mm.
de diametro) en 3 tubos conteniendo cada uno 10 ml.-
de caldo EC con campana de fermentacidn, y una asada
en 3 tubos conteniendo cada uno 10 ml. de caldo lac-
tosa bilis verde brillante al 2%, con campana de fer
mentacion. Los tubos con caldo EC se incubaron 48 -
horas a 44.5°C. Los tubos con caldo lactosa bilis -

verde brillante al 2% se incubaron 48 horas a 37°C.

Después de 48 horas de incubacidén, las diluciones en
caldo soya tripticasa que presentaron desarrollo se-
sembraron en placas de agar S$-110 (una asada de cul-
tivo con asa calibrada de 3 mm. de didmetro =0.01ml).

Las placas se incubaron 24 a 37°C. (27).




DIAGRAMA DE METODOLOGIA REALIZADA PARA ALIMENTOS SOLIDOS

| Muestra Homogencizada

!

Hacer dil. base 10 hasta 10

. . . . 1
1 ml. de c¢/dilucién 1 ml. de c/dil, 1 ml. de dil. 10 s
o ‘ . A -10-5 + C.L.S.T. en Incubar dil.10
+ agar cuenta esténdar + PDA acidifica tubo 24 hrs/37° C
cen caja de Petri (duplica do en cajas de °
e = Petri (duplica-
do)
] . do)
Tngg?ai 48 hrs/ Incubar 5 Incubar 5 Incu%%g 48 hrs/
dfas/22° C dfas/37°C
Contar colonias de
mes6filos ucrobios. Contar colonias dec hon
Obtcener UFC/g mues : .
tra. - gos y lev. por scpara-
do. Reportar UFC/g

muestra.

hncubar48hrs I

A} Incubar

24hrs/37°(

coliformes fecales

Obtencr recuento de \ ‘




DIAGRAMA-DE- .

METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO DE SALMONELLA SP

+ Selenito

Homogeneizar

Muestra

+ Tetrationatd

Homogeneizar

Incubar 24 hrs/37°

Sembrar en V.B,

S.B,M.C., XLD

Incubar 24 hrs/37°C

Identificar bioquimica
y serolégicamente

19
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Alimentos liquidos

a)

b)

c)

d)

Se inoculdé 1 ml. de liquido correspondiente a cada -

una de dos cajas rotulada previamente:

Agua de grifo Caja de agar cuenta estidndard
Agua de grifo Caja de agar papa dextrosa
Agua de filtro Caja de agar cuenta estidndard
Agua de filtro Caja de agar papa dextrosa
Jarabe Caja de agar cuenta estdndard
Jarabe Caja de agar papa dextrosa
Naranjada Caja de agar cuenta estandard
Naranjada Caja de agar papa dextrosa

Se adicionaron a cada caja 15 a 20 ml. de medio se--
giin corresponda.

Se mezclaron con movimientos rotatorios, (27), se de
j6 enfriar el medio hasta soldificar y se incubaron-
las cajas de agar cuenta estandard a 37°C. durante -
48 horas. Uno de los lotes de cajas con agar papa
dextrosa se incubd a 22°C. durante 5 dias, el lote -
restante se incubd a 37°C. el mismo tiempo.

De cada uno de los diferentes liquidos se inocularon
10 ml. en un juego de 3 tubos conteniendo cada uno -
20.0 mi. de caldo lauril sulfato triptosa con campa-
na de fermentacidén, 1 ml. en un juego de 3 tubos con
teniendeo cada uno 9.0 ml. de caldo lauril sulfato --

triptosa con campana de fermentacidn y 0.1 ml. en un




DIAGRAMA DE METODOLOGIA REALIZADA PARA ALIMENTOS LIQUIDGS

iuestra
1 ml. + agar cuent 1 ml. + PDA acidifi- 20 mi., 1 ml., O.1
est4ndar en caja de iigo(gg i?g:dgi Pe-- ml. + C.L.S.T. en
Petri (duplicado) p tubo
; Incubar 48 hrs/37° C
Incubar 48 hrs/37° C Incubar § Incubar 5
dfas/22° C dfas/37° C
Tubos Positivos
Contar colonias de 1
mes6filos aerobios. Contar colo-- Trocul e i T
Obtener UFC/ml. nias de hongos -_3 asiﬁas Z?gcu ag -
muestra 'y .lev. por se- - asadas
parado en tubos cog en tubos -
3 ObtcnerfUFC/ giLé%B;V.B. gog Fgldo
ml. muestra. e

Incubar 48 hrs Incubar 48
37° C Hrs./45,5C

Obtener recuen] |Obtener recuen-
to -de coliformes .=
to de colifor--

]

mes fecales.
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juego conteniendo 9.9 ml. de caldo lauril sulfato --
triptosa con campana de fermentacidén. Se incubaron-
durante 48 horas a 37°C.

e) Después de incubar los tubos del inciso d), se revi-
saron y de aquellos que presentaron formacién de gas,
se inocularon de 2 a 3 asadas de cultivo en tubos --
conteniendo caldo lactosa bilis verde brillante al -
2%, los cuales se incubaron a 37°C. durante 48 horas.
De igual manera se inocularon tubos conteniendo cal-

do EC y se incubaron a 44.5°C durante 48 horas. (27).

4. RECUENTO DE COLONIAS

a) Se seleccionaron aquellas placas trabajadas por el -
método de siembra en profundidad donde desarrollaron
de 30 a 300 colonias, ya que en ellas el error es me

nor.

- Después de 48 horas de incubacién se contaron to--
das las colonias desarrolladas en las placas de --
agar cuenta estandard, excepto las de hongos. El-
niimero de colonias se multiplicd por la inversa de
la dilucidn obteniéndose el nimero de unidades for
madoras de colonia de gérmenes mesdfilos aerobios-
por gramo o mililitro de alimento (UFC/g o UFC/ml.

de alimento).

- A los 5 dias de incubacidén se contaron por separa-

do las colonias de hongos y levaduras crecidos a -
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22°C. y 37°C. en agar papa dextrosa, el nimero se-
multiplicd por la inversa de la dilucidén y se re--
portdé seglin el casc en el que el recuento fuera ma
yor: unidades formadoras de colonia de levaduras -
por gramo o mililitro de alimento y unidades forma
doras de colonias de hongos por gramo o mililitro-

de alimento.

5. DETERMINACION DEL NUMERO MAS PROBABLE DE MICROORGANISMOS --

(NMP) .

a)

b)

Después de 48 horas de incubacidn se revisaron los -
tubos de caldo lactosa bilis verde brillante al 2%.-
Aquellos que presentaron formacidn de gas se conside
ran positivos. Se consultd la tabla 4 (para alimen-
tos s6lidos) y la tabla 5 (para alimentos liquidos)-
para obtener, de acuerdo al nimero de tubos positi--
vos el nimero méds probable de microorganismos: NMP/g
o NMP/100 ml. de alimento, en este caso de colifor--

mes (prueba confirmatoria), (27).

De igual manera se revisaron los tubos conteniendo -

caldo EC. Se consultaron las mismas tablas, para ob
tener el NMP/g o NMP/100 ml. de alimento de colifor-

mes fecales, (27), prueba confirmatoria.




TABLA 4

NUMERO MAS PROBABLE DIE MICROORGANISMOS

Tubos positivos NMP/g Tubos positivos|] NMP/g Tuhos positivos NMP /g Tubos positivos NMPY/ ¢
3 K) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 K]
{0.1) (0.0l (0.001) (0.1)(0.01)(0.001 (0.1)(o0.01)y(0.01} {(0.1)Y(0.01) (0.01)
0 { 0 -3.0 1 0 0 3.6 2 0 0 9.1 3 0 0 23.0
0 (1 1 3.0 1 4] 1 7.2 2 0 1 14.0 3 0 1 39.0
0 0 2 6.0 1 0 2 11.0 2 ] 2 20.0 3 0 2 0.0
0 {1 3 9.0 1 0 3 15.0 2 0 3 20.0 3 0 3 95.¢
U 1 0 3.0 1 1 0 7.3 2 1 0 15.0 3 1 0 45.0
0 1 1 6. 1 1 1 11.0 2 1 1 20.0 5 1 1 75.0
0 1 2 9.2 1 1 2 15.0 2 1 2 27.0 3 1 2 120.0
0 1 3 12.0 1 1 3 19.0 2 1 3 34.0 3 ] 3 160.0
0 2 0 6.2 1 2 0 11.0 2 2 0 21.0 3 2 0 93.0
0 2 1 9.3 1 2 1 15.0 2 2 1 28.0 3 2 1 150 .0
0 2 2 12.0 1 2 2 20.0¢ 2 2 2 35.0 3 2 2 210.0
0 2 3 16.0 1 2 3 24.0 2 2 3 42.0 3 2 3 290.0
0 3 0 9.4 1 3 0 16.0 2 3 0 29.0 3 3 (8 240.0
0 5 1 13.0 1 3 1 20.0 2 3 1 36.0 3 3 1 160.0
0 3 2 16.0 1 3 2 24.0 2 3 2 44.0 3 3 2 1100.0
0 3 3 19.0 1 3 3 29.0 2 3 3 53.0 3 3 3 +1100.0
Tubos inoculados 3 con 1 ml. dilucidén 1;10 = 0.1 g. muestra
3 con 1 ml. dilucidn 1:100 = .01 g. muestra
3 con 1 ml. dilucidn 1:1000 = 0.001 g. muestra
Referencia: Técnicas Generales para Andlisis Microbioldgico de Alimentos, S.S.A., 1979 b
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NUMERO MAS PROBABLE DE MICROORGANISMOS

‘ N® de tubcs positivos Limites de confianza (95%)
‘ 3 3 > NMP/100 mi.
{10m1) i1 ml) (0.1 ml) Minimo M4ximo
0 0 1 3 0.5 9
0 1 U 3 0.5 13
1 0 0 3 0.5 20
1 0 1 T 1.0 21
1 1 0 7 1.0 23
1 1 1 11 3.0 36
1 2 0 11 3.0 36
2 0 0 9 1.0 36
2 0 1 14 3.0 37
2 1 0 15 3.0 44
2 1 1 20 7.0 89
2 2 0 21 4.0 47
2 2 1 28 10.0 150
3 0 0 23 4.0 120
3 0 1 39 7.0 130
3 0 2 64 15.0 380
3 1 0 43 7.0 210
3 1 3 75 14.0 230
3 1 2 120 30.0 380
3 2 0 93 15.0 380
3 2 1 150 30.0 440
3 2 2 210 35.0 470
3 3 0 240 35.0 1 300
3 3 1 460 71.0 2 400
3 3 2 1 100 150.0 4 800

Tubos inoculados: con 10 ml. de la muestra

con 1 ml. de la muestra

W W W

con 0.1 ml. de la muestra

Referencia: Técnicas Generales para Andlisis Microbiolégico de Alimentos,
S.5.A., 1979.
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6. IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS

a)

b)

A las 24 horas de incubacién de las placas de agar -
XLD, MacCenkey, EMB, tergitol-7, sulfito de bismuto,
verde brillante, se seleccionaron aquellas que pre--
sentaron colonias aisladas para sembrarlas en los me
dios especitficos para diferenciacidén de enterobacte-
rias.

Se identificaron todos los diferentes tipos de colo-
nias de microorganismos desarrollados, dando espe---
cial importancia a los que desarrollaron colonias --
lactosa negativa, ya que podrian ser los patdgenos:-
salmonela y shigela. Es importante conocer a gran--
des -rasgos la morfologia colonias que'desarrollan -~
los diferentes tipos de microorganismos, sobre todo-
cuando no es requerida la identificacidén de todos --
ellos, sino dnicamente de los ﬁotencialmente patoége-
nos. La morfologia colonial de salmonela y shigela-
en diferentes medios de cultivo se describe a gran--
des rasgos en la tabla 6.

Las colonias seleccionadas se sembraron en los me---
dios para diferenciacidn de enterobacterias. Des---
pués de incubarlas el tiempo necesario a la tempera-
tura adecuada, como se indicS anteriormente, fue con
sultada la tabla 7 para su identificacién.

Las cepas cuya bioquimica coincidia con ----------

Salmonelia enteritidis se aglutinaron con sueros es-

pecificos para clasificarlas por grupo.




59

TABLA 6

MORFOLOGIA COLONIAL

MEDIO DE
CULTIVO MICROORGANTISMO
Salmonella Shigella
MC CONKEY Rosa pédlida, Rosa transparente
transparente.
XL1LD Rosa con centro Roja’
negro
TERGITOL Blanca
SULFITO DE
‘BISMUTO Negra, con brillo Transparente
metflico.
VERDE BRILLANTE Roja Roja

*Referencia: Edwards, P. R. and Ewing, W. H., 1972. 1Identification

of Enterobacteriaceae, 3th. Ed. Burguess Publishing Co.
Atlanta, Giorgia.



TABLA 7

Publishing Co.

Atlanta, Giorgia.

IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS

TRIBU Eschericheae Edwarsiella Sallmonellae

GENERO Escherichiae Shigella Edwarsiella Salmoneila Arizona

ESPECIE Escherichia coli S. Typhi{S. enteritidid A. hinshawii
Kligler A/JA o K/A K/A K/A K/A K/A K/A
HZS - 0 - 0 + 98 + 98 + 95 + 98.7
Indol + 99.2 d 37.8 1.1 - 1.1 - 0 - 2
Movilidad d 69.1 0 + 94 + 94 + 100 + 100
Ureasa - 0 - 0 - 0 - 0 - 0
Citrato - 0 d 80.1 d 80.1 + 98
Malonato- - - 0 - - 0 + 92
LDC * 87 - 0 +  99.4 + 99.4 100 + 92
ADL d 17 d 7.6 + 58 + 58 + 81 +
0DC d 63 d 20 + 100 F 100 + 100 + 100
V.P. - - - - - -
ONPG - 2.1 - + 92.8
A/A 4cidoffcido; K/A alcalino/4cido; + 90% 6 mds positivo en 1 6 dfas; - 90% o mis no reaccionan; d di-
ferente reaccién bioquimica (+, 6 -).
. D C - Lisina Descarboxilasa
A DL - Arginina Dehidrolasa
0. D C - Ornitina Descarboxilasa
VP - Voges Proskauer
Nota: Todos los valores reportados en esta tabla se dan en porciento. ) ‘
Referencia:Edwards, P. R. and W. I, Ewing, 1972, Identification of Enterobacteriaceac, 3th. Ed. Burguess

09



CONTINUACION DE TABLA 7

TRIBUY Sallmonel1lace Klebsiclllae
GENERO Citrobacter Klebsiella
ESPECTLE C. freundii] C. Jdiversus [C. amalonaticus K. pneumoniuae| K. oxytoca |K. ozuenuc rhinoschleromatis
Kliger K/A o A/A AJA A/A A/A o K/A A/A o K/A K/A o A/A K/A
I,S + 81.6 0 0 3 - 4 -
Indol - 7 + 100 + 100 - 4 + 1040 0 - 0
Movilidad + 95 + + g 0 - 0 + 97.3
Urcasa d(6%9)69.4 a 77.9 (10) |+ 85 + 95.8 + 95.8 Id 14.8 0
Citrato + 90 + 94 .7 + 96.8 + 96.8 |d 28.1 Q
Malonato d 21.8 + 94 - + 9.5 +  82.5 a T 50
. pC - 0 - 0 + 97.2 + 97.2 |d 35.8 \
ADL d 43 d 62 d 62 - 1 - 6 - 0
0onc d{uT2)17 + 99 + 99 0 4 0
V.P. + G3.7 + 93.7 |- ) - 0
ONDPG d 74.4 + 100

Porcentajes de positividad después de 48 horas.




CONTINUACION DE TABLA 7

TRIBU I ¢ b 5 1 e 1 1 a ¢
GENERO Enterobacter llafnia
ESPECTE aerogencs|E.cloacaell..agglomerans| L.agglomerand E. gergoviae| E.sakazakii Hafnia alvei
(con gas) (sin gas)
Kligler A/A o K/A [A/A o K/A} A/A o K/A A/A o K/A A/A o K/A N/A o K/A K/A
HZS U 0 - 0 0 - 0 0 - 0
Indol - 0 - 0.5 d 45.5 - 13 0 - lea - t
Movilidad + 93.7 + 92,43 + 90 + 89 + 97 + 94 95
Ureasa - 5 74,6 d 27.3 d 24.8 + 100 - 0 - 0.0
Citrato + 83.7 + 99.5 d 65.9 + 67 + 97 + 100 d (58) =
Malonato, d 74 d 80 d 61 d 438 + 100 - 1.6 d 74
LDC + 97 0 -0 - 0 d 64 (33)* - 0 + 44
AD L - 0 + 92 -0 0 - -0 + 100 - 4.0
0D cC + 95 + 93 - 0 - 0 + 100 + 97 100
V.r. + 100 + 100 d 36

*Porcentajes de positividad despuds de 48 hrs.



CONTINUACION

DE TABLA 7

TRIBU t e a e
GENERO Proteus
ESPECIE P.mirabilisf P.vulgaris Providencia Providencia Providencia

rettgefi stuarti alcalifaciens Morganella
nitgler K/A K/A K/A K/A K/A K/A
H,5 + 64 + 95 - 0 - 0 - 0 - 0
Indol - 2 + 98 + 100 + 99 + 99 + 99.5
Movilidad |+ 95 + 94 + 94 d 55.5 + 96.2 + 84
Ureasa + 98.4 + 95 + 99 - 0 - 0 + 98
Citrato d 58.7(37f;5d 10.5(14.4)* + 96 + 93 + 98 - 0
Malonato - 1.5 - 0 - 1.8 d 1.2 - 0.7 4
L b C 0 - 0 - 0 - 0 0 - 0
A D L - 0 ¢ - 0 0 0 0
0 b C + 99 - 0 0 0 1 + 97
V.p. -0 - 0 0 - 0 0
Fenil ala-
nina + + + 97 + 93 + 97 + 95

*Porcentajes

de~pos{tividad despuéds de 48 hrs.

¢9



7.

64

IDENTIFICACION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

A las colonias desarrolladas en agar S-110 se les prac-
tic6é: tincién de Gram y prueba de 1la catalasa. Las co-
lonias que resultaron ser cocos Gram positivos, catala-
sa positiva, se inocularon en 0.5 ml. de bacto-coagula-
sa plasma. Cuando esta prueba Tesultd positiva se re--
portaron unidades formadoras de colonia de -----------

Staphylococcus aureus por gramo de alimento, segiin la -

dilucifn mis alta que haya presentado desarrollo de co-

lonias y coagulado el plasma. (1) y (27).



C AP I T U L O v

R E § U L T A B O S

INTRODUCCTION

Antes de explicar el an&lisis estadistico a que fueron-
sometidos los datos experimentales obtenidos, se presentan en-
las tablas 8, 9, 10, 11, 12, los promedios de cuentas de UFC/g

de alimento de los diferentes microorganismos, bajo distintos-

tratamientos:
A - crudo
B - <cocido
C - distribuido

Las tablas 13, 14, 15, sefialan el ndmero de muestras --
(del total que fueron procesadas) en que se recuperaron los di
ferentes géneros y especies de microorganismos de la familia -

de Enterobacterias bajo los diferentes tratamientos sefialados-
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anteriormente.
La tabla 16 nos muestra el tipo de alimentos en que se-

recuperaron microorganismos del género salmonela Yy en qué eta-

pa del andlisis se encontraron.



TABLA 8

PROMEDIO DE LAS CUENTAS DE UFC/g DE ALIMENTO EN LA RECUPERACION DE

BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS

MESOFILOS AEROBIOS

Tratamiento
C

Alimento <

. 6 6 3
Salchicha 225 10 75 10 11 x 10
C. molida 12 x 108 13 x 108 22 x 107
Jamén y atfin 15 x 108 8 x 10° 76 x 10’
Bistec 42 x 107 29 x 10° 3 x 10°
C. maciza 11 x 10/ 10 x 107 10 x 107
Crema 39 x 10’ 85 x 10’ 11 x 108
Queso 72 107 85 107 15 x 107
Pescado 42 x 10’ 12 x 107 18 x 10%
Pollo 17 x 108 83 x 10/ 84 x 10’

E

L9



PROMEDIO DE LAS CUENTAS DE UFC/g DE ALIMENTO EN LA RECUPERACION DE

TABLA

9

COLI FORMES
BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS
Tratamiento
Alimento
Salchicha 55 x 10° 27 x 10° 27 x 10°
C. molida 32 x 10° 16 x 10° 3 x 107
Jamén y. atan 28 x 10° 6 27 x 10°
Bistec 25 x 10° 12 x 10° 43 x 10
C. maciza 36 x 10° 17 x 10% 36 x 10°
Crema 27 x 10° 3 27 x 10°
Quéso 22 x 107 22 x 10° 44 x 10°
Pescado 28 x 10° 3 0
Pollo 110 x 10° 87 x 10° 55 x 10°

89



TABLA

10

PROMEDIO DE LAS CUENTAS DE UFC/g DE ALIMENTO EN LA RECUPERACION DE COLIFORMES FECALES

BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS

ratamiento
B C

Alimento

Salchicha 27 x 10° 3 3

C. molida 47 x 10° 15 x 10° 31 x 100

Jamén y at@n 27 x 10° 62 27 x 10°
25 x 10° 638 x 10
73 x 10° 10°
27 x 10° 27 x 10°
66 x 10° 14 x 10°
27 x 10° 7
110 x 10° 110 x 10° 29 x 10°

{




TABLA 11

PROMEDIO DE LAS CUENTAS DE UFC/g DE ALIMENTO EN LA RECUPERACION DE LEVADURAS

BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS

Tratamiento
A B C

67 x 107 0

57 x 10° 3 x 10° 70 x 102
Jamdn y atfin 90 22 x 10 0

17 x 10° 16 x 10° 35 x 10°
C. maciza 38 x 10 31 x 10* 13 x 10°
Crema 30 x 10° 0 58 x 10
Pescado 15 x 10° 85 x 10 11 x 10°

0L



PROMEDIO DE LAS CUENTAS DE UFC/g DE ALIMENTO EN LA RECUPERACION DE HONGOS

BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS

TABLA

12

Tratamiento

. B
Alimento

Salchicha 34 x 10° 27 0

C. molida 45 x 10° 29 x 10% 62 x 10°
Jamén y atin 80 95 31 x 10
Bistec 12 x 10° 27 x 10 62 x 10°
C. maciza 50 x 10° 11 x 10? 11 x 10t
Crema 95 0 0

Queso 0 0
Pescado 0 0

Pollo 63 40 600

14




TABLA 13

GENERCS Y ESPECIES DE MICROORGANISMOS ENCONTRADOS EN EL ANALISIS
BACTERIOLOGICO DE ALIMENTOS CRUDOS

Ui

o

o I

[3°] o=t 3]

1) — g .
) o ) w o, .
v 8] [} =~ f=] v v 2.
. O « (] Il n v o w
= 3 o —t et v = [ s ] - o w

E wn et = 3] 5] = oot = Q [ [ e —~ $— et U o <
« = o} (8] < 3} ewl 0 =3 ] (3] i .- ] = v = —
[V [3) £ o} = 0 = e (=} on (5] ] 0 [0} ) o o —
ORI R = ] 3] o =3 3] — o « =) |+ [ ] = [
n S (7] >~ =] =] [ > ol | o — ~ ) = 1= e} =]
) ) = 4 IO = [ s = ) — = o 3] o} o3 lee! o
[ TR SR o) o o .= Y 1 R S (5] > = ~ =3 =3 =3 =
< 0 ) —~ Q ~—
. O w "n . - - - . . . w [4+]
Al imentos: NSRS BN -3 I 2 o oo W b w3 2. e | e =1 w o v
Salchicha 4 3 61lo0 0 0 210 110 2 1 3 1 0 ¢ ¢
Carne molida 6 4 410 0 0 311 310 1 3 3 2 11 0 1 2
Jamdn 2 0 010 0 0 111 011 0 1 2 0 0} O 2 0
Bistec 10 4 810 2 0 611 113 6 3 6 0 01 3 0 1
C. maciza 3 2 210 0 1 01]2 ilo0 1 3 2 2 0t 1 0 0
Crema 4 1 210 04{0 o]0 ol o 0o fo o}to ofo o]0
Queso 5 3 510 0 0 110 111 0 0 0 0 01 1 1 1
Pescado 4 2 01jo 0 0 111 211 3 3 3 1 11 0 0 0
Atln 2 2 210 0 0 0l1 011 0 0 0 0 0 O 0 0
Pollo 4 3 110 2 0 0j1 011 2 1 3 1 11 1 1 2

Nota: Los niimeros de la 2a. columna en adelante indican el niimero de muestras del total que
fueron analizadas en donde se encontraron los microorganismos sefialados.



TABLA 14

GENEROS Y ESPECIES DE MICROORGANISMOS ENCONTRADOS EN EL ANALISIS
BACTERIOLOGICO DE ALIMENTOS COCIDOS

o P2
.2 =
) - 2 =
b — =] =
) O 3 : wn ’C"
5 |o & g = |, . 2 2|5
= o3 —_ — - 17} - ) 7 .- o oy
E ul o w | o |5 Az o & Clie =5 B Y = i
os|S =ty =1z 2|2 512 sSli =% 5{3 § =
T By o | ) = s {o —_ o @ c2 S | e o0 {O g 9
o = o - ] — (] - =15 $ o] — 1™ 2 - 1. 5
= Y19 o | % R g e 2 | © —_ = ~lo o |= phet S
Yl E a5 le ol = wlw = =1 v | & =ls g e 2 | E
Alimentos 5 el s o ] . A . . : ig ©
AL B P Y E R m e =2]a = fwm a | o
Salchicha 4 0 2 0 0 0 010 1 0 1 0 010 010 1 0
(. molida 6 5 3 0 1 4] 210 3 2 3 2 3510 012 1 2
Jamon 2 2 2 1 1 0 02 1 1 1 0 210 01to 1 0
Bistec 10 2 2 1 1 0 410 2 3 4 2 910 0140 1 0
C. maciza 3 0 0 2 0 0 011 0 0 1 2 11v 0 |G 0 1
Crema 4 0 0 0 0 0 010 2 0 0 0 010 011 0 0
Queso 5 2 2 1 0 0 111 2 2 1 0 2 11 11}0 0 0
Pescado 4 1 0 0 0 0 211 2 2 2 2 210 011 1 0
Atdin 2 |1 o Jo o olo ofo oo oo oo ol o
Pollo 4 2 3 1 1 0 210 2 1 2 0 311 210 1 0

. ~J
Nota: Los nlimeros de -la 2a. columna en adelante indican el nimero de muestras del total que - )
fueron analizadas cn donde se encontraron los microorganismos sefialados.




TABLA 15

GENEROS Y ESPECIES DE MICROORGANISMOS ENCONTRADGS EN EL ANALISIS
BACTERIOLOGICO DE ALIMENTOS DISTRIBUIDOS

e
o =
o - = = .
- o) b <% " " [
n Y o 9 = . . o P
s s S =R P I R e T
g w o o © (] & ot 3 Q = :’ b : ; Pt o, = —
< < o) U & A I £ ) = = =1 = |z = —
o ° 0 = o = o = I z o6 o = o | = < | g e =
- - 2 e - I sl e = o o —_ O I ro I e} =
- 5 = 1 o= ol ST I — = «=lo oz E E
@ U < s, o o - W o © 9 s £1] w = 2 E
+ O o . . . . v =
Alimentos S B 5 s 2 e e Sl S = 21 28 = e | e =w o A
Salchicha 4 0 1 0 0 0 110 1 0 2 o 0j 0 010 0 0
. molida 6 1 1 0 0 0 11 0 1 2 0 0 110 011 ()
Jamdn 2 1 0 0 0 0 0j 0 o 0 0 0 010 0f§0 0 U
Bistec 10 3 3 0 0 0 1) 2 0 2 3 0 410 o1l 2 0 t]
(. maciza 3 2 2 0 0 0 1 2 2 0 2 0 010 011 0 0
Crema 4 1 2 0 0 0] 01 1 1 0 0 010 0t1 0 0
Queso 5 4 4 0 0 0 01 1 2 3 3 0 110 011 0 1
Pescado 4 1 2 0 0 0 011 0 0 1 0 010 011 0 0
AttGn 2 1 1 0 0 0 ot 1 2 2 1 1 010 010 1 ¢
Pollo 4 2 1 1 0 0 21 0 0 0 2 1 111 110 0 1

Nota: Los ntGmeros de la 2a. columna en adelante indican el nilimero de muestras del total quec -
fueron analizadas en donde se encontraron los microorganismos sefalados.

vl




TABLA 16

ALIMENTOS EN LOS QUE SE RECUPERARON MICROORGANISMOS DEL GENERO SALMONELLA

Producto Crudo Cocido Distribuido Identificacidn
Bistec X S.enteritidis grupo B
Bistec X S.enteritidis grupo B
Carne maciza X S.enteritidis grupo E
Carne molida X S.enteritidis grupo B
Carne molida X X S.enteritidis grupo C
Carne molida X s.enteritidis grupo B
S.enteritidis grupo E
Carne molida X S.enteritidis grupo I
Pollo X X S.enteritidis grupo B
Queso Chihuahua X X S.enteritidis grupo B

SL
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ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el andlisis estadistico de los promedios-
de cuentas de UFC/g de alimento de los diferentes microorganis
mos, encontrados en los alimentos bajo los tratamientos sefiala
dos anteriormente, estos nlmeros se transformaron a logaritmos
base diez con el fin de trabajar con datos de mds facil manipu
lacidn y ademds para normalizarlos, esto es, para transformar--
los en una distribucidén normal y poder asi utilizar un modelo-

estadistico conocido.

El modelo estadistico usado para el andlisis de las ---
cuentas logaritmicas de los microorganismos fue el de  ------

anilisis de varianza para disefio en bloques al azar, donde los

tratamientos fueron las tres etapas en que se realizd la cuen-
ta en el alimento, los bloques fueron las distintas muestras -
del alimento y la variable de respuesta que nos permitid eva--
luar si existe diferencia estadistica significativa en los ---

tres tratamientos fue la cuenta logaritmica de los microorga--

nismos.

Para ejemplificar el tipo de andlisis usado se presen--
tan a continuacidén las cuentas logaritmicas de mesdfilos aero-

bios para salchicha.
Las hip6tesis a probar serin:

Hipbdtesis nula H : No existe diferencia significativa -

entre los tratamientos.
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Hipdtesis alterna H;, : Existe diferencia significativa-

entre los tratamientos.

A B C £ X

1 5.7 0 0 5.7

IT 3.5 8.5 5.6 22.6
I11 8.5 6.0 4.4 18.9

Iv 8.5 5.2 2.1 15.8
i_Xi 31.2 19.7 12,1 63 = G
F.C. 6%

Tt Suma de cuadrados totales:

SCy = XijZ - F.C.; con rt-1 grados de libertad
Suma de cuadrados A (tratamientos):
SCA = §12 - F.C. con t-1 = grados de libertad
Suma de cuadrados B (alimentos):
SCy = Xiz - F.C. con r-1 = grados de libertad

Suma de cuadrados del error:

SCg = SC, - SC, - SC

t A B

Cuadrado medio:

SC SC
CM = F:.__.__.
g.l. SCE
g.1l. C.M. F
SCt - 108.91 11
SCA -~ 46.235 2 23,117 15.78
SCB - 52.616 3
SC - 10.059 6
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Aceptar L!/”——

F tablas F calculada
it 1}

10.92 13.78

Como F calculada = 13.78 es mayor que la F de tablas =
10.92, rechazamos Ho y aceptamos H,, es decir, encontramos di-
ferencias altamente significativas en las muestras de mesdfi--

los aerobios en los tres tratamientos.

A continuacidn se resumen en tablas los promedios de --
las cuentas logaritmicas de microorganismos para cada alimento

y su significancia estadistica encontrada:

Ver tablas 17, 18, 19, 20, 21.

Ho Rechazar Ho




TABLA 17

PROMEDIO DE CUENTAS LOGARITMICAS EN LA RECUPERACION DE MESOFILOS AEROBIOS

BA.JO DIFERENTES TRATAMIENTGS

“ratamiento A B C Significancia estadistica

Alimento
Salchicha 7.8 4.92 3.0 altamente significativo
Jamdén y atin 7.57 3.2 4.47 no significativo
C. molida 7.5 6.85 3.45 significativo
Bistec 6.82 5.52 4,85 no significativo
C. maciza 7.3 4.16 4.16 no significativo
Crema 8.6 7.3 7.35 no significativo
Queso 6.46 5.92 6.02 no significativo
Pescado 6.125 5.825 2.5 significativo
Pollo 9.26 8.33 8.33 no significativo
A = Crudo
B - Cocido

Distribuido

6L




TABLA

18

PROMEDIO DE CUENTAS LOGARITMICAS EN LA RECUPERACION DE COLIFORMES

BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS

Tratamiento

Alimento B C Significancia estadistica
1.25 no significativo

C. molida 0.77 significativo

Jamdn y atin 0.35 2.25 no significativo

Bistec 1.85 1.54 no significativo

C. maciza 3.7 5.5 no significativo

Crema 0.25 1.5 no significativo

Queso 1.28 2.68 no significativo

Pescado 0.225 0 altamente significativo

Pollo 4.82 3.25 no significativo

08




TABLA

19

PROMEDIO DE CUENTAS LOGARITMICAS EN LA RECUPERACION DE COLIFORMES FECALES

BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS

Tratamiento
Alimento A B C Significancia estadistica
Salchicha 1.4 0.25 0.25 no significativo
C. molida 3.42 0.914 2.7 no significativo
Jamén y atfin 2.17 0.85 1.85 altamente significativo
Bistec 2.88 1.48 1.32 significativo
C. maciza 4.33 1.63 2.66 significativo
Crema 1.6 0.325 1.4 no significativo
Queso 3.0 0.88 2.1 no significativo
Pescado 1.6 0.35 0.575 no significativo
Pollo 5.0 5.0 2.925 no significativo

I8




TABLA

20

PROMEDIO DE CUENTAS LOGARITMICAS EN LA RECUPERACION DE LEVADURAS

BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS

atamiento
A B C Significancia estadistica
Alimento
Salchicha 2.925 significativo
C. molida 5.37 1.1472 altamente significativo
Jamén y atin 0.65 0.725 no significativo
Bistec 3.22 no significativo
C. maciza 3.3 no significativo
Crema 1.825 0.85 no Significativo
Pescado 1.325 1.275 no significativo
4.65

no significativo




PROMEDIO

TABLA

21

DE CUENTAS LOGARITMICAS EN LA RECUPERACION DE HONGOS

BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS

Tratamiento
' A B C Significancia estadistica

Alimento

Salchicha 1.85 0.5 0 no significativo
C. molida 1.22 0.54 0.8 no significativo
Jamén y atin 0.65 0.7 no significativo
Bistec 0.811 0.37 1.91 no significativo
C. maciza 2.06 1.83 0.83 no significativo
Crema 0.65 0 0 no significativo
Polio 0.5 0.46 0.7 no significativo

£8
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NORMAS MICROBIOLOGICAS

1)
2)

3)
4)
5)
6)

7)

8)

1)
2)

Mesb6filos aerobios

Agua potable en México: 50 UFC/ml.
Leche
- Leche cruda para pasteurizar: No mids de 100 000 UFC/ml.
- Leche pasteurizada y sus productos,
(excepto productos fermentados): No mds de 20 000 UFC/ml.
- Leche en polvo: No mds de 30 000 UFC/g.
Crema entera de leche de vaca: 100 000 UFC/g. i

Postres helados: De 50 000 a 100 000 UFC/g. o ml.

Alimentos rellenos de crema: No mds de 100 000 UFC/g.

-Carnes crudas

- Hamburguesas: 250 000 y 10 000 000 de UFC/g.
- Otras carnes: Menos de 2 000 000 a 5 000 000 UFC/g
- Aves: Menos de 100 000 UFC/g.

Embutidos
- Salchichas: 500 000 UFC/g *
Pescados y mariscos

Pescado: No mids de 100 000 UFC/g.

- Carne de cangrejo: No mds de 100 000 UFC/g.

Coliformes

Agua potable en México: Menos de 2.2./100 ml.
Leche
- Leche pasteurizada y sus productos: No mis de 16/ml.

- Leche en polvo: No mas de 50/g.
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- Leche certificada cruda: No m3s de 10/ml.
- Leche certificada pasteurizada: 1/ml.
3) Crema entera de leche de vaca: 100 UFC/g.
4) Productos pasteurizados fermentados: No mds de 10 UFC/ml.
5) Alimentos congelados precocinados o parcialmente cocinados:
No mds de 10 UFC/g.

6) Articulos rellenos de crema: No mis de 100 UFC/g.

Nota: Las normas marcadas con asterisco, estdn aprobadas por-
la Secretaria de Salubridad y Asistencia.

El resto de las normas microbiolégicas se obtuvieron de:

(10)
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ANALISIS DE RESULTADOS

En algunos alimentos los resultados del anilisis esta--

distico son significativos y altamente significativos, p.e.:

Carne molida Significativo
Coliformes

Pescado Altamente significativo

7 .
Pescado Significativo Mes6filos.

| .

Salchicha altamente significativo Aerobios
Bistec Significativo Coliformes

4
Jamdén y atiin Altamente significativo fecales

J
Salchicha Significativo

b Levaduras
Carne molida Altamente significativo

L

Esto hace concluir que la coccibén y una buena manipula-

cidén posterior es. efectiva para reducir la cantidad de estos

microorganismos.

En el resto de los alimentos se observa que disminuye -

el ntGmero de microorganismos en el proceso B (cocinado); sin -

embargo, esta diferencia no se detecta como estadisticamente
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significativa para el tamafio de muestra que fue posible tratar

en este estudio.

En el proceso C (distribuido) se observa un aumento en-
el nGmero de microorganismos que afin y cuando no se detecta co
mo estadisticamente significativo, podria interpretarse como -
que el proceso posterior a la coccidn, o sea la manipulacidn y

transporte a las diferentes dreas del hospital es higiénicamen

te deficiente.

En las tablas 8, 9, 10, 11, 12, se observa que las car-

gas bacterianas sobrepasan los estidndares normales.

Las tablas 13, 14, 15, seflalan la recuperacidén de micro
organismos que tienen importancia como agentes causales de pro

cesos patoldégicos: Proteus, Escherichia coli, Klebsiella, ---

Salmonella, afin en alimentos que han sufrido el proceso de coc

cion.




CAPITULDO \Y

CONCLUSTIONES

. Los alimentos llegan al Centro Hospitalarin en su ca
lidad de materias primas con cargas bacterianas elevadas (que-

sobrepasan las normas microbiolfgicas establecidas por 1la S.S.

A.).

2. Los procesos de coccidn reducen la carga bacteriana-

en grado significativo.

3. Después del proceso de coccidn se encuentran agentes
causales de procesos patolégicos, disminuidos en némero por el
tratamiento térmico, pero debe tomarse en cuenta que serin con

sumidos por huéspedes altamente comprometidos.

4. Aquellos alimentos que no tienen un paso intermedio-
de destruccidén de microorganismos entre su llegada a2l departa-
mento de cocina y su distribucién a los enfermos representan -

ain un riesgo mayor y exigen excelente calidad y excelentes --
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condiciones de manejo a fin de no constituirse en una fuente -
importante de contaminacidn para el enfermo y el personal que-

labora en el Centro Hospitalario.

5. Los procesos de manipulacidn posterior a la coccidn-
de los alimentos son higiénicamente deficientes. El1 hallazgo-

de microorganismos como Salmonella en esta etapa puede ser in-

dicio de la presencia de portadores entre los manejadores de -

alimentos.

6. En el control de las infecciones intrahospitalarias-
deberdn desarrollarse programas que tengan por objeto detectar
portadores de microorganismos involucrados en procesos enté&ri-

cos y retirarlos en forma provisional o definitiva del drea de

manejo de alimentos.

7. Debido a que el problema mids grave radica en la mani
pulacidn de los alimentos, se hace necesario elaborar un pro--
grama para dar educacidén a los operarios acerca del papel tan-
importante que desempefian, de la trascendencia de su trabajo y

de las implicaciones que pueden tener los malos hdbitos de hi-

giene personal.

8. Debido a que realizar un examen de este tipo en for-
ma rutinaria es sumamente costoso y laborioso se sugiere se le
aplique en forma programada a la materia prima y a los alimen-

tos que se distribuyen a fin de valorar la mejoria lograda al-

cabo del tiempo.
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9. No fue posible realizar anidlisis estadistico a las -
nuestras en que se encontraron microorganismos del género ----

Salmonella, ya que el tamafio de la muestra es estadisticamente

no significativo.

10. No se reportan resultados de alimentos en los que se

encontrd Staphylococcus aureus ya que el nlimero de muestras de

alimentos contaminados con dichos gérmenes fue estadisticamen-

te no significativo.

11. No se reportan resultados de alimentos liquidos ya -
que el niimero de muestras trabajadas fue pequefio y el signifi-

cado estadistico seria errdneo.
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