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Resumen

Introduccion: ISO 6579:2002 y FDA-BAM se usan frecuentemente para la
deteccidon de Salmonella en huevos, pero su rendimiento aun no se ha estimado. El
objetivo de este estudio fue determinar el rendimiento diagnostico segun el método
de cultivo horizontal ISO 6579: 2002 y el método FDA-BAM para el aislamiento de

Salmonella spp. en ovoproductos.

Metodologia: Se realiz6 un estudio descriptivo, de corte transversal, prospectivo en
la huevera Negociaciones VADIS S.A. (Lima, Perd), para su analisis y
comercializacién. El procesamiento microbiolégico fue con el método ISO
6579:2002 y FDA-BAM. Para los ovoproductos (yema, huevo filtrado, yema sin
pasteurizar y clara). Se realiz6 las pruebas diagndésticas y el acuerdo global entre

prueba segun Coeficiente kappa de Cohen (overall inter-test).

Resultados: Los huevos procesados fueron de 1 130 580 en 15 semanas de
estudio, con un promedio de 75372+47045 huevos. El métodos de cultivo horizontal
ISO 6579:2002 presento una sensibilidad de 100% (IC 95%: 9.5 a 90.5%), una
especificidad del 99.3% (IC 95%: 97.6 a 100.0%), un valor predictivo positivo de
66.7% (IC 95%: 20.7 a 100.0%), valor predictivo negativo de 100% (IC 95%: 96.5 a
99.9%), y una exactitud de 99.4% (IC 95%: 96.5 a 99.9). Se obtuvo una
concordancia diagnostica buena (K=0.80), una proporcién total de concordancia

observada de 0.99 y una proporcién esperada al azar de 0.97.

Conclusion: Este estudio demostré el rendimiento diagnostico optimo para el
método de cultivo horizontal ISO 6579: 2002 frente al método FDA-BAM para el

aislamiento de Salmonella spp. en ovoproductos.

Palabras claves: Salmonella, huevo, FDA, 1SO, rendimiento, aislamiento, cultivo
microbiolégico, Pera.
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Summary

Introduction: ISO 6579:2002 and FDA-BAM are frequently used for the detection
of Salmonella in eggs, but their performance has not yet been estimated. The
objective of this study was to determine the diagnostic performance according to the
horizontal culture method ISO 6579: 2002 and the FDA-BAM method for the isolation

of Salmonella spp. in egg products.

Methodology: A descriptive, cross-sectional, prospective study was conducted at
Negociaciones VADIS S.A. (Lima, Peru), for its analysis and commercialization.
Microbiological processing was done with the ISO 6579:2002 and FDA-BAM
methods. For egg products (yolk, filtered egg, unpasteurized yolk and white).
Diagnostic tests and overall agreement between tests were performed according to

Cohen's kappa coefficient (overall inter-test).

Results: Processed eggs were 1 130 580 in 15 weeks of study, with an average of
75372147045 eggs. The horizontal culture method ISO 6579:2002 presented a
sensitivity of 100% (95% CI: 9.5 to 90.5%), a specificity of 99.3% (95% CI: 97.6 to
100.0%), a positive predictive value of 66.7% (95% CI: 20.7 to 100.0%), a negative
predictive value of 100% (95% CI: 96.5 to 99.9%), and an accuracy of 99.4% (95%
Cl: 96.5 to 99.9). Good diagnostic agreement was obtained (K=0.80), a total

observed agreement ratio of 0.99 and an expected randomized ratio of 0.97.

Conclusion: This study demonstrated the optimal diagnostic performance for the
horizontal culture method ISO 6579: 2002 versus the FDA-BAM method for isolation

of Salmonella spp. in egg products.

Keywords: Salmonella, egg, FDA, 1SO, performance, isolation, microbiological

culture, Peru.
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CAPITULO I:

EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

La salmonelosis es una infeccion producida por el género bacteriano
Salmonella, concerniente a la familia Enterobacteriaceae, un microorganismo
universal. La bacteria Salmonella vive en el intestino humano o animal y la
via de transmision es fecal-oral o a través de alimentos, agua o leche

contaminada y/o por contacto directo de persona a persona.?

La Salmonella es muy comun en alimentos, sobre todo del tipo Salmonella
spp. hay mas de dos mil tipos de Salmonella, pero las mas relevantes en
salud humana vinculados con el contagio a través de los alimentos son
Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium, ambas conforman los dos
serotipos mas significativos de Salmonelosis transmitida desde animales a

seres humanos en la mayor parte del mundo.?

La Salmonelosis es la causa mas frecuente de toxiinfecciones alimentarias y
de alteraciones gastroentéricas en todo el mundo. El principal reservorio de

13



Salmonella son las aves de corral, el ganado vacuno y el porcino, por lo tanto,
son fuentes de infecciones importantes todas las carnes de estos animales y

los huevos.34

Los sintomas se manifiestan entre 6 y 72 horas (generalmente entre 12 a 36
horas) después de la ingesta de agua o alimentos contaminados por
Salmonella, y la enfermedad dura entre dos y siete dias.® Las principales
sintomatologias intestinales tipicas incluyen disenteria, cefalalgia, dolor
abdominal, nausea, hasta complicaciones tan severas como gastroenteritis

leve.b7

Los ovoproductos han sido los alimentos que han originado el mayor indice
de brotes de Salmonella y los de mayor riesgo de salud, especialmente
aguellos que contienen huevo crudo, como: la mayonesa, las salsas, los
helados, las cremas, entre otros. Los casos de Salmonelosis en alimentos se
han incrementado en estos Ultimos afios, debido en gran medida a la falta de
medidas de prevencion sanitaria, insuficiencia en lavado de manos, alta tasa
de infeccién en aves de corral y probablemente, al cambio climatico.'® Aun
asi, el aislamiento e identificacion de Salmonella es necesario en la industria
alimentaria dado su impacto industrial, es por ello que se han dado avances
para la confirmacion de resultados positivos que determinan en corto tiempo
la presencia de Salmonella en ovoproductos, como son los kits comerciales

de pruebas rapidas.

Existen diferentes métodos de identificacion y diagnostico de Salmonella en
microbiologia de alimentos: Los kits comerciales son un gran apoyo para la
identificacién rapida de Salmonella por que facilitan su identificacién a corto
plazo, como lo son: sistemas APl 20E y Rapid 20E APl (ambos de
BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia), Petrifilm™ y Tecra Salmonella Visual
Immunoassay (ambos de 3M, Minnesota, USA), 1 — 2 test (BioControl

Systems, Washington, USA), ademas, de otros métodos rapidos para la
14



identificacion de Salmonella como las técnicas de ELISA (Enzyme Linked

Inmunosorbent Assay).®

Otros métodos de identificacion son los sistemas automatizados para el
aislamiento e identificacion de Salmonella como: BacTrac 4300 (Sy-Lab,
Purkersdorf, Austria), Bactiflow® BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) y un
sinfin de empresas comercializadores de equipos de automatizacién para la

microbiologia alimentaria.®

Finalmente, existen métodos convenciones como el cultivo estandarizado
ISO (International Organization for Standardization) y el FDA-BAM (Food and
Drug Administration), ambos se desarrollan bajo un sistema protocolizado de
cultivo en cuatro etapas: Pre-enriquecimiento y enriquecimiento en las etapas
preliminares y posterior siembra en agares selectivos, seguido de
procedimientos de pruebas bioquimicas y serotipificacion donde estos

métodos son los mas usados. 1112

Si bien ambos métodos son métodos convencionales tienen diferencias en
su desarrollo. EL método ISO se desarrolla inicialmente con agua peptonada
tamponada y se diferencia en utilizar medios como Muller-Kauffman
Tetrationato Nobiovocina, por el contrario, el método FDA se desarrolla
inicialmente con Caldo Tripticasa Soya y se diferencia en utilizar medios
como Caldo Tetrationato, ademas ambos métodos tienen diferentes grados
y tiempos de incubacién asimismo requieren modificaciones especificas en
las etapas de aislamiento e identificacién dependiendo del tipo de alimento.
Igualmente, estas pruebas requieren de 5-11 dias para la confirmacion de los

resultados.1314

Hasta ahora, no se ha desarrollado una evaluacion concienzuda del
performance en ambos métodos diagnosticos en microbiologia de alimentos.

Esto constituye un problema para su eleccion por la industria alimentaria de
15



produccion aves de corral basados en el rendimiento diagndéstico de cada
uno. Ante esta problematica se plante6 el siguiente problema de

investigacion.

1.2 Formulacion del problema
¢, Cual es el rendimiento diagnéstico del método de cultivo horizontal ISO
6579:2002 frente al método FDA-BAM para el aislamiento de Salmonella spp.

en ovoproductos?

1.3 Justificacion

% Esta investigacion contribuyo al conocimiento de la eficacia de
resultados para métodos de cultivos como una herramienta mas de
trabajo para la identificacion de Salmonella spp. en ovoproductos y como
analisis microbioldgicos en alimentos.

% Este estudio fue importante porque nos permitio evaluar el rendimiento
microbioldgico del aislamiento de Salmonella spp. en ovoproductos.

% La identificacion rapida y certera para la verificacion y reproducibilidad
de los analisis microbioldgicos en la industria alimentaria en la
identificacién de Salmonella spp. fue muy importante debido al aumento
de la frecuencia en la aparicion de especies de Salmonella spp.

# Este estudio amplio los conocimientos cientificos sobre la
identificaciéon de Salmonella spp. en ovoproductos para los andlisis
microbiol6gicos ademas de su identificacién y post diagnéstico, y por
consiguiente sobre el manejo de las industrias alimentarias para el

consumo humano.

1.4 Objetivo
1.4.1 General
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» Determinar el rendimiento diagnéstico del método de cultivo
horizontal ISO 6579: 2002 frente al método FDA-BAM para el
aislamiento de Salmonella spp. en ovoproductos.

1.4.2 Especifico

» Evaluar la concordancia diagnoéstica del método de cultivo
horizontal 1ISO 6579:2002 frente al método FDA-BAM para la
identificacion de Salmonella spp. en ovoproductos.

» Evaluar las pruebas diagndsticas para el método de cultivo
horizontal ISO 6579: 2002 frente al método FDA-BAM para el
aislamiento de Salmonella spp. en ovoproductos.

» Estimar el tipo de bacteria presente en cada ovoproducto.

17



CAPITULO II;
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Actualmente no se ha realizado estudios comparativos sobre el rendimiento
diagnostico entre los métodos de cultivo horizontal ISO 6579:2002 frente al
método de cultivo FDA-BAM en ovoproductos para la identificacién de

Salmonella en el Peru, o estudios afines sobre esta tematica.

2.1.1 Antecedentes Internacionales

En el 2017, Alberti y Burgos realizaron una investigacion comparando
el desempefio de dos métodos alternativos para la deteccion de
Salmonella, compararon Assurance GDS System, que es parte de la
gama de los métodos moleculares, y el inmunoensayo VIA TECRA, que
es una prueba de ELISA, contra lo descrito en el método horizontal para
la deteccion de Salmonella ISO 6579:2002. La matriz utilizada para los
ensayos fue carne fresca de pollo. Determinaron el tamafio de muestra
utilizando la férmula de Cochram y obtuvieron un tamafio muestral
minimo de 72 sin embargo el estudio se desarrollé con 96 muestras. El
método inmunoensayo VIA TECRA obtuvo 88% de sensibilidad, 86% y
especificidad, 14% de tasa de falsos positivos y 12% de tasa de falsos
negativos, mientras que el Assurance GDS System alcanz6 un 85% de

sensibilidad, un 81% de especificidad, 19% de tasa de falsos positivos y
18



un 15% de tasa de falsos negativos. Los autores detectaron Salmonella
en carne de pollo mediante los tres métodos de ensayo, con gran
rendimiento del método Assurance GDS System y VIA TECRA.?®

Garcia C. (2015) evalud diferentes métodos para el control sanitario. En
principio obtuvo e integro la informacion sanitaria de las explotaciones
avicolas estudiadas; Segundo, abordé el disefio e implementacion de los
mapas de seroprevalencia para el control de IANBP (influenza aviar de
baja patogenicidad de declaracion obligatoria), y el mapa de prevalencia
para Salmonella spp.; Tercero, controlo y represento en un mapa
dinamico la respuesta serolégica después de una vacunacion unica in
ovo frente a IBD, utilizando una vacuna de inmunocomplejos en pollos.
Cuarto se basé en el estudio cualitativo de la contaminacion por
Salmonella spp. (ISO 6579) en gallinas ponedoras, previa al sacrificio por
ser positiva a Salmonella Enteritidis. Cuarto, serotiparon cepas segun el
método de Kauffman-White-Le-Minor y se caracterizaron mediante
macrorrestriccion gendmica utilizando la técnica de electroforesis en
campo pulsante (PFGE). Quinto, evalué el efecto in vitro de bacteriéfagos
frente a Salmonella Enteritidis, previamente inoculada en muestras de
heces frescas de gallinas ponedoras. El autor concluye e indica que el
uso de bacteriéfagos redujo el aislamiento de Salmonella Enteritidis en
las muestras de heces a las 24h, por lo que podria ser considerado una

herramienta de prevencion.®

Villagémez S. (2015) investigo el aislamiento y tipificacion serologica S.
enteritidis, S. Typhimurium y S. Infantis en carcasas de pollo destinadas
a consumo humano en un camal industrializado, incluyendo 15 muestras
de piel de pechuga después de su faenamiento, contenidas en 5 pools y
25 sacos ciegos representados en 1 pool de contenido cecal después de

la evisceracion. Luego de dos meses de muestreo obtuvo 75 muestras
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de piel conformadas en 25 pools y 5 pools de heces, estas fueron pre-
enriguecidas, enriquecidas de forma selectiva y aislada segun la norma
ISO 6579. De las 25 muestras 20 (80%) fueron positivas a Salmonella
spp. En nueve cepas (37.5%) el 100% fueron Salmonella Infantis. La
conclusién del trabajo fue que el alto numero de aislamientos de
Salmonella spp., y la presencia notable del serotipo Infantis en carcasas
de pollo destinadas a consumo humano en un camal industrializado es

un problema importante de salud publica.’

Robledo LA. (2015) realizé la investigacion comparativa de Salmonella
spp., en alimentos mediante método tradicional ISO 6579, método de
inmunofluorescencia (ELFA) y método inmunoenzimatico (ELFA) con
proteinas recombinantes de fagos, con el objetivo de obtener datos
cuantitativos y una ampliacion de la validacion de un método
inmunoenzimatico. Los autores indican la fiabilidad y seguridad en la
utilizacion de las tres técnicas de deteccion, de estos los métodos
inmunoenzimaticos responden positivamente a las necesidades de las
empresas por obtener resultados en poco tiempo (24-48 horas). Ciertos
grupos de alimentos, como las carnes frescas, muestran niveles de
presencia y ausencia de Salmonella mas altos que otros grupos, segun
el método utilizado. En conclusién, la ampliacion de la validacion ha
permitido mejorar las condiciones de preparacion de la muestra en

huevos y carnes de ave de corral.*®

Logacho M. (2015) detecto la presencia de Salmonella Enteritidis,
Typhimurium e Infantis en materia prima y alimento balanceado en una
fabrica de elaboracién de piensos para pollos de engorde, a través de
métodos bacterioldgicos y seroldgicos. Al final del periodo de muestreo
obtuvo un total 194 muestras (154 muestras de materia prima y 40
muestras de alimento terminado), que fueron procesadas en base a la

norma ISO 6579. El 4.12% (8/194) de las muestras fueron positivas para
20



Salmonella spp., de las materias primas utilizadas, la harina de carne
presentd mayor contaminacion (22.22%). Las cepas de Salmonella
aisladas se tipificaron, identificandose al serotipo Salmonella Infantis
(1,03%). Estos resultados sugieren la entrada del microorganismo al
sistema productivo de pollos de engorde a través del alimento

balanceado y sus ingredientes.*®

Romero QM, et al., (2015) evaluaron la comparacion del método
convencional ISO 6579-2002 con PCR Tiempo Real como prueba de
Tamizaje para la deteccion de Salmonella spp., en 25 muestras carne
molida correspondientes a los 5 lotes en estudio. Obtuvieron un 100% de
positividad por ambos métodos, lo que demostro la alta sensibilidad de
método de PCR Tiempo Real como prueba de tamizaje para la deteccion

de este agente patégeno.?®

Bird P, et al., (2014) desarrollaron un estudio comparativo entre el
método de cultivo cualitativo cromogeno Petrifilm de 3M™ SALX y el
analisis bioquimico en el aislamiento de Salmonellaspp., en muestras
ambientales de alimentos. Desarrollaron un estudio multicéntrico se
utilizaron la guia de valuacion USDA/FSIS y el FDA/BAM. Incluyeron un
total de 17 laboratorios, donde se evaluaron 1872 muestras. Para el
sistema 3M Petrifilm SALX, se analizé la carne cruda molida utilizando
25 g de las porciones de pruebay se analizo el alimento para perros seco
utilizando 375 g de partes de ensayo. Ambas matrices de muestras
fueron contaminadas artificialmente con Salmonella a tres niveles de
inoculacion: un nivel de control no inoculado (0 CFU/ porcidn de prueba),
un bajo nivel de inéculo (0.2-2 UFC/porcién de prueba) y un alto nivel de
inoculo (2-5 CFU/Prueba). Para la carne molida cruda y las porciones
secas de comida canina, no se encontraron diferencias significativas en
el intervalo de confianza del 95% cuando se uso detectadas con 3M™

SALX Men comparacion con los métodos USDA/FSIS o el FDA/BAM.?!
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Zabaleta G. (2014) determino la susceptibilidad antimicrobiana de
aislamientos de Salmonella spp., provenientes de plantas y puntos de
venta en la cadena céarnica porcina. Realizé un muestreo estratificado
obteniendo 1202 muestras entre canales, superficies, utensilios y carnes.
El aislamiento se realiz6 mediante el método horizontal ISO 6579:2002;
realizando Pre-enriquecimiento con caldo BHI y enriquecimiento en
caldo. Se identificaron los serotipos Salmonella spp con la técnica de
antisueros. Se realiz6 la deteccion de susceptibilidad antimicrobiana con
la técnica de micro dilucion en caldo con el sistema MicroScan
utilizdandose como control E. coli ATCC 25922. Aislaron 70 cepas de
Salmonella spp., siendo las mas prevalentes S. Typhimurium (70%), S.
Javiana (9%) y S. Derby (6%). Se detectd resistencia a
Trimetoprima/Sulfametoxazol en un 14,1% de las cepas seguido de
Cefotaxima con un 9,4% y Ampicilina en un 6,2%. El autor aislé 70 cepas

de Salmonella spp., con alta prevalencia de S. thyphirium.??

Alvarez PH. (2013) evalu6 dos métodos (método USDA con caldo RV y
caldo Tetrationato en comparacion con medio XLT4 y ISO 6579) para la
deteccidon de Salmonella spp en embutidos artesanales. Ambos métodos
fueron validados en el Laboratorio Nacional de Salud. Se us6 como
estandar el método FDA-BAM. Obtuvieron un valor de k=0.97 (IC 95% =
0.9291 a 1%), una sensibilidad del 100% y una especificidad del 98.59%,
para ambos métodos. Como conclusién se demostré que los métodos
son repetibles y reproducibles, ademas de presentar una buena

sensibilidad y especificidad.??

Zhang et al. (2013) desarrollaron un método mejorado del FDA-BAM
(1000 gr de huevo en 2Lt de caldo tripticasa soya seguido del pre-
enriquecimiento con caldo RV Tetrationato) para el aislamiento de

Salmonella en huevos en comparacion con el método FDA-BAM
22



convencional. En los 8 ensayos realizados con Salmonella Enteritidis, el
método alternativo fue significativamente (P <0.05) mas productivo que
el método de referencia en 3 ensayos, y significativamente (P <0.05)
menos productivo que el método de referencia en 1 ensayo. No hubo
diferencias significativas (P <0,05) entre los 2 métodos para los otros 4
ensayos de Salmonella, Los autores concluyeron que el método
alternativo tiene el potencial de reemplazar el método de cultivo BAM

actual para la deteccion y aislamiento de Salmonella en huevos.?*

Soria M. (2012) determino la presencia de Salmonella spp., y las
caracteristicas fisicas y pH del huevo para consumo humano y evaluod la
sensibilidad de los aislamientos obtenidos frente a diferentes
antimicrobianos de uso en medicina humana y veterinaria. Determino el
aislamiento de Salmonella spp., utilizando la metodologia FDA/BAM (con
modificaciones). La serotipificacion de los aislamientos se realizé segun
el método de Kauffmann-White. Los huevos de cascara marrén y los de
cascara blanca mostraron diferencias en sus parametros fisicos y valores
de pH. La prevalencia de Salmonella spp., fue del 1,8 % (29/1.643
muestras), encontrandose 8 serovariedades de Salmonella spp., las
cuales fueron sensibles a amoxicilina/acido clavulanico, ciprofloxacinaa
e imipenem que serian de eleccidn en la terapia de infecciones causadas
por este patdégeno. Los dos métodos evaluados no presentaron

diferencias entre si en la capacidad discriminatoria para Salmonella.?®

Ramirez W. (2012) propuso un manual de técnicas microbiolégicas para
los diferentes grupos alimentacién. Desarrollo una investigacion
bibliografica basada en las metodologias del FDA-BAM para la
elaboracion del manual aplicado a los siguientes microorganismos:
Listeria monocytogenes; mohos y levaduras; Escherichia coli, bacterias
coliformes y Enterobacterias; Escherichia coli O157:H7; Salmonella spp;

entre otros. El autor concluye que las técnicas de analisis microbiol6gico
23



de alimentos, referenciadas en las metodologias normalizadas de FDA,
presentan variaciones dependiendo de los diferentes grupos alimenticios
o tipo de alimento por analizar, ademas las metodologias analiticas
deben validarse antes de su aplicacion, esto con el objetivo de obtener

resultados precisos y confiables.?6

Méndez |, et al., (2011) realizaron un estudio donde demostraron la
presencia de Salmonella spp., en alimentos de venta callejera.
Recolectaron 42 muestras de alimentos, para el aislamiento y
caracterizacion de Salmonella spp., con el método FDA con pruebas
bioquimicas, serotipificacion y realizando la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana. Aislaron bacterias en 18 muestras (42,9%), de las cuales
solo dos fueron positivas por serotipificacion para Salmonella entérica
(11,1%), 11 de estas 18 muestras fueron positivas para otras bacterias
pertenecientes a la familia enterobacteriaceae (61,1%) y cinco muestras
no pudieron ser identificadas (27,8%). En conclusion, identificaron la
presencia de Salmonella entérica y otras enterobacterias en alimentos de

venta callejera, lo cual representa un alto riesgo para la salud.?’

Eyigor A, et al., (2010) evaluaron la capacidad de deteccion de
Salmonella con el sistema Lightcycler LC-PCR) en comparacion con el
método FDA-BAM e ISO 6579. Veinte y tres (50,0%) y 24 (52,2%) de 46
muestras de carne de pollo fueron positivas para Salmonella segun los
métodos de la FDA-BAM e ISO respectivamente. Se encontré que 5 de
las 15 (33,3%) muestras de carne de pavo tenian Salmonella por ambos
métodos. Ninguna de las muestras de carne roja fue positiva para
Salmonella usando el método de FDA-BAM, y una muestra de carne roja
(3,3%) positiva para Salmonella con el método ISO. Los resultados de
LC-PCR indicaron que 23 (50,0%) y 31 (67,4%) de las muestras de Acido
Desoxirribonucleico (ADN) obtenidas de las 46 muestras de carne de

pollo pre enriguecidas por los métodos FDA-BAM e ISO fueron positivas
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para Salmonela. La tasa de deteccidén de Salmonella a partir de muestras
de carne de pavo por ISO y LC-PCR fue de 6,7%, mientras que ninguna
deteccion fue observada por FDA y LC-PCR. La tasa de deteccion de
PCR de LC-FDA en muestras de carne roja fue de 23,3%, mientras que
la ISO y LC-PCR fue del 43,3%. En conclusion, los autores sefialan que
la baja precision relativa, puede estar relacionado con la etapa de pre-
enriguecimiento de FDA e ISO para preparaciones de muestras de DNA
para PCR.%8

Garcia et al (2009) realizaron un estudio cualitativo de contaminacion de
Salmonella spp., de muestras de heces, hisopos cloacales y huevos
(interior y exterior) de gallinas ponedoras, previo al sacrificio por ser
positiva a Salmonella Enteritidis. Seleccionaron 50 jaulas de las que
tomaron 150 gr de heces, tres muestras de hisopos cloacales y una
muestra de seis huevos. El método de aislamiento e identificacion de
Salmonella spp., fue segun la norma ISO 6579:2002 y su modificacion.
Obtuvieron un 92% de positividad a Salmonella spp., en heces, sin
embargo, de las 150 muestras cloacales solo el 1.3 % resulto positivo. El
34% de las muestras de huevo analizadas exteriormente un dia después
de la fecha de puesta fueron positivas a Salmonella spp., pero ninguna
muestra del interior del huevo fue positiva. El serotipo determinado en
heces, hisopos y huevos exterior fue Enteritidis. La deteccion cualitativa
a altos niveles (92%) en las heces de gallina ponedora no implico la
presencia del mismo en el interior del huevo. Los autores concluyen que
existe la necesidad de evaluar cuantitativamente la presencia de
Salmonella spp., en las heces para poder establecer una correlacion real

con la presencia del patégeno en el interior del huevo.?®

Zhang L, Yan Z, y Ryser E. (2006) compararon métodos convencionales
para aislar Salmonella Enteritidis (SE) en muestras ambientales

contaminadas con el método FDA-BAM. Ademas, compararon la eficacia
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de dos medios de enriguecimiento, el caldo de Tetrationato (TT) y
Rappaport-Vassiliadis (RV), y tres medios de recubrimiento selectivo,
agar verde brillante con novobiocina (BGN), xilosa lisina tergitol 4 agar
(XLT4) y agar de sulfito de bismuto (BS). Las muestras de hisopos
ambientales se recogieron de dos bandadas de pollos, SE positivas
previamente identificadas y se analizaron en paralelo utilizando la prueba
Reveal y el método de cultivo de la FDA. EI 19,5% (25 muestras) y 18,0%
(23 muestras) fueron positivas para SE con la prueba Reveal y el por el
método de cultivo FDA, respectivamente. No hubo diferencias
significativas en la eficacia (p 0,527) entre los dos métodos. Obtuvieron
un numero mayor de muestras positivas se obtuvo después del
enriquecimiento en RV en comparaciéon con TT. En conclusion, los
autores sefialan que ningin método Unico recupero6 con éxito SE de todas

las muestras ambientales positivas a SE.3°

Imge Oktay H. y Heperkan D. (2006) evaluaron dos métodos
(Organizacién Internacional de Normalizacién (ISO) 11290 y 6579, y
mini-The Vitek Immuno Diagnostic Assay System (VIDES) para detectar
la presencia de Listeria monocytogenes y Salmonella en diferentes
muestras. Salmonella no se observé en ninguna de las muestras, sin
embargo, se aislaron otros miembros de la familia Enterobacteriaceae.
Un estudio de inoculacion con L. monocytogenes y Salmonella Typhi
utilizando las mismas muestras no encontré ninguna diferencia en la
eficiencia de los métodos ISO y mini-VIDAS con respecto a la
identificacibn de Salmonella. Sin embargo, se concluye que la
determinacion de en el mini-VIDAS fue mas eficiente para identificar L.
monocytogenes que Salmonella en muestras con un bajo recuento de

bacterias.3!
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Durango, Arrieta y Mattar (2004) establecieron la frecuencia de
Salmonella spp., en alimentos en 636 muestras de alimentos obtenidas
en ventas de comidas rapidas callejeras y en plazas de mercados. Los
aislamientos se realizaron con el método convencional FDA-BAM.
Inocularon 25 g de cada muestra de alimento en 225 ml de caldo de pre-
enriguecimiento; luego, inocularon 1 ml a los caldos de enriquecimiento
y sembraron en medios de cultivo selectivos para Salmonella, las
colonias sospechosas se identificaron por pruebas bioquimicas y
serolégicas. Se aislaron 47 (7,4%) Salmonella spp. del total de muestras
de carne de res, 9,3%, 12,6% de chorizo, 7,9% de queso, 5,2% de carne
de cerdo, 1,6% de pollo y 10,5% de arepa de huevo. Los principales
serotipos encontrados fueron S. Anatum (26%), S. Newport (13%), S.
Typhimurium (9%), S. Gaminara (9%) y S. Uganda (9%). En conclusion,
el estudio permiti6 establecer la distribucion de los serotipos de

Salmonella spp., en alimentos en Colombia.3?

Valentin-bon |, et al. (2003) compararon la eficacia de dos métodos para
aislar Salmonella Enteritidis (SE) en huevos con cascara. El primer
método consistio en un pre-enriquecimiento de la muestra y el segundo
fue desarrollado por el Servicio de Inspeccion de Sanidad Animal y
Vegetal (APHIS). Para el método APHIS, cada muestra se cultivo
mediante plaqueado directo sobre verde brillante (BG), verde brillante
con novobiocina (BGN), desoxicolato de xilosa lisina (XLD) y agar de
xilosa lisina agar Tergitol 4 (XLT4). Para el meétodo de Pre-
enriguecimiento, las porciones de 25 g de cada grupo se enriquecieron
en caldo tripticasa soya modificado con 30 mg/l de FeSO4. Después de
24 h de incubacion, el Pre-enriquecimiento se subcultivaron a
Tetrationato y caldos Rappaport-Vassiliadis, y se extendieron a BG,
BGN, sulfato de bismuto XLD y XLT4, los aislamientos fueron
confirmados bioquimica y serolégicamente. En todos los experimentos,

el método de Pre-enriquecimiento se recuperd significativamente (p=
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0.05) y niveles de in6culo que el método APHIS. En conclusién, el método
de Pre-enriquecimiento proporciono mayor sensibilidad para el

aislamiento de SE que el método APHIS.33

Seo K, et al. (2003) evaluaron el método de homogenizacion para
detectar de Salmonella Enteritidis (SE), usando tres niveles de indculo
(10, 126 y 256 células SE por pocillo de 10 huevos) para llevar a cabo
tres experimentos. Los pools de 10 huevos se homogenizaron mediante
uno de los cuatro métodos de homogenizacion mecanica, mezcla
eléctrica, masaje de mano, y revolver la mano por 30 s., estos fueron
incubaron a 37°C y se enumeraron las colonias de SE después de 24 y
48 h de incubacion. No se recuperaron SE de muestras de huevo de
pools mezclados eléctricamente inoculadas con 10 células, mientras que
se encontraron niveles de 108 UFC/ml para muestras de pools batidas o
con masaje manual inoculadas con 10 células. Sin embargo, el recuento
SE para todas las muestras se acercaron a 9 logio UFC/ml después de
48 h de incubacion. Se concluye que la deteccion de pequefias

poblaciones SE en muestras de huevo de cascara podria mejorarse.3*

Hammack T. et al. (1999) describieron la eficacia del uso de los medios
Rappaport-Vassiliadis (RV), el caldo de selenito cistina (SC) y el caldo de
Tetrationato (TT) para la recuperacion de Salmonella spp. en alimentos
con una carga microbiana baja. El medio RV fue preparado a partir de
sus ingredientes individuales y se incub6 a 42°C, el caldo SC fue
comercial y se incub6 a 35°C, y el caldo TT a 35°C y 43°C para la
recuperacién de Salmonella spp. Se analizaron 21 tipos de alimentos
artificialmente contaminados que incluian alimentos lacteos, especias y
productos de huevo, asi como otros alimentos de baja carga microbiana.
No se encontré diferencias significativas (p<0.05) entre los caldos de
enriquecimiento selectivo para la recuperacion de Salmonella spp., de 18

muestras de alimentos. En conclusién, para la recuperacion de
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Salmonella spp., en alimentos con una carga microbiana baja, se
recomienda el uso caldo TT incubado a 35°C y medio RV incubado a
42°C.%

D'Aoust J, et al., (1992) estudiaron la sensibilidad del método estandar
de la ISO 6579 e ISO 3565 donde se comparo con el procedimiento de
Health Protection Branch (HPB) para la deteccion de Salmonelas
transmitidas por alimentos, donde 195 alimentos 84 (43,1%) contenian
Salmonella, de ellos, 75 (89,3%) y 68 (81,0%) fueron identificados por los
métodos ISO y HPB. En conclusion, la aparente falta de acuerdo entre
ambos métodos probablemente provenia del bajo numero de
salmonelosis en varios homogenizados de alimentos y la transferencia
desigual del microorganismo en los caldos de pre-enriquecimiento ISO y
HPB.36

2.2 Base tedrica
2.2.1 Métodos de cultivo tradicional

Los métodos de cultivo tradicional sobre la evaluacion del performance
entre método de cultivo Horizontal ISO 6579: 2002 frente al método FDA-
BAM para la identificacion de Salmonella spp. se presentan a

continuacion.

2.2.1.1 Fundamento del método ISO

El método ISO 6579: 2002, describe el método horizontal para la
deteccién de Salmonella, comprendiendo principalmente Salmonella
Typhi y Salmonella Paratyphi, ademas es aplicable en productos
destinados al consumo humano y para la alimentacién de los

animales, incluyendo muestras ambientales en el area de la
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produccion y manipulacion de los alimentos en las etapas de
elaboracion primaria. EI método esta basado en las cuatro etapas: Pre-
enriquecimiento en medio liquido no selectivo, enriquecimiento en
medio liquido selectivo, aislamientos en medio selectivos vy
diferenciales y confirmacién de colonias presuntivas aisladas.*33"(Ver

anexo 2).

2.2.1.2 Fundamento del método FDA-BAM

El método FDA-BAM describe la deteccion, aislamiento e identificacion
de Salmonella en alimentos y muestras ambientales, se ha utilizado
principalmente para la busqueda de Salmonella Enteritidis. EI método
estd basado en las siguientes etapas Pre-enriquecimiento en medio
liguido no selectivo, enriquecimiento en medio liquido selectivo,
aislamientos en medio selectivos y diferenciales y confirmacion de
colonias presuntivas aisladas: Las colonias sospechosas de
Salmonella son aisladas nuevamente y su confirmacion se realiza por

propiedades bioguimicas y serologia.**3® (Ver anexo 3).

2.2.2 Genero Salmonella

Los microorganismos del género Salmonella son bacilos gram negativos,
anaerobios facultativos, no esporulados, mesofilos con una temperatura
optima de crecimiento de 35-37°C, estos microorganismos crecen en un
amplio rango de temperatura (7- 48°C) a un pH entre 4 y 8, con
actividades de agua (aw) por debajo de 0.93, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, generalmente moéviles gracias a la presencia de sus
flagelos peritricos con excepcién de S. gallinarum y S. pullorum, su
tamanio oscila entre 0,3 a 1 pum por 1,0 a 6,0 um. Crecen en medios de
cultivo habituales, de acuerdo con la presencia de los antigenos: los

sométicos O (lipopolisacarido), Vi o K (polisacarido capsular) y las
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proteinas H (flagelar) pueden actualmente serotiparse en mas de 2.300

serovariedades.39:40.41,42.43

Gréfico 1: Estructura de las bacterias Gram (+) y Gram (-)
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Tomado de: Cornell University, College of Agriculture and Life Sciences. Department of Microbiology.

2.2.2.1 Nomenclatura

La nomenclatura para el género Salmonella ha evolucionado a partir del
concepto inicial de una especie de serotipo propuesto por Kauffmann en
el cual se basa en la presencia 0 ausencia de anticuerpos especificos
contra antigenos de la identificacion serolégica como; antigenos O
(sométicos) y H (flagelar) la cual se descubrié accidentalmente en 1896.
Cada serotipo se considerd una especie separada (por ejemplo, S.
Paratyphi A, S. Newport y S. Enteritidis). 444°

2.2.2.2 Taxonomia

La més reciente clasificacion del género Salmonella est4d basada en
estudios realizados sobre la base de técnicas de hibridacion del ADN de
la bacteria y se concluy6 que esta conformada por dos especies (Tabla
1). Es importante aclarar que, aunque existe solo dos especies de

salmonellas segun su hibridacién de ADN, tanto las especies como las
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subespecies mencionadas se encuentran constituidas por mas de 2400
variedades seroldgicas determinadas segun las distintas asociaciones de

los antigenos somaticos y flagelar.46:47:48

Otras propuestas taxondmicas se han basado en el papel clinico de una
cepa, en las caracteristicas bioquimicas que dividen los serotipos en

subgéneros y, en Ultima instancia, en la relacién genémica.

Tablal. Salmonella especies, subespecies, serotipos y habitat usual (Sistema de
Kauffmann-White).

Clasificaciéon de la especie y Numero de
subespecie de Salmonella serotipos Habitat usual

Salmonella entérica

S. entérica subsp. Entérica (I) 1531 Humanos y animales de sangre caliente.
S. entérica subsp. Salamae (Il) 505 Animales de sangre fria y ambiente.
S. entérica subsp. Arizonae (llla) 99 Animales de sangre fria y ambiente.
S. entérica subsp. Diarizonae (ll1b) 336 Animales de sangre fria y ambiente.
S. entérica subsp. Houtenae (1V) 73 Animales de sangre fria y ambiente.
S. entérica subsp. Indica (VI) 13 Animales de sangre fria y ambiente.
Salmonella Bongori

S. Bongori (V) 22 Animales de sangre fria y ambiente.

Total 2579

2.2.2.3 Estructura antigénica

La estructura antigénica de Salmonella puede diferenciarse en serotipos
segun su funcion antigénica de las cepas: Antigenos O y Antigenos H.

En ciertas cepas se halla un tercer antigeno que se relaciona con la
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virulencia, este antigeno se denomina Antigeno Vi (Serovar typhi, Dublin
y Paratyphi C). 4950

# Antigeno somatico (O): Significa sin movimiento, estdn compuestos
por complejos de fosfolipidos y polisacaridos, se sitia en la pared
bacteriana y es termoestable ya que resiste a 100°C durante 2 horas,
incluso es alcohol-resistente. Aglutinan con sus anticuerpos
homologos pausadamente, granular y dificil de disociar. Interviene en
el poder patégeno del germen.

% Antigeno flagelar (H): Su nombre deriva del aleman Hauch, por el
halo producido en un medio de cultivo a raiz del movimiento, las
salmonellas pueden ser monofasicas, cuando son el mismo antigeno
flagelar especifico (S. typhi, S. paratyphi), o difasicas y se encuentra
situado en los flagelos méviles. Son antigenos constituidos por una
proteina, la flagelina cuya composicion de aminoacidos es constante
para un antigénico determinado, es termolabil ya que no es resistente
a 100°C durante 2 horas y es inestable al alcohol. La aglutinacién con
sus anticuerpos es rapida dando lugar a fléculos que se disgregan
facilmente.

% Antigenos “de la cubierta” (Vi): El unico que se reconoce en
Salmonella es el antigeno Vi (de virulencia) que existe en la S. typhi,
S. paratyphi C y S. Dublin llamado asi por definir la virulencia de la
bacteria, ya que otorga resistencia contra la respuesta inmune celular
y humoral del huésped. La expresion de este factor necesita de al
menos dos genes (VIiA + ViB), deben existir ambos en la bacteria
para que dicha expresion tenga lugar. Este antigeno rodea a la pared
bacteriana y hace imposible la aglutinaciéon de los antigenos
somaticos (O) que se encuentran por debajo y para poder determinar
la presencia de los antigenos (O) es necesario destruir primero los
antigenos Vi por calentamiento. El antigeno Vi aglutina lentamente y
la aglutinacion que produce es fina y granular.
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Grafico 2: Estructura antigénica de Salmonella spp.
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Tomado de: Murray P, Rosenthal K, Pfaller M. Microbiologia Medica. 72 Ed. Barcelona: Elsevier; 2014.

2.2.3 Salmonelosis

La salmonelosis continda siendo una de las principales enfermedades
bacterianas de transmision alimentaria en el mundo y representa un
problema de Salud Publica, con enormes costos para la industria y la
sociedad.”! Es una enfermedad aguda, con cambios en la frecuencia de
serotipos de un pais a otro, con interés en areas que no han alcanzado
las condiciones de saneamiento e higiene. Afecta a todos los grupos de
edad, con mayor incidencia en menores de cinco afios y mayores de 60

afos, que son los grupos mas vulnerables.>?

2.2.3.1 Manifestaciones clinicas

Los patrones clinicos de la salmonelosis pueden dividirse en
gastroenteritis, bacteriemia con o sin infeccién extra intestinal focal, fiebre
tifoidea y estado de portador asintomatico. Cualquier serotipo de

Salmonella puede ser la causa probable de estas manifestaciones

34



clinicas bajo las condiciones apropiadas, pero en la practica los serotipos
de S. entérica se asocian principalmente con gastroenteritis. Los
serotipos Typhi y aquellos relacionados (Paratyphi) causan fiebre

tifoidea.>

2.2.4 Mecanismo de transmision de Salmonella

2.2.4.1 En el ave

Luego de la ingesta de agua o alimentos contaminados, Salmonella
empieza su periodo de infeccion penetrando al hospedero a traveés
de tejido linfoide, incluyendo las placas de Peyer y tonsilas cecales
en las aves. Muchos de los microorganismos patdgenos son capaces
de ingresar y sobrevivir dentro de las células eucaridticas. Esta
bacteria se dirige a células hospederas que no son habitualmente
fagociticas como la superficie de la capa mucosa de células

epiteliales.>

2.2.4.2 En el huevo

El contenido interno del huevo recién puesto es estéril. Sin embargo,
al instante de la oviposicién, el huevo tiene cierto grado de
contaminacion en la superficie debido al paso que da hacia la cloaca.
Asi mismo, en un periodo de tiempo parcialmente corto después de
la puesta, en el exterior se pueden encontrar gran cantidad de
microorganismos que bajo condiciones apropiadas pueden ingresar

en el huevo y pueden crecer en su interior e infectarlos. %°

2.2.5 Transmision vertical
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Consiste en la contaminacion directa del contenido interno del huevo;
yema, albumina y membrana de la cascara, antes de la oviposicion en
donde, el sitio de infeccion son los 6rganos reproductivos y/u oviducto
previamente infectados. La infeccion del tejido reproductivo de la gallina
ocurre como consecuencia de la diseminacion sistémica de Salmonella
desde el intestino. La invasion de células epiteliales intestinales, libera la
infiltracion de células inmunes, principalmente macréfagos, los que
capturan a S. Enteritidis en su interior; aunque la presencia de infeccion
sistémica no implica la situacién de huevos contaminados. La estructura
del huevo afectado dependera del sector infectado. Asi, la contaminacion
de albumina se produciria durante la formacion del huevo en el oviducto,

mientras la contaminacién de la yema se deberia a la infeccién ovéarica.>®

2.2.6 Transmision horizontal

Consiste en la penetracion de bacterias desde el cascaron contaminado
hacia el contenido del huevo, durante o después de la oviposicion. Dicha
contaminacion puede ser producto de la infeccion del tracto reproductivo
bajo o por la contaminacion ambiental, especialmente de heces. La
principal barrera fisica que impide el ingreso bacteriano al interior del
huevo es la cascara, la cual tiene una cubierta proteica, o cuticula, que
la recubre externamente, obstruyendo los poros que ésta posee. Aunque,
la humedad e inmadurez de la cuticula después de los primeros minutos
tras la oviposicion, la hace menos segura en la prevencién de la
penetracion bacteriana, debido a que algunos poros podrian encontrarse
abiertos. Por otro lado, las membranas de la cascara (interna y externa)

muestran cierto grado de defensa contra dicha penetracion.>’

Gréafico3: Estructura interna y externa del huevo
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2.2.7Transmision lateral

Es una ruta de infeccidn que sucede por contaminacion a través del
alimento, agua, e instalaciones o vectores, como, por ejemplo, aves
silvestres, roedores, animales domésticos y humanos. El ingreso al
interior del huevo por Salmonella y otras bacterias incrementa su
permanencia al contacto con material contaminado, principalmente
durante el almacenamiento a altas temperaturas y alta humedad relativa.
La presencia de Salmonella enteritidis en el ambiente de las granjas de
gallinas ponedoras generalmente es aceptada como una indicacion
sensitiva y relevante de los huevos contaminados que pueden
producirse. La capacidad de la circulacion del aire para diseminar
patdogenos en ranchos avicolas es un factor importante en la
contaminacion de los huevos, esto se ha evidenciado en algunos
estudios que reportan la presencia de Salmonella enteritidis en el medio
ambiente. Del mismo modo, en el momento que Salmonella spp. esta

presente en el exterior de los huevos muere rapidamente, pero la
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sobrevivencia puede ser posible por una alta humedad relativa y
apropiada temperatura, dejando claro que Salmonella enteritidis puede
mantenerse largos periodos de tiempo en huevos almacenados a

temperatura ambiente.>®

2.2.8Fuentes e incidencia de Salmonelosis

La intoxicacién alimentaria es originada por bacterias del género
Salmonella, siendo una de las zoonosis de mayor prevalencia en paises
de altos y bajos ingresos ademas de ser una de las principales fuentes

de enfermedades gastrointestinales en el hombre.%°

La globalizacién y el incremento industrial avicola han aumentado el
consumo Y distribucion de pollos, huevos y sus subproductos y por ende

la posible transmisién de Salmonella spp.®°

Un dramatico incremento de salmonelosis en humanos producido por
Salmonella enteritidis ocurrié a finales de la década de los 80's y
principios de la década de los 90's. En 1995, se recopilaron informes
gracias a los sistemas de vigilancia de los paises miembros de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) donde se encontré que 76.1%
de los aislamientos correspondieron a Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, y SalmonellaTyphi. Salmonella Enteritidis fue mas
frecuente en 35 paises seguido por Salmonella Typhi (12 paises) y
Salmonella Typhimurium (8 paises). Las principales serovariedades
aisladas globalmente para el afio 1995 incluyeron Salmonella enteritidis,
Salmonella Typhimurium, Salmonella hadar, Salmonella infantis,
Salmonella newport, Salmonella typhi, Salmonella agona, Salmonella
virchow y Salmonella heidelberg. Otros aspectos importantes para
sefialar es que los aislamientos de Salmonella enteritidis aumentaron de

25.6% en 1990 a 36.5% en el afio 1995. 61
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Las infecciones asociadas a Salmonella spp., varia dependiendo del tipo
de Salmonella spp. Mientras que la fiebre entérica, causada por
Salmonella typhi y Salmonella Paratyphi, conduce a una enfermedad
severa, principalmente en naciones que son atendidas precariamente.
Las infecciones de Salmonella no tifoidea tienden a ser autos limitantes

gue afectan a comunidades en todo el mundo.®?

Sin embargo, la incidencia de fiebre entérica varia de un pais a otro. Se
calcularon estimaciones de alta incidencia (mas de 100 casos por cada
100.000 habitantes al afio) en Asia, mientras que, en Europa, Australia,
Nueva Zelandia y el Norte de América se notific6 una incidencia baja
(menos de 10 casos por 100 000 al afo). En Estados Unidos, la
incidencia de infecciones por Salmonella typhi es baja (400 por afio) vy,
en su mayor parte, se relaciona con viajeros estadounidenses que
regresan de paises con bajo grado de desarrollo o viceversa. Al igual que
en los Estados Unidos, la fiebre entérica en el Reino Unido y Canada es
infrecuente y la mayoria de los casos se importan de la India o Pakistan.
Una encuesta epidemiologica realizada en Espafia durante un periodo
de nueve afios (1997-2005) inform6 una tasa de hospitalizacion anual de
0.31 casos por 100 000 habitantes y una tasa de mortalidad de 0.003
casos por 100 000.

En lIsrael, la incidencia de fiebre entérica disminuyd de 0.42 a 0.23 por
100.000 entre los afios 1995 y 2003, con el 57.4% de los casos
importados, un mayor numero de Salmonella paratyphi aislados. En las
regiones con incidencia media (10-100 casos por 100.000 habitantes al
afio) se incluian Africa, América Latina, el Caribe y el resto de Asia y
Oceania. En los paises asiaticos la incidencia anual de Salmonella typhi
fue mayor en Pakistan (451.7 casos por 100 000) e India (214.2 casos
por 100 000) en comparacién con Vietnam y China (21.3 y 15.3 casos
por 100 000, respectivamente).5?
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En Perd, solo el 38% de hogares tienen acceso a agua, las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) son un importante problema de salud
publica, las cuales a menudo, ocurren como brotes, por lo que la
vigilancia epidemiolégica es de vital importancia. Mediante el Sistema de
Vigilancia Epidemioldgica. Entre los afios 2010-2012 se han reportado un
promedio de 35 brotes de ETA por afo, 47% de los cuales se
relacionaron clinicamente con casos agudos de salmonelosis. Los
alimentos mayormente implicados fueron los preparados con Mayonesa
con 43% del total de casos (crema de mayonesa, ensaladas). El total de
personas afectadas fueron 2800 y el 51% de los brotes reportados
tuvieron entre 10 a 50 afectados en promedio. Mediante los programas
de vigilancia sanitaria de alimentos, se reportaron al Staphylococcus
aureous y Salmonella Spp. como los patdgenos mas frecuentes en

alimentos examinados.%
La vigilancia epidemioldgica es esencial para determinar el impacto de

este patdégeno sobre la morbilidad y mortalidad de la enfermedad en la

poblacién en riesgo.

2.2.9 Métodos de caracterizacion y recuperacion de Salmonella.
La deteccion microbiologica de Salmonella en alimentos requiere de
cuatro etapas sucesivas basadas en los lineamientos del método de

cultivo horizontal 1SO 6579:2002 frente al método FDA-BAM. Estos

métodos incluyen los siguientes medios de cultivo.

2.2.9.1 Medios selectivos y diferenciales
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Los medios microbiolégicos para el aislamiento de Salmonella pueden

ser de aislamiento primario, diferencial y selectivo, como:

A. Caldo Tripticasa Soya

Medio adecuado para el desarrollo de microorganismos exigentes.
Utilizado en el control de esterilidad de productos bioldgicos,
farmacéuticos y cosmeéticos, también es recomendado por el CLSI
para la preparacién de inéculo de pruebas de susceptibilidad en disco
difusion de Kirby-Bauer y como medio de ensayo de esterilidad.
Principios: La tripteina y la peptona de soya aportan nutrientes ricos
en péptidos, aminoacidos libres, bases puricas y pirimidicas,
minerales y vitaminas, la peptona de soya contiene alta cantidad de
hidratos de carbono que estimulan el crecimiento de una amplia
variedad de microorganismos, el cloruro de sodio mantiene el
balance osmotico, el fosfato dipotasico otorga capacidad buffer y la

glucosa es la fuente de energia. %
Contiene:

Tripteina

Peptona de soya
Cloruro de sodio
Fosfato dipotasico

Glucosa

Fo o R K K&K

Agua purificada

Nota: el pH del medio aproximado es 7.3

B. Agua peptonada tamponada (APT)
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Medio usado como diluyente y para enriquecimiento bacteriano a
partir de alimentos y otros materiales de interés sanitario. Principio:
Diluyente recomendado por las normas ISO 6579 y la FDA-BAM para
la homogenizacion de las muestras de alimentos. De gran ayuda a la
investigaciéon de Salmonella spp., se recomienda la trituracion y
homogenizacion de 25 g. de muestra con 225 ml de agua peptonada
tamponada y estéril y esta misma mezcla es lo que se incuba a 37°C
durante 16-20h. Como Pre-enriquecimiento en caldos selectivos,

como tetrationato o selenito verde-brillante.

Contenido:

Peptona
Cloruro sodico

Fosfato disédico

I S <

Fosfato Monopotasico

Nota: el pH aproximado es 7.0

C. Agar nutritivo

Medio de cultivo nutritivo no selectivo, es util porque permanece
solido incluso a relativas temperaturas elevadas. Ademas, el
crecimiento bacteriano en este agar lo hace en la superficie, por lo
gue se distinguen mejor las colonias pequefas, lo cual la
pluripeptona y el extracto de carne constituyen la fuente de carbono,

nitrégeno y aportan nutrientes para el desarrollo bacteriano. El
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cloruro de sodio mantiene el balance osmatico y el agar es el agente

solidificante.

Contenido:

Pluripeptona
Extracto de carne

Cloruro de sodio

O S

Agar

Nota: el pH aproximado es 7.3

D. Caldo Tetrationato

Permite el crecimiento de Salmonella y previene el crecimiento de
parte de la flora acompafiante. Principio: Con adicion de yodo al caldo
tetrionato habra oxidacion de tiosulfato de sodio con formacion de
tetrationato. La toxicidad del medio esta relacionada con la presencia
de estos dos compuestos (tetrationato y tiosulfato). EI medio es
tamponado con carbonato de calcio neutralizara los acidos que
pueden ser producidos por descomposicion de tetrationato por
algunas bacterias. Inhibe coliformes mientras que permite que los
bacilos de tifoidea-paratifoidea crezcan libremente en la muestra

fecal.
Contiene:

Peptona
Sales biliares
Tiosulfato de sodio

Carbonato de calcio

o K K K

Solucién de yodo
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Nota: el pH del medio es aproximadamente 8.4

E. Medio Rappaport-Vassiliadis

Medio selectivo utilizado para el enriquecimiento de Salmonella en
aguas Yy alimentos. Principio: Inhibe el crecimiento de la microflora
acompafante. La peptona de soja, el pH 5.2 y el incremento de la
temperatura de incubacion (41,5°C) favorece el crecimiento de
Salmonella spp. ElI medio esta formulado en cinco caracteristicas
diferenciales de Salmonella respecto a otras enterobacterias:
Capacidad de resistir altas presiones osmoticas, multiplicacién a pH
relativamente bajos y son mas resistentes a la presencia del verde
de malaquita ademas tienen menos requerimientos nutricionales. La
temperatura de incubacion es un factor selectivo. Las caracteristicas
del medio son azul oscuro y claro, las cepas crecen en este medio
en forma de residuo lechoso, mientras que el color del medio no

cambia.
Contiene:

Peptona de soja

Cloruro sédico
Dihidrogenofosfato de potasio
Fosfato dipotasico

Cloruro de magnesio anhidro

COE S S

Verde de malaquita

Nota: el pH del medio aproximado es 5.2

F. Caldo Muller-Kauffman Tetrationato Novobiocina (MKTTn)
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El caldo Tetrationato es un medio que suprime el crecimiento de
coliformes y otras bacterias entéricas. Principio: Contiene digestion
péptica de tejido animal y caseina enzimética que, hidrolizada como
fuentes de carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales, la bilis del buey
promueve el crecimiento de Salmonella y el verde brillante son
agentes selectivos, que inhiben el crecimiento de organismos gram-

positivos y la mayoria de los organismos gram-negativos.

Las especies de Proteus pueden ser inhibidas por la adiciéon de
novobiocina, el cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmético
mientras que el carbonato de calcio actia como el agente tampoén, el
tiosulfato de sodio es una fuente de azufre y los aniones tetrationato

funcionan, asi como el agente selectivo. ¢

Contenido:

Extracto de carne

Hidrolizado enzimético de caseina
Cloruro de sodio (NacCl)
Carbonato de calcio (CaCO3)
Tiosulfato de sodio

Tetrationato de sodio

Bilis de buey

Verde brillante

Novobiocina sal de sodio

O S S

Agua

Nota: el pH del medio aproximadamente es 8.2
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G. Caldo infusién cerebro corazén

Este medio se basa en el caldo de Rosenow. Los primeros estudios
demostraron que el medio era mas eficaz que otros como base
glucosada en el aislamiento de determinadas bacterias. Principio:
Por la presencia de peptona, infusién de cerebro de ternera e infusiéon
de corazdn de res, se tienen los componentes necesarios para nutrir
microorganismos exigentes. La glucosa se emplea para la
fermentacion y el fosfato como tampdén. Por la adicion de antibiotico
es un medio adecuado para el estudio de hongos patégenos. Debido
a su contenido de glucosa es menos indicado para la caracterizacion

de hemodlisis, pero puede utilizarse suplementado con sangre. ¢’

Contenido:

Infusion de cerebro de ternera
Infusién de corazén de res

D (+)-Glucosa

Peptona de gelatina

Cloruro de sodio

O S

Di-Sodio hidrogeno fosfato

Nota: el pH aproximadamente es 7.4

H. Caldo lactosado

Medio clasico, para las pruebas tentativas de presencia de coliformes
y enriquecimiento de Salmonella. Principio: Es un medio rico en

nutrientes y no contiene inhibidores del crecimiento bacteriano. El
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extracto de carne y la peptona son la fuente de carbono y nitrégeno,
mientras que la lactosa es el hidrato de carbono fermentable. Por la
fermentacion de la lactosa, se produce acido y gas, y éste ultimo (se
demuestra al usar las campanas Durham). Usado como medio de
Pre-enriquecimiento, porque permite recuperar células injuriadas,
diluye sustancias téxicas o inhibitorias y favorece el desarrollo de

Salmonella con respecto a otras bacterias. %
Contiene:

% Peptona de gelatina
% Extracto de carne
% Lactosa

Nota: el pH del medio es aproximadamente 6.9

I. Caldo selenito cistina

Se desarroll6 de acuerdo a la formula de Leiffson, afadiendo la
cistina para cumplir las especificaciones de la FDA. Principio: la
peptona aporta los nutrientes necesarios para el desarrollo
bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, el
selenito de sodio inhibe flora Gram positiva y la mayoria de la flora
entérica excepto Salmonella spp., la L-cistina es el agente reductor y
fue propuesta por la FDA para el aislamiento de Salmonella en
productos alimenticios incrementando la recuperacion por reduccion

de la toxicidad del selenito.
Contenido:

% Peptona

#% Lactosa
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% Biselenito sédico
% Fosfato sodico
#% L-Cistina

Nota: el pH es aproximadamente 7.0

J. Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)

Para aislamiento de bacterias enteros patdégenos, especialmente de
los géneros shigella, salmonella y Arizona. Principio: El efecto
inhibidor es débil, el desoxicolato produce la inhibiciébn de bacterias
coliformes y permite la diseminacion de cepas de Proteus que puede
llegar a confundirse con Salmonella. Ademéas, Salmonella Spp.
produce fermentacion de xilosa, descarboxilacion de lisina y genera
acido sulfhidrico. Las caracteristicas morfologicas de Salmonella se
observan con pigmentacion rosa o roja, algunas veces transparentes
con o sin centro negro o completamente negras. Este género
bacteriano al no fermentar xilosa, lactosa ni sacarosa no da lugar a
gue vire a amarillo, el rojo fenol; como tampoco decarboxila la lisina,
no se produce color rojo purpura alrededor de las colonias, al no

haberse producido cadaverina. 6°
Contiene:

Xilosa

L- lisina

Lactosa

Sacarosa

Cloruro sodico
Extracto de levadura
Rojo fenol

o K K KR L XK

Dexocicolato sédico
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% Tiosulfato sddico
% Citrato férrico amonico
% Agar — agar

Nota: el pH del medio aproximado es 7.4

K. Agar MacConkey (MC)

Es un medio selectivo y diferencial, se utiliza para aislar y diferenciar
las bacterias del género de Enterobacteriaceae. Principio: Este
medio tiene la capacidad de fermentar la lactosa. Las sales biliares y
el cristal violeta inhiben el crecimiento de bacterias Gram positivas.
El colorante neutro rojo es un indicador de pH que es incoloro por
encima de un pH de 6,8 y rojo a un pH inferior a 6,8, el acido que se
acumula de la fermentacion de la lactosa da vuelta al colorante rojo.
Los fermentadores de lactosa cambian de color rojo a MacConkey
mientras que los no fermentadores de lactosa siguen siendo su color
normal o el color del medio. Las formulaciones sin cristal violeta
permiten el crecimiento de Enterococcus y algunas especies de
Staphylococcus, que fermentan la lactosa y aparecen rosadas en el

medio. 7°
Contiene:

Peptona
Lactosa

Sales biliares
Cloruro de sodio
Rojo neutro

Cristal violeta

FooK R L K R L

Agar — agar
Nota: el pH del medio aproximado 7.2.
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L. Agar verde brillante (BGA)

Medio selectivo y diferencial utilizado para el aislamiento de
Salmonella en aguas y alimentos. Principio: El verde brillante,
reprime el crecimiento de casi todos los gérmenes a excepcion de
Salmonella. La presencia de lactosa y sacarosa permite una buena
diferenciacion, que da colonias rosadas con un halo rojo, frente al
resto de la flora, que forma colonias mas pequefias de color verde-
amarillo, debido a la acidificacion producida por la fermentacién de la
lactosa y/o de la sacarosa, los nutrientes son peptona y extracto de
levadura, su inhibidor es el verde brillante, el indicador es un
carbohidrato (lactosa) y su inhibidor de pH rojo de fenol (alcalino: rojo;
acido: amarillo). Las caracteristicas de las colonias se observan de
color rojo, ya que no fermenta lactosa utiliza las peptonas como
fuente de energia produciendo sustancias alcalinas que elevan el pH

del medio, modificAndolo para una coloracién rojo mas intensa. *
Contiene:

Peptona de carne
Peptona de caseina
Cloruro sodico
Extracto de levadura
Lactosa

Sacarosa

Rojo fenol

Verde brillante

C O S T S

Agar — agar
Nota: el pH del medio aproximado es 7.0
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M. Agar Hektoen (HE)

Es un medio de cultivo selectivo utilizado para el aislamiento de
enterobacterias patégenas, principalmente Shigella y Salmonella.
Principio: El medio tiene un elevado valor nutritivo, las sales biliares
gue contiene inhiben el crecimiento de la flora gram positiva y
algunos gram negativos, los indicadores azules de bromotimol y
fucsina &cida permiten la diferenciacion de las bacterias lactosa
positivo (de color amarillo-naranja) de la lactosa negativa (de color
azul-verdoso), tiene la capacidad de fermentar lactosa, sacarosa o
salicina y reducir el azufre a sulfuro de hidrégeno (H2S). Ademas de
los tres azucares, se incluye Tiosulfato sddico como fuente de azufre,
afiade citrato de amonio férrico para reaccionar con H2S y formar un
precipitado negro. Organismos como Salmonella, Shigella y Proteus
gue no fermentan ninguno de los azlcares producen colonias azul-
verdes. Las especies Proteus y Salmonella que reducen el azufre a

H2S forman colonias que contienen un precipitado negro.®’
Contiene:

Peptona

Extracto de levadura
Sales biliares

Lactosa

Sacarosa

Salicina

Cloruro sodico
Tiosulfato sodico

Citrato férrico — aménico

Fucsina acida

E I S S <

Azul de bromotimol
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% Agar — agar

Nota: el pH del medio aproximadamente es 7.5

N. Agar sulfito de bismuto (BS)

Es altamente selectivo usado para el aislamiento de Salmonella typhi
y otros bacilos entéricos. Principio: La Peptona y el extracto de carne
aportan nutrientes esenciales para el crecimiento, la dextrosa es el
carbohidrato fermentable y provee de carbono y energia, el indicador
bismuto sulfito y el verde brillante son inhibidores de bacterias gram
positivas y de algunas bacterias del grupo coliformes, el sulfato
ferroso se incluye para la produccién de H2S y el hierro es precipitado
dando colonias positivas caracteristicas de color marrén a negro con
brillo metélico. Las colonias tipicas de Salmonella Spp. pueden ser
café, gris o negras con o sin brillo metalico, generalmente el medio
circundante (halo) es café que posteriormente se torna negro;
algunas cepas producen colonias verdes sin la formacién del halo

oscuro. 2
Contiene:

Peptona

Extracto de carne
Glucosa

Sulfato de hierro
Fosfato disodico
Sulfato de bismuto

Verde brillante

COE S S R <

Agar — agar
Nota: el pH del medio aproximadamente es 7.6
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O. Xilosa Lisina Tergitol XLT4

XLT4 Agar es un medio de aislamiento diferencial selectivo para la
deteccidn especifica de Salmonella spp. de muestras ambientales,
de alimentos. Principio: Digestivo enzimatico de tejido animal, fuente
de complejos compuestos de nitrégeno en XLT4, el extracto de
levadura se aflade como una fuente de vitaminas y cofactores. La
diferenciacion de Salmonella de otros organismos que también
crecen en este medio se basa en la fermentacion de Xilosa, Lactosa
y Sacarosa, descarboxilasa de Lisina y la produccion de sulfuro de
hidrégeno, la produccion de sulfuro de hidrogeno se detecta
mediante la adicion de iones férricos afadiendo tiosulfato sédico
como fuente de azufre inorganico, el Cloruro de Sodio mantiene el
equilibrio osmoético del medio, el rojo de fenol se afiade como un
indicador de los cambios de pH, que resultan de las reacciones de
fermentacion y descarboxilaciéon, el agar es el agente solidificante, el
suplemento XLT4 se afiade para inhibir el crecimiento de organismos

gue no son salmonella.”
Contiene:

Recuento enzimatico de tejido animal
Xilosa

L-lisina

Lactosa

Sacarosa

Cloruro de sodio

Extracto de levadura

Rojo de fenol

Citrato de amonio férrico

EOE I S S

Tiosulfato de sodio
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% Agar

Nota: el pH del medio aproximadamente es 7.4

P. Salmonella-Shigella (SS)

Medio indefinido, diferencial y selectivo usado originalmente para el
aislamiento de Salmonella y muchas especies de Shigella.Principio:
Contiene sales biliares y colorante verde brillante que actian como
agentes selectivos contra gram-positivos y gram-negativos. La
lactosa se une como carbohidrato fermentable y el tiosulfato de sodio
proporciona una fuente de azufre reducible, el rojo neutro es el
indicador de pH y el citrato férrico reacciona con H2S para formar un
precipitado negro, lo que indica una reduccion del azufre, los
fermentadores de lactosa produciran colonias rojizas a medida que
el rojo neutro cambia de incoloro a rojo en el pH bajo. Las especies
Salmonella y Shigella tienen su color natural debido a su incapacidad
para fermentar la lactosa. Las especies de Salmonella y Proteus
reducen tipicamente el azufre, que esta indicado por colonias con

centros negros.®’
Contiene:

Extracto de carne
Peptona

Lactosa

Sales biliares
Citrato sédico
Tiosulfato sodico
Citrato férrico
Verde brillante

oo K K K R L K K

Rojo neutro
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% Agar — agar

Nota: el pH del medio aproximadamente es 7.0

2.2.9.1 Confirmacién bioquimica

Agar hierro tres azucares (TSI)

Usado

para la identificacion de enterobacterias. Principio: La

fermentacion de azlcares en el medio (glucosa, lactosa y sacarosa)

produce una acidificacion que hace que pase de rojo a amarillo. Las

bacterias que fermentan glucosa se detectan por su color inicial en la

parte superior del tubo, la produccion de acido sulfhidrico se observa

por la presencia de deposiciones negras de sulfuro de hierro en el

fondo del tubo producidas por la reaccion del tiosulfato en presencia

del citrato férrico. Asimismo, la produccion de gas en la fermentacion

se detecta por divisar burbujas o la rotura del agar.

Contiene:

FoK R L oK R L KR K

Peptona

Extracto de levadura
Lactosa

Sacarosa

Dextrosa

Cloruro de sodio

Sulfato férrico — aménico
Tiosulfato sodico

Rojo fenol

Agar — agar

Nota: el pH del medio aproximadamente es 7.4
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Agar lisina hierro (LIA)

El agar hierro lisina es un medio Gtil de deteccion, porque la mayoria
de los aislamientos de Salmonella descarboxila lisina y producen
H2S, mientras la produccion de gas varia por serotipo. Principio: En
el agar, las cepas de Salmonella dan una reaccion alcalina tipica
(purpura) en la cufia y el tope, y puede producir gas y H2S
(ennegreciendo el medio). Cuando la reaccion en el tope del tubo es
alcalina, la lisina descarboxila y el aislamiento se denomina “positivo
a lisina”. A diferencia de la mayoria de otras Salmonella, los
aislamientos de S. Paratyphi A son negativos a lisina y aparecen
amarillos en agar hierro lisina. Si se sospecha que hay infeccién por
S. Typhi y se necesita hacer un diagnéstico rapido para identificar el
tratamiento apropiado, se deben investigar los aislamientos
sospechosos con antisueros antes de hacer la identificacion

biogquimica.”
Contiene:

Peptona

Extracto de levadura
Glucosa

L-lisina

Citrato férrico amonico
Tiosulfato de sodio

Purpura de bromocresol

E I S S S

Agar- agar
Nota: el pH del medio aproximadamente es 6.7

Citrato de Simmons
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Determina si un organismo es capaz de utilizar citrato como Unica
fuente de carbono para el metabolismo, provocando alcalinidad.
Principio: el metabolismo del citrato comprende una condensacion de
acetilo con la coenzima A oxalacetato para entrar en el ciclo de

Krebs.”®

Contenido:

Sulfato magnésico
Fosfato mono amoénico
Fosfato bipotasico
Citrato sodico

Cloruro sédico

Azul de bromotimol

FoH K K K R K

Agar — agar

Nota: el pH del medio es aproximadamente 6.8

Sulfhidrico Indol Movilidad (SIM)

Medio diferencial para la determinacion de motilidad y produccion de
SH2 e indol. Principio: Medio desarrollado inicialmente para distinguir
las distintas especies, medio semisélido con lo cual los
microorganismos maviles se pueden desplazar libremente. Al mismo
tiempo, la rigueza de aminoacidos azufrados y la presencia de
tiosulfato en cantidad suficiente permite que los organismos capaces,
produzcan abundante sulfhidrico que se pone de manifiesto al
reaccionar con el hierro y producir precipitados negros que

oscurecen el medio.

La cantidad de tiosulfato presente nunca llega a inhibir los

mecanismos de motilidad, pero en cambio asegura la produccion del
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SH2 en aquellos gérmenes que no son capaces de hacerlo a partir
de la cistina o cisteina. Este medio permite que el triptéfano de las
peptonas produzca abundante indol, se detecta con el reactivo de
Kovacs directamente o con previa extraccién e incluso con tiras de
papel impregnado de reactivo. Estas tres caracteristicas son basicas
entre las enterobacterias y a partir de ellas se puede pasar a medios

mas diferenciales o selectivos.®’

Contiene:

Peptona de caseina
Peptona de carne
Sulfato férrico- amonico

Tiosulfato sédico

FooH K K

Agar — Agar

Nota: el pH del medio es aproximadamente 7.3

UREA (Medio Christensen)

Medio usado para diferenciar microorganismos en base a la actividad
ureasica. Identifica bacterias que hidrolizan urea, tales como Proteus
spp., estafilococos y otras enterobacterias. Principio: en este medio
la tripteina y la glucosa, aportan los nutrientes para el desarrollo de
los microorganismos. El cloruro de sodio mantiene el balance
osmotico y el rojo de fenol es el indicador de pH, el agar es el agente
solidificante. Las bacterias hidrolizan la urea por medio de la enzima

ureasa liberan amoniaco y dioxido de carbono. Estos productos
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alcalinizan el medio de cultivo haciendo viral el indicador rojo de fenol

del color amarillo a rojo. 77
Contiene:

Tripteina

Glucosa

Cloruro de sodio
Fosfato Monopotasico

Agar - agar

FoK R L K K

Rojo de fenol.

Nota: el pH final aproximadamente 6.8
2.2.9.2 Confirmacién serologicay Serotipificacion

Los métodos de tipificacion ayudan a identificar cepas no
relacionadas entre si y en conjunto con estudios epidemioldgicos ya
gue se ha reconocido su utilidad en los programas de vigilancia,
asimismo se determina las fuentes y rutas de infeccion. Entre los
métodos de tipificacion se encuentra la Serotipificacion, la cual
enfrenta la cepa en estudio con sueros que contienen anticuerpos
gue reconocen antigenos caracteristicos; en el caso de Salmonella
se basa en la caracterizaciéon de sus antigenos somaticos. (O) y
flagelar (H) y capsulares o de superficie (Vi) mediante reacciones con

antisueros especificos.’® 7°

La Serotipificacidn es el paso inicial para el diagnostico de rutina de
las cepas de Salmonella y se realiza con antisueros polivalentes y
monovalentes disponibles comercialmente. Hasta la fecha, se han
identificado y clasificado mas de 2500 serotipos de Salmonella en el
esquema de Kaufmann-White. Este esquema diferencia entre

antigenos O (somaticos) de la superficie celular, antigenos H1 y H2
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(flagelares) de la fase 1 o fase 2, respectivamente y los antigenos Vi
(capsulares) sin embargo, solo puede estar presente en muy pocos
serotipos, como Typhi, Paratyphi C o Dublin. Cada serogrupo de
Salmonella tiene un antigeno O especifico del grupo, dentro de cada
grupo O, diferentes serotipos se distinguen por la combinacion de
antigenos O y H que estan presentes, cada serotipo tiene una
formula antigénica especifica donde los antigenos O estén indicados
por nimeros arabigos, los antigenos H1 por letras mindsculas y los

antigenos H2 nuevamente por nimeros arabigos.

En estas férmulas, los antigenos subrayados solo pueden
expresarse una vez que el cultivo realice su conversién lisogénica
mediante el fago convertidor correspondiente, mientras que las letras
0 numeros entre paréntesis indican antigenos que pueden estar
presentes o0 ausentes sin relacion con la conversion del fago. Para la
mayoria de los aislados asignados a Salmonella entérica y la
subespecie |, la férmula antigénica corresponde a un nombre de
serotipo. En contraste, los serotipos identificados después de 1996
en las subespecies salamae, houtenae e indica y en la subespecie

bongori se designan solo por férmula antigénica.®®

1. Antigeno somaéticos o antigenos O

Estan compuestos por complejos de fosfolipidos y polisacaridos;
su composicién es aproximadamente: 60% polisacaridos, 20-
30% lipidos y 3,5-4% hexosamina. Son cadenas laterales de
polisacéridos del lipopolisacarido de envoltura (LPS) que se
encuentra en todos los microorganismos gram-negativos. La

cadena de polisacaridos del Ag O es un polimero de unidades
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repetidas de oligosacaridos (de 3 a 5 azucares) lineales o
ramificados. La naturaleza de los grupos terminales y el orden en
gque se encuentran las unidades repetidas de la cadena
determina la especificidad antigénica soméatica de la bacteria.
Como esta estructura difiere ampliamente entre las distintas
serovariedades, hay diferencias en la especificidad antigénica.
Estos antigenos son termoestables y resistentes a acidos
diluidos y alcohol. La estructura somatica se denomina con la
letra O seguida de dos puntos y luego de numeros arabigos
separados por comas, por €j. S. Typhimurium O: 1, 4, 5,12; S.
Enteritidis O: 1, 9,12.

Se clasifican de la siguiente manera:

1) Factores mayores, que identifican el grupo antigénico O; por

ej., el factor O: 4, el factor O: 9
2) Factores menores, que pueden ser:

a. Los que tienen poco o ningun valor discriminativo porque
siempre estan asociados a otro factor; por ej., O:12 que
siempre esta asociado con 0:2, O:4 y 0:9, como se
presenta en S. Paratyphi A O: 1,2,12; S. Typhimurium O:
1,4,5,12 y S. Enteritidis O: 1,9,12.

b. Surgen como consecuencia de una modificacion quimica
de los antigenos mayores; por ej., O: 5 resulta de la
acetilacion de la abecuosa presente en las unidades
repetidas del polisacarido responsable de la especificidad
O: 4,12; O: 1 resulta de la insercion de un residuo de
glucosa en la galactosa de la cadena de polisacarido,
como es el caso de la serovariedad S. Typhimurium O: 1,
4, 5,12 8081
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2. Antigeno Flagelar o antigeno H

Los antigenos flagelares son proteicos y termolabiles.
Correspondiente a la flagelina, proteina estructural de los
flagelos. La mayor parte de los serotipos de salmonella alteran
dos formas distintas de flagelina denominadas fases, por lo que
consideran bifasicos. Sin embargo, algunas serovariedades solo
producen un Unico tipo de antigeno H siendo monofasicos e

incluso inmoviles. 82

3. Antigeno capsular o antigeno Vi

El antigeno capsular es un polisacéarido, constituido por acido N-
acetilglucosaminouroénico. Entre los antigenos capsulares de las
Enterobacterias, el Vi es el mas importante en el género
Salmonella. Se encuentra en sdlo tres serovariedades: S. Typhi,
S. Paratyphi C y en algunas cepas de S. Dublin. En su
descripcion original, Felix y Pitt introdujeron el término antigeno
Vi (virulencia) porque las cepas de Typhi serotipo no
encapsuladas se atenuaron en un modelo de ratdén. La pérdida
del antigeno Vi produce una reduccion de aproximadamente
10.000 veces en la virulencia del serotipo Typhi después de la
infeccion intraperitoneal de ratones tratados con mucina. Dado
que el modelo de raton tratado con mucina no es una imitacion
cercana de la fiebre tifoidea, los estudios voluntarios han sido
esenciales para establecer el papel del antigeno Vi durante la

patogénesis. 83

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR):
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La reaccién de PCR, es una técnica in vitro que tiene la capacidad
del ADN polimerasa que copia una cadena de ADN. Un fragmento
especifico de ADN se amplifica debido al uso de dos oligonucledtidos
sintéticos (iniciadores), normalmente de entre 20 y 30 nucleétidos,
cuyas secuencias coinciden con los extremos del fragmento de
interés. EI ADN se amplifica mediante un proceso ciclico que consta
de tres pasos: primero el ADN molde de doble cadena es
desnaturalizado a altas temperaturas convirtiéndolo en ADN de
cadena sencilla. Luego, los dos oligonucle6tidos sintéticos se anillan
en hebras opuestas del ADN a una temperatura que solo permite la
hibridacion con la diana correcta. Por dltimo, se sintetiza una nueva
hebra de ADN utilizando los oligonucleétidos como iniciadores para
la ADN polimerasa y usando el ADN diana como molde. Asi se

genera otra vez ADN de doble cadena.

En los proximos ciclos los iniciadores se uniran tanto al ADN original
como a la nueva sintesis, por lo que el nimero de copias del
fragmento comprendido entre los dos iniciadores aumentara de
forma exponencial. Habiendo una Unica copia de ADN molde en la
mezcla de reaccién de PCR, en unas horas se pueden generar
millones de copias. Aunque mediante PCR se pueden detectar los
acidos nucleicos de un anico organismo, el volumen de 1-10 ul de
muestra que se utiliza en la reaccidn acorta el limite de deteccién a
103 células/ml. Normalmente los patégenos alimentarios estan
presentes en los alimentos a concentraciones muy bajas, por lo tanto,

la deteccidn directa es practicamente imposible.

Por eso, se realizan grandes esfuerzos en intentar desarrollar
métodos de extraccion capaces de concentrar los microorganismos

diana, de separarlos de la matriz alimentaria y solucionar posibles
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inhibiciones de la reaccion de PCR causadas por sustancias

presentes en los alimentos. 8

2.2.9.3 Otros métodos de deteccién rgpida

El sistema 3M petrifilm Salmonella express, es comunmente utilizado
en la industria de alimentos. El aislamiento e identificacion de
Salmonella spp. se realiza mediante métodos de cultivo tradicionales
y consiste en una serie de etapas que requiere excesivo trabajo y
puede ocasionar una gran incertidumbre respecto a los resultados
obtenidos (3M Petrifilm 2013).

El sistema 3M Petriflm Salmonella Express System (SALX) es
utiizado como prueba cualitativa para la rapida deteccion y
confirmacion bioquimica de Salmonella spp., en alimentos
reemplazando la metodologia tradicional; es un medio cromogénico
listo para el andlisis que contiene un agente gelificando soluble en
agua fria; compuesto por el 3M™ Enriquecimiento Base para

Salmonella (Mezcla de nutrientes, mezcla selectiva).

Ademas, el sistema 3M™ Suplemento para Enriquecimiento de
Salmonella (Agentes selectivos), Medio Rappaport Vassiliadis
(Cloruro de magnesio, cloruro de sodio, caseina peptona, fosfato de
monopotasio, verde malaquita, agua desmineralizada), la Placa
3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (bilis rojo violeta y un agente
gelificante soluble en agua fria) y el Disco de Confirmacion 3M™
Petriflm™ Salmonella Express (Citrato, TSI, Urea, Fenilalanina,

lisina, arginina y ornitina). 8

Sistema API 20 E
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Los sistemas API son pruebas bioquimicas simplificadas para la
identificacion de bacterias y se han disefiado diferentes kits
comerciales para varios grupos de bacterias como: enterobacterias,
lactobacilos y anaerobios. Las pruebas individuales consisten en
sustancias quimicas deshidratadas en un conjunto de cépsulas de
plastico (moldeadas en una tira de plastico) que se inoculan con una
suspension bacteriana. El kit APl 20E se ha adaptado para la
identificacibn de bacterias Gram negativas distintas de las

enterobacterias para las que se disefié originalmente.®8

Muchos de los evaluadores de nuevos sistemas de identificacion
compararon esos sistemas con la APl 20E. Las evaluaciones
originales de API 20E informaron tasas de precision de 88.4% (13) y
94.6% (11) a las 24 horas con una base de datos de 11 géneros y 17
especies. No se han realizado cambios en la seleccién de pruebas
bioguimicas incluidas en la franja 20E durante los ultimos 19 afios,
pero la base de datos en el indice de perfil analitico se ha ampliado
y actualizado muchas veces y ahora incluye 19 géneros y 64
especies. Encontrandose también en una base de datos asistida por

computadora.

Evaluamos la API 20E frente a pruebas bioquimicas convencionales
para determinar si la precision de la API 20E para la identificacion de
cepas de enterobacteriaceas sigue siendo comparable a la informada
hace 19 afos o si las expansiones de la base de datos han resultado

en una disminucioén de la precision. &’

CHROMagar
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Medio cromogénico para el aislamiento de especies de Salmonella,
incluidas S. typhi y Salmonella lactosa positiva. Este medio cumple
la norma ISO 6579: 2002. Mediante la deteccion de Salmonella
lactosa positiva en color malva intenso. Principios: En el CHROMagar
Salmonella, ciertas peptonas seleccionadas suministran los
nutrientes. Los organismos gram negativos suelen verse inhibidos a

consecuencia de la base selectiva del medio.

La adicibn de un agente antifungico impide el crecimiento de
especies de Candida y se utilizan otros agentes antimicrobianos para
inhibir el crecimiento de bacterias gram negativas no fermentadoras
de glucosa y especies de Proteus, que podrian superar en
crecimiento a las colonias de Salmonella. Se incluye una mezcla
cromégena en el medio, debido a diferencias metabdlicas en
presencia de ciertos cromogenos, las colonias de especies de
Salmonella presentan un color malva (rosado a morado), mientras
gue las bacterias no deseadas se ven inhibidas o producen colonias

verdes azuladas o incoloras. 8889
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2.3 Definicién operacional de términos®0.91.92,93,94

Salmonella: Son bacterias gram negativas aerébicas facultativas, habita en

el intestino de los animales y aguas residuales.

Salmonelosis: Es una enfermedad gastrointestinal debida a una infeccion

de Salmonella transmitida por alimentos.

Intoxicacion alimentaria: Esla enfermedad que resulta de la ingestion de
alimentos que contienen toxinas generadas por microorganismos. La

enfermedad es debida a la ingestién y accion de la toxina activa.

Ovoproductos: Son derivados del huevo, tras su procesado para eliminar
cualquier riesgo sanitario, alargar la vida util y/o facilitar el manejo del huevo
en industrias alimentarias. Puede ser huevo entero o clara y yema. Evita la
manipulacion de cascaras y adaptan su composicion y caracteristicas

funcionales a las necesidades de los usuarios.
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Bacterias aerobias mesofitas: Bacteria que descompone la materia

organica a temperaturas que oscilan entre 30y 40 C.
Pienso: (Alimento para animales) todo material simple o compuesto, ya sea
elaborado, semielaborado o sin elaborar, que se emplea directamente en la

alimentacion de animales destinados al consumo humano.

Actividad del agua (aw): Es la cantidad de agua libre que esté disponible en

los alimentos para el crecimiento microbiano.

2.4 Hipotesis
El método de cultivo horizontal ISO 6579:2002 frente al FDA-BAM tuvieron

un alto rendimiento diagndstico para el aislamiento de Salmonella spp. en

ovoproductos.
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2.5

Variables e indicadores

Variable Indicador Tipo Escala de Valores
medicion
Meétodo de cultivo Aislamiento de Aislamiento positivo:
. colonias. Unidad
horizontal ISO i Numérica Discontinua
. Formadora de Colonia Salmonella>1 UFC
6579: 2002 (UFC)
(V. Dependiente) Aislamiento negativo:
Salmonella < 1 UFC
Método de cultivo Aislamiento de ISO: Pre-enriquecimiento
EDA-BAM colonias. Unidad Enriquecimiento selectivo
' Categorica Nominal Aislamiento e identificacion

Formadora de Colonia
(V. independiente) (UFC)

Confirmacion bioquimica y serolégica.

FDA: Pre-enriquecimiento
Enriquecimiento selectivo
Aislamiento e identificacion

Confirmacion bioquimica y seroldgica.
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CAPITULO IIl;
DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo de investigacion

Para el desarrollo de este estudio se empled el tipo de investigacion
descriptiva, transversal, prospectiva. El enfoque de investigacién fue
cuantitativo.

3.2. Ambito de Investigacion

El dmbito de investigacién estd referido a las Ciencias de la Salud y
Microbiologia Alimentaria ligado a las prioridades de seguridad alimentaria,
toxico-infeccion y sanidad.

3.3. Poblacion y muestra

Para la presente investigacion solo se incluiran huevos de gallina evaluados

en la huevera Negociaciones VADIS S.A. (Lima, Pera), respetando los

siguientes criterios de exclusion e inclusion establecidos previamente:
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3.3.1. Poblacioén

Se analizaron todos los huevos referidos a la Huevera Negociaciones VADIS
S.A. (Cercado de Lima, Perd) para su andlisis y comercializaciéon. Todos
estos fueron incluidos en el procesamiento semiautomatizado para la
obtencion de ovoproductos en tres etapas: 1) Etapa de recepcion y
evaluacion macroscépica de los huevos, 2) Lavado simple de huevos, y 3)
procesamiento automatizado de rompimiento y distribucion de ovoproductos

en diferentes sistemas.

3.3.2. Muestra

La muestra fue constituida por todas las muestras referidas para andlisis
microbioldgico de cada ovoproducto. Para establecer el tamafio muestral se
calculo usando EPIDAT 4.1 (Xunta de Galicia, Espafa) considerando una
sensibilidad de 95%, una heterogeneidad de 50% y una margen de error de
0,05 obteniéndose un tamafio muestral de 384 muestras de huevos referidos
para su analisis microbiolégico de Salmonella con los métodos ISO
6579:2002 y FDA/BAM, durante el periodo de setiembre del 2016 a octubre
del 2017.

Se analizaron un total de 1 130 580 huevos procesados durante las 15
semanas de estudio con un tamafio muestral de 384 muestras de
ovoproductos como minimo respetando los siguientes criterios de inclusién y

exclusion:

Criterios de inclusién

o Huevos adecuadamente conservados (Anexo 4).
o Ovoproductos almacenados por menos de 24 horas.

o Ovoproductos derivados con cédigo de seguimiento de Lote.
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Criterios de exclusién

o Huevos rotos, quebrados o evidentemente contaminados.
o Huevos que no tengan el peso y tamafio adecuado.

o Huevos que contengan en su interior un embrién.

Cultivo microbiolégico

Medios de cultivo
Los protocolos de preparacion de los medios de cultivo utilizados en cada

etapa se describieron como material suplementario (Anexo 5).

Fase de enriguecimiento: se utilizé la mezcla de caldo infusién cerebro-
corazdn — BHI (Merck, Darmstadt, Alemania) con agar peptona (Oxoid,
Hampshire, England) para 225 ml y caldo lactosado (Merck, Darmstadt,
Alemania).

Fase de enriquecimiento selectivo: se utilizé caldo Rappaport-Vassiliadis
con Caldo Tetrationato segun Mueller-Kaufman (Oxoid, Hampshire, England)
en proporcion de 4,5 gr cada uno. Ademas, caldo selenito-cistina (Merck,
Darmstadt, Alemania). Todas las fases de enriquecimiento se llevaron a cabo
en tubos de vidrio de 28x200mm (Pyrex, Massachusetts, USA).

Fase de aislamiento e identificacion: se realiz6 sobre Agar XLD (Oxoid,
Hampshire, England), agar verde brillante (BD, Heidelberg, Germany) y Agar

Salmonella-Siguella - SS (Britania, Caba, Argentina).

Fase de diferenciacion bioquimica: se utilizé agar TSI, LIA, SIM, Citrato y
Urea (Oxoid, Hampshire, England). La prueba de indo se realiz6 sobre medio

sim con tiras embebidas en reactivo de Kovocac’s (Merck, Darmstadt,
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Alemania). Todas las fases de diferenciacion bioquimica llevaron a cabo en
tubos de vidrio de 13x100mm (Pyrex, Massachusetts, USA).

3.4 Procesamiento de cultivo

Todas las etapas del procesamiento de cultivo se realizaron en conformidad
con los protocolos de trabajo para el aislamiento microbiolégico de
Salmonella en los métodos ISO 6579:2002 y FDA/BAM descritos con

anterioridad (Anexo 2 y 3).13.14.37.38

Se confirm6é la presencia de Salmonella con pruebas serologicas y

moleculares como se han realizado en estudios anteriores?® (Grafico 4)

Fase de enriguecimiento: Para realizar la fase de Pre-enriquecimiento se
obtuvieron las muestras de 25 ml de ovoproductos en un recipiente de
plastico, el cual se procedi6 a inocular en la mezcla de caldo infusion cerebro-
corazén BHI con agar peptona para 225 ml, del mismo modo en caldo

lactosado. Los inéculos se incubaron por 24 horas a 37°C.

Fase de enriquecimiento selectivo: Para realizar la fase de
enriquecimiento selectivo se utilizaron tanto caldo Rappaport-Vassiliadis con
caldo tetrationato segun Muller-Kauffmann proporcién de 4,5 gr cada uno, y
caldo selenito-cistina donde se inocularon las muestras procedentes del

enriquecimiento. Se incubo a 37°C por 24 horas.

Fase de aislamiento: La fase de aislamiento se realiz6 sobre agar XLD, agar
verde brillante y agar Salmonella-Shigella (SS). En estos medios de cultivo
se sembro por el método de estria completa y Dowell con un asa de siembre
tipo Khole de 100 uL. Las placas se incubaron por 24 horas a 37£2°C. La
lectura se desarroll6 de acuerdo con las caracteristicas morfologicas de las
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colonias, considerandose positivos las colonias sospechosas para

Salmonella.

Fase de diferenciacion bioquimica: Para la diferenciacion bioquimica se
empled la bateria de determinacion convencional: agar Triple Sugar Iron
(TSI), agar Lisina (LIA), Agar SIM, agar Citrato de Simmons y agar Urea.! Se
inocularon las cepas sospechosas de Salmonellade acuerdo con las
caracteristicas de cada medio semisélido y sélido, se incluyé la prueba de
indole el medio SIM. Se incubaron por 24 horas a 37°C. Se consideran
positivos para Salmonella spp la que manifestaron el siguiente resultado:
Todos en escala semicuantitativa TSI:K/A (+, ++, +++); LIA: K/K 0 K/A (++,

+++); SIM: (+,V,+); Citrato: (+/-); y Urea: (+/-) (Anexo 6).

3.4.1. Determinacién molecular

Se realiz6 el control externo periédico de lote mediante Reaccion de
Cadena de Polimerasa (PCR) en un laboratorio externo de
referenciaSGS Consultores. Se realiz6 la determinacion e identificacion
de Salmonella en muestras de huevo por PCR en tiempo real conforme

el método de Seo et al., (2004) descrito con anterioridad. %
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Grafico 4. Flujograma de trabajo para el aislamiento e identificacion de

Salmonella en ovoproductos.
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3.4.2. Control de calidad

Para asegurar la calidad del estudio se utiliz6 como control interno de
calidad la cepa ATCC 19430 Salmonella entérica subsp. enterica serovar
(American Type Culture Collection, USA) la cual fue analizada

simultdneamente con cada lote procesado (Anexo 6).

El control de calidad externo de los métodos bacterioldgicos
convencionales fue el andlisis molecular de Salmonela en los
ovoproductos, con estos procesos se aseguraron los resultados y la

calidad de los analisis microbioldgicos.

3.5 Procesamiento y analisis de datos

El analisis de datos se realiz6 en tres procesos basicos: codificacion,
tabulacion y construccion de tablas y graficos. La técnica que se utilizara para
la verificacion estadistica de los resultados fue mediante el analizador
estadistico IBM SPSS version 20.0 (Armonk, USA) y MS-Excel. Se
considerara valor de p<0,05 como estadisticamente significativo. Se utilizara
estadistica descriptiva y analisis de concordancia diagnostica Kappa Cohen,

pruebas diagnésticas (sensibilidad, especificidad, etc.)
3.6 Aspectos éticos
La investigadora desarrollo este estudio en cumplimiento con los estandares

internacionales de calidad y los lineamientos éticos de investigacion. Por lo

tanto, considero los datos Unicamente para este estudio.
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CAPITULO IV:

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados.

En el desarrollo del estudio se incluyeron 3140.5 jabas de huevos, cada jaba
contuvo 360 huevos y el total de huevos procesados fueron 1130580 en 15
semanas de duracion del estudio. ElI promedio de huevos fueron
75372147045 (rango:3600-222300), la semana ocho fue la semana con
mayor numero de huevos y la semana cuatro y nueve fueron donde se
procesaron menor cantidad de huevos. Los datos adicionales se muestran

en la tabla 2.
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Tabla2. Niamero de jabas y unidades de huevos procesados durante el tiempo de

estudio.

Semanas Numero de jabas* Numero de unidades
1 110 39600
2 175 63000
3 181 65160
4 100 36000
5 130 46800
6 120 43200
7 196 70560
8 617.5 222300
9 100 36000
10 225 81000
11 320 115200
12 295 106200
13 220 79200
14 180 64800
15 171 61560

Total 3140.5 1130580

*Cada jaba contiene 360 huevos.
Fuente: Primaria
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En la tabla 3, se analizaron los ovoproductos con un total de 286 bacterias aisladas,
donde observamos que en la semana 3 hubo mayor aislamiento en yema sin
pasteurizar, clara y huevo filtrado. Y la semana 15 hubo menores aislamientos en

yema sin pasteurizar, claray yema.

Tabla 3. Numero de bacterias identificadas por semana en ovoproductos

SEMANAS Total

Leyenda Dvopruductn 1 2 3 7 8 9§ 10 11 12 13 14 15

2 (Clara 4 16 15

4

1 Yemasinpasteurizar 3 0 12 8
3 12 28 4 8 12 12 8 8 1 153
0

5 6
4 4 § 8 12 1 8 12 4 12 1 112
g8 8
0 0

3 Yema o0 0 o o0 ¢ 0 0 0 4 0 2 ]

4 Huevofiltrado 3 0 120 0 0 0O 0 O O O O 0O 0 0 15
r r r r r r r F r r r r F F r
10 16 40 16 12 12 20 36 16 24 20 24 16 20 4 28

Fuente: Primaria
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Gréfico 5. Porcentaje total de bacterias aisladas por semana en ovoproductos en
la empresa VADIS S.A.
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Fuente: Tabla 4

En el grafico 5, se observan detalladamente los porcentajes totales por semana en
donde los ovoproductos con menor frecuencia fueron yema, presentes en las
semanas trece y quince con un 25% y 50% cada una, ademas de huevo filtrado en
las semanas uno y tres con 30% cada una. Al final de las quince semanas se aisl6
un total de 286 (100%) de bacterias.
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Tabla 4. Numero de bacterias identificadas por semana.

1

=T T R L ]

SEMANAS Total
LEYENDA IDENTIFICACION 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Escherichia coli (n=3) 3 0 0 0 OO O O O OO O O O O 3
Proteus mirabilis (n=134) 0 7 20 8 4 6 10 18 8 12 10 12 8 10 1 134
Edwardsiella tarda {n=137) 0 9 20 8 5 6 10 18 8§ 12 10 12 8§ 10 1 137
Salmonella spp.(n=5) ¢ 0 o0 0 3 0 ©0 0 O O O O O O 2 5
Acinetobacter spp.{n=2) 2 0 0 0O O O O O O 0 0 0 0 0 O 2
Otras Bacterias (N=5) 5 0 o o 0 o0 0 0 0 o o0 0 o o0 o0 5
"10 "16 "20 "16 "12 "12 "20 "36 "16 "24 "20 21 "16 20" 4 286

Fuente: Primaria

En la tabla 4, observamos el nimero de bacterias identificadas por semana de

estudio, precisando la mayor cifra de aislamientos en: Edwardsiella tarda con 137 y

Proteus mirabilis con 134 ademas de Salmonella spp. con 5 identificaciones

bacteriologicas respectivamente.
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VADIS S.A. durante el periodo de estudio.

Grafico 6. Porcentaje de bacterias aisladas en ovoproductos en la empresa
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Fuente: Primaria
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En el Gréfico 6 se revisa los porcentajes de bacterias aisladas mostrando con gran
predominio a Edwardsiella tarda con 47.9%, seguido de Proteus mirabilis con

46.8%, y con menor presencia a Salmonella spp. con 1.68%.

Se realizaron 286 aislamientos donde se identificaron las siguientes bacterias:
Escherichia coli (1.05%), Proteus mirabilis (46.85%), Edwardsiella tarda (47.9%),
Salmonella spp. (1.68%), Acinetobacter spp (0.68%), y otras bacterias (1.72%)
como Providencia una bacteria gram-negativa, fermentadora glucosa, no
fermentadora de lactosa, movil, y capaces de desaminar la fenilalanina; Klebsiella
pneumoniae, bacteria inmoévil, Gram negativa, anaerobia facultativa y con una
prominente capsula de polisacaridos, y Morganella morgani, bacilos gram-

negativos.

Tabla 5. Porcentaje de bacterias aisladas por ovoproductos durante el periodo de

estudio. Datos en n (%)

E coli Proteus mirabilis Edwardsiella tarda Salmonella spp. Acinetobacter spp. Otras Bacterias  TOTAL

Yemasin pasteurizar  1(0.3)  56(19.6) 55(19.2) 0(0) 1(0.3) 1{0.3) 114(39.9)
Clara 207 72(52) 74(25.9) 3(L0) 0{0) 207 153(53.5)
Yema 0(0) 0(0) 2(0.7) 2(0.7) 0{0) 0(0) 4(14)
Huevo filtrado 0(0) 6 (2.1) 6(21) 0(0) 1(0.3) 2(0.7) 15(5.2)
TOTAL i 134 (46.9) 137 (47.9) 5(1.7) 2(0.6) 5(1.7) 286 (100.0)

Fuente: Primaria

En la Tabla 5 se detalla el total de bacterias aislados en porcentajes durante el
tiempo de estudio, donde observamos los ovoproductos como: yema sin
pasteurizarse aislaron un total de 114 (39.9%) bacterias y donde se obtuvo el mayor
porcentaje fue en Proteus mirabilis con 56 (19.6%). En clara se aislaron un total de
153 (53.5%) bacterias donde se obtuvo el mayor porcentaje fue en Edwardsiella

tarda con 74 (25.9%), en los ovoproductos donde encontramos Salmonella spp.
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fueron en yema con 2 (0.7%) y clara con 3 (1.0%). En huevo filtrado se aislo6 un total
de 15 (5.2%) bacterias dando con mayor porcentaje a Edwardsiella tarda con 6

(2.1%) asilamientos, y a Proteus mirabilis con 6 (2.1%) aislamientos.

En la tabla 6 se describe el tipo de bacterias aislada por ovoproducto durante las
quince semanas de estudio. Donde los ovoproductos que tuvieron mayor
aislamiento de bacterias fueron yema sin pasteurizar (112 aislamientos), clara (153
aislamientos), sin embargo, los de menor aislamiento fueron yema (6 aislamientos)
y huevo filtrado (15 aislamientos). De 286 aislamientos bacterianos se determiné la

presencia de 5 (1.7%) cepas de Salmonela spp., en yema y clara.
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Tabla 6. Tipo de bacteria por ovoproducto en 15 semanas de estudio.

Yema sin pasteurizar Clara Yema Huevo Filtrado
E.coli  Acinetobacterspp. Otras bacterios  Total - E. coli Otras bacterias  Total - - - Total - Acinetobacter spp.  Otras Bacterias  Total
SEMANA 1 1 1 1 3 0 2 2 4 0 0 0 0 0 1 2 3
- - - - P. mirabilis E. tardg - - - - - -
SEMANA 2 0 0 0 0 0 7 9 16 0 0 0 0 0 0 0 0
- P. mirabilis E. tarda - P. mirabilis E. tardg - - - P. mirabilis E. tarda
SEMANA 3 0 6 6 12 0 2 2 16 0 0 0 0 6 ] 12
- P. mirabilis E tarda - P. mirabilis E tarda - - - - - -
SEMANA 4 0 4 4 2 0 4 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0
P. mirabilis E tarda - Salmonella spp. P, mirabilis E tarda - - - - - -
SEMANA 5 2 2 0 4 3 2 3 8 0 0 0 0 0 0 1] 0
- P. mirabilis E tarda - P. mirabilis E tarda - - - - - -
SEMANA 6 0 2 2 4 0 4 4 8 0 0 0 0 0 0 1] 0
- P. mirabilis E. tarda - P. mirabilis E. tarda - - - - - -
SEMANAT 0 4 4 2 0 6 6 12 0 0 0 0 0 0 0 0
- P. mirabilis E tarda - P. mirabilis E tarda - - - - - -
SEMANA 8 0 4 4 8 0 14 14 28 0 0 0 0 0 0 ] 0
- P. mirabilis Etarda - P. mirabilis E tarda - - - - - -
SEMANA 9 0 6 6 12 0 2 2 4 0 0 0 0 0 0 1] 0
- P. mirabilis E. Tarda - P. mirabilis E. tarda - - - - - -
SEMANA 10 0 3 3 16 0 4 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0
0 P. mirabilis E. tarda - P. mirabilis E. tardg - - - - - -
SEMANA 11 0 4 4 8 0 6 6 12 0 0 0 0 0 0 a 0
0 P. mirabilis E tarda - P. mirabilis E tarda - - - - - -
SEMANA 12 0 6 6 12 0 6 6 12 0 0 0 0 0 0 a 0
0 P. mirabilis E. tarda - P. mirabilis E. tarda - P. miribalis E. tarda - - -
SEMANA 13 0 2 2 4 0 4 4 2 0 2 2 4 0 0 0 0
0 P. mirabilis E. tarda - P. mirabilis E. tardg - - 0 - - -
SEMANA 14 0 6 6 12 0 4 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 E tarda - P. mirabilis - - - Salmonella spp. - - -
SEMANA 15 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 2 2 0 0 0 0
[TOTAL DE BACTERIAS 12 | 153 6 15 |

Abreviaturas: P. miribalis: Proteous miribalis, E.coli: Escherichia Coli, E. Tarda: Edwardsiella tarda.

Fuente: primaria

84



El rendimiento diagndstico para la técnica ISO 6579:2002 tuvo 143 aislamientos de
bacterias que coincidieron con la técnica FDA-BAM que también presento 143

aislamientos de bacterias.

Los métodos de cultivo horizontal 1SO 6579:2002 y FDA-BAM tienen alto
rendimiento diagndstico para el aislamiento de Salmonella spp., en ovoproductos
(Tabla 7). EI método de cultivo horizontal ISO 6579:2002 presento una sensibilidad
del 100.0% (IC 95%: 34.2 a 100.0%), una especificidad del 99.3% (IC 95%: 96.2 a
99.9%), un valor predictivo positivo de 66.7 % (IC 95%: 20.8 a 93.9%), valor
predictivo negativo de 100 % (IC 95%: 97.4 a 100%). Ademas, presento una
proporcion de falsos positivos de 0.7% (IC 95%: 0.1 a 3.8), una proporcion de falsos
negativos de 0.0% (IC 95%: 0.0 a 65.8), y una exactitud de 99.4% (IC 95%: 96.5 a
99.9).

Tabla 7. Concordancia del método ISO 6579:2002 para la determinacién de

Salmonella spp en ovoproductos

FDA
ISO — .
Positivo Negativo
Positivo 2 1
Negativo 0 143
IC 95%

indice Kappa 0.80 0.40a1.19

Fuente: Primaria

El acuerdo global entre prueba segun Coeficiente kappa de Cohen (overall inter-
test) indica que el grado de concordancia muy buena entre la técnica ISO 6579:2002
y (kappa 0.80). La proporcion total de concordancia observada fue de 0.99 y la

proporcion esperada al azar fue de 0.97.
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4.2. Discusién

Este estudio se evalud el rendimiento diagnostico del método de cultivo
horizontal ISO 6579: 2002 frente al método FDA-BAM para el aislamiento de
Salmonella spp. en ovoproductos en la empresa VADIS S.A, demostrando
gue hubo un buen rendimiento y concordancia; con una sensibilidad del
100% y una especificidad del 99.3 %, un valor predictivo positivo de 66.7%,
valor predictivo negativo de 100%. Ademas, presento una proporcion de
falsos positivos del 0.7%, una proporcion de falsos negativos de 0.0%, y una
exactitud de 99.4%. Dando un valor de kappa de 0.80, con una concordancia

muy buena.

Nuestros hallazgos indican una concordancia diagnostica buena para el
aislamiento de Salmonella spp con el método ISO 6579:2002. Estudios
previos, como el de Eyigor A, et al.,, (2010), indican un rendimiento
diagnéstico muy bueno con valores del indice Kappa de 0,96 para carne de
pollo, y de 1,00 para carne de pavo para el aislamiento de Salmonella spp
mediante el método 1SO6579:2002frente al método FDA-BAM?8. Nuestros
resultados concuerdan con este estudio, sin embargo, podria existir un sesgo
en esta comparacion dado que se evalué carne de pollo y pavo, en tanto
nosotros evaluamos ovoproductos, ademas pudieran existir diferencias en el

pre procesamiento de estas muestras.

Otro estudio realizado en Turquia demostré que tuvo una buena sensibilidad
(95.8%) y especificidad (100%) para carne de pollo, ademas de una
sensibilidad y especificidad del 100% en carne de pavo para el aislamiento
de Salmonella spp mediante el método ISO 6579:2002 frente al método FDA-
BAM.28 Nuestros hallazgos concuerdan con este estudio a nivel de
especificad, pero, no a nivel de sensibilidad diagnostica, ya que nuestros

hallazgos demostraron la mitad de rendimiento 6ptimo para el método ISO
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6579:2002 (sensibilidad de 50%) y este estudio indica una mayor

sensibilidad.

En el estudio de Feldsine (2003), evaluaron tres tipos de alimentos: queso
fresco, huevo en polvo y carne de ave para determinar la presencia de
Salmonella mediante los métodos The Official Methods of Analysis of AOAC
INTERNATIONAL (AOAC) y el método ISO 6579:2002. En el queso fresco
no hubo diferencias significativas entre ambos métodos para el nivel alto. En
huevo en polvo, el método ISO tuvo una sensibilidad de 97.3% para el nivel
bajo y 98.6% para el nivel alto, y con una especificidad del 100% para sendos
niveles. Para el método AOAC se obtuvo una sensibilidad y especificidad del
100% para ambos niveles. Para carne de ave de corral naturalmente
contaminado, con el método ISO tuvo una sensibilidad de 98.6% vy
especificidad de 100% asimismo para el método AOAC obtuvieron una
sensibilidad de 53.4% vy especificidad del 100% en el nivel bajo. Nuestros
hallazgos coinciden con este estudio a nivel de especificidad. Sin embargo,
no a nivel de sensibilidad diagnostica, ya que nuestros resultados
demostraron la mitad de rendimiento para el método ISO 6579:2002 y este

estudio indica una mayor sensibilidad.%

En el estudio de Castillo (2013), se determiné si la bacteria Salmonella spp
esté presente en huevos frescos. El resultado obtenido fue la ausencia de la
bacteria Salmonella spp en todas las muestras analizadas, esto nos muestra
gue la incidencia de huevos contaminados con Salmonella spp fue muy baja.
Sin  embargo, se evidencio muestras contaminadas con otros
microorganismos como Estafilococos coagulasa positiva y coliformes
realizados con el método FDA-BAM modificado. Nuestros hallazgos
discuerdan con este estudio por no haber aislado los mismos
microorganismos, ya que se trabajé todo el producto en general de los
ovoproductos (no solo con huevo freso),y que no se modifico el método FDA-

BAM.%
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En el estudio de Temelli (2012), se evalué la capacidad del método
bacteriologico el método de Salmonella de Vitek para el analisis de
inmunodiagnostico facil (VIDAS ESLM, Biomeérieux, Marcy L'Etoile, Francia)
para el aislamiento de Salmonella y el sistema de PCR LightCycler (LCPCR)
ademas complementando con el método ISO 6579:2002. Las tasas de
deteccion de Salmonella a partir de productos de carne de aves de corral
fueron de 5.8% para ISO y 8.69% para LCPCR, mientras que ninguno de
estos productos dio positivo por VIDAS. Para carne de aves de corral, los
resultados de deteccién de VIDAS y LCPCR coincidieron con ISO con una
precision de 97.2%, sensibilidad de91.7%y especificidad de 100% para
VIDAS, y 83.3, 100 y 75% respectivamente para PCR. El estudio indica que
el método de ensayo inmunodiagnéstico Vitek (VIDAS ESLM) y LCPCR son
métodos para complementar el método ISO 6579:2002 ya que demuestra ser

eficiente para el aislamiento de Salmonella.®®

En el estudio de Hyeon (2012) se determind la efectividad de dos caldos de
enriquecimiento selectivo Rappaport-Vassiliadis soya (RVS) y tullitato de
Muller-Kauffmann con novobiocina (MKTTn), para el aislamiento de
Salmonella de las cascaras de pollo. Asimismo, compararon el agar cromida
Salmonella (SM-ID 2), con agar de xilosa lisina desoxicolato (XLD).Sus
resultados demuestran que la sensibilidad méas alta fue la combinacion de
RVS-XLD con 99%, seguida de RVS-SM-ID 2 con 97%, MKTTn-XLD con
95%, y MKTTn-SM-ID 2 con 72%. La especificidad mas alta se encontré en
la combinacion (RVS-SM-ID 2) con 89%, 59% para MKTTn-SM-ID 2, 47%
para la combinacion RVS-XLD, y 0% para MKTTn-XLD. Ademas,
demostraron la sensibilidad y especificidad de los caldos de enriquecimiento
selectivos usados. Si extrapolamos estos datos al presente estudio, podemos
confirmar que el caldo RVS y el MKTTn son medios de enriquecimiento

selectivo adecuado para las investigaciones en ovoproductos.®?
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CAPITULO V:
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones.

Se concluye que:

La concordancia diagnostica entre el método de cultivo horizontal ISO
6579:2002 frente al método FDA-BAM para la identificacion de
Salmonella spp., en ovoproductos fue buena (kappa 0.80). La
proporciéon total de concordancia observada fue de 0.99 y la
proporcion esperada al azar fue de 0.97.

El rendimiento diagndstico presento una sensibilidad del 100.0%, una
especificidad del 99.3%, un valor predictivo positivo de 66.7%, valor
predictivo negativo de 100%. para el método de cultivo horizontal ISO
6579: 2002 frente al método FDA-BAM para el aislamiento de

Salmonella spp. en ovoproductos.
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e Se realizaron 286 aislamientos donde identificaron Escherichia coli
(1.05%), Proteus mirabilis (46.85%), Edwardsiella tarda (47.9%),
Salmonella spp. (1.68%), Acinetobacter spp (0.68%), y otras bacterias

(1.72%).
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5.2 Recomendaciones.

El presente estudio nos permitio demostrar que la técnica 1ISO 6579:2002
para la identificacion de Salmonella en ovoproductos tubo un alta rendimiento
diagnostico con resultados comparables y una alta concordancia diagnostica,
por lo que se recomienda su uso en los diferentes servicios a nivel de la
industria alimentaria para la determinacion microbiolégica de infecciones por

Salmonella spp.

El método ISO 6579: 2002 es ideal para:

¢ Recomendamos ampliar el estudio a otros centros de procesamiento
de huevo, para poder conocer el rendimiento global de las pruebas
microbioldgicas para el aislamiento de Salmonella.

e Se debe ampliar las evaluaciones moleculares de Salmonella en
ovoproductos, ya que los métodos bacteriolégicos presentan
dificultades técnicas durante su desarrollo.

¢ Debido a que no existen datos de estudios en el Pera, donde se hayan
validado métodos para ovoproductos, se hace necesario la realizacion
de mas estudios y proyectos que contemplen la validacién de métodos

microbioldgicos para la deteccion de Salmonella spp.
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ANexos



Anexo 1

Matriz de consistencia

Problema General

Principal

¢Cudl es el rendimiento diagndstico del
método de cultivo horizontal 1SO
6579:2002 frente al método FDA-BAM para
el aislamiento de Salmonella spp. en
ovoproductos?

Problemas Secundarios

a. ¢Cudl es la concordancia
diagnostica entre el método de
cultivo horizontal 1SO 6579:2002
frente al método FDA-BAM para la
identificacién de Salmonella spp. en
ovoproductos?

b. ¢Cudles son las pruebas
diagnésticas para el método de
cultivo horizontal ISO 6579: 2002
frente al método FDA-BAM para el
aislamiento de Salmonella spp. en
ovoproductos?

c. ¢ Cudles son las bacterias presentes
en cada ovoproducto?

Objetivos
Objetivo General

Determinar el rendimiento diagndstico
del método de cultivo horizontal 1SO
6579: 2002 frente al método FDA-BAM
para el aislamiento de Salmonella spp.
en ovoproductos.

Objetivos Especificos

a. Evaluar la concordancia
diagnostica del método de cultivo
horizontal ISO 6579:2002 frente al
método FDA-BAM para la
identificacion de Salmonella spp.
en ovoproductos.

b. Evaluar las pruebas diagnésticas
para el método de cultivo
horizontal ISO 6579: 2002 frente al
método FDA-BAM  para el
aislamiento de Salmonella spp. en
ovoproductos.

c. Estimar el tipo de bacteria
presente en cada ovoproducto.

Marco Teérico

Antecedentes de la Investigacion

Alberti y Burgos (2017) compararon el
desempefio de dos métodos para
detectar Salmonella; Assurance GDS
System y VIA TECRA,contra el método
de cultivo horizontal.

Romero QM, et al., (2015) compararon
el método convencional 1ISO 6579-2002
con PCR Tiempo Real como prueba de
Tamizaje para la deteccion de
Salmonella spp., en 25 muestras carne
molida.

Bird P, et al., (2014) compararon el
método de cultivo cualitativo cromégeno
Petrifilm de 3M™ SALX y el anélisis
bioquimico en el aislamiento de
Salmonella spp., en alimentos.

Alvarez PH. (2013) evalu6 dos métodos
(método USDA con caldo RV y caldo
Tetrationato en comparacién con medio
XLT4 y ISO 6579) para la deteccién de
Salmonella  spp en embutidos
artesanales.

No existen investigaciones donde hayan
realizado estudios comparativos sobre el
rendimiento  diagnostico entre  los
métodos de cultivo horizontal 1SO
6579:2002 frente al método de cultivo
FDA-BAM en ovoproductos para la
identificacién de Salmonella en el Perq,
o estudios afines sobre esta temética,
por lo cual considero, que el estudio que
estoy realizando, retine las condiciones
metodologicas y tematicas suficientes
para ser considerado como una
investigacion.

Hipotesis.

El método de cultivo

horizontal ISO
6579:2002 frente al
método FDA-BAM
tiene un alto
rendimiento
diagndstico para el
aislamiento de
Salmonella spp. en
ovoproductos.

Variables e Indicadores

Para demostrar y comprobar la hipétesis
anteriormente formulada, determinando
las variables e indicadores que a
continuacién se mencionan:

Variable 1 = Variable Dependiente:
Método de cultivo horizontal ISO
6579:2002

Indicadores:
Aislamiento de colonias UFC.

Tipo
Numérica

Escala de medicion
Discontinua

Valores

Aislamiento positivo:

Colonia sospechosa de Salmonella >1
UFC.

Variable 2 = Variable Independiente:
Método FDA BAM

Indicadores:
Aislamiento de colonias UFC.

Tipo
Categorica

Escala de medicion
Nominal

Valores

ISO: pre-enriquecimientos
Enriquecimiento selectivo

Aislamiento e identificacion
Confirmacién bioquimica y serolégica.

FDA: pre-enriquecimientos
Enriquecimiento selectivo

Aislamiento e identificacion
Confirmacién bioguimica y serolégica.

Metodologia
Tipo de Investigaciéon

Por el tipo de investigacion, el presente estudio
relne las condiciones metodolégicas de una
investigacion descriptiva, transversal, prospectiva.

Nivel de la Investigacion
De acuerdo a la naturaleza del estudio de la
investigaciéon, retne por su nivel las
caracteristicas de un estudio descriptivo,
transversal, prospectivo.

Disefio de la Investigacion: No Experimental

Método de la Investigacion

acion:  Huevos referidlos a la Huevera

Negociaciones VADIS S.A

Muestra: La muestra esta constituida por todas las
muestras referidas para andlisis microbiolégico
de cada ovoproducto. Con 286 muestras de
huevos referidos para su andlisis microbiologico
de Salmonella con los métodos ISO 6579:2002
frente al método FDA/BAM, durante el periodo de
setiembre del 2016 a octubre del 2017.

po de Muestra: No probabilistica por conveniencia.

Control de calidad: Se utiliz6 como control la
cepa ATCC 19430 Salmonella entérica subsp.
enterica serovar (American Type Culture
Collection, USA).

Técnicas. - método basado en las cuatro etapas:
pre-enriquecimiento en medio liquido no selectivo,
enriquecimiento en medio liquido selectivo,
aislamientos en medio selectivos y diferenciales y
confirmacién de colonias presuntivas aisladas.

Instrumentos: Tubos de vidrio,
placas petri, asa de siembra de Khole.

incubadora,

Andlisis de datos

Analizador estadistico IBM SPSS versién 20.0 y
MS-Excel. Se considerara valor de p<0,05 como
estadisticamente significativo.
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Anexo 2

(DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA ISO 6579:2002 PARA EL AISLAMIENTO DE SALMONELLA EN HUEVOS)

[Aﬁadir 25ml. de muestra a 225ml. de agua peptonada tamponada a temperatura ambientej

[Incubar a 37°Cpor 18 +/- 2 horas]

= S

[O.Iml. de cultivo a 10ml. de caldo RVSJ [lml. de cultivo a 10ml de caldo MK'I'I'n]

Incubar a 41.5°C por 24 horas. Incubar a 37°C por 24 horas.

Sembrar en medios selectivos XLD, BGA, Hektoen
Incubar a 37°C por 24 horas.
Bismuto, XLT4 incubar a 35°C por 48 horas.

[De cada placa seleccionar una colonia caracteristica.j

[Incubar en Agar Nutritivo e incubar a 37°C por 24 horas.]

/ \

(Conﬂrmacion bioquimica] [Confirmacion serologicaj

Caldo RVS: Rappaport-Vassiliadis con Soya.

Caldo MKTTn: Muller-Kauffman Tetrationato Novoviocina.
XLD:Xilosa Lisina Desoxicolato.

BGA: Agar Verde Brillante

XLT4: Agar Xilosa Lisisna Tergitol 4
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Anexo 3

[DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA FDA-BAM PARA EL AISLAMINETO DE SALMONELLA EN HUEVOSJ

incubando a 20-24°C por 96 horas

\

Afadir 1ml. a 10ml. Caldo Tetrationato Afadir 0.1ml. a 10ml de RV
Incubar a 35°C 22-26 horas. Incubar a 35°C por 22-26 horas.

[Aﬁadir 25ml. de muestra a 225ml. de Caldo Tripticasa Soya ]

Sembrar en BS, HE, XLD Sembrar en BS, HE, XLD
Incubar a 35°C por 24+/- 2horas. Incubar a 42°C por 22-26 horas.

Elija dos colonias tipicas de cada Elija dos colonias tipicas de cada
placa e inocule en TSI y LIA. placa e inocule en TSI y LIA.
Incubar a 35°C por 22-26 horas. Incubar a 35°C por 22-26 horas.

(Aplicar pruebas de identificacion bioquimica y serologica.)

RV: Rappaport-Vassiliadis.

BS: Bismuto Sulfito.

HE: Hektoen.

XLD: Xilosa Lisina Desoxicolato.
TSI: Hierro Triple Azucar

LIA: Agar Lisina Hierro.
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Anexo 4

EVALUACION DE PROVEEDOR DE SERVICIODE | S2.: CNE-EVT-F-01
TRANSPORTE Revision: 02

Fdagina: 4 de

1. DATOS GENERALES

EMPREZA DE TRANEFORTE
FEPREZENTANTE LEGAL DE LA EMPRE=A

DEIRECCION LEGAL

TELEFOMO

RUC

EMAIL

PRODUCTD A TRANSPCRTAR

2 REQUISITOS DEL VEHICULD DE TRANSPORTE

Requisitos
— Bl vehizulc de Tarepoite wo espaclc d UNIZar para Bl Ganspare 58 deDEra encamirar Impi y
d2einfz2ctado
- Bl vehlcuo de ranspone 0=bera coniar Gon Una CLoEna T3 © panhiuglas en 3 base de (3 ohd
la cuzl deberd eskar en buen estada.
-3 Ioldera yio cubk=nd del espacia = UOIZar para = TAnspoie Ge Je0erd ENcorirar en DUen es1ada.
-0 E= ManspoNaran producios Eias § OifaE QUE pUEdan Ooaslonar @ comaminackn o2 10s
productcs 3 transporar
ECERFTACION FINAL
Jac

Transportista
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Anexo 5

Triple Sugar Iron Agar

TSI-Agar

Cufture medium proposed by SULKIN and WILLETT (1940) and modifled by HAINA (1945) for kentifyling

Enterobacteriacean.

This medium compdies with the recommendations of the Interma-
tional Organization for Stamdardlzation (150) (1975), DIN Nornm
10160 for the examination of maat and DIN Morm 10187 for the
examination of milk. Its composition Is equivalent to that
recommended by the United States Pharmacopela XX (2003),
the Eurcpsan Pharmacopela || and the German examination
procedure for food acc. to § 35 LMBG.

Mode of Action

Degradation of sugar and accompanying acld production are
detected by the pH Indicator phenol red, which changes its
Colowr fToam red-orange bo yellow, on alKalinizathon It irns desp
red. Thicsulifate Is reduced to hydrogen sulflde by several spacies
of bacteria, the hydrogen sulfide reacts with an iron salt to glve
mlack Iron sulfide.

Typical Composition (g/flitre)

Peptone from casein 1000; peptons from meat 1000; meat extract
3.0; yeast extract 3.0; sodium chioride 53.0; lactose 1000 sucross
10.0; Di+}gucoss 1.0: ammonium ronflll) citrate 0.5; sodium
thiosulfate 0U5; phenod red 0U024; agar-agar 12.00

Preparation

Suspand &5 gllitre, dispense Into test tubes, autockave (15 min at
121 “C). Allow the medium to =olidify to glve slant-sgar tubes.
pH: 7.4 + 0.2 ar 25 "C.

The preparsd medium Is clear snd re.

Experimental Procedure and Evaluation

Streak the pura CUILLEE LINOBr IMeestigation on the siopad surface
and Inocoulate the butt of the same tube by a central stab.

Imcubation: up to 48 hours at 35 "C asrcbically.

Microorganisms Butt Slant surface Hz5-production

S.-typhosa 3 L1 - Oy In the upper
part of the butt, often
acoompaniad by ring
formation, may take
4E hours

5. paratyphi A 506G

5. choleraesuls 5G (1% -

5. pulloram 506G L1719 e

5. paratyphi B S5G 279 - Bt bilack

5. pyphimarium 5G [17.9 -

5. enteritidis 5G oA *

5. gallinarum 3 [17.Y e

Sh. dysenterias type 1 5 L1719 -

Sh. schmitzi 5 O -

Sh. boydil 5 oA -

Sh. mexnert 5 O -

Sh. fexnerl type & var. Newcastle 556G L1271 -

Alkalescens 5 ASE -

Sh. sommel 5 5 -

Dispar 5 5 -

Ent. asrogemnss 506G 5 -

Ent_ cinacas 5G 5 -

E. coll 506G 5 -

Cirobacter 5G 5 -

Klsbsialla 506G 5 -

Pr. wulgaris SG* g -

Pr. miratlis SG" A e Dirty

Pr. monganil SG* [17.9 - black-green

Pr. rettgert S} (a7 -

K. pneumonias 556G 179 -

Ps. aersginosa 0A L1 -

Al fascalls A, oA

Abbreviations:

= Caasoaur changes to red due 1o alkalinlzation

= Mo change In the original colcas of the oculture medium or
colour chamges 1o red owe Lo alkalmization

= Codour changes to yellow due bo acid production
= Codour changes to yedlow ana gas Is produced

oW W pO

Elackening due to Hz5 production

+
i

- = No blackening
- May be due to plgment production

- Some stralns: A, possibly withowt gas production

- On KLIGLER (double sugar Irom agar): A

Quality control

Literature

Bundesgesundheiisamt A&mtliche Sammilung von Uriesuchungsverfahren
mnach § 36 LMBG. Bouth Werlag Berlin, Koin.

Deutsches Arznelbuch, 100 Auflage, Chapter WII, 10

DIN Deutsches Institut fir Mormung: Untersuchung von Flelsch und
Flelscherzeugnissen. - Nachwels won Zaimonellen (Reforeneverfanmen).

- DIN 107600

DIN Deutscnes Institut for Mormung V. Mikrobsologiscne Mikchuntor-
suchung. Nadtweis won Salmonelien. Referensverfahren. - DIM 10E1T.
Europsan Pharmacopela 11, Chagter WIEL 10,

HAINA, A& - Triple-Sugar ron Madium for the idertification of the
ntestinal group of bacterta. - 1. Bact, 4%: 516-517 {1945).

Intermational Organizstion for Standardization: Meat and meat products.

- Dataction of Saimonella (Reference method). - Indernational Standard
130 F66E [1975).

SULKIN, ES_ = WILLETT, 1.C: A Tripie Sugar-Ferrous Suiphate Medum for
wuse Im dertification of emteric ceganisms. - 1. Lab Clin. Med_, 25; B49-B53
{19400,

United States Pharmacopela XXV, Chapter “Microbizl Limit Tests®, 2003

Ordering Informaticn

Product Merck Cat. No. | Pack size

Triple Sugar Iron Agar 1.03915.0500 S0 g

Tost strains Growtn Butt Slant surtaco
Eschertchila coll ATCC 25922 good [ very good yellow yellow
Citrobacter frewsndll ATCC BOSO good [ very good yellow and black yellow
Entercbacter cloacas ATCC 13047 good [ very good yellow yellow
Shegella flexnsr] ATCC 12022 Qoo [ very good wellow resd

Salmonella typhimuriusm good [ very good yellow and black red

ATCC 14028

Salmonella entertidis ATCC 13076 good f wery good yellow and black rad

Proteus mirabilis ATCC 14153 good [ very good yellow and black red and black
Proteus vulgarts ATCC 13315 good [ very good wellow 2nd black yellow
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 SIM Medium

Test cultura medium used to detect sulfide formation, indola production and matility for the identification of

Enterobacteriaceas.
The medium complles with the recommendations of APHA
(1952) ror food examination.

Typical Composition (g/litre)
Peptone from casein 20.0; peptone from meat £.6; ammonium
Ironilljcitrate 0.2; sodium thiosulfate 0.2; agar-agar 3.0.

Preparation

Suspend 30 gflitre, dispense Into bubes to glve a depth of about
4 om, autaclave (15 min at 121 "C}, allow to salldify Ina wertical
pasition.

pH: 7.3 + 0.2 at 25 "C.

The prepared medium Is clear and yellowlsh-brown.

Experimental Procedure and Evaluation

Introduwce & pure culture of the microorgantsm to be tested Into
the butt by puncture.

Incubation: 1E-Z4 mours at 35 °C aeroblcally.

Motiiity I1s Indicated by a diffuse turbidity of the culture medium
surrounding the puncture line. In case of Immotility, growth
takes place solely along the puncture line. Hy 5 formation Is
shown by a blackening Im those areas of the medium In which
microbial growth nas ocoured.

Aftar chacking the tubes for motility and H,5 production, the
Indole test Is parformed. The medivm Is cowered with a layer of
KOWACS Indode Reagent. Production of Indole causes the reagent
layer to become purple In colowr

Microorganisms H;5 | Indole | Motility

Escherichia - + -

Enterobacter - - kS

Clirobacter + - T

Klzbslella - - -

Salmonelia . - B

Shigella -

Prot. vulgarts + = kS

Prot mirabllis + - kS

korganel la - = kS

Rettgerella - = kS

Arizona + - kS

Hafnia - - =

Serratia - - kS

Providencia - * =

Edwardsialla + * =

¥ers. enterocolitica - -+ -

Quality control

Test strains Growth

Literature

American Pubdic Heaalth Association: Compendism of methods for the
microbiclogical examination of foods. - 3 g (19497,

COSTIN, 1.0.: Dee bicchemischa [demtifizierung der Enterobactenacmas.
Eritische Bemerkungen wur Prinzipien und Methoden. - Ikd. Bakt. |. Ref,
219; B1-151 {1961).

COSTIN, LD Orentierends Idertifizierung cbligat- wnd fakuiat)y-aerosr,
arspruchsbkoser, gramnegativer Stibchen von medizinischem Interossa.
- Med. Laber., 30; 197217 (1977

Ordering Information
Produect

Merck Cat. No. Pack size

SIM Medium 1.05470.0500 500 g

Bactident= Indole 1.11350.0001

{aropper bottis)

12 30ml

KOWALS Indale Reagent 1092030100 100 mi

1

Escherichia codi
ATCC 25522

ATCC 180ZE

HzS-formation Indele formation

Escherichia coll ATCE 25922 goad / very good

- + +

Escherichia call ATCC 4351 good / pery good

- + +

Kiebsiella pneurmoniae ATCC 13BB3 good / wery good

Enterobacter cloacae ATCC 13047 good / wery good

Saimomnella typhimuriam
ATCC 14028

good / wery good

Proteus wulgaris ATCC 13315

good / wery good
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Lysine Iron Agar

Test agar introduced by EDWARDS and FIFE (1961) for the simultansous detection of lysine decarboxylase (LDC) and
hydrogen sulfide (H;5) production for the identification of Enterobacteriaceae, especially for Salmonella and Arizona.

JOHNSON et al. (1966) and TIMMS (1971) cbtained good results
with Lysine lron Agar. ldentification is improved by using the
medium in combination with Triple Sugar Irom Agar (THATCHER
and CLARK 1968). HENNER et al. (1982) reported that Lysine
Iron Agar is superior to other comparable culture media for
differentiating between Proteus and Salmonalla.

Mode of Action

Lysine is decarboxylated by LDC -positive microorganisms to
give the amine cadaverine which causes the pH indicator
bromocresal purple to change its colour to violet As
dacarboxylation only ocours in an acidic medium (below pH 6.0,
the culture medium must first be acidified by glucose
fermentation. This medium can therefore only be used for the
differentiation of glucose-farmenting microoganisms.
LDC-negative, glucose-fermenting microoganisms cause the
entire culture medium to turn yellow. On prolonged incubation
alkalimisation of the culture medium surface may occur,
resulting in a colour change to violet. Hy5 production causss a
blackening of the culture medium due to the formation of iron
sulfidea.

Species of the Proteus-Providencia group. with the exception of
a few Proteus morganii strains, deaminate lysine to give
a-ketocarboxylic acid; this compound reacts with the iron salt
near the surface of the medium, under the influence of oxygen,
o form reddish-brown compounds.

Typical Composition (g/litre)

Peptone from meat 5.0; yeast extract 3.0: D{+)glucose 1.0:
L-lysine monchydrochloride 10.0; sedium thiosulfate 0.04;
ammomium iron(lll} citrate 0.5: bromocresol purple 0.02: agar-
agar 12.5.

Preparation

Suspend 32 gflitre, dispense into test tubes, autoclave {15 min at
121 "C). Allow wo solidify to give agar slants.

pH: 6.7 = 0.2 at 25 *C.
The preparad culture medium is clear and violet.

Experimental Procedure and Evaluation

Inoculate the medium with the pure culture under investigation
by streakimg it onto the slant surface and by a central stab imto
the butt.

Incubation: 16-24 hours at 35 °C asrobically.

Characteristic reactions of some Entercbacteriaceae cultured on
Lysine Iron Agar:

Microorganisms Butt Slant Hy5
surface | produc-
tion
Arizona wiolat wiolet +
Salmonella® wiolat winlet +
Proteus mirabilis Protaus yelbow rad- +
wulgaris brown
Proteus morganii Proteus yelbow rad- -
rettgeri brown
Providencia yelbow rad- -
brown
Citrobactar yelbow wiolet +
Escherichia welbow wiolet -
Shigealla yelbow wiolet -
Klabsiel la wiolat winlet -

* Exception: Salm. paratyphi A [no lysine
decarboxyloaze production, butt - yellow, slant surface viclet)

Literature

EDWARDS, PR., a. FIFE. MLA_: Lysine iron agar in the detection of Arizona
cultures. - Appl. Microbiol., 9; 476-480 (1951).

EWING, W_.H., DAVIN, B R, 2. EDWARDS, P.R.: The decarboxylase reacticns
of Enterchacteriacese and their valee in taxonomy. - Publ. Hith. Lab., 18;

T7-83 (1960).

HEMMER, 5., KLEIH, W, SCHMEIDERHAN, M., BURDW, H., FRIESS, H.,

CRANDJEAN, C.: Reibenuntersischungen an Rind- und Schweinefleisch auf
Salmonellen. - Fleischwirtsch., 62; 322-323 (1332).
JOHNSON, LG, KUNZ, L.1., BARRON, W., =. EWING, W.H.: Bicchemical

differen

-Appl. Microbiol., 14; 212-217 (1986).

RAPPOLD. H., = BOLDERDUK, FF.: Modified lysine iron agar for isolation
of Salmonella from food. - Appl. Enwviron. Microbiol., 38; 162-163 [1579).

THATCHER, F 5., a. CLARK, D.5.: Microarganisms in FOOD (University of

Toremo Press. 196E).

ion of the Enterobacteriaceae with the aid of Lysine-iron-Agar.

TIMMS, L.: Arizona infection in turkeys in Great Britain. - Med. Lab. Techn.,

28; 150-156 (12971).
Ordering Information

Product Merck Cat. No. Pack slze
Lysine lrom Agar 1. 1164000500 500 g
Lysine Iron Agar
Quality control
Test strains Growth Butt Slant
Shigella flexneri ATCC 12022 good [ wery good wellow wiolet
Escherichia coli ATCC 25022 good [ wery good wellow winlet
Salmonella typhimurium good [ wery good wiclet and black wiolet
ATCC 14028
Salmonella enteritidis NCTC 5188 good [ wery good wiolet ard black wiolet
Citrobacter freundii ATCC BO90D good [ wery good wellow and black winlet

Proteus mirabilis ATCC 22006 good [ wery good

yellow and black

raddish-brown

Morganella morganii ATCC 25830 good [ wery good

yellow

raddish- brown  violet

Citrabacter frewndii
ATCC 2090
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Britania®
Christensen Medio
(Urea Agar Base)

uso

Medio ufiizado para diferencar mécroorganismos en base & la ac-
fthidad uredsica.

Se utiize pera identificar bacteries que hidrolizan ures, tales comao
Proteus spp. obras enfercbactenas y estafilococos.

FUNDAMENTO

En &l medio de culfivo, la tipteina y la glucosa, aporien los nu-
trientes para el desarrolio de microonganismos. B doruro de sodic
mantiene el balance csmitica, ¥ el rojo de fenol es el indicador de
pH. El agar es &l egents sobdificante.

Las bacterias hidrolizan la urea por medio de ka enzima ureasa e
ran amoniaco ¥ didxido de carbona. Estos productos slcslnizan e
medio de cuftivo haciendo virar &l indicador rojo de fenol del color
amaerillo al rojo.

Es recomendado especialments pera le deteccidn de la sctividad
uredsice en bacteries que hidrolizan lentemente la urea ya gua =
fermentecidn de ka glucosa presenie activa la enzima ureasa mi-
orohiena. Este es el caso de Klebsiella spp., Entercbacter spp v
Citrobacier spp.

CONTEMNIDO Y COMPOSICION

Cddigo BO210906: ervase x 100 g.
Cddigo BO210906: envese x 500 g.

FORMULA (en gramos por litra)

TRIFTERA 10
SLUCOSA, 10
CLORURD DE 50010 50
FOSFEATO MONDOPOTASICD 20
ROJU0 DE FENOL oaore
AGAR 150

pH FINAL: 88 + 0.3

CONTROL DE CALIDAD

MICRODRGAMNISMOE CRECIMENTO COLOR DEL
MEDIC

Proteus mirabills

ATCIC 43071 + Rojo rosadn

Kichsiclia preumoniac:

ATCC To0E03 + Roja rasadn

E=charichia col

ATCC 25070 - Amariio

Salmoncla typhimurnum

ATCT 14078 - Amariio

CONTROL DE ESTERILIDAD RESULIADD

Madio sininocular S0 cambios

LIMITACIONES

-Bacterie= gue hidrolizen lentamente la ures, como ser especies de
Klebsiella, Enterobacter y Citrobecter, viren &l color rojo rosedo de
todo el medio de cultivo luego de 24 horas de incubsecidn, por eso
=& recoméende incubar el medio hasta T2 horas.

-Mo celentar o sobrecslentar el medio de cultivo porgue la wrea s=
descompone facimente

MATERIALES HECESARIOS NO PROVISTOS

Equipos y metarial de laboretoho, microorgenismos pera confrol de
calided, reactivos y medios de cultivo edidonales segun requeri-
mientao.

PRECAUCIONES
- Solemente pars uso diagndstico in vitro. Uso profesionsl axdhu-

REF |BO210906

REF |BO210905

INSTRUCCIONES

Suspender 24 g del polvo en 950 ml de sgua purificada. Dejar
repasar 5 minutos. Calentsr con agitacdn frecuente y llevar a ebu-
llicitin pera disolucidn total Distibuir en recipientes apropiados y
esterilizar en autoclave a 1 21°C durante 15 minutos. Endriar 2 505C
y egreger 50 ml d2 una solucidn de urea sl 409 previamente es-
terilizade por fifrecidn o doroformo. Freccioner en tubos ¥ dejar
solidificar &l medio en pico de flauta con fondo profunda.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

Medic de cultvo deshidratedo: color rosa daro, homogénea, libre
deslizamienio.

Medio de culttvo preperado: color emarillo

ALMACEMAMIENTD
Medic de cultive deshidratado a 10-35 *C.
Medio de cultvo preperado & 3-8 °C.

PROCEDIMIENTO

Siembra

A partir de un culive puro del microorgenismo en estudio, estrier la
supearficie del medio an &l pico de flaute

S& recomienda no punzer |e capa profunda para controler 1 color.

baci
En asrobéosis, 2 35-3T °C, durante 18-24 horas.

Los microorgenismos gue hidrofizen 13 ures lentamente pueden re-
guerir hesta T2 horas de incubacidn.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Microorganismos que hidrolizan la urea: al medio de cultive as
de color rosedo-rojizo.
Microorganismos que no hidrolizan la urea: =l medio de cultvo
permanece de color amarila.

SO

- Mo utilizer el producto =i &l recibirlo =u envase estd shierto o da-
fiada.

- Mo ufilizar el producto = existen signos de contaminecidn o dete-
riora, asl como tampoco =1 ha expirado su fecha de venamiento.

- Uifiirar guenies y rope proteciora cuendo se manipula el produoc-
ba.

- Considerar las muestras como pofencialments infecciosas y ma-
ripularias epropiademente siguiendo las normas de bioseguridead
estahlecidas por el leboratorioo

- Las ceracteristicas del producto pueden elierarse =i no se consar-
vE Epropiadamente

- Descartar el producio gque no ha sido utlizedo y los desechos del
misma sagun reglementecionas vigentes

REFERENCIAS

- Christensen. 1846, . Bacteriol 52461,

- MecFeddin 1885, Meadiz for isoletion-cultwabion-identification-
meintenance of medical bacteria, volume 1. Williams & Wilkins, Bal-
tmaore, Md.

- Murrey PR, Beron, Pfeler, Tenover and Yolken. 1820, Manual of
clinical microbiclogy, Tth ed. American Society for Microbiobogy,
‘Washington, D.C.

- MacFaddin. 2000. Biochemical tesis for identfication of medical
bacteriz, 3rd ed, Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, Md.

INDICACIONES AL CONSUMIDOR
Uilizar el producto hasts su feche de vencimisntoo
Conservar el products segdn las indicacones del rdtulo.
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Salmonella Shigella Agar

uso

Medio de cultiwo selectivo y diferencial ulilizedo para el aislamisnto
de Saimonella spp. ¥ de algunas especies de Shigelia spp. 3 partr
de heces, efmentos y otros maieriales en los cusles =a sospeche
U prasancia

FUNDAMENTO

En &l madio de cultivo la pluripepéiona y el extrecho de came apor-
ten los nutrientes pare el desamallo microbianao.

Las =ales bikares y el verde brilante mhiben el desamollo de una
ampla variedad de baciernas Gram positvas, de la mayona de los
cofiformes y el desarrobo irvasor del Proteus spp.

La larinse es el hidraty de carbono fermentshle. El tinsulfaino de
sodio permite la formacidn de SH, que se evidencia por le forma-
cedn de suifuro de hiemra.

El rojo neutro ez & indicedor de pH v & agar es &l agenie sobdi-
ficante.

Los pocos microorganismos fermeniedores de laciosa capaces de
desamollar, ecdifican el medic haciendo virar & mojo el indicador de
pH. obienigndose colonias rosades o mojes sobre un fondo rojizo
Selmanella, Shigela y ofros microorganismos no fermentiedares de
laciose, orecen adecusdamente en el medio de cultivo, ¥ producen
colonies transparantes.

La produccidn de dodo sulfhédrico se evidencie como colonias con
ceniro negro debido & la formackdn de suffuro de hiemmo.

Pera aumentier la selectvided, 52 recomiends incubar previements
la muestra en Selenio Calde (Britaria”).

CONTENIDO ¥ COMPOSICION
Cddigo BO213B05: ervaze x 100 g.
Cddigo BO213B0E: envese x 500 g.

FORMULA {en gramos por litro)

FLURIPEFTONA. B
EXTRACTD DE CARNE 1y
LACTOSA, 1003
MEZCLADE BALES BILIARES, a5
CITRATD DE SOOI a5
TIOSULRATO DE 5000 a5
CITRATD FERRICO 10
WERDE ERILLANTE 00033
RO NEUTRO Does

AL 135
pH FINAL: T3+ 02

CONTROL DE CALIDAD

MICROORGAMNIEMOS  CRECIMIENTO COLORDE LA PRODUCCION

CoLOMA DE SH,
Salmonelia entesitidis Satisfactoria Incolora +
ATCC 13076
Salmonelia typhismunum Satisfactona Incclora +
ATCC 14028
Shigelia Aesmad Satisfactorio Incolora
ATCC 12022
Shigelia sorra Satisfactona oo
ATCC 25931
Protaus mirshilis Satisfartona Incoloa. +
ATCC 43071
Escharichia ool Inhibiciar parcial Foin-rosada
ATCC 25022 o ol
Entemcoccus fascalis Inhilbicidr pancial Incolora
ATCC 29213 0 ol
CONTROL [DE ESTERILIDAD BESULTADD

Madio =in inoculas Sn camblos

LIMITACIONES

- Por ser un medio aftamenta selectivo, eigunss pocas cepas de
Shigelle puedan no desamollar edecuadaments en el misma.

- Ocasionalments unos pocos microorganismos no patdgenos pue—
den desarrollar pero son facilmente diferenciados por su capacidad
de fermentsr |a lachosa

MATERIALES NECESARIOS NO PROVISTOS
Eguipos y matenal de laboretonio, microorgenismos pera confrol de

BO21 3805 B4 3806

INSTRUCCIONES

Suspender B0 g del polvo en 1 libbe de egua purificada. Reposar 5
mirutas y mezclar hasta homogeneizar, Calentar con agitacidn fre-
cuente y llevar a ebullicidn durante 1 minuto para disolucidn totel
Mo estarilizar en autoclave.

Enfrier y distribuir en placas de Petri estériles.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

Medic de cultwa deshidratedo: color rosado, homogéneo, bre des-
lizamiento.

Medio de cufive preparado: cokr naranjs kgeramenie cpalescen-
te.

ALMACEMAMIENTD
Medio de cultiwo deshidretedo a 10-35 =°C.
Medio de cultiwo preparado & 2-8 °C.

PROCEDIMIENTO
Siembra
Sembrer estriando directamente la superficie del medio de cultiva.

Incubacion
En aerobiocsis & 35-37 °C durante 18-24 horas.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Microor fe ntadores de lact cokonies rosadas
O rojzas.

Microorgani no fer d de lach colonias del
color ded meadio, incolores.

Microorgani pro de SH: colonias con centro ne-
gro.

calidad, reactiwos y medics de cultivo adicioneles =segiin regueri-
miento.

PRECAUCIONES

- Solamente para uso diegndstico in vitra. Uso profesional esclu-
sivoL

- Mo utlizer el productos =i &l recibirlo su emwase estd shierto o da-
fadao.

- Mo utilizar el producto = existen signos de contaminacidn o dete-
ricro, asl como tampoco =i ha expirado su fecha de wenamaento.

- Ufiirar gusnies y rope proteciora cuendo se manipula el produoc-
to.

- Considerar las muestras como pofencialmente infecciosss y ma-
nipularias spropiademente siguiendo las normas de biosegurided
establecidas por el leboratorio

- Las ceracterfsticas del products pueden slterarse =i no = conser-
va epropiademente

- Descartar =l producio que mo he sido ullzedo y los desechos del
mismao segin reglamenisciones vigentes.

REFEREMNCIAS

- Leifson. E 1935, Mew culture media besed on sodium desoxycho-
lete for the solabon of intesfinal pethogens and for the enumena-
tion of colon badlli in milk and water. .. Pathol. Bacienol. 40:581.

- Taylor W, and Harnis, B 1985. Isolation of shigeliae. Il Compa-
rison of plating media and enrichment broths. Am. J. Clin. Pathol
A4:-4TE

- MacFaddin. 1885, Madia for isolation-cultvation-identification-
maeintenance of medical becteria, volume 1. Williams & Willdns, Bal-
tmaore, Md.

INDHCACIOMES AL CONSUMIDOR
Ufilizar el producte haste su fecha de vencimiento
Consenvar el producto seguin las indicaciones dal rdbulo.
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EHI (Brain Heart Infusion) Broth

acc. |ISO 6888
Ordering number: 1.10493.0500

For the cultivation of various fastidious bacteria and for the cultivation of staphylococci for the plasma
coagulass test.

This culture Mmedium com plies with the specifications given by EN 1S5S0 6888 and APHA.
Mode of Action

This culbure medium is highly nutrtious and buffered to support the growth of fastidious and
nonfastidious mMmicroorganism, including asrobic and anasrobic bactena.

Braim heart broth is especially suited for the cultivation of staphylococci for the plasma coagulase test
acc. to EM IS0 6888

The growth of anasrobic or microasrophilic bacteria is considerably improved by adding small guantities:
of agar-agar (approx. 0_05-0_2 % article number 1 . 01514 _1000) before autoclaving to the broth_

Typical Composition

GranuCult™ BHI (Brain Heart Infusion}

Specified by 15O G358 Broth acc. SO GBE6

Enzymatic Digest of 10 gn

Animal Tissues MNutrient Substrate

Dehydrated Calf {Enzymatic Digest of

Brain Infusicomn 125 a4 Anmimal Tissue, Brain- 275 gf
Dehydrated Beaef s qil Heart Extract)

Heart Infusion 9

Glucose 2 qgrl D+ -Glucoss 2 gn
rMacl = gil rMacl 5 g
MNMazHPOs, anhydrous 2.5 an MazHFP Cs, anhydrous 2.5 afl
Water 1000 A W ater nfa
pH at 25 *C T4 0.2 pH at 25 =C T4 =02

Preparation

Crissolve 37 g in 1 1| of purified water. Dispense into smaller vessels and autoclave 15 min at 121 <C.
The broth is clear and brown. The pH value at 25 C is in the range of 7.2-T.6_

Experimental Procedure and Evaluation

Crepend on the purnpose for which the medium is used_

Storage

Store at =15 “C o +25 °C, dry and tightly closed. Do not use clumped or discolore=d medium. Protect
from LW hght (imcluding sun ight). For i wifro use only.

Quality Control

Function Control strains Incubation Method of Expected
control results
Staphyliococcus aureus
ATCC® 25923
SitrepfocoCoulsS DIhe Liiro nias
ATCC® 6305 22-26 h at 36-28 = C
Sfreplfococcus pyogernes asrobic
ATCC® 19615
Pseudomonas aersginoesa = th
Productivity ATCC®ITE53 Cualitative good to
Candida albicans 40-48 h at 36-28 ~C wery good
ATCC®= 80193 asrobic
Bacteraoides ragils 40-48 h at 36-38 =C
ATCC= 25285 anasrobic
Haemophilus influenza .4D_48 h 51.3.5'38 C.
ATCC®= 10211 microaercphilic and with
addition of X +W-facior

Please refer to the actual batch related Certificate of Analysis.
The performance test is in accordance with the current version of EN ISCO 11133,
Literature

APFHA (Z2012): Standard Methods for the Examination of Water. 227 ed. American Public Health
Association, Amercan Water Works Association, Water Environment Federation, W ashington, D.C.

1S Intemational Standardisation Organisation. Microbiology of food and animal feeding stuffe —
Horizontal method for the enumeration of coagulase-positive staphylococci (Staphylocococus aureus and
other species) - Part 1: Technigus using Baird-FParker agar meaedium. EN 150 6888-1:1999.

IS Intemational Standardisation Organisation. Microbiology of food and animal feeding stuffs —
Horizontal method for the enumeration of coagulase-positive staphylococci (Staphylococcocus aureus and
other species) - Part 3: Detection and MPMN technigue for low numbers. EMN 1SCO 6B88-22003.

1S Intemational Standardisation COrganisation. Microkbiology of food, animal feed and water -
Preparation, production, storage and performance testing of culture media. EN 1ISC 1113322014 .

Ordering Information

Product Cat. NMo. Pack size
GranuCult™ BHI {Brain Heart Infusion) Broth acoc.

IS0 BEESE 1.10493Z 0500 sS00 g
Agar-Agar, granulated, purified and free from 1.01514_ 1000 1 kg
inhibitors for microbiology
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Anexo 6

PRUEBAS FRECUENTES EN BACILOS GRAM NEGATIVOS

BACTERIA
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AR ERE

|
|
Klebstella ozaenae |
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Enterobacter cloacae

Enterobacter aglomerans
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Morganella morgami

Proteus mirabilis |

Proteus vilgaris |

Proteus retigeri
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Cirrobacrer freundil

Citrobacter diversus
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Edwarsiella tarda

S AR R R R R RA R R R R R

Serralia marcescens

] <l <l=l

Yersinia enterocolitica

Aeromonas spp.

LR

Ll R 2

Plesiomonas shigelloides

.

Vibrio cholerae

1

V. parahaemoiviicus
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Pseudomonas spp
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.
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Moraxella spp.

Acinetobacrer spp.

.
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--++++;§

L = Fermentacion de lactosa
S = Fermentacion de sacarosa
G = Fermentacion de glucosa
H2S = Produccion de H2S
GG =Gas de glucosa

Li = Descarboxilacion de lisina

I = Produccion de indol
Mo = Movilidad

C = Asimilacion del ¢itrato
U = Hidrdlisis de la urea
MR = Rojo de Metilo

VP = Voges Proskauer

Ox = Oxidasa
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