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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo, el determinar la presencia de
enterobacterias en pollo no refrigerado, que se expende en el mercado 27 de
Febrero de la ciudad de Cuenca. La metodologia que se utilizd, consistié en tomar
60 muestras de pollo en dicho mercado; con las que se trabaj6é en los laboratorios
de la Universidad del Azuay, con pruebas bioquimicas, para lo que se utilizé el kit
Microgen GN-ID A + B.

Luego de las pruebas bioquimicas, se obtuvo como resultado que, todas las
muestras se encuentran contaminadas con algun tipo de bacteria, perteneciente a

la familia de las enterobacterias.

Escherichia coli, representa el 67%; seguida de Escherichia coli inactiva, con el
13%; Serratia liquefaciens, con el 7%; Burkholderia pseudomallei, con el 5%;
Aeromona hidréphila, Salmonella serotipo choleraesuis y Citrobacter braakii con el

2%; y finalmente, Salmonella grupo Il y Serratia odorifera con el 1%.

Palabras clave: Enterobacterias, Escherichia coli, Seguridad, Pollo, Mercado.
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ABSTRACT

This paper aims to determine the occurrence of Enterobacteriaceae in raw chicken meat
sold at the 27 de Febrero market in the city of Cuenca. The methodology used consisted
of collecting 60 samples of chicken meat in the market; with which we worked in the
laboratories of Universidad del Azuay using biochemical tests such as the Microgen
GN-ID A + B kit. After biochemical tests are applied, the results evidenced that all
samples are contaminated with some type of bacteria belonging to the
Enterobacteriaceae family. Escherichia coli represents 67%; followed by inactive
Escherichia coli 13%; Serratia liquefaciens 7%; Burkholderia pseudomallei 5%;
Aeromona hidréphila serotype choleraesuis Salmonella and Citrobacter braakii 2%;

and finally, Salmonella group 11 and Serratia odoriferous 1%.

Keywords: Enterobacteriaceae, Escherichia Coli, Security, Chicken Meat, Market.
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“Determinar la presencia de enterobacterias en pollo no refrigerado, que se

expende en el Mercado 27 de Febrero de la ciudad de Cuenca”
INTRODUCCION

Ecuador es gran consumidor de carne en general, asi lo publicé la revista Lideres
el 15 de marzo del 2015: “Ecuador tiene la suficiente cantidad de carne para
satisfacer el consumo de sus habitantes. Cada afio se procesan alrededor de
220.000 toneladas métricas, que se obtienen del millon de reses faenadas en

camales formales.

Seis provincias de la costa concentran la mayor cantidad de poblaciéon de
ganado de carne. Manabi lidera el top de la produccién; el 40% del total de sus
reses va para el procesamiento de carne. Esta provincia junto con Loja, Pichincha,
Azuay, Chimborazo, Tungurahua, Cotopaxi y Carchi, son las que mas consumen

carne.

En lo relacionado al consumo de pollo en los hogares ecuatorianos, se ha
quintuplicado en los ultimos 25 afios, segun la Corporacion Nacional de Avicultores
del Ecuador (conave); ésta sostiene que, mientras en 1990 cada persona

consumia 7 kg al afio, en el 2013 este indicador ya se ubico en 35 kg al afio.

Asi mismo, conave sefiala el crecimiento de la produccion de pollo en toneladas
métricas para los afios 2010 al 2013: 467.419 tm. para el 2010; 489.730 tm. para el
2011; 495.447 tm. para el 2012; 510.310 tm. para el 2013. (Anexo 1). No se cuenta
con datos del 2015, pero se puede interpretar que la demanda es creciente en
cada afo, quizds por preferencia frente a las carnes rojas, o por el precio mas

asequible que la carne de res.

La poblacion ecuatoriana en general y la cuencana en particular, se encuentra
en un proceso de involucramiento paulatino en la demanda de alimentos cuya

inocuidad esté mas garantizada, como es el caso de los supermercados; tal vez



Reinoso Coronel, 2

debido a las condiciones socioeconémicas, o a las tradiciones de consumo, siendo
indudablemente los mercados populares la opcion mas asequible para la
adquisicion de dichos alimentos.

Al ser el pollo un producto alimenticio al alcance de todas las clases sociales,
tiene l6gicamente gran demanda en la ciudad de Cuenca; este se lo comercializa

mayoritariamente en los mercados populares de la ciudad.

Su expendio no se lo hace en condiciones de salubridad adecuadas, ya que los
encontramos ubicados sobre cualquier meson o contenedor, lo que no garantiza la
inocuidad de este producto. Igualmente, los pollos llegan al mercado en camiones

abiertos, lo que incrementa la posibilidad de contaminacion (Anexo 2).

De acuerdo con los datos proporcionados por el Sistema de Vigilancia
Epidemiol6gico del Ecuador, perteneciente al Ministerio de Salud Publica, segun el
anuario publicado hasta el afio 2014, se presentan 181 casos de intoxicaciéon
alimentaria en la provincia del azuay para el afio 2014; este dato demuestra que ha
habido una reduccion significativa, frente a los 477 casos en promedio de los 4
afios anteriores; pero que sin embargo no deja de ser preocupante para los
organismos de salud publica.

Las enfermedades Diarreicas se han contabilizado en 3659 para el afio 2014.
segun la OMS y, apunta a varias causas como responsables de esta enfermedad,
la microbioldgica, representada por E. coli, es muy significativa en la contribucién

de la enfermedad.

Asi mismo, los casos y tasas de intoxicacion alimentaria y enfermedades diarreicas
en la provincia del Azuay son altos (Anexo 3). Conociendo que los carnicos, debido
a su composicion son un medio ideal de cultivo para el crecimiento de muchos
organismos, gracias a su alta humedad, compuestos de diversos grados de
complejidad, abundante suministro de minerales y carbohidratos fermentables

(glucogeno) de un pH favorable para la mayoria de los microorganismos entéricos.

Los alimentos de origen animal, pueden estar contaminados con
microorganismos, por diversas causas: los manipuladores que pueden llevar
microorganismos patdgeno durante los procesos de fabricacién, embalaje vy
comercializacion; la coccion incorrecta, mala refrigeracion o almacenamiento,
puede conducir a enfermedades transmitidas por la carne. Los patdgenos

alimentarios son los principales causantes de enfermedad y muerte en paises en
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desarrollo, que cuesta miles de millones de dolares en la atencion médica, costos

médicos y sociales (Fratmico et al., 2005).
Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae comprende un grupo extenso de bacterias
gramnegativas no formadoras de esporas, casi todas son anaerobias facultativas.
Son microorganismos ubicuitarios, lo que significa que es inevitable que puedan
entrar en la cadena alimentaria. Algunas especies son responsables de

toxiinfecciones (salmonela, Yersinia, Escherichia coli, Serratia, etc.).

Pueden causar diferentes tipos de infecciones; las infecciones de las vias
urinarias son los mas comunes, seguidos de la heumonia, infecciones de la herida
e infecciones de la sangre y del sistema nervioso central. Algunos géneros son
causas comunes de las infecciones intestinales como la enteritis y diarrea. También
constituyen una parte esencial de las infecciones nosocomiales, especialmente
relacionada con el catéter en el tracto urinario, con neumonia asociada. (Farmer
I, J., Boatwright, K.D. & Janda, J.M 2007).

Tabla 1. Miembros clinicamente importantes de la familia enterobacteriaceae
comunmente causantes de infecciones ( Tarnberg M

Genero Especies clinicamente importantes | Tipo comun de infeccion

Citrobacter C. freundii Neumonia, meningitis, septicemia,
infecciones de heridas

Enterobacter E. aerogenes, E. cloacae Neumonia, septicemia, infecciones
de heridas

Escherichia E. coli Infecciones urinarias, diarrea,
septicemia, meningitis neonatal,

Klebsiella K. pneumoniae, K. oxytoca infecciones endovascular.
Infecciones urinarias, neumonia,
septicemia

Morganella M. morganii Infecciones urinarias, septicemia

Plesiomonas P. shigelloides Diarrea, septicemia

Proteo P. mirabilis, P. vulgaris Infecciones urinarias

Salmonella S. enteritica Diarrea, la fiebre tifoidea, la
septicemia, infecciones del tracto
urinario, osteomylitis

Serratia S. marcescens, S. liquefaciens Infecciones urinarias, neumonia,
infecciones de la herida,

Shigella S. sonnei, S. flexneri Septicemia
diarrea, disenteria

Yersinia Y. pestis, Y. enterocolitica la peste, la enteritis, diarrea,
septicemia

Fuente: ( Tarnberg Maria 2012)
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Escherichia coli

Dentro de los patdgenos bacterianos de mayor importancia se encuentra
Escherichia coli, causante de la colibacilosis aviar y de cuantiosas pérdidas
econdémicas a nivel mundial (Baltzley y Rehberg, 2006).

La colibacilosis esun sindrome complejo caracterizado por lesiones
multiorganicas, tales como aerosaculitis asociada a pericarditis, perihepatitis y

peritonitis, que resulta en alta morbilidad y mortalidad (Jansen et al, 2003).

Hay varias cepas productoras de toxinas de E. coli que causan diarrea, pero la
mayoria de estas bacterias causan la aparicibn de las infecciones urinarias
(Donnenberg, M.S. 2005), especialmente entre las mujeres y las adolescentes.
Otros tipos de infecciones que pueden implicar E. coli son: meningitis, septicemia,

neumonia, infecciones intra-abdominales y ginecoldgicos.

Como integrante de la flora normal del hombre y de muchos animales, se lo
considera un germen indicador de contaminacion fecal cuando esta presente en el
ambiente, agua y alimentos, junto con otros similares agrupados bajo la

denominacion de "bacterias coliformes".

Las dos causas mas comunes de enfermedades diarreicas en paises en
desarrollo son los rotavirus y Escherichia coli. Las enfermedades diarreicas
pueden también transmitirse de persona a persona, en particular en condiciones de
higiene personal deficiente. Los alimentos elaborados o almacenados en

condiciones antihigiénicas son otra causa principal de diarrea. (OMS).
Salmonella

La infeccion debida a serovariedades no tificas de Salmonella spp. representa un
problema de salud publica a nivel mundial, que se ha agudizado con la apertura
econdmica y la globalizacion, debido a que el consumo de carne de pollo, huevos y
subproductos se ha incrementado en todo el mundo, existe sustancialmente un
mayor riesgo de infeccion. Se ha demostrado en la literatura (Betancor et al., 2010)
gue casi todas las canales de aves pueden estar infectadas; el nimero de
microorganismos puede ser bajo en un principio y aumentar como resultado del

manejo.
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Salmonella enterica serotypo choleraesuis

Entre los mas de 2.000 serotipos, Salmonella enterica serotipo choleraesuis
muestra la mayor predileccion para causar infecciones sistémicas en seres
humanos. La complicacion mas temida de serotipo cholearesuis en adultos es el
desarrollo de aneurisma micético, que antes era casi uniformemente fatal. Los
avances en las técnicas de diagnostico, la atenciébn quirtrgica y terapia
antimicrobiana han mejorado en gran medida la supervivencia de estos pacientes.
Sin embargo, la reciente aparicién de serotipo choleraesuis que es resistente a la
ampicilina, cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol y, en particular, los antibiéticos
de fluoroquinolona ha despertado preocupacién por el uso de estos agentes para el

tratamiento de la infeccidn sistémica causada por este organismo.

En vista de las graves consecuencias de la situacién, la cadena de transmision y
el mecanismo de la resistencia deben ser estudiados cuidadosamente para reducir
la propagacion de la infeccion y la amenaza para la salud humana. Hasta la fecha,
no hay vacunas disponibles para prevenir infecciones serotipo choleraesuis en los

seres humanos.
Salmonella group Il

Salmonella enterica subespecie salamae. A diferencia de la cosmopolita y aislada
con mayor frecuencia S. enterica, la subespecie salamae generalmente tiene una
distribucion mas restringida y no esta asociada frecuentemente con virulencia en
humanos o animales. Aunque aislada principalmente de aves de corral, un pequefio
namero de S. enterica subespecie salamae serovar Sofia estan aislados de otros

nichos incluyendo los seres humanos. (Chandry PS, 2012)

Esta nueva subespecie fue previamente Salmonella grupo 2. El microbio se
asocia tipicamente con los animales de sangre fria, pero puede ser un patégeno de
vez en cuando en el hombre y otros animales. Es una bacteria en forma de vara
Gram negativa que se asocia con la enfermedad gastrointestinal llamada
salmonelosis, caracterizada por coélicos y diarrea. Las varillas son rectas y por lo
general méviles. Se produce gas, cuando la fermentacién de azlcares, y sulfuro de
hidrégeno se encuentra con frecuencia. El crecimiento se produce de manera
Optima a 35-37 C.
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Serratia odorifera

En 1978, Serratia odorifera fue descrito como una nueva especie del genero
Serratia. Los habitats de S. odorifera en la naturaleza son relativamente
desconocidos, aunque de vez en cuando un aislado caso se ha recuperado en las
plantas. Rara vez ha sido S. odorifera aislado a partir de muestras clinicas, sin
embargo, se lo ha identificado como el causa de la enfermedad. (Chmel Herman
2012)

Se trata de gérmenes oportunistas, moviles y que fermentan la lactosa con
lentitud o0 no la fermentan. Serratia marcescens es la principal relacionada con las
enfermedades humanas. Se han comunicado raros casos de enfermedades
debidas a Serratia liquifaciens, Serratia raubidaea y Serratia odorifera. Entre las
infecciones nosocomiales Serratia provoca aproximadamente el 4% de las
bacteriemias y las infecciones del tracto respiratorio inferior y el 2% de las
infecciones de las vias urinarias, heridas quirdrgicas y piel. El tratamiento antibiético
de las infecciones por Serratia es complicado por la frecuencia elevada de

resistencia a multiples farmacos. (Puerta, Garcia,A. na)

Las especies de Serratia se encuentran en el suelo, en las plantas y en el agua.
En la poblacién sana, a diferencia de Enterobacter y Klebsiellas, sélo se observan

ocasionalmente en el tracto gastrointestinal o en las vias aéreas superiores.
Serratia liquefaciens

S. liquefaciens es una causa poco frecuente pero cada vez mas reconocido de la
sepsis relacionada con la transfusién y se asocia con una alta tasa de mortalidad
(Roth, V. R. et al 2000). Recientemente, dos brotes de S. liquefaciens infecciones
del torrente sanguineo en una unidad de cuidados intensivos y en un centro de
hemodialisis se han descrito; sin embargo, las fuentes ambientales de S.
liquefaciens sigue siendo poco clara. S. liguefaciens asomo tras la administracién
de una infusion de vitamina C por un meédico naturépata, que se asocié con un

desbordamiento del lavabo contaminada y pobres practicas de higiene.
Aeromona hidréphila

El género Aeromonas se ha reconocido desde 1891 como agente etiolégico de
enfermedades de varias especies de peces y ocasionalmente de mamiferos,

reptiles, anfibios y p4jaros. Recientemente algunas de las especies han emergido
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como un problema de salud publica para la poblacion humana provocando
infecciones intestinales y extra-intestinales que incluyen bacteriemia. Tomando en
consideracién que en algunos paises estos microorganismos se encuentran entre
las principales causas de diarrea, es oportuno dar a conocer la importancia de
estos microorganismos (Castro E. Graciela 2002).

Se caracteriza por la presencia de sangre visible en las heces, es una diarrea
mucopiosanguinolenta acompafada de pujos y tenesmos, en ocasiones presentan
prolapso rectal, fiebre elevada, gran anorexia, pérdida de peso rapida y dafio
mucosal producido por bacterias invasoras. En su fase inicial las bacterias pueden
producir toxinas que actGan como enterotoxinas produciendo una diarrea secretora

gque puede deshidratar al paciente en pocas horas.
Citrobacter braakii

Citrobacter, son bacilos gram-negativos que puede causar infecciones oportunistas
en huéspedes inmunocomprometidos. La identificacion de C. braakii se confirmé
mediante el Vitek 2 GNB tarjetas (BioMérieux Vitek, Hazelwood, Missouri, EE.UU.),
(entendiéndose que este método es similar al que se ha empleado en el presente
trabajo investigativo). Y el kit APl miniaturizado 50 CHE (BioMérieux, La Balme les
Grottes, Francia).

Rara vez estan implicados en la piel o infecciones de tejidos blandos. Citrobacter
braakii se refiere a los genomospecies del complejo freundii Citrobacter. No existen
estudios detallados de las infecciones causadas por las especies genéticas

especificas de nueva formacion.

Se describe un caso de peritonitis aguda causada por un inusual organismo
gram-negativa que se produjo en un paciente en didlisis peritoneal automatizada
(DPA) en una unidad de nefrologia. Un hombre de 62 afios de edad que habia
estado en tratamiento APD hace casi 2 afios fue admitido en nuestra unidad de
nefrologia para el dolor abdominal, fiebre, y el dializado peritoneal nublado. (Reina
Valdés A. 2003). El paciente fue cambiado de APD [peritoneal marea nocturna
dialisis (NTPD)] para la DP continua ambulatoria (4 intercambios diarios) y el
tratamiento antibiético empirico con cefotaxima 500 mg / bolsa por via
intraperitoneal (IP) mas tobramicina 0,6 mg / kg IP una vez al dia se inicié (el
paciente habia sido anarico durante casi un afio). Después de un mes a partir del
final del tratamiento antibiético, el WBCC vy la cultura peritoneal fueron negativos y

su condicion clinica fue muy buena.
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Burkholderia pseudomallei

Burkholderia pseudomallei es una gram -negativa, bipolar, aerobia, mévil, habita el
suelo en forma de barra. No forma esporas y es saprofita. La bacteria puede
infectar a los animales y los seres humanos a través del contacto directo, la
inhalacion, ingestion o heridas abiertas. Una de las cosas desagradables sobre esta
bacteria es que el periodo de incubacién de las infecciones puede ser desde un par
de dias a la par de afios. Esto ocaciona en la gente que pueden estar infectados sin
saberlo. La bacteria también puede llegar a sobrevivir fuera de un organismo

huésped.

Burkholderia pseudomallei causa la melioidosis (enfermedad de Whitmore en los
seres humanos) (Institut national de la santé na). Melioidosis normalmente infecta
los pulmones y provoca abscesos. La bronquitis y la neumonia son resultados
comunes de la bacteria. Esta bacteria es particularmente peligrosa, sin embargo, ya
que puede tomar varias rutas diferentes una vez que infecta, puede presentarse
de muchas maneras diferentes. Mientras los abscesos en el pulmén junto con la
bronquitis 0 neumonia son los mas comunes, también puede causar enfermedad de
la sangre, enfermedad renal, enfermedades del corazon, y méas. Por todo esto,
Burkholderia se ha ganado el apodo de pseudomallei (el gran imitador).

Objetivo General

o Determinar la presencia de enterobacterias en pollo no refrigerado, que se

expende en el mercado 27 de febrero de la ciudad de Cuenca.
Objetivos Especificos

e Determinar la presencia de enterobacterias que podrian estar presentes en

la carne de pollo que se expende en el mercado 27 de Febrero.

¢ Identificar los géneros de enterobacterias de mayor incidencia, presentes en

la carne de pollo.

e Recomendar las acciones preventivas a partir de los resultados, a las
autoridades correspondientes para la toma de medidas sanitarias que se
enfoquen en implementar buenas practicas de manipulacion del pollo en los

mercados y, preservar la buena salud de la ciudadania cuencana.



Reinoso Coronel, 9

CAPITULO |

MATERIALES Y METODOS
1.1. muestreo:

En el mercado 27 de Febrero, existen aproximadamente 9 puestos que venden
pollo, de lunes a viernes, se tomaron 60 muestras de carne de pollo aleatoriamente

entre todos los puestos. Las muestras se tomaron en un lapso de 10 semanas.

Estas muestras se colocaron en fundas estériles Ziploc y fueron llevadas en una

caja refrigerada al laboratorio de microbiologia de la Universidad del Azuay.
Se indica todo el proceso en fotografias. (Anexo 4)

1.2. Metodologia de Analisis

1.2.1 Aislamiento de Enterobacterias

El aislamiento de las Enterobacterias de las muestras de carne de pollo, se realizé
en dos medios de cultivo:

1.2.1.1. Agar BPLS (Agar-Verde brillante-Rojo de fenol- lactosa - sacarosa)

El Agar verde brillante, es un medio de cultivo selectivo para el aislamiento de
salmonella, excepto S. typhy, a partir de materiales patogénicos, heces, orina,

alimentos, etc.

El Agar BPLS, actia segun el mismo principio que el Agar BPL (en el cual, medio
de cultivo contiene lactosa, cuya degradacién a acido se reconoce por el viraje a
amarillo del Rojo de fenol, que actia como indicador de pH. En ambiente alcalino
presenta color rojo intenso); No obstante, su base nutritiva, mas rica y abundante
permite un mejor crecimiento de Salmonella. El crecimiento simultaneo de
gérmenes acompafiantes, también es mas intenso, se inhibe notablemente por el
contenido més elevado de verde brillante. Puesto que las Salmonellas no pueden
degradar ni la lactosa, ni la sacarosa, el contenido de sacarosa permite, al contrario
gue el Agar BPL, el reconocimiento de la flora acompafiante: lactosa- positiva débil,

o lactosa negativa pero sacarosa- positiva.
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1.2.1.2. Agar VRB (Agar-Violeta cristal - Rojo neutro- bilis)

El Agar Violeta cristal, es selectivo para la demostracion y numeracion de
bacterias coliformes, inclusive E. coli, segun Davis, en agua, leche, helados, carne

y otros alimentos.

Por su formulacién, este medio de cultivo corresponde a las recomendaciones
de la American Public Health Association (1984-1985), a las de la Federacion
Internacional de productos lacteos (FIL-IDF),1985; a las del Instituto Aleman para la
tecnologia de los alimentos y envasado (1974) y a las de la EUROGLACE (KLOSE
1968 a, b).

Se describe a continuacién el proceso de andlisis con estos medios de cultivo

Figura 1. Diagrama para andlisis de enterobacterias en pollo no refrigerado del
mercado 27 de Febrero.

| Muestra de paollo

Pesar 10 gramos de muestra de pollo, se
colocd en 90 mlde agua de peptona 0.15%

|

| Agifar para homogenizacion |

[ Tomar 1000 ul de la disolucién |

| Colocar en caja petri |

~ N\

| Colocar Agar BPLS estéril | | Colocar Agar VRB estéril |
b4 Reali. bsel 1
5 ealizar observaciones
[ Incubar a 37 °C por 24 horas | _k sembr

Las colonias tipicas de enterobacterias se aislan
en Agar nutritivo

!

Incubar a 37°C
por 24 horas

/ T~

Colonias tratadas Microorganismos Colonias tratadas con IMicroorganismos

con Agar BPLS AgarVRB

Rojas con halo Lactosa-y sacarora Rojas con halo de Enterobacterias y otros

rojo luminoso negativos: Salmonella, presipitacion rojizo
SElEls (10 Ele@Ea I, Incoloras IMicroorganismos no clasificables
Pseudomonas ( colonias como Enterobacterias

pequefias. dentadas y otros

Amarillas, con Lactosa- o sacarosa
halo amarillo positivos: E coli,
Enterobacter.

eventualmente Citrobacter,
Klebsiellay otros
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1.3. Pruebas bioquimicas

Para la identificacion de las enterobacterias aisladas de las muestras de pollo se
realizaron pruebas bioguimicas, utilizando el kit de pruebas miniaturizadas de la
marca Microgen GN A+B.Products (Inglaterra) (Anexo 5); cuyo fundamento se
manifiesta en (Anexo 6)

Figura 2. Diagrama para el procedimiento de pruebas bioquimicas de acuerdo al

instructivo del Kit utilizado.

Tomamos las colonias mas representativas (BPLS vy
VREB) y las sembramos en agar nuiritivo.

!

| Encubamos por 24 horas a 37°C |

Realizamos la prueba de oxidasa y como segundo paso,
suspender las colonias de agar nutritivo en 5 ml de suero
fisioldgico:

. . 2.- colocamos la colonia en  un
1.- tomamos con un palillo de dientes . .
. e »| portaohjetos afiadiendo una gota de agua
una colonia de agar nutritivo -
destilada

4.- colocamos la tira reactiva sohre el
portacbjetos gue contiene la muestra
esperamos 30 seg

3.- mesclamos bien y tomamos una tira
del test de oxidasa con mucho cuidado

5.- si hay cambio de color a purpura es
oxidasa positiva .

sino hay cambio de color es oxidasa
negativa
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v
| Decidir prueba bioguimica

v

Colocar la colonia en suero fisioldgico en un
tubo de ensayo

3 a 4 gotas de la disolucién en cada pocillo

i00@cce 068
00000000000

|

[ Incubar a37°C por 24 horas

Tomar los kits tanto del Gen A como del Gen B y adicionar los respectivos reactivos v,
comparar con el cuadro de colores que contienen los respectivos resultados. Anotar
valores. Introducir el cédigo en el Software MID.

1

Trabajar en el software MID

1.4. Fundamento técnico de microgen gn id

El sistema Microgen GN-ID comprende dos tiras de micropocillos por separado (GN
Ay GN B). Cada tira contiene 12 substratos bioquimicos estandarizados que han
sido seleccionados en funcion de un analisis informéatico muy extenso (1) de las
bases de datos publicadas para la identificacion de la familia Enterobacteriaceae y
los microorganismos Gram. Negativos oxidasa positivos y negativos no exigentes
mas comunes (2,3,4,5). Los substratos deshidratados en cada pocillo se
reconstituyen con una suspension salina del organismo a identificar. Si los
substratos son metabolizados por el organismo, se observara un cambio de color

durante la incubacién o después de la adicién de reactivos especificos (ver la Tabla
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de Referencia de los Substratos). La permutacion de los substratos metabolizados
se puede interpretar usando el Software Microgen ldentification (MID-60) para
identificar el organismo analizado.

Las tiras de GN A han sido disefiadas para la identificacion de fermentadores de
glucosa oxidasa negativos, nitrato positivas que incluyen los géneros mas comunes

de la familia Enterobacteriacea.

Las tiras GN A y GN B se utilizardn conjuntamente obteniendo un sistema con 24
substratos para identificar bacilos Gram. Negativos no-exigentes (oxidasa negativos
y positivos) ademas de todas las especies de la familia Enterobacteriacea (28
géneros) —ver tabla de datos. Las tiras de GN B han sido disefiadas para ser
usadas conjuntamente con las tiras GN A y no de modo individual.

Ver paso a paso el procedimiento en anexo 6.
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CAPITULO Il

RESULTADOS

Concluido todo el proceso descrito anteriormente para determinar enterobacterias

presentes en el pollo no refrigerado que se expende en el mercado 27 de Febrero,

se ha obtenido los resultados para 60 muestras, cuyo compendio se muestra en el

siguiente diagrama:

Tabla 2. Resumen de resultados obtenidos en la identificacion de enterobacterias
en pollo no refrigerado que vende en el mercado 27 de Febrero de Cuenca, con
base al método Microgen GN-ID A+B, obtenidos en el software MID.

NUMERO coDIGO BACTERIA PORCENTAIE COMENTARIOS DE LA IDENTIFICACION
DE IDENTIFICADA OXIDASA DE PROBABILIDAD
MUESTRA
1 67600764 E. coli OXIDASA - 99.9% Excelente identificacién de E.coli
2 570207735 B. pseudomallei OXIDASA + <0.01% Para identificacion a nivel de especie,
se requiere pruebas adicionales
3 57700664 E. coli OXIDASA - 66.93 % Inaceptable identificacidn de E. coli
4 67600764 E.coli OXIDASA - 99.9% Excelente identificacion de E.coli
5 57604664 E. coli OXIDASA - 91.53% Aceptable identificacion de E. coli
5 66704764 E. coli OXIDASA- 99.38 % Aceptable identificacion de E. coli
6 47610765 E. coli OXIDASA - 99.69 % Aceptable identificacion de E. coli
7 67600765 E. coli OXIDASA - 99.6 % Aceptable identificacion de E. coli
8 47600664 E. coli OXIDASA - 91.82% Aceptable identificacion de E. coli
9 77200772 E. coli OXIDASA - 99.11 % Aceptable identificacion de E. coli
10 67600664 E. coli OXIDASA - 99.6 % Excelente identificacion de E. coli
11 74600762 E. coli OXIDASA - 98.07 % Aceptable identificacion de E. coli
12 67600661 E. coli OXIDASA - 99.64 % Aceptable identificacion de E. coli
13 46600464 E. coli-inactiva OXIDASA - 60.95 % Dudosa identificacion de E. coli-inactiva
14 67640774 E. coli OXIDASA - 99.93 % Aceptable identificacion de E. coli
15 67600665 E. coli OXIDASA - 99.94 % Aceptable identificacion de E. coli
15 + 67644766 S. liquefaciens OXIDASA - 95.8 % Aceptable identificacién de Serratia
liquefaciens
16 67600664 E. coli OXIDASA - 99.6 % Excelente identificacién de E. coli
17 67601775 E. coli OXIDASA - 99.99 % Aceptable identificacion de E. coli
18 47610765 E. coli OXIDASA - 99.69 % Aceptable identificacion de E. coli
19 67600664 E. coli OXIDASA - 99.6 % Excelente identificacion de E. coli
20 67200664 E. coli OXIDASA - 91.64 % Aceptable identificacion de E. coli
21 77260364 E. coli OXIDASA - 81.86 % Aceptable identificacion de E. coli
22 67644777 E. coli OXIDASA - 60.76 % Inaceptable identificacion de E. coli
23 67600765 E. coli OXIDASA - 99.6 % Aceptable identificacion de E. coli
24 67600775 E. coli OXIDASA - 99.99 % Aceptable identificacion de E. coli
25 76220714 E. coli-inactiva OXIDASA - 98.41 % Aceptable identificacion de E. coli-
inactiva
26 67600666 E. coli OXIDASA - 98.73 % Muy buena identificacion de E. coli
27 76200734 E. coli-inactiva OXIDASA - 81.44 % Aceptable identificacion de E. coli-
inactiva
28 67644665 E. coli OXIDASA - 99.92 % Aceptable identificacion de E. coli
28 66240662 E. coli OXIDASA - 58.78 % Inaceptable identificacidn de E. coli
29 47200774 E. coli OXIDASA - 82.32% Aceptable identificacion de E. coli
30 77220752 E. coli OXIDASA - 86.47 % Aceptable identificacion de E. coli
30 67240060 E. coli-inactiva OXIDASA - 75.34 % Inaceptable identificacion de E. coli-
inactiva
31 67260764 E. coli OXIDASA - 79 % Inaceptable identificacidn de E. coli
32 77263626 Salmonella grupo OXIDASA - 75.7% Inaceptable identificacion de
1l Salmonella grupo Il
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33 47600766 E.coli OXIDASA - 99.68 % Aceptable identificacion de E. coli

34 77306064 E. coli-inactiva OXIDASA - 50.51% Inaceptable identificacion de E. coli-
inactiva

35 77606764 E. coli OXIDASA - 88.68 % Aceptable identificacion de E. coli

36 67220665 E. coli OXIDASA - 95.35% Aceptable identificacion de E. coli

37 77700764 E. coli OXIDASA - 99.15% Aceptable identificacion de E. coli

38 576004366 | A. hidrophila OXIDASA - 92.06 % Aceptable identificaciéon de Aeromonas
hidrophila

39 77667454 S. liquefaciens OXIDASA - 67.61 % Inaceptable identificacion de Serratia
liquefaciens

40 77300734 E. coli OXIDASA - 64.85 % Inaceptable identificacion de E. coli-
inactiva

41 74206724 E. coli-inactiva OXIDASA - 96.48 % Aceptable identificacion de E. coli-
inactiva

42 77766444 S. liquefaciens OXIDASA - 93.59 % Aceptable identificacién de Serratia
liquefaciens

43 561223734 | B. pseudomallei Oxidasa + <0.01% Muy buena identificacion a nivel de
genero

44 77240600 S. serotypo OXIDASA - 94.24 % Aceptable identificaciéon de Salmonella

choleraesuis serotipo choleraesuis

45 77300304 E. coli-inactiva OXIDASA - 98.78 % Aceptable identificacion de E. coli-
inactiva

46 76260736 S. liguefaciens OXIDASA - 65.66 % Inaceptable identificacién de Serratia
liquefaciens

47 67600764 E. coli OXIDASA - 99.9% Excelente identificacion de E. coli

48 76300772 E. coli OXIDASA - 93.22% Aceptable identificacion de E. coli

49 76300732 E. coli-inactiva OXIDASA - 80.53 % Aceptable identificacion de E. coli-
inactiva

50 77360724 C. braakii OXIDASA - 55.59 % Inaceptable identificacién de
Citrobacter braakii

51 77540706 S. liguefaciens OXIDASA - 99.1% Aceptable identificacion de Serratia
liquefaciens

52 567000777 | B. pseudomallei Oxidasa + 99.64% Aceptable identificacién de
Burkholderia pseudomallei

53 66327764 S. odorifera biogp1 | OXIDASA - 94.75 % Aceptable identificacion de Serratia
odorifera biogp 1

54 77200727 E. coli OXIDASA - 97.7 % Aceptable identificacion de E. coli

55 66224046 E. coli-inactiva OXIDASA - 94.55 % Aceptable identificacion de E. coli-
inactiva

56 66600734 E. coli OXIDASA - 84.1% Aceptable identificacion de E. coli

57 77200717 E. coli OXIDASA - 80.82 % Aceptable identificacion de E. coli

58 67220664 E. coli OXIDASA - 91.38% Aceptable identificacion de E. coli

59 67600766 E. coli OXIDASA - 93.11% Muy buena identificacion de E. coli

60 77200664 E. coli OXIDASA - 91.47 % Muy buena identificacion de E. coli

Fuente: (Autor 2015)
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Tabla 3. Frecuencia de enterobacterias identificadas con el uso del kit Microgen
gha. A+B

BACTERIA IDENTIFICADA FRECUENCIA
Escherichia coli 40
Escherichia coli-inactiva 8
Burkholderia pseudomallei 3
Serratia odorifera 1
Serratia liquefaciens 4
Salmonella grupo I 1
Aeromona hidréphila 1
Salmonella serotypo choleraesuis 1
Citrobacter braakii 1

Fuente: (Autor 2015)

Figura 2. Frecuencia porcentual de enterobacterias identificadas con el uso del kit
Microgen gna. A+B

Salmonella Aeromona Salmonella Citrobacter
grupo Il Serratio hidrophila braakii
1%

2% choleraesuis 2%
' 2%

liquefaciens
7%

Serratia
odorifera
1% Burkholderia
pseudomallei
5%

Escherichia coli-

inactiva
13%

FRECUENCIA PORCENTUAL DE ENTEROBACTERIAS IDENTIFICADAS

Fuente: (Autor 2015). Se observa que Escherichia coli es la bacteria de mayor
incidencia, con el 67%; seguida de Escherichia coli inactiva, con el 13%; a
continuacion Serratia liquefaciens, con el 7%; Burkholderia pseudomallei, con el
5%; Aeromona hidréphila, Salmonella serotipo choleraesuis y Citrobacter braakii
con el 2%; y finalmente, Salmonella grupo Il y Serratia odorifera con el 1%.
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CAPITULO 1lI
DISCUSION

En la ciudad de Cuenca, es dificil conocer la procedencia del pollo que se
expende en los mercados populares. Lo que se puede apreciar por todas las
personas que visitan los mercados, es que llega en gavetas, transportadas en
camionetas descubiertas, sujetos naturalmente a contaminacion y, que podrian
constituirse en fuente de transmision de algun tipo de enfermedad alimentaria al
consumidor final (Diario La Tarde, 2013). Si a esto se suma las condiciones
insalubres del expendio al detalle, que ocurre en el interior del mercado, es de
suponer que las probabilidades del crecimiento de microorganismos transmisores

de ETAS, aumenta notablemente. (Anexo 2)

Por la forma de expendio del pollo en el mercado popular, el desarrollo de
microorganismos es inminente. El tiempo de exposicion del producto al medio
ambiente, es uno de los factores principales para el desarrollo de bacterias.
Escherichia coli, constituye un valor muy significativo para deducir que la falta de
aseo personal de quienes manipulan el pollo, es seguramente la fuente principal de

contaminacion con esta bacteria.

En el 2015, el Departamento de Agricultura de Estados Unidos, sostiene que la
carne en general y la de pollo en particular contienen una elevada carga microbiana
de manera inevitable y natural, independientemente de su calidad; esto es debido a
gue durante las operaciones de desplumado y evisceracion en los mataderos y
salas de despiece, es inevitable un cierto grado de contaminacion microbiana,
incluida la de origen fecal o intestinal. Por esta razon, ha emitido una alerta
sanitaria por un brote de Salmonella que ha dejado mas de 300 enfermos en 18

estados.

Estamos hablando de este brote en los Estados Unidos, donde las buenas
practicas de manipulacion del pollo faenado se las aplica durante todo el proceso.
Si consideramos en particular el lugar del presente estudio, donde las muestras
analizadas, han dado positivo para algin género de bacteria, entonces es
indiscutible que todos los factores sefalados anteriormente, se conjugan para que
el pollo que se expende en dicho mercado, no tenga la inocuidad que garantice la

buena salud del consumidor final.
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El Departamento de Agricultura de Estados Unidos, también sostiene que entre la
flora microbiana de la carne de pollo es presumible encontrar patdégenos
intestinales como la Salmonella o Campylobacter (éste ultimo incluso mas
frecuente). En otras palabras nadie puede garantizar que, al vender un pollo, éste
venga libre de Salmonella o de otros patégenos.

Si bien la presencia de salmonella encontrada en el pollo del presente estudio,
es alrededor del 5%, estas muestras, si ho tienen un proceso de coccion que

sobrepase los 70 °C, podria causar enfermedad gastrointestinal al consumidor.

En un estudio realizado en el estado Zulia de Venezuela: Analisis microbiolégico
de canales de pollo en los mataderos, Se detectd la presencia de Salmonella Spp
en el 60% de las canales envasadas, de un total de 90 muestras. (Molero Gladis,
2012) En el presente estudio, se detectaron 2 muestras portadoras de esta
bacteria, de un total de 60 muestras. Quizas, las diferencias de temperatura,
ocasionen que la presencia de salmonella en el estado Zulia, sea muy considerable
ya que puede llegar hasta los 40 °C, en plena costa noroccidental, mientras que
Cuenca se tiene un promedio de 15 °C. Hay que acotar sin embargo, que
muchos puestos de expendio de pollo en el mercado 27 de Febrero, no han
vendido su producto hasta el atardecer inclusive, donde la temperatura sube

considerablemente.

En una investigacién sobre la calidad de la carne de pollo que se vende en un
mercado Croata, se ha realizado analisis bacteriolégico en 66 muestras de carne
fresca de pollo al por menor; las pruebas bacteriolégicas indican el hallazgo de
Salmonella spp. (10,60%), enterobacterias (34,84%) (Kozacinski Lidija, et al).

Con un numero de muestras similares al presente trabajo investigativo; se
observa igualmente que enterobacterias comprende un alto porcentaje de
presencia en la carne de pollo al detalle en dicho mercado, a igual que lo

encontrado en el mercado 27 de Febrero de Cuenca.

De la totalidad de las muestras analizadas con la utilizacion del Kit Microgen gna,
en mas del 80 %, se identifica plenamente la presencia de las enterobacterias
sefialadas, segun el informe que brinda el software, bajo las denominaciones de
excelente identificacion, muy buena identificacion y aceptable identificacion; por
otro lado, menos del 20% de las muestras, presentan valores inferiores al 80 % de
probabilidad de que sea la bacteria que registra el software. Esto puede deberse a

la manipulacion del producto en el mercado, también, al encontrarse las bacterias
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en el suelo, en el agua (que probablemente usen para el desplume y limpieza
artesanal), se mezclen entre ellas y, causen confusion al momento de realizar las

lecturas.

Dos géneros no frecuentes en la carne de pollo, se han logrado identificar con la
utilizacion del kit de pruebas bioquimicas Microgen gna. A+B. y se lo relaciona con
casos que se han dado en otros paises.

En México, las bacterias mas frecuentemente involucradas en las diarreas son:
Salmonella, Shigella, algunos serotipos de Escherichia coli y Campylobacter jejuni.
El avance en las técnicas de aislamiento e identificaciébn bacteriana ha permitido
agregar a esta lista otros agentes, entre los que destacan el género

Aeromonas, el cual ha adquirido importancia clinica al ser también capaz de
producir infecciones de heridas e incluso infecciones respiratorias. (Castro Graciela,
et al 2002).

En el presente estudio una muestra dio positivo para este género, con el 92% de
aceptacion para su identificacion, no esta categorizada entre las mas comunes
causantes de infecciones, pero puede en algin momento llegar a serlo, si su

incidencia es creciente.

Burkholderia pseudomallei recientemente ha ganado importancia como un
patdgeno emergente en la India; presenta diversas manifestaciones clinicas como
neumonia, septicemia, artritis, abscesos, etc. Los casos se han registrado en el
sudeste de Asia, principalmente de Tailandia, Malasia, Vietnam, etc. En la India, el
caso de un paciente de 65 afios de edad, de sexo masculino se present6 con
fiebre de un mes atras, la tos durante igual periodo, hinchazén en ambos tobillos
de 7 dias. B. pseudomallei fue aislado de secreciones endotraqueales, herida en la
pierna. El paciente fue tratado con éxito con imipenem y doxiciclina. (US National
Institutes of Health 2011).

En el presente estudio, tres muestras dieron positivo para esta bacteria; los
sintomas podrian llegar a confundirse con enfermedades gripales, lo que
complicaria naturalmente el tratamiento, es necesario, en el futuro, aislar y estudiar

mas a fondo el comportamiento de esta bacteria


http://www.nih.gov/
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CONCLUSIONES

1 El pollo es uno de los alimentos de mayor demanda como fuente de proteinas
para toda la sociedad ecuatoriana, azuaya y cuencana en particular. El pollo que se
expende en los supermercados y que siempre esta refrigerado, naturalmente es
mas caro que el que se expende en los mercados populares como el 27 de febrero
y, sobre todo la oferta no es como para la ciudad de Cuenca, por lo que los
consumidores tienen que obligadamente adquirirlo en estos Udltimos lugares

descritos.

2 Al estar expuesto el pollo al ambiente por largos periodo de tiempo, es muy
suceptible al desarrollo de microorganismos, puesto que la temperatura promedio

de la ciudad favorece al desarrollo de los mismos.

3 La falta de higiene del personal que se encarga del expendio, contribuye

grandemente para la contaminacién cruzada del pollo con los microorganismos.

4 La falta de control por parte de las autoridades competentes, para que se de
cumplimiento con las buenas practicas de manipulacion del pollo, contribuyen

igualmente al desarrollo de microorganismos patdgenos.

6 EIl objetivo principal de esta investigacion ha sido el determinar la presencia de
enterobacterias en pollo no refrigerado, que se expende en el mercado 27 de
Febrero de la ciudad de Cuenca. Objetivo que que ha sido demostrado en un
100%.
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RECOMENDACIONES

1 Se necesita con el caracter de urgente, que las autoridades, a las que les
corresponda, exijan el uso obligatorio de refrigeradores para el expendio de pollo en
el mercado motivo de estudio y, en todos los mercados populares de la ciudad de

Cuenca.

2 Se recomienda socializar con todos y cada uno de los vendedores de pollo de los
mercados populares de la ciudad, las buenas practicas de manipulacién del
producto, para evitar contaminaciones directas, contaminacion cruzada, conocer la
importancia de la fluctuacién de la temperatura en el manejo de los alimentos, el

uso de ropa adecuada para el expendio, etc.

3 Realizar seguimiento periédico, con la finalidad de verificar el cumplimiento de
las normativas de seguridad. Asi mismo brindarles capacitaciones periédicas para

optimizar los resultados de seguridad.

4 Mientras se realiza la transicion, lo cual puede ser paulatino, es necesario que el
manejo de los puestos de expendio se los ensefie a mantenerlos limpios vy

desinfectados, para evitar contaminaciones.

5 Todo vendedor de pollo deberia contar a parte de la autorizacion municipal, con
el respectivo carnet que otorga el Ministerio de Salud Publica.

6 Crear un Plan de Seguridad Alimentaria Municipal, con la implementacion al
menos de un laboratorio de bromatologia en la ciudad, para realizar los analisis

pertinentes, de manera frecuente.

7 Es necesario también llegar a todos los consumidores de pollo de mercado
popular, con conocimientos basicos de seguridad alimentaria, para que sepan
cuando aceptar o cuando rechazar el producto que van a comprar y, los rangos de

temperatura para la coccion y almacenaje .

8 Se ha demostrado plenamente la presencia de enterobacterias en la carne de
pollo que se expende en el mercado 27 de Febrero de la ciudad de Cuenca;
encontrandose algunas poco comunes en este producto alimenticio, por lo que
queda abierta la puerta, para que en el futuro se investigue a profundidad, sobre la
presencia de estas bacterias, que podrian constituirse en causa de enfermedades

para la poblacién.
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ANEXOS

Anexo 1. Produccién de pollos broiler en Ecuador (Fuente: Conave)

PRODUCCION DE POLLOS BROILER EN ECUADOR

-En toneladas métricas- Produccion avicola

o Azuay ’7 Resto

0 0
4/o¥ 12%

489730 495447

Manabi —
14%

Guayas4] ‘
2010 2011 2012 2013 32% Pichincha

Fuente: Conave-Empresas Avicolas

Fuente: (conave 2013)
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Anexo 2. Sistema de transporte de pollos faenados a los mercados de Cuenca y
manipulacion al interior del mercado 27 de Febrero.

(Fuente: Autor 2015)
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Anexo 3 Casos de intoxicacion alimentaria hasta el afio 2014 para la Provincia del
Azuay.
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Casos de enfermedades diarreicas hasta el afio 2014 para la Provincia del Azuay.
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Anexo 4. Proceso desde la adquisicion de las muestras hasta la identificacion de
las enterobacterias.

A

Caja térmica para transporte de las muestras

Pesaje de 10 gr de cada muestra Colocacion de la muestra en agua de peptona

Fuente: (Autor 2015)
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Se toma 1000 microlandas de la disolucién y se coloca en cajas petri estériles. Las
muestras se trabajaran por duplicado, en ambiente estéril y en el interior de la
campana del laboratorio.

Agares empleados para el cultivo de las muestras

Siembra de la disolucién en cajas petri, se coloca agar VRB Y agar verde brillante,
en ambiente estéril; se espera a que solidifiquen y se incuba por 24 horas a 37°C.
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Resultados obtenidos a las 24 horas de incubaciéon. Presencia de colonias de
bacterias

Las colonias tipicas de enterobacterias se aislan en agar nutritivo y se incuban a

37 °C por 24 horas.

Se realiza la prueba de oxidasa, si hay cambio de color a purpura es oxidasa
positiva Si no hay cambio de color es oxidasa negativa.
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Anexo 5. Pruebas bioquimicas con el uso del kit Microgen GN-ID A+B

Trabajo de pruebas bioquimicas en el laboratorio

Fuente: (Autor 2015)
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Se compara con la tabla de colores adjunta en el kit para la identificacion del

codigo

Fuente: ( Sistema microgen gn id 2015)
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FI\:E&RROGEN GN-ID A+B PANEL
T FORM & A
Lab. No. Specimen Type:. L’Aokﬂ@ / =,
owe: 5” 23/9/9015 \ ~24k/201s  MSEESEN ,»25/9'/

(o § T AT T e GRS o e B N1 [ S— D
Reaction ubs.?g £ o g = £ 83l g eI

a%%éggggésﬁsggé§§§§§§§§§§§§~§?b
Result “ L IS AUSE LGLEEN ,.-_1__,;._— - e .,—‘.~,,)ﬂ RV S & 4_-,_;1., - 63
Reacon 2{1/aj2]1fal2[1fai2[1|a]21]al2 1]|a|2|1]|a]2|1]a]2]7 =
R FiFla2alolo el b 14
Profile No: 11,2[\ @(/764 Final Identification: (C co ||

MICROGEN GN-ID A+B PANEL

REPORT FORM
Lab. o soacmentoe: | o OS] — WL
' DM s e vn o de HisRogEN
m— yeores ‘13:4 :. w l.ls' S GN B wells
o 2lls =2 |2 a8l 8l BT e |
Reaction |-3|= = & 2 SE=IP = £ ¢
HHE R L P
Result - 4 {,Q’L,r HHH- A 4] -1 HHMHA {4 mfé
m”“ 4j2]1jjaj2]1]ai2/1]al2]1]a/2/1]al2 1]al2]1]al2|1]a|2]q C‘t)
s clFlélolol 3¢ 1¢
Profile No: é?é (“,016@ Final Identification: 5- Co \:
WFG12501/12 q2~i{

Se anota los ocho digitos, segun los resultados hayan dado positivo o0 negativo, en

cada reaccion

Fuente: (Sistema microgen gn id 2015)
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Microgen ID r?

Microgen GNA+ B Oxidase Negative

Specimen Details

Lab Ref.: LABN28

Name: Carne de pollo

Specimen Type: Enterobacteria

Source (ward/location): Mercado 27 de febrer

Date: 23/07/2015

Results Entry

Octal Code: 67644665

21 Previously the Alkalscens Dispar (ADO) Group
47  Previously Enterobacter liquefaciens. Int. J. Syst. Bacteriol. (1973) 23 : 217-225

+ LYS Lysine Decarboxylase + ORN  Ornithine Decarboxylase - H2S  H2S Production
+ GLU  Acid from Glucose + MAN Acid from Mannitol + XYL Acid from Xylose
+ ONP ONPG + IND Indole - UR Urea Hydrolysis
+ VP Voges Proskauer - CIT  Citrate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
+ GEL  Gelatin Liquefaction - MAL Malonate Utilization - INO  Acid from Inositol
+ SOR  Acid from Sorbitol + RHA  Acid from Rhamnose - SUC  Acid from Sucrose
+ LAC Acid from Lactose + ARA  Acid from Arabinose - ADO Acid from Adonitol
+ RAF  Acid from Raffinose - SAL  Acid from Salicin + ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis
E.coli E.coli-inactive S.liquefaciens S.odorifera biogp 2 C.braakii
Select ID Choice Yes No No No No
Probability 1/95.465.336 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000
Percent Probability 99,92% 0,06% 0,02% <0.01% <0.01%
Likelihood <0.01% <0.01% <0.01% <0.01% <0.01%
Human Isolate Yes Yes Yes Yes No
Tests against
Test 1 VP (0,1%) VP (0,1%) ARG (0,1%) ORN (0,1%) LYS (0,1%)
Test 2 GEL (0,1%) GEL (0,1%) IND (1%) INO (99,9%) VP (0,1%)
Test 3 ARG (17%) ARG (3%) SUC (98%) ARG (0,1%) GEL (0,1%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
DNase (25C) 0,1% 0,1% 85% 99,9% 0,1%
Motility (37C) 95% 5% 95% 99.9% 87%
Acid from Cellobiose 2% 2% 5% 99,9% 73%
KCN Inhibition 3% 1% 90% 19% 99.9%
Additional Comments 21 47

Identification Comments

Acceptable Identification of Escherichia coli

ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION.

The strain is not typical (multiple tests are against), although it is highly separated from other suggested identification choices

Se introduce el codigo al software MID, y este automaticamente indica de qué

bacteria se trata, en caso de coincidir con parametros preestablecidos.
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Microgen ID ’:

Microgen GNA+ B Oxidase Negative

Specimen Details

Lab Ref.: LABN42 Date: 27/07/2015
Name: Carne de pollo

Specimen Type: Enterobacteria

Source (ward/location): Mercado 27 de febrer

Results Entry
Octal Code: 77766444
+ LYS  Lysine Decarboxylase + ORN  Ornithine Decarboxylase + H2S  H2S Production
+ GLU  Acid from Glucose + MAN Acid from Mannitol + XYL Acid from Xylose
+ ONP ONPG + IND  Indole + UR Urea Hydrolysis
+ VP Voges Proskauer + CIT  Citrate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
+ GEL  Gelatin Liquefaction + MAL Malonate Utilization - INO  Acid from Inositol
+ SOR  Acid from Sorbitol - RHA Acid from Rhamnose - SUC Acid from Sucrose
+ LAC  Acid from Lactose - ARA Acid from Arabinose - ADO Acid from Adonitol
+ RAF  Acid from Raffinose - SAL  Acid from Salicin - ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis
S.liquefaciens S.mar Salj lla Group Illb E.agglomerans complex Salmonella Group llla
Select ID Choice Yes No No No No
Probability < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000
Percent Probability 93,59% 5,88% 0,31% 0,18% 0,03%
Likeliood <0.01% <0.01% <0.01% <0.01% <0.01%
Human Isolate Yes Yes Yes Yes Yes
Tests against
Test 1 H2S (0,1%) H2S (0,1%) UR (0,1%) LYS (0,1%) UR (0,1%)
Test 2 IND (1%) IND (1%) VP (0.1%) ORN (0,1%) VP (0,1%)
Test 3 MAL (2%) SUC (99%) GEL (0,1%) H2S (0,1%) GEL (0,1%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
DNase (25C) 85% 98% 2% 0,1% 2%
Acid from Cellobiose 5% 5% 1% 55% 1%
Acid from Melibiose 75% 0,1% 95% 50% 95%
Esculin Hydrolysis 97% 95% 1% 60% 1%
Methyl Red 93% 20% 99,9% 50% 99.9%
Additional Comments 47 46 46

46  Salmonella cannot be fully identified using biochemistry alone. Perform Polyvalent 'O' and 'H' slide agglutination to confirm, and serotype
47  Previously Enterobacter liquefaciens. Int. J. Syst. Bacteriol. (1973) 23 : 217-225

Identification Comments

Acceptable Identification of Serratia liquefaciens
The strain is not typical (multiple tests are against), although it is well separated from other suggested identification choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION.

Un segundo ejemplo de los resultados obtenidos desde el software MID

Fuente: (Software del sistema microgen gn id 2015)
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Anexo 6. Fundamento del sistema Microgen GN-ID

MICROGEN
BIOPRODUCTS

Microgen™ GN-ID Identificacion

Instrucciones de Uso

REF | MID-65 B Panel

REF| MID-64 A Panel



MICROGEN GN ID

Guia
Rapida
GN A GN A+B
OXIDASA NEGATIVA NEGATIVA
INOCULO 1 colonia 1 colonia en 5ml
en 3mi salina salina
3-4 gotas (100ul) por
. : pocillo
INOCULACION It O R P AR TR

(100ul) por
Pocillo 1 - Lisina
Rﬁ:ﬁ?{)‘M Pocillo 2 - Omnitina

Pocillo 3 - HoS
TIEM
____fo |
18 - 24 horas
TEMPERATURA 35-37°C
35-37°C

LECTURA INICIAL

Pocillo 8: Indol -
Anadir 2 gotas del
reactivo Kovac's.

Leer en 2mins.

Pocillo 10: VP —
Anadir 1 gota del
reactivo VPl y 1 gota
del reactivo VPII .
Leer tras 15-30mins

ADICI
ON

Pocillo 12: TDA -
Anadir 1 gota del
reactivo TDAy leer
inmediafamente.

Pocillo 20 -
Arabinosa
Pocillo 24 — Arginina

18 - 24 horas

Igual que para GN A

Gelatina: Interpretar
alas 24 horas

Pocillo 24: Arginina -
Amarillo = Negativo
Verde/Azul = Positivo

Reinoso Coronel, 40

GN A+B

POSITIVA
1 colonia en 5ml
salina
Anadir 1gota de
suero de caballo
estéril /ml salina si se
sospecha de
Actinobacillus o
Pasteurella spp.
3-4 gotas (100ul) por
pocillo

Pocillo 1,2,y 3 més
Pocillo 24 - Arginina

48 horas

35-37°C
(25°C para Ps.
fluorescens)

Igual que para GN A

Gelatina - interpretar
alas 48 horas

Pocillo 24: Arginina -
Amarillo = Negativo
Azul = Positivo
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Nota: Un circulo Negro alrededor del extremo superior del pocillo
indica que el pocillo requiere la adicién de aceite mineral antes de
la incubacioén.

Un circulo verde alrededor del extremo superior del pocillo indica
que el pocillo requiere la adicién de reactivos después de la
incubacion.

owcC

El sistema Microgen GN-ID utiliza 12 (GN A) o 24 (GN A+B) substratos bioguimicos
estandarizados en pocillos para identificar la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos no-
exigentes Gram. negativos (oxidasa negativos y positivos). El kit se ha disefiado solo para uso
profesional.

PRINCIPIO DEL
TEST

El sistema Microgen GN-ID comprende dos tiras de micropocillos por separado (GN A y GN B).
Cada tira contiene 12 substratos bioquimicos estandarizados que han sido seleccionados en
funcién de un andlisis informéatico muy extenso (1) de las bases de datos publicadas para la
identificacién de la familia Enterobacteriaceae y los microorganismos Gram. negativos oxidasa
positivos y negativos no- exigentes mas comunes (2,3,4,5). Los substratos deshidratados en
cada pocillo se reconstituyen con una suspensién salina del organismo a identificar. Si los
substratos son metabolizados por el organismo, se observara un cambio de color durante la
incubacion o después de la adicion de reactivos especificos (ver la Tabla de Referencia de
los Substratos). La permutacion de los substratos metabolizados se puede interpretar
usando el Software Microgen Identification (MID-60) para identificar el organismo analizado.

Las tiras de GN A han sido disefiadas para la identificacion de fermentadores de glucosa
oxidasa negativos, nitrato positivas que incluyen los géneros mas comunes de la familia
Enterobacteriacea.

Las tiras GN A y GN B se utilizaran conjuntamente obteniendo un sistema con 24 substratos
para identificar bacilos Gram. negativos no-exigentes (oxidasa negativos y positivos) ademas de
todas las especies de la familia Enterobacteriacea (28 géneros) —ver tabla de datos.

Las tiras de GN B han sido disefiadas para ser usadas conjuntamente con las tiras GN A y
no de modo individual.

PRESENTACION DEL KIT

—=ZI00

MID-64 Panel GN-ID A 60 A Test Tiras

G
N
A

Tiras de micropocillos que contienen 12 bioquimicos para la identificacion de organismos GN A — ver
tabla de datos

Marco soporte para las tiras
Hoja de resultados
Instrucciones de Uso

MID-65 Panel GN-ID B 24 B Test Tiras

oz o

Tiras de micropocillos que contienen 12 bioquimicos para usar conjuntamente con las tiras GN A para la
identificacion de los organismos GN B — ver tabla de datos
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Instruccion
es de Uso

Requerimientos
adicionales:

a) Software Microgen Identification (MID-60) — Proporciona la identificacion basandose
en la probabilidad, el % de probabilidad y el parecido con un andlisis de la calidad de la
diferenciacion. Puede encontrar una definicién completa de estos términos en el manual de
ayuda del Software.

b) Tiras

Oxidasa (6)

c) Aceite

Mineral

d) Reactivos VP |y VP

I (7)

e) Reactivos Nitrato

f) Reactivo

TDA (9)

g) Reactivo Kovac's

(10)

h) Carta de color para leer los resultados — tamafio A4 disponible en su distribuidor bajo
pedido. i) Solucién salina estéril 0.85%

)] Pipetas estériles y asas

bacteriologicas

k) Incubador, sin ventilador (35-

37°C)

) Medio de

movilidad

m) Suero de caballo estéril (si se sospecha de la presencia de Actinobacillus spp. o Pasteurella
spp.

n)

Bunsen.

(Los ltems b-g se pueden comprar en varios proveedores, incluyendo Microgen Bioproducts
Ltd. Alternativamente, el usuario puede hacer sus propias formulaciones)

CONSEJOSY
PRECAUCIONES
Seguridad:

1. Los reactivos proporcionados en este kit son para andlisis in

vitro

2. Se deben tomar las precauciones apropiadas cuando se manipulen o eliminen
potenciales patégenos. Después de su uso, eliminar todo el material contaminado en un
autoclave, por
incineracion o inmersién en un desinfectante apropiado como el hipocloruro sédico a
concentracion final del 3% durante 30 minutos. El residuo liquido acido se debe neutralizar
antes del tratamiento.

Procedimi
ento:

1. El sistema Microgen GN-ID se debe usar siguiendo las instrucciones

del kit.

2. Lastiras del test no se deben incubar en una estufa

CO;

3. Debido a su superior demanda en requerimientos nutricionales, Actinobacillus spp. y

Pasteurella
spp. requieren la adicion de algun tipo de enriquecimiento en el inéculo. Se
recomienda la adicion de 1 gota de suero de caballo inactivado estéril por mL de solucién
salina estéril cuando se prepara el in6culo.

4. Si se sospecha de la presencia de Pseudomonas fluorescens, las tiras A & B se deben
incubar a

2

5

C

5. La incorrecta incubacion, llenado inadecuado de los pocillos, o densidad inadecuada del
in6culo pueden derivar en falsos resultados.

CONSERVACION Y VIDA
UTIL
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Las tiras GN A y GN B son estables si se mantienen sin abrir a 2-8°C hasta la fecha de
caducidad indicada. Los sobres abiertos y parcialmente usados se pueden conservar durante 14
dias a 2-8°C comprobando que el sobre se sella de nuevo y que contiene la sustancia desecante.

ESPECIME
NES

Siempre se debe usar un cultivo puro del organismo aislado tras 18-24 horas de incubacién. Se
debe hacer un test oxidasa del organismo aislado antes de la inoculacion de la tira.
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PROCEDIMIENTO - INOCULACION E INCUBACIONES

1. Hacer un test oxidasa del organismo aislado. Los organismos oxidasa positivos solo se
pueden identificar inoculando tanto las tiras del GN A como GN B.

2. Emulsificar una Unica colonia obtenida de un cultivo de 18-24 horas en 3 mL de solucion
salina estéril 0.85% para la tira GN A. Si se van a inocular ambas tiras, GN Ay GN B, la
colonia se
debe emulsificar en 3-5mL de solucién salina estéril 0.85%. Mezclar
bien.

3. Quitar la lamina adhesiva que sella los pocillos cuidadosamente. NO tirar la tira adhesiva,
gue a posteriori se volvera a necesitar.

4. Usando una pipeta pasteur estéril, afiadir 3-4 gotas (aproximadamente 100puL) de la
suspension bacteriana a cada pocillo de la tira(s).

5. Para comprobar la pureza del in6culo, transferir 1 gota de la suspensién bacteriana a una placa
de medio no-selectivo. Incubar la placa aer6bicamente a 35-37°C durante 18-24
horas.

6. Después de la inoculacion, revestir los pocillos 1,2 y 3 (numerar la tira GN A empezando
por el final de la etiqueta) y pocillos 20 y 24 (tira GN B — el pocillo 13 es al final de la
etiqueta) con 3-4
gotas de aceite mineral. (NO afiadir aceite en el pocillo 20 si el organismo aislado es
oxidasa positivo). Estos pocillos estdn marcados con un circulo Negro alrededor para
facilitar su identificacion.

7. Sellar la parte superior de la tira(s) con la cinta adhesiva que se habia retirado antes e incubar a
35-37°C. Asegurarse que los “agujeros” de la cinta adhesiva estan sobre los
pocillos 7,
11y 12 en la tira GN A strip y sobre el pocillo 14 en la tira
GN B.

8. Las tras GN A y GN B se leeran después de 18-24 horas de incubacion para las
Enterobacteriaceae, y tras 48 horas para los aislados oxidasa
positivos.

PROCEDIMIENTO - LECTURA Y ADICION DE
REACTIVOS Tira GN A

1. Quitar la cinta adhesiva y anotar todas las reacciones positivas con la ayuda de la carta de color
(incluida). Anotar los resultados en la hoja de resultados
proporcionada.

2. Afadir los reactivos apropiados a los siguientes micropocillos:

a) Afadir 2 gotas de reactivo Kovac's al pocillo 8. Leer y anotar los resultados después
de 60 segundos. Formacion de color rojo indica un resultado positivo.
b) Afadir 1 gota del reactivo VP | y 1 gota del reactivo VP Il al pocillo 10 y leer y
anotar los
resultados tras 15-30 minutos. La formacion de un color rosa / rojo indica un
resultado positivo.
c) Afadir 1 gota del reactivo TDA al pocillo 12 y leer después de 60 segundos. La
formacién
de un color rojo cereza indica un resultado positivo.

3. Hacer el test de reduccion de nitrato al pocillo 7 después de leer y anotar el resultado del test
ONPG. Afiadir 1 gota del reactivo Nitrato A y una gota del reactivo Nitrato B al pocillo y
leer después de 60 segundos. El desarrollo de color rojo indica que el nitrato ha sido
reducido a
nitrito. Si el pocillo 7 se mantiene amarillo o incoloro después de la adiciéon de los
reactivos nitrato, afiadir una pequefia cantidad de polvo de zinc. Esto indicara si el
nitrato ha sido
completamente reducido a nitrégeno
gas. Ej. Después de la adicion del
Nitrato A + B:

Rojo = Positivo
Incoloro / amarillo = Negativo

Después de la adicion de polvo de
zinc: Incoloro / amarillo = Positivo
Rojo = Negativo
4.  Anotar estos resultados adicionales en la hoja de resultados proporcionada.
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Tira
GNB

1.  Quitar la cinta adhesiva y anotar todas las reacciones positivas con la ayuda de la carta de
color.
Anotar los resultados en la hoja de resultados proporcionada.
2. Leer los pocillos especificos segin se
indica:
a) El pocillo de gelatina (13) se debe leer tras 18-24 horas para Enterobacteriaceae y
tras 48 horas para los aislados oxidasa positivos. Si se observan particulas negras
a través del
pocillo es indicativo de un resultado positivo de licuefaccion de la
gelatina.
b) El pocillo de la arginina se interpreta diferente tras 24 y 48 horas de incubacion:
24 horas (Enterobacteriaceae)
Amarillo = Negativo
Verde/Azul = Positivo

48 horas (Organismos Oxidasa
positivos) Amarillo / verde =
Negativo

Azul = Positivo

IDENTIFICA
CION

En la hoja de resultados de Microgen GN-ID A+B, los substratos se han organizado en tripletes
(sets de 3 reacciones) y se ha asignado un valor numérico a cada substrato (1, 2 o0 4). La suma
de las reacciones positivas para cada triplete da lugar a un Unico digito, el Perfil numérico, que
se utilizara para determinar la identidad del organismo aislado. El Perfil numérico se introduce en
el Software Microgen lIdentification System (MID-60), que genera un informe de los cinco
microorganismos mas parecidos en una base de datos selectiva.

El software proporciona una identificacién basada en probabilidad, en % de probabilidad y en el
parecido con un analisis de la calidad de la diferenciacion. La definicion completa de estos
términos y la explicacion de su utilidad e interpretacién la encontrard en el manual de ayuda
proporcionado con

el

softwa

re.

Nota: Para organismos oxidasa positivos (miscelanea de bacilos Gram.

negativos):

. Considerar las reacciones débiles como

negativos

. Los resultados para la oxidasa, la reduccién de nitrato y la movilidad se deben incluir para
dar lugar a un Perfil numérico de 9 digitos

Ejemplo de Hoja de
Resultados

MICROGEN GN-ID A+B PANEL
REPORT FORM

[Lab. No. | specimen Type e Spndencss
ﬂ4 /| cwe B ey Fao2  HEREEN
e ees - . ,l_‘GAN A'wclls, USRS — m(‘;'?‘,l E vj,(“.:,sq‘..:.,‘..‘
[ (8]l o2l 212 ]ol 8] |« lel8l=ls 28] Esl2 2]
wnell |10 P EE PR LGB LEEL B
‘Resuu ' ‘ "‘;,}/_**1,‘._/ o] === e | ‘+ i I_‘-.._.
‘IF"%:‘;""“ 42x“4‘2|!42|.421'42142142142142‘1
smarr Zle o lo|Zlé |O

Profile No: { 7{60750 Final Identification é,/ wé

WF612801/12
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El Sistema Microgen GN-ID que utiliza 12 (GN A) o 24 (GN A+B) substratos bioquimicos
estandarizados en pocillos para identificar la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos no-exigentes

Gram. Negativos (oxidasa negativa y positiva).

Colour chart/Farbtafel/Tableau ‘de couleurs

Microgen™ GN A ID

WELL/NAPFCHEN
JGODET 1 2 3 4 5 6 74 8 9 10 11 12 7
Reaction Lysine Ornithine HS Glucose Mannitol Xylose O.NP.G. Indole Urease VP, Citrate T.DA. Nitrate
- 0|80 e[ *[8[O O
0 O ®° *°0
< © ® ® e | o
Microgen™ GN B ID
WELL/NAPFCHEN
IGODET 1 2 3 El 5 6 7 8 9 10 11 12 12
Reaction Gelatin Malonate Tnositol Sorbitol Rhamnose Sucrose | Lactose Arabinose | Adonitol Salicin Arginine 24hrs | Arginine 48hrs
Negative O : @ @ ® @ ’ @® @ @ O O
.." "...
e | @ @ S @
CAUTION: Keep out of direct sunlight. Due to Legend:
laminute discolouration and paper ugeing, the Approprinte reagents to be added prior 10 reading.
colours on this chart will change.
Q©  Overluid with sterile mineral oil.

‘These colouss are provided as general guide to the range of test colours.

HSKOSEN

og! P Limited, I Admiral

Way, C

Surrey GUIS3DT UK

o

Not overlaid with oil for oxidase positive organism,

@

Edition: 2004 - 12
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Tabla de referencia de los substratos

Pocillo Reaccion Descripcién Positiva Negativa
La Lisina decarboxilasa — al azul de Bromotimol pasa de a
. P~ - : Verde / .
1 Lisina verde/azul, indicando la produccion de la amina Azul Amarillo
cadaverina.
La Ornitina decarboxilasa — el azul de Bromotimol se .
" - T ) } Amarillo /
2 Ornitina mantiene azul indicando la produccién de la amina Azul Verde
putrescina.
Produccién de H,S — el Tiosulfato se reduce a H,S que .
) - . Marrén/ .
3 H.S reacciona con las sales de hierro produciendo un Nearo Color paja
precipitado negro. 9
4 Glucosa Fermentacion — el azul de Bromotimol cambia de azul a
5 Manitol amarillo como resultado de la produccién de 4cido a partir de Amarillo Azul / Verde
) Xilosa la fermentacion de carbohidratos.
Hidrdlisis — la hidrélisis de la ONPG por la B-
7 ONPG galactosidasa da lugar a la produccién de amarillo de Amarillo Incoloro
orto-nitrofenol.
El indol se produce a partir de triptéfano y da lugar a un
} ) o - Rosa /
8 Indol complejo rosa / rojo cuando se afiade el reactivo de Roio Incoloro
Kovac'’s. )
La hidrdlisis de la urea da lugar a la formacién de amoniaco Rosa mu gg gorlgsra
9 Ureasa que provoca un incremento de pH que hace virar el rojo de Y pay A
; ) profundo salmén
fenol de amarillo a rosa / rojo. P
pélido
La produccién de acetoina a partir de glucosa se Rosa
detecta por la formacion de un complejo rosa / rojo Incoloro a
10 VP " L ; profundo / P
después de la adicion de alfa naftol y creatina en Roi rosa palido
> 0jo
presencia de KOH.
La utilizacion de citrato (solo como fuente de carbono) Amarillo/
11 Citrato da lugar a un incremento de pH que proporciona un cambio Azul Verde
de color del azul de bromotimol de verde a azul. palido
El &cido IndolpirGvico se produce a partir de triptéfano por la
triptéfano deaminasa dando un color rojo cereza Roio
12 TDA cuando se afiaden los iones de hierro. Los cerera Color paja
microorganismos indolo positivos pueden dar coloracion
marron — en caso de resultado negativo.
Los enzimas proteoliticos licuan la gelatina dando lugar a
13 Gelatina particulas negras que quedaran dispersadas por el pocillo. Negro Incoloro
Cuando el malonato sédico es la Unica fuente de carbono
se inhibe la conversion del &cido succinico a &cido fumarico.
Un microorganismo incapaz de usar ese substrato da lugar
a la acumulacién de &cido succinico y el microorganismo no
14 Malonato crece. Una reaccion positiva es resultado de la utilizaciéon Azul Verde
de malonato
sédico a la vez que el sulfato de amonio se utiliza como
fuente de nitrégeno dando lugar a hidréxido sédico que
aumentara la alcalinidad dando color azul.
15 Inositol
16 Sorbitol
17 Ramnosa Fermentacion — el azul de Bromotimol cambia de azul a
18 Sucrosa amarillo como resultado de la produccion de acido por
9 Lactosa la fermentacion de carbohidratos. Amarillo Azul
20 Arabinosa
21 Adonitol
22 Rafinosa
23 Salicina
La Arginina para a ornitina, amoniaco y CO, por la accién
de la arginina dihidrolasa dando lugar a un incremento del Verde/ Amarillo
24 Arginina pH y a un cambio de color del azul de bromotimol de Amarillo
. Azul azul
verde a azul. A las 48 horas las reacciones verdes son / Verde
negativas.

Fuente: (Sistema microgen gn id 2015)








