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RESUMEN

La salmonelosis es una de las principales enfermedades transmitida por
alimentos (ETA) a nivel mundial, constituyendo un problema de salud
publica. La crianza artesanal de aves en lca es usual, por lo que sus
practicas inadecuadas pueden convertirse en una posible fuente de
contaminacion, trayendo consigo la presencia de esta bacteria patégena. El
objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de Salmonella en
gallinas de crianza artesanal en 5 centros poblados del distrito de Santiago —
Ica. Se recolectaron 80 muestras de hisopado cloacal en gallinas, obtenidas
de viviendas con corrales de crianza; de los centros poblados: Santiago
(cercado), Casa Blanca, La Venta Baja, Lujaraja y la Joya; para su
aislamiento se utilizé6 la metodologia segin ISO 6579:2002. Las colonias
sospechosas fueron caracterizadas por pruebas bioquimicas vy
serotipificacion. Se detectaron y aislaron 4 (100%) cepas de Salmonella
Typhimurium, correspondiendo 1 (25%) para Santiago, 2 (50%) para Casa
Blanca, y 1 (25%) para La Venta Baja. En conclusion, existe presencia de
Salmonella en gallinas de crianza artesanal del distrito de Santiago, de
acuerdo a las pruebas de validacion de hipotesis y los criterios de vigilancia
del SENASA, deterrhinando que Casa Blanca es el centro poblado mas

expuesto a brotes de salmonelosis.

Palabras clave: Salmonella, gallinas, centros poblados, Santiago, hisopado

cloacal.
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ABSTRACT

The salmonelosis is one of the principal diseases transmitted by food (ETA)
worldwide, constituting a problem of public health. The handcrafted
upbringing of birds in Ica is usual, for what his inadequate practices can turn
into a possible pollution source, bringing | obtain the presence of this
pathogenic bacterium. The aim of the present study was Ica determined
Salmonella's presence in hens of handcrafted upbringing in 5 centers filled
with the district of Santiago. 80 samples were gathered of hisopado cloacal in
hens obtained of housings with corrals of upbringing; of the populated
centers: (surrounded) Santiago, White House, The Sale Goes down, Lujaraja
and the Jewel; for his isolation the methodology was in use according to ISO
6579:2002. The suspicious colonies were characterized by biochemical tests
and serotipificacion. They detected and isolated 4 (100%) Salmonella
Typhimurium's vine-stocks, corresponding 1 (25%) for Santiago, 2 (50%) for
White House, and 1 (25%) for The Low Sale. In conclusion, Salmonella's
presence exists in hens of handcrafted upbringing of the district of Santiago,
of agreement to the tests of validation of hypothesis and the criteria of
vigilance of the SENASA, determining that White House is the populated

center most exposed to outbreaks of salmonelosis.

Key words: Salmonella, hens, populated centers, Santiago, hisopado

cloacal.



iNDICE

Resumen iv
Abstract v
l. INtroducCiON. ..., 1
. Antecedentes...... ... 5
Il. Material y metodos.............coviiiiiii 10
3AMaterial.........oo 10
3.1.1. Ubicacidn geografica..........ccccooeiiiiiiiiiiiiin, 10
3.1.2. PobIacion..........coooiiiiiiii e 10
3.1.3. Muestra. ... 10
3.2 .MEOdO. .. cee i e 11
3.2, MUESHIEO. .. ... 11
3.2.2. Obtencién de la mqestra biolégica........................ 12
3.2.3. Procesamiento de lamuestra.............................. 12
3.2.4. Aislamiento..........cccooiiiiiiit 13
3.2.5. Identificacion............cc.oooiiii i 14
3.2.6. Expresién de resultados.....: ............................... 20
V. ReSURAdOS. ... ... e 22
V. DISCUSION. ...t e e e 26
VI.  Conclusiones..................... R —_— 30
VII.  Recomendaciones.............cocuvmuimiiiiiii i 31
VIIl. Referencias Bibliograficas..............ccccevieeiiinann.s e e 32
IX. F N 11 (o L PP 37

vi



. INTRODUCCION

El género Salmonella, se incluye en la familia enterobacteriaceae, integrado
por bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no esporulados,
presentando las caracteristicas generales de las enterobacterias: fermentan
la glucosa, catalasa positivo, oxidasa negativo y suelen ser moviles gracias a
sus flagelos peritricos (V*®™, Estos microorganismos crecen en un amplio

rango de temperatura (7°- 48° C) y pueden desarrollarse a un pH entre 4 - 9.

La nomenclatura de Salmonella es compleja. Se han utilizado diferentes
sistemas para referir este género y ha variado continuamente, sin embargo
la mayoria ha optado por la nomenclatura recomendada por el Centro de
Referencia e Investigacion de Salmonella de la Organizacion Mundial de la
Salud en el Instituto Pasteur (WHO Collaborating Centre for Reference and
Research on Salmonella), el cual esta basado en la propuesta de Kaufmann
en 1966, asi; se divide el género en dos especies: Salmonella bongori y
Salmonella enterica, dividida esta Gltima en 6 subespecies: enterica (l),
salamae (ll), arizonae (llla), diarizonae (llIb), houenae (IV), e indica (V1) que

se diferencian por sus caracteristicas bioquimicas y genéticas €114,

Las especies de Salmonella, forman parte de la flora en el intestino de
muchos animales, debido a que éste ambiente Ies.ofrece un medio favorable
para el normal desarrollo de éste microorganismo '3 Saimonella causa
un amplio nimero de manifestaciones clinicas en los seres humanos como

son fiebres entéricas, gastroenteritis, bacteriemia, infecciones localizadas, y



estado de portador crénico, esta enfermedad se presenta tanto en casos
aislados como en brotes, que afectan a una familia o varios cientos y miles
de personas de una poblacion. Excluyendo a Salmonella Typhi, Salmonella
Paratyphi (A y C) y Salmonella Sendai, agentes causales de las llamadas
fiebres entéricas que afectan especificamente al hombre, todas las demas
serovariedades de Salmonella se pueden considerar como zoonosis, siendo

éstas las mas difundidas en el mundo “14)29)E0),

La infeccion debida a serovariedades no tificas de Salmonella spp.
representa un problema de salud publica nacional e internacional, que se ha
agudizado con la apertura econémica y la globalizacién, 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 (*(18)23)
Casi todas las aves pueden estar infectadas; el nUmero de microorganismos
puede ser bajo en un principio y aumentar como resultado del manejo ('°X'),
Los huevos se pueden contaminar por transmision vertical (transovarica),
durante la postura o duranfe la manipulacion o el almacenamiento. La
infeccidén en los seres humanos se adquiere por consumo de pollo, huevo

crudo o parcialmente cocido, o alimentos preparados con estos @58),

La deteccion y control de brotes de salmonelosis transmitidas por alimentos
es complicada por el hecho de que existen mas de 2000 serotipos diferentes
de esta bacteria, tanto las especies que causan infecciones
gastrointestinales como las que producen fiebres entéricas son objeto de

vigilancia®"®, La caracterizacion vy tipificacién definitiva de los aislamientos
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es de utilidad en el estudio epidemioldgico para identificar tendencias,

detectar brotes, fuentes de infeccion e implementar medidas de control.

En el Perq, afio a afio el consumo de aves, se incrementa notablemente, en
comparacién al consumo de otros tipos de carnes, éstas aves a su vez
representan el reservorio de mayor importancia para bacterias como
Salmonella, uno de los microorganismos causante de enfermedades
diarreicas mas frecuentes en el hombre, Sin embargo, en el pais el sistema
de vigilancia epidemioldgica para aves que controla el. namero de casos y
reportes de enfermedades como salmonelosis no le presta la debida
importancia y a poblaciones pequefias, donde también se pueden presentar
casos de esta enfermedad en animales y posteriormente en humanos,
faltando afianzar el desarrollo de su sistema de informacién capaz de
integrar y comunicar a los niveles central, regional y local; lo que conlleva a
que los énfasis que requiere reportes de Salmonella spp. en animales (aves
de corral), aun no sean suficientes, siendo un problema latente debido a que
pueden aparecer ciertos brotes de salmonelosis que no se puedan detectar

justamente por la falta de informacion 9.

La region iquefia no esta exenta de esta problematica, y mas ain cuando la
crianza artesanal de gallinas es considerada como una buena alternativa
para la produccion familiar, rapida y permanente, de alimentos de origen
animal (huevos y carne); sin embargo las condiciones higiénico sanitarias en

las que son criadas estas aves, asi como la distribucién no adecuada de
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crianza de animales, evidencian posibles riesgos de propagacion de este
agente bacteriano, y mas aun en aquellos lugares donde no existe un
monitoreo periddico de este patégeno, por ello la investigacion realizada tuvo
como objetivo determinar la presencia de Salmonella spp. en gallinas de
corral, de los cinco centros poblados mas habitados del distrito de Santiago,
por ser este, uno de los distritos que se dedica a la crianza artesanal de aves
para su propio consumo y a la vez registra mas casos de enfermedades
transmitidas por alimentos; estos brotés son causados por contaminacion
con productos de consumo casero, de quedar identificado el
microorganismo, se pueden tomar medidas para reducir las deficiencias
sanitarias en las casas, caserios, minigranjas, etc. que consumen este tipo
de productos carnicgs, evitando asi, riesgos de enfermedad que en algunos

casos puede conlievar a la muerte (N©1491),



Il. ANTECEDENTES

Se puede citar los siguientes estudios de investigacion:

A nivel internacional

Garcia y cols. (1996), en México, publicaron una investigacién sobre
determinacion de Salmonella enteritidis serotipo Enteritidis a partir de 95
aislamientos de Salmonellas provenientes de brotes de campos de aves

domésticas, demostrandose que el 78,95% fueron positivas a la

identificacién de Salmonella enteritidis Serotipo E, de las cuales el 2,1%

fueron positivos a acriflavina (cepas rugosas) y el 76,84% fueron
negativas a acriflavina (cepas lisas). El 21,05% fueron negativas a la
identificacién de Salmonella enteritidis Serotipo E, y ninguna cepa fue

positiva a la aglutinacion con SSF.

La Torre y cols. (2003), en Chile, realizaron un estudio sobre deteccion
de Salmonella spp. en crianza artesanal de gallinas autéctonas chilenas,
donde fue posible detectar Salmonella en 17 de las 320 muestras
tomadas desde sistemas de crianza artesanal de aves de postura, lo
cual determina una prevalencia general de 5,31%. Al interior de cada
uno de los sistemas productivos, fue posible determinar prevalencias de
un 4,6% en el predio N° 1; 6% en el predio N° 2; 0% en los predios N° 3
-4y 10; yun 1%, 9%, 4,5%, 5% y 5,7% en los predios N°5 -6 -7 -8y

9, respectivamente.



Pérez y cols. (2004), en Venezuela, publicaron una investigacién sobre
aislamiento de Salmonella en canales de aves y evaluacion de la
efectividad de diferentes medios de enriquecimiento y selectivo,
confirmando la presencia de Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium en los canales de aves, a su vez el mayor porcentaje de
aislamiento ocurri6 cuando se utilizaron los medios Xylosa Lisina
Desoxicholato (XLD) y Bismuto Sulfito Agar (BSA). El medio Caldo
Tetrationato (CT), resulté en mayores porcentajes de aislamientos que el

medio Caldo Selenito Cistina (CS).

Uribe y Suarez (2006), en Colombia, publicaron un trabajo de
investigacion sobre salmonelosis no tifoidea y su transmision a través de
alimentos de origen aviar, realizando una compilacién sistematica de
informacién referida a la gastroenteritis y otras manifesfaciones
causadas por serovariedades no tificas de Salmonella spp., con énfasis

en la importancia de los alimentos de origen aviar en su transmision.

Troncoso (2007), en Chile, hizo un trabajo de investigacion para
detectar la presencia de Salmonella spp. en los sistemas artesanales de
crianza de gallinas de la Provincia de Nuble (Chile), mediante técnicas
de cultivo microbiolégico, donde se tomaron 1099 muestras totales,
correspondientes a térulas cloacales, huevos y medioambientales, la
deteccién de Salmonella spp. correspondié a 8 muestras (0,72%), todas

ellas medioambientales. Asi mismo se detectd6 una diferencia



estadisticamente significativa (p < 0,01) entre los distintos tipos de

muestras analizadas (muestras ambientales, torulas cloacales y huevos).

e Garcia y cols. (2009), en Esparia, realizaron un estudio sobre la
evaluacion de Salmonella spp. en las heces, hisopos cloacales, y los
huevos (cascara de huevo y el contenido por separado) de una granja de
gallinas ponedoras, donde los resultados demostraron que las heces
(92%) fueron las muestras mas positivas, seguido de cascaras de huevo
(34%) e hisopos cloacales (4%). No se detectaron Salmonella spp. en el
contenido del huevo; lo cual no implica la presencia del patégeno en el

contenido del huevo.

o Alvarez y col. (2012), en Paraguay, determinaron la frecuencia de
Salmonella enterica en aves de traspatio de la localidad de San Lorenzo,
Departamento Central, Republica de Paraguay, aislando 11 (2,75%)
cepas de Salmonella enterica, 8 (2%) identificadas como Salmonella
Enteritidis, 2 (0,5%) de Salmonella Schwarzengrund y 1 (0,25%)
Salmonella Saintpaul, siendo Salmonella Enteritidis la serovariedad con
mayor nimero de aislamientos y la mas frecuente en aves de traspatio
de San Lorenzo.

A nivel nacional:

e Arechua y Moya (2004), en Lima, realizaron una tesis sobre evaluacion
de riesgos microbianos en alimentos preparados consumidos en la

poblacion de Villa El Salvador, lograndose aislar 2 muestras con
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Salmonella de un total de 75, lo cual represent6 el 3% de las muestras
analizadas que estuvieron contaminadas, indicando asi la presencia de

un peligro de que se produzcan enfermedades alimentarias causadas

por Salmonella sp.

o Zambrano (2012), en Lima, llevd a cabo una investigacion sobre
determinacién de Salmonella spp. en centros de beneficio clandestino
de aves de Lima Metropolitana, encontrando positivas al 21,3% de
muestras de superficie corporal y el 28,8 % para hisopado cloacal, en
centros de beneficio sin eviscerar, no obstante se reportd el 25,6% en
muestras de superficie corporal y 35,6% en centros de beneficios donde
si se realizaba el eviscerado, concluyendo la presencia de Salmonella

spp. en los centros de beneficios clandestino de Lima Metropolitana.

A nivel local:

En el Departamento de lca, son muy pocas las investigaciones de

Salmonella en alimentos:

e Arcos y Garcia (1994), en Ica, realizaron una investigacion sobre
presencia de Salmonella spp. en huevos de gallina y mercados del
cercado de Ica — 1994, determinandose que los huevos frescos de
gallina y productos preparados a base de huevos crudos presentan
cierto grado de contaminacion con Salmonella, aislandose en mayor
porcentaje Salmonella Enteritidis y Salmonella Duesseldorf, los huevos

de gallina presentaron un 90% de conservacién regular a diferencia de
8



las mayonesas (58% de conservacion regular) y similar nivel de

conservacion con los jugos (81% de conservacion regular).

Ochoa y Trejo (2012), en Ica, realizaron un estudio sobre determinacion
de Salmonella sp. en canales de pollo expendidos en el Mercado
Arenales del Distrito de Ica, llegando a aislar 5 cepas correspondientes
al género Salmonella de un total de 50 muestras, de las cuales, 3 (6%)
pertenecieron a Salmonella Infantis y 2 (4%) a Salmonella Typhimurium,
concluyendo que existe presencia de Salmonella en el mercado
Arenales, representando asi un riesgo potencial para poblacion

consumidora.



Ill. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL

3.11.

3.1.2.

3.1.3.

Ubicacion geografica

El area de estudio comprende los 5 centros poblados del distrito
de Santiago: Lujaraja, Santiago (cercado), Casa Blanca, La Joya
y La Venta Baja, provincia y departamento de Ica, los mismos
que se ubican en Carretera Panamericana Sur, comprendiendo
del Km. 318 al Km. 329. (Anexos; Figura 2).

Poblacion

Constituida por gallinas de crianza artesanal del distrito de

Santiago.

Muestra.

Las muestras estuvieron cbnstituidas por materia fecal (heces)
de gallinas de corral, procedentes de crianza artesanal, de Ibs
Centros Poblados: Casa Blanca, La Joya, Lujaraja, La Venta
Baja y cercado del Distrito de Santiago, Provincia y
Departamento de Ica, durante los meses de Setiembre 2012 —

Enero 20183. (Anexos; Figura 1, A - E).

- Criterios de inclusion: Fueron consideradas dentro del

estudio todas las gallinas que cumplieron con los siguientes

criterios:

o Gallinas sanas.
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e Gallinas adultas mayores de 12 semanas.
e Viviendas cuyo corral cuenten con un minimo 3 gallinas.

e Residentes en algunos de los 5 centros poblados de
Santiago: Lujaraja, Santiago (cercado), Casa Blanca, La

Joya, La Venta Baja.

- Criterios de exclusion: En principio, excluidas todas las
gallinas que no cumplan los criterios de inclusion

mencionados, ademas de:
e Gallinas enfermas.
e Gallinas menores a 12 semanas.

o Residentes en algin centro poblado ajeno de los

indicadés.

e (Gallinas de granjas.

3.2. METODO:
3.2.1. Muestreo.
El muestreo se realizé mediante hisopados cloacales (PRO-
UCDSA-06, SENASA) (Anexos; Figura 3)??@3 en gallinas de
corral, tomando el 2,80% de viviendas que crian aves (Anexos;
Figura 4); de los centros poblados antes mencionados del
Distrito de Santiago — Ica ®) obteniendo 16 muestras mensuales

tomadas al azar, por 5 meses consecutivos.

11



3.2.2,

3.2.3.

Obtencién de la muestra biolégica.

De cada corral de aves, se cogi6é al azar una gallina, tomando
una muestra de heces mediante la técnica del hisopado cloacal
23 con hisopo estéril, previamente humedecido en tubos con 9
mL de agua peptonada bufferada al 0,1% (Anexos; Figura 5, A-
B). Una vez tomada la muestra se volvié a sumergir los hisopos

en los tubos para su debido transporte a laboratorio ©®.

Las muestras obtenidas fueron colectadas y rotuladas, siendo
conservadas en cadena de frio para su traslado al laboratorio

(14X23) (Anexos; Figura 5, C).
Procesamiento de la muestra.

Se realizd en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional “San
Luis Gonzaga” de Ica, de acuerdo al método de la Norma ISO
(10)

6579:2002 (International Organization for Standarization)

(Anexos; Figura 6).
3.2.3.1. Pre enriquecimiento

Una vez obtenida la muestra de materia fecal mediante
el hisopado en los tubos con agua peptonada bufferada
al 0,1%, se llev6 a incubacion a una temperatura de 35

— 37°C, por 18 +/- 2 horas ' (Anexos; Figura 7, A).

12



3.2.3.2. Enriquecimiento
Caldo Rappaport Vassiliadis con soya (RVS)

A partir del cultivo incubado se tom6 0,1 mL. de cada
muestra, los cuales fueron transferidos a los tubos con
10 mL. de caldo Rappaport Vassiliadis con soya.
Continuando con la incubacion por 24 +/- 3 horas a

41,5 ° + 1°C "9 (Anexos; Figura 7, B).

Caldo Miiller - Kauffmann tetrationato +

novobiocina (MKTTn)

A partir del cultivo incubado se tom6 1 mL. de cada
muestra, las mismas que fueron inoculadas en tubos
con 10 mL. de caldo Miller — Kauffmann tetrationato +
novobiocina, continuando con la incubacién por 24 +/- 3

horas a 37 ° + 1°C ' (Anexos; Figura 7, C).

3.2.4. Aislamiento Selectivo
De cada caldo de enriquecimiento, se tomé una asada del
inéculo y se sembré6 en placas con agar xilosa lisina
desoxicolato (XLD) y agar verde brillante (VBA) por duplicado
(Siembra por estria y agotamiento), dejandose incubar a 37°C

+1°C por 24 +/- 3 horas (10)(12)(14)(21)'

13



3.2.5.

Identificacion:

3.2.5.1.

3.2.5.2.

Estudio de caracteristicas fenotipicas

Posterior a la incubacién, se analizaron las
caracteristicas fenotipicas (forma, color, textura,
tamafno) de las colonias desarrolladas sobre el medio
selectivo, (agar XLD y agar verde brillante). Se
consideraron como colonias tipicas de Salmonella
aquellas que presentaron en agar XLD: color rojo con o
sin centro negro, o transparente con punto negro,
(Anexos; Figura 8, A); en el agar verde brillante fueron
consideradas aquellas que tenian borde irregular, color
fucsia, rosado, incoloras, traslicidas (1O(4(19)20)

(Anexos; Figura 8, B).

Pruebas bioquimicas

Prueba TSl y LIA

Se inocul6é 01 colonia tipica en cada prueba: En agar
TSI: se realiz6 1 puncién, seguido de realizar la estria
en el pico de flauta; En agar LIA, se realizé6 1 puncién
picando el fondo y haciendo estrias en la superficie,
ambos medios se incubaron a 35 — 37°C por 24 hrs. Se
consideraron los cultivos que mostraron en el agar TSI

pico de flauta alcalino, las columnas de medio, con o

14



sin produccién de SH; y el fondo alcalino. (Anexos;
Figura 9, A-B).

En agar LIA se considerd las reacciones alcalina en
todo el medio, con o sin produccion de SH, (Anexos;

Figura 9, A-B) (D (10,

Prueba de citrato

Se inoculé en agar citrato Simmons a partir del cultivo
proveniente de agar TSI con pico de flauta y fondo
alcaliho, sembrando por estria y haciendo puntura en el
fondo. Se incubo por 96 +/- 2 hrs. a 37°C. Se considero
los cultivos que mostraron crecimiento en el medio y/o
acompaniado por viraje de color verde al azdl, indicando
la utilizacién del citrato como sustrato %) (Anexos;

Figura 9, C-D).

Prueba en medio SIM

A partir del TSI, se inocul6é una asada por puncién en el
medio SIM. Se incub6 por 24 +/- 2 hrs. a 37°C
considerando las reacciones pgsitivas para la
produccién de sulfuro de hidrégeno, reaccion negativa
del indol (no se forma un anillo en la superficie al

adicionarse el reactivo de Kovac’s; asi también se
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3.2.5.3.

considerd la motilidad, tipica de Salmonella ©'7

(Anexos; Figura 9, C-D).

Prueba de ureasa

Se inoculd en el agar urea a partir del cultivo
proveniente del agar TSI, sembrando por estria en la
superficie. Se incubé a 24 +/- 2 hrs. A 37°C, se
considerd los cultivos que dieron la prueba negativa
(ningtin viraje en color del medio), indicando que la
bacteria no hidrolizé la urea "4 (Anexos; Figura 9,
E).

Las cepas que presentaron caracteristicas bioquimicas
pertenecientes al género Salmonella se sembraron en
agar nutritivo, para posteriores pruebas- confirmatorias

de Saimonella.

Pruebas serolégicas

La identificacion de las serovariedades de Salmonella,
fue realizada por los autores, en el Laboratorio de
Enteropatégenos del Instituto Nacional de Salud,
siguiendo la metodologia de Carlos Malbran, con
emision de informes de los Tresultados por dicha

institucion ®1904 (Anexos; Figura 10, 12y 15).
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Serotipificacion Somatica O.

La reaccion antigeno - anticuerpo para Ia
caracterizacion del serogrupo O de Salmonella sp. se
realiz6 mediante la técnica de aglutinacion en lamina,
(Anexos; Figura 11, A); a partir de cultivos de menos de
24 hrs. en agar TSA, incubado a 37°C ©(10X14)
Previamente se verificd si la cepa que se encontraba
en forma lisa (S) o rugosa (R), para lo cual se mezclo
una porcion de la colonia con solucion salina, al 2% en
una lamina, rotando suavemente durante 30 segundos
(Anexos; Figura 11, B).

Luego, se observd cuidadosamente la presencia o
ausencia de aglutinacién con la solucién salina, ya que
si hay grumos la cepa estd en su forma R y no se
puede realizar la serotipificacion somatica O (Anexos;
Figura 11, C-D). A las cepas que se encontraban en
forma R, se les realizd sucesivos subcultivos en agar
TSA, para revertirlas a la forma S. La serotipificacion
somatica se realizd solo para las cepas que se
encontraron en forma lisa. (Anexos; 11, B). Sobre una
lamina de vidrio se enfrentdé un cultivo con fase S con
una gota de los antisueros polivalentes OS-A y OS-B
(dentro de los cuales se encuentran alrededor del 98%

de las serovariedades aisladas del hombre y de los
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animales) por separado, mezclando cuidadosamente
con un palilo (Anexos; 11, C). Se realizaron
movimientos rotatorios por 2 minutos para favorecer la
reaccion antigeno anticuerpo donde se observéd la
presencia o ausencia con luz indirecta. De haber
aglutinacion con alguno de los dos antisueros
polivalentes, se probaron los antisueros del grupo O
correspondientes; si hay aglutinacién con un antisuero
del grupo O se probaron los antisueros de factores O

correspondientes (Anexos; 11, D).

Serotipificacion Flagelar

La caracterizacion antigénica flagelar, se hizo mediante
la técnica de aglutinacion en tubo (Anexos; Figura 13,
C). En donde las cepas fueron sembradas, a partir de
un cultivo de TSA, en 5 mL del medio de movilidad
conteniendo un tubo Craigie ®'9%) (Anexos; Figura
13, A-B). La siembra fue realizada en el interior del tubo
Craigie, hasta la mitad del mismo, al cabo de 18 a 24
hrs. de incubacion a 37°C, se tomd una porcion del
crecimiento del tubo externo y fue sembrado en 5 mL
de caldo flagelar incubado a 37°C durante 24 hrs.
(Anexos; Figura 13, A-B). Posteriormente se le adicion6

5 mL. de solucién salina formolada al 1% y se dejé por
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una hora a temperatura ambiente. En cuatro tubos de
ensayo estériles se agregaron 0,5 mL de la suspension
bacteriana formolada y se le adicioné una gota de cada
uno de los antisueros flagelares polivalentes, HS-1, HS-
A, HS-B y HS-C (Anexos; Figura 13, C). Se incubd a
50°C en bafio maria y se observé cada 15 minutos
durante 1 hora la formacién o no de floculaciones con
luz indirecta. Si el cultivo aglutiné con dos antisueros
polivalentes, se traté de una serovariedad difasica y se
enfrent6é seguidamente con los antisueros de la primera
y segunda fase H correspondientes, (Anexos; Figura
13, E). Si el cultivo aglutind6 solo con un suero
polivalente antiflagelar, puede ser que se tratdé de una
variedad monofasica de acuerdo al esquema de
Kauffmann-White @094 o yna difasica que no
expresa los antigenos flagelares de la segunda fase H,
para lo cual se realiz0 una inversiébn de fase. Para
poner en evidencia la fase ausente se mezclé en una
placa Petri, dos gotas del antisuero flagelar
correspondiente a la fase expresada con 10 mL. del
medio Jordans, se sembré una asada del cultivo sin
formolar en el centro de la placa (Anexos; Figura 13,
D), después de la incubacién a 37°C durante 24 hrs se

tomo el desarrollo microbiano de la periferie de la placa
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3.2.6.

para enfrentarlo al antisuero de la fase H no expresada.
El método se basd en que las células que poseian la
fase ya identificada quedaban inmovilizadas por el
suero flagelar empleado, mientras las que tenian la
fase no expresada conservan su movilidad.

La identificacion de serovares se determiné siguiendo
el esquema de Kauffmann — White descrito por World
Health Organization, Centre For Reference And
Research on Salmonella en su publicacion Antigenic
(5)(10)(18)(27)

Formulas of the Salmonella serovars

(Anexos; Figura 14, A-B).

Expresian de resultados

Los resultados obtenidos en la investigacion fueron expresados
mediante tablas porcentuales, a su vez, se aplicé disefios
estadisticos como prueba de significancia para la validacién de
resultados de las muestras positivas a salmonella, usando

formulas y diagramas representativos (Anexos; Figura 16).

p— T

n(l— m)
n

7 =
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Asi mismo, se evalud los riesgos por exposicion a
Salmonella mediante tabla de diferencia porcentual,

entre cinco centros poblados del distrito de Santiago.
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ill. RESULTADOS

TABLA N° 1. Porcentaje de aislamientos de Salmonella spp. en
hisopados cloacales de gallinas de corral del distrito de Santiago - Ica.

Setiembre 2012 — Enero 2013.

ESTUDIO DE

DISTRITO CARACTERISTICAS BIOQUIMICA  SEROTIPIFICACION

FENOTIPICAS
SANTIAGO 36 5 4
PORCENTAJE
100 13,9 11,1
(%) ~

De las 80 muestras de hisopados cloacales de gallina, se logré obtener 36
(100%) aislamientos con caracteristicas fenotipicas similares a Salmonella,
de estos aislamientos 5 (13,9%) presentaban caracteristicas bioquimicas
similares a Salmonella, de las cuales 4 (11,1%) presentaban caracteristicas

coincidentes en un 100% a Salmonella segun el sistema de serotipificacién.
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TABLA N° 2. Especies de Salmonella determinados mediante
serotipificacion en hisopados cloacales de gallinas de corral en el

distrito de Santiago — Ica. Setiembre 2012 — Enero 2013.

N° de muestras
Especie Porcentaje (%)
(serotipificacion)

Salmonella Typhimurium 04 05
Citrobacter freundii 01 01
Negativo - 75 94
TOTAL 80 400

De las 80 (100%) muestras procesadas de hisopados cloacales de gallinas
del distrito de Santiago, 4 (5%) aislamientos correspondieron a Salmonella

Typhimurium mediante proceso de serotipificacion.
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TABLA N° 3. Prueba de significancia de muestras positivas de

Salmonella en hisopados cloacales de gallinas de corral en el distrito

de Santiago — Ica. Setiembre 2012 — Enero 2013.

N° de muestras

N° de Proporcion
Distrito positivas a ‘ Zc Probabilidad
muestras de éxito
Salmonella spp.
Santiago
(5 principales
80 4 0,05 13,91 0,05

centros

poblados)

El aislamiento de Salmonella spp. En 4 muestras de hisopados cloacales

representa una proporcion de 0,05 (5%) (P < 0,05) (Anexos; Figura 16), asi

se obtuvo un valor de 13,91 para Z calculado, a un nivel de significancia de

0,05; se demuestra que Salmonella spp. tiene presencia significativa en

gallinas de corral del distrito de Santiago.
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TABLA N° 4. Diferencia porcentual entre los centros poblados con
muestras positivas para Salmonella mediante serotipificaciéon en

hisopados cloacales de gallinas de corral en el distrito de Santiago —

Ica. Setiembre 2012 — Enero 2013.

CENTRO POBLADO

CEPAS
Santiago Casa LaVenta La TOTAL
(cercado) Blanca Baja Joya
Serotipificacion 1 2 1 0 0 4
PORCENTAJE
25 50 25 0 0 100

(%)-

De los 5 centros poblados muestreados, Casa Blanca presenta mayor
porcentaje de cepas de Salmonella 02 (50%), seguido por Santiago —
Cercado y La Venta Baja con 01 (25%) cada una respectivamente; para los

centros poblados Lujaraja y La Joya, Salmonella se reporta: ausente (0%).
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IV. DISCUSION

La salmonelosis es la principal causa de enfermedades de origen
alimentario, asi también, afio a afio el consumo de aves se incrementa
notablemente, en comparacion al consumo de otros tipos de carnes, éstas
aves a su vez representan el reservorio de mayor importancia para bacterias
como Salmonella ®(13).

Las serovariedades de Salmonella, presentan una amplia distribuciéon en el
ambiente. Se ha aislado a partir de diversas fuentes incluyendo suelo,
vegetacion, ensilaje, materia fecal, fuentes de agua, aguas residuales y
distintos tipos de alimentos, principalmente los de origen aviar,
representando un gran problema para su control y vigilancia.

En el presente estudio, de 80 muestras de hisopados cloacales analizados
por el método oficial, segtn la ISO 6579:2002, se obtuvieron 36 muestras de
colonias con caracteristicas fenotipicas de Salmonella; de las cuales 05
(13,9%) correspondieron a Salmonella sp. segun caracterizacion bioquimica;
similares a Pérez y cols. (2004) Troncoso (2004); Zambrano (2012); de estos
aislamientos 4 (11,1%) pertenecen a Salmonella spp. por presentar
caracteristicas coincidentes en 100% segln analisis serolégicos (Tabla N° 1)
(10)(17)(24)(28)

La serotipificacion de las cepas determina a Salmonella Typhimurium (5%)
como tnico serotipo hallado (Tabla N° 2); (Anexos, Figura 12); concordando
con Ochoa y Trejo (2012), Pérez y cols. (2004), difiriendo con los estudios de

Garcia y cols. (1996); Alvarez y cols. (2012), quienes reportaron otros
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serotipo como Salmonella Enteritidis, Salmonella Saintpaul y Salmonella
Schwarzengrund @@X149017),

La determinacion de Salmonella Typhimurium (5%) (Anexos, Figura 13); es
de interés, debido a que en los (ltimos registros del Sistema de Vigilancia
de Enfermedades Transmitidas por Alimentos en el Pert (ETAs), del Instituto
Nacional de Salud (INS), éste serotipo ocupa el tercer lugar en
serovariedades de Salmonella. Concordando con Ochoa y Trejo (2012),
quienes también afirman que en el Perd, Salmonella Typhimurium ocupa los
primeros lugares en frecuencia de enfermedades transmitidas por alimentos
(14)(30)

Se determiné Salmonella spp. en un 5% de un total de 80 muestras (Tabla
N° 3), este resultado es similar a lo investigado por La Torre y cols. (2003);
Garcia y cols. (2009); Alvarez y cols. (2012); Arechua y Moya (2007); Ochoa
y Trejo (2012), cuyos porcentajes de positividad a Salmonella sp. fluctiian
entre el 2% y el 10%. Sin embargo, estos resultados difieren con Pérez y
cols. (2004); Zambrano (2012); quienes registraron porcentajes de
positividad de 23% y 28,8% respectivamente, en sus investigaciones
realizadas en canales de pollos beneficiados, demostrando la diferencia que
existe en el porcentaje de aves contaminadas vivas con las que han pasado
por el proceso de sacrificio y evisceracion @ENIDI47)28)

Para la validacién de hipétesis se aplico la prueba de distribucion muestral
de proporciones, lo que determind que de las 80 muestras analizadas,
resultd positivo para Salmonella sp. el 5 % (P < 0,05), lo cual no es

aceptable de acuerdo a los criterios del Sistema de Vigilancia
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Epidemioldgico del Servicio Nacional de Sanidad Agraria SENASA para aves
de traspatio, donde indica que Salmonella sp. se debe reportar como
ausente; de acuerdo a lo expuesto, si existe presencia de Salmonella sp. en
el distrito de Santiago, esto es debido a diversas fuentes de contaminacion,
pero principalmente se asocia a la falta de limpieza de corrales, orden en la
crianza y alimentacion, lo cual conlleva a la propagacion rapida entre aves,
otros animales, pudiendo llegar a ser transmitidos al hombre ©.

Al comparar la diferencia de proporciones de los aislamientos encontrados,
se determind, que de los centros poblados del distrito de Santiago: Casa
Blanca representa mayor riesgo de contaminacién, con 02 (50%) serotipos
de Salmonella sp, seguido por Santiago — Cercado y La Venta Baja con 01
(25%) cada una respectivamente y para los centros poblados Lujarajay La
Joya, Salmonella se reporta ausente (0%) (Tabla N° 4). No se han
encontrado investigaciones que comparen 2 6 mas zonas; sin embargo,
queda demostrado que el centro poblado Casa Blanca esta mas expuesto a
contaminacion por salmonelosis, porque a pesar de ser el segundo centro
poblado del distrito de Santiago con mayor poblacion, las costumbres locales
de crianza de aves de traspatio se mantienen, a diferencia de Santiago -

Cercado, cuyo desarrollo urbano es mas notable.
Por todo lo Pallado, la poblacic’)n del distrito Santiago, se encuentra en riesgo

de contraer enfermedades de transmisién alimentaria como salmonelosis,

pues no se toman medidas higiénico-sanitarias en los corrales de crianza
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artesanal, exponiendo no solo a los duefios de dichos corrales, sino también

a la poblacién aledafia que consume estas aves y sus productos derivados.
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VI. CONCLUSIONES

De la investigacion realizada se concluye lo siguiente:

1. De las 80 muestras de hisopados cloacales en gallinas de crianza
artesanal, se aislaron 5 cepas con caracteristicas bioquimicas

correspondientes al género Salmonella.

2. Se identific6 4 cepas por métodos seroldgicos, pertenecientes a la

serovariedad Salmonella Typhimurium y una a Citrobacter freundii.

3. Se determind que Salmonella Typhimurium se encuentra en una
proporciéon de 0,05 (5%) (P < 0,05); a un nivel de significancia de 0.05,
donde se demuestra que existe presencia significativa de esta bacteria en

gallinas de corral del distrito de Santiago.

4. Se establecié a Casa Blanca como el centro poblado mas expuesto a
Salmonelosis, por tener mayor porcentaje de cepas de Salmonella
Typhimurium (50%); seguido de Santiago — Cercado y La Venta Baja
(25%) respectivamente. En los centros poblados Lujaraja y La Joya,

Salmonella sp. se reportd ausente (0%).
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VI. RECOMENDACIONES

Se sugiere:

Aplicaciéon permanente de medidas higiénico-sanitarias en los corrales
de crianza artesanal, salvaguardando la inocuidad alimentaria de los
propios pobladores (consumidores); concientizando a los productores
que crian estos animales, del riesgo que puede producir a la salud un
mal manejo de crianza.

Promover mayor asesoria y divulgaciéon cientifica, resaltando la
importancia de evitar patégenos como Salmonella en los alimentos.
Implementar medidas de intervencion relacionados con la educacion
de los propietarios de aves de fraspatio, en los diferentes distritos de
Ica.

Establecer las bases para la elaboracion de programas de control
especificos para cada pais, que permitan un estudio de enfoque
completo desde la granja y corrales hasta la mesa.

Cumplir con la realizacién de evaluaciones periddicas, por parte de las
autoridades competentes, sobre este tipo de bacterias, teniendo en
cuenta una toma de muestra mas rigurosa para el caso de

Salmonella.
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|IX. ANEXOS



Figura 1. Zona de Muestreo: Centros Poblados Urbanos del Distrito de
Santiago A, La Venta Baja. B, La'Joya. C, Santiago (Cercado). D, Casa

Blanca. E, Lujaraja
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Figura 2. Mapa de Distribucion de Muestreo en los Centros Poblados
Urbanos del Distrito de Santiago.
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Diagndsticc de Sanidad

Animal

PRO-UCDSA-06

PROCEDIMIENTO: RECOLECCION Y ENVIO DE
ESPECIMENES/MUESTRAS, Y EXAMENES
SOLICITADOS AL LABORATORIO.

Revisién: Pagina:
03 7 de 29

Heces

Se utilizan al menos 10 g de heces recién evacuadas, enviandolas con o sin
medio de transporte. Las heces para analisis parasitolégico se lienan por
completo el recipiente y se envian con refrigeracion para impedir la eclosion
de los huevos de los parasitos, debiendo llegar al laboratorio antes de
transcurnidas 24 horas. Se utilizan frascos con tapa de rosca o bolsas de
plastico para el transporte. Se evita el uso de tubos con tapén de goma, pues
el gas que se genera puede expulsar el tapon del tubo destruyendo asi la
integridad de la muestra y contaminando ofras muestras del mismo paquete.
Un método alternativo y a menudo preferible consiste en tomar muestras del
recto (o cloaca), procurando arrastrar la superficie mucosa. Los hisopos
deben ser visiblemente cubiertos de materia fecal; sin embargo las muestras
recogidas con hisopos no suelen ser adecuadas para el analisis
parasitolagico. Se tiene cuidado al tomar muestras de animales pequefios y

Cualquier copia impresa de este documento se considera COPIA NO CONTROLADA

Figura 3. Técnica de muestreo: Hisopado cloacal, establecido por SENASA,
de acuerdo a la PRO — UCDSA - 06
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110111  Dist. SANTIAGO 23,657 6,319
CENTRO POBLADO URBAND 16 €25 a0z3
0001 SANTIAGO o “riz 5
Uo.si- LUJ"RAJ;# H "7«;.' 317 -;?
oot . o
5 HUANACO 473 158 85
618 CASA BLANCA gy e57 %6
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Figura 4. Ficha del INEI (Censo de Poblacién y Vivienda 2007 — Distrito de

Santiago — Centros Poblados
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Figura 5. Procedimiento de muestreo. A, Gallina seleccionada tomada al
azar de una vivienda. B, Técnica de obtencién de la muestra (Hisopado
cloacal). C, las muestras fueron colectadas en tubos con agua peptonada

bufferada al 0,1% y conservadas en cadena de frio.
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Figura 6. Flujograma del método descrito por la ISO 6579: 2002 para la deteccion
de Salmonella spp.
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< " CoDO TETRAMONATY CALDO RAPPAPONT

Figura 7. Enriquecimiento de las muestras. A, Pre-enriquecimiento en Agua
Peptonada Bufferada al 0,1%. B, Enriquecimiento selectivo en Caldo
Rappaport. Vassiliadis. Tubos: B (blanco); 2, 2.1, inoculados. C,
Enriquecimiento selectivo en Caldo Tetrationato. Tubos: B (blanco); 2. 2, 4,

inoculados
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Figura 8. Caracteristicas fenotipicas de Salmonella en medios de

aislamiento selectivo. A, Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD). B, Agar verde
brillante (VBA).
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Figura 9. Caracteristicas bioguimicas pertenecientes al género Salmonella.
A, Agar TSI y LIA sin inocular (Blanco) B, Agar TSI y LIA, inoculados;
reacciones positivaé a Salmonella C, Agar citrato Simmons y medio SIM sin
inocular. D, Agar citrato Simmons y medio SIM inoculados: Citrato (+)
reaccion positiva a Salmonella; medio SIM: (+) Sulfuro de Hidrégeno; (-)

Indol; (+) Movilidad. E, Agar urea, reaccion negativa a Salmonella.
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Figura 10. Flujograma de serotipificacién somatica (O) de Salmonella.

47



Figura 11. Procedimiento de Serotipificacion somatica. A, Reaccion
antigeno-anticuerpo en lamina. B, Cultivo en forma lisa. C, kit de antisueros

del grupo O. D, Aglutinacion con antisuero de factor 4.
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Figura 12. Flujograma de serotipificacion flagelar (H) de Salmonella.
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Figura 13. Procedimiento de serotipificacion flagelar (H) de Salmonella. A,
Medio de movilidad y caldo flagelar sin inocular. B, Medio de movilidad y
caldo flagelar inoculados. C, Kit de antisueros del grupo H. D, Medio Jordans
para inversién de fase. E, Aglutinaciébn con sueros flagelares de primera y

segunda fase
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A.

- indicaciones B . . = ; . Columna
N de ‘Columnal | Columna2 | Columna3 S
- Columnas - “" S ] i . 4
S : Antigenos Antigeno Antigeno
i e s Nombre . Ly L
Identificacion ) somaticos | flagelar “H” | flagelar “H
s , Serovariedad o
' 0 (Fase 1) (Fase 2)
En Letras,
. , algunas con | Nimeros
_ mayUscula, NUmeros, guina y
P subindice en letras
Caracteristicas algunos separados NOMEros separados
: nimeros por coma ’ p
separados | por comas
romanos
por comas
B.

FORMULES ANTIGENIQUES / ANTIGENIC FORMULAS

TYPE

SOMATIC

©)

ANTIGEN

f
{

P

Typhirhurium 1, 4, [5];1 5

FLAGELAR (H) ANTIGEN

PHASE 1

PHASE 2

Figura 14. I[dentificacion de las Serovariedades de Salmonella de acuerdo al
Esquema de Kauffmann-White. A, Interpretacion serolégica del Esquema de

Kauffmann —White. B, Férmula antigénica de Salmonella Typhimurium.
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MINISTERIO DE SALUD DE PERU

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
PUBLXO E. DEL SECTOR SALUD

“Investigar para proteger Ia salud®

INFORME DE RESULTADO

CODIGO DE ORIGEN 2
ESTABLECIMGENTO LABORATORIO DE REFERENCIA REGIONAL ICA
LABORATORIO ENTEROPATOGENDS
AT 35
MEDCO
Doc B REICADIRESALAR FECHA DE OSTENCION DE BMUESTRA oamszoNz
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION L AB REG
COMGO DEMUESTSA  CEOX71213 FECHA DE RECEPCION EN RS 15TL2013
% PRUEBAS
GULTIVO Y TIPIFICACION Raa Laboratorio ds Rag L2t Ratarancial COMENTLRIOS
ENTEROPATOGENCS Organ: Fecha210872013
Swmonem
Typhimurnom
COCgD LARARE 2.322-2013
Observaciones:

COORD. D= LABORATORIO:
Biga. Marta Luz Zamumo RO3s
€8P 2315

©I5ac Yupangul 1600 Tesestno ST 19930 Jotas ot LI 19 Focha: 11032013 Hora: 227 prm.

MINISTERIO DE SALUD DE PERU
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANISMO FUBLICO ESJECUTOR DEL SECTOR SALUD
“Investigar para proteger Ia sajud®

INFORME DE RESULTADO

COOI50 DE ORIGEH 22
ESTABLECIMIENTO LABORATORIO DE REFERENGIA REG KONAL ICA
LASORATORIO ENTEROPATOGENCS
ENFERMEDAD ENTEROPATOGENOS
MEDICO
DOC REF 1201 RESALRR FECHA DE OSTENCION DE MUESTRA £2052012
TIPO DE RUESTRA cEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA  GB0271313 FECHA DE RECEPCION £H INS 15082013
PRUEBAS
CULTIVO Y TIPIFICACION Res Lzboratorio o2 Ros L2b Reforenclsl COMENTARIOS
ENTEROPATOGENOS ongen: Fechar23/0B2013
Salronelia
Typhumurtum
COTGO LANARE 2.242-2013
ots2tvascnas

COORD. DE LABORATORIO:
Biga. Marts Luz ZETuto Rojas.
CBP.2315

Capac Vipangl 1400 TeR#ano 4710029 Seru REIrD LAm3 13 Focha: 11052013 Hora: 227 pmo.

Figura 15. A, B, C, D, Informes de resultados de serotipificacion de las 04
cepas de Salmonella Typhimurium, realizados en el Laboratorio de
Enteropatégenos del Insittuto Nacional de Salud (INS).
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MINISTERIO DE SALUD DE PERU
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANITMO PURLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
*Investigar para proteger Ia sajud”

INFORME DE RESULTADO

COD{GO DE ORIGEM 3
ESTABLECIMENTO LABORATORIO DE REFERENCIA REGIONAL ICA
LABORATORIO ENTERCPATOGENOS
ENFERMEDAD ENTEROPATOGENDS
MEDHCO
DOC REF SADIRESALRR FECYA DE OBTENCION DE MUELTRA, 18032013
TIPO D= MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA C2C271413 FECHA DE RECEPCION EN INS 1SDERD1D
PRUEBAS
CULTIVO ¥ TLIFICACION Rws Laborztorto de Reolab Refersnctal  COMENTARIOS
ENTEROPATOGENOS origen: Facna23marsIa
Satmonaha
Typhouwrhen
COTGD LANARE 2.4:3-2013
ODSAIVISOnaE

COORD. OE LAEORATORIO:
51ga. MAIa Luz ZATD0 REAS
cBaP.231s

€323 vussogu 1400 Trieno STIPEN) VeTIx I LAY 13 Fecha: tLDST0TI Hora: 227 prn.

";.E. MINISTERIO DE SALUD DE PERU
é\'fi INSTITUTO NACIONAL DE SALUD ‘
‘J’"}‘ j &5 ORGANISHO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR BALUD

S et “Investigar para profeger la salud”

INFORME DE RESULTADO

€ODIGO DE ORIGEN 3
ESTABLECIMIENTO LABORATORIO DE REFERENCIA REGIONAL ICA -
LABORATORIO ENTEROPATOGENGS -
ENFERMEDAD ENTEROPATOGENCS
MEDICO
100G REF s1 ADIRESALRR FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 18012013
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAS REG
COUIGO DE MUESTRA  C23271513 FECHA DE RECEPCION EN INS 15082013
PRUEBAS
CULTVO ¥ TIRIFICACION Res Labaratono do Res Lib Remrencial  COMENTARIOS :
ENTEROPATOGENCS ongsa: FacqanaTaRD13 ,
Salmoneta
Typhmuatan
COTgD LARARE 24222013 3
OBSLIVASON SR

COORD, DE LABORATORIO:
Siga, Mana Lux ZanuEo Rolas
CBP. 2318

Canac yuzanges 9400 Teiefno £712000 wezus M 1ima €1 Focha: 11052013 Hora: 2227 prm_ -
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Hallando Z:

p—T 0.05—-0.001
7= ——— = =13.91
fn (1—- 1) Jo.oo1 (1- 0.001)
n 80
Ho: 1T = 0.0001
Hi : Tt # 0.0001

-1.96 0 1.96

Figura 16. Aplicacion de formula para hallar Zc.

54



