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“DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE Salmonella spp EN
CARNE DE POLLO COMERCIALIZADO EN FERIAS LIBRES
DEL CANTON LOJA”



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 con el propésito de
determinar la presencia de Salmonella spp en carne de pollo comercializado
en ferias libres de cuatro Parroquias urbanas del Canton Loja. Para el efecto
se analizaron mediante el Sistema Microbiolégico “3M Petrifilm Salmonella
express” 72 muestras de carne con un peso promedio de 250 g. Se utilizé un
muestreo aleatorio simple. Las variables en estudio fueron la presencia de
Salmonella spp, condiciones sanitarias de faenamiento casero (mediante
encuesta), analisis fisico de la carne (color, olor, apariencia y pH) pruebas
bioguimicas y genotipificacion. Para determinar prevalencias y sus intervalos
de confianza al 95% se utilizo el paquete EpiR del programa estadistico Sas
University Edition 2016. La prevalencia de Salmonella spp fue 0% e intervalo
de confianza (IC) de 0 — 4,95% en las 72 muestras, asi como prevalencia de
0% e IC de 0 — 17,8% en 18 muestras de cada feria libre (La Tebaida, San
Sebastian, Mayorista y Las Pitas). Las con condiciones sanitarias de
faenamiento casero aplicadas son deficientes en todo el proceso. Al analisis
fisico de la carne se obtuvo un color promedio (escala 1 a 5) de 2,67 (rosado
intenso); 97,22% de canales con olor agradable (sui-generis); 93,06%
apariencia normal y pH promedio de 5,98. En conclusion no se evidencio la
presencia de Salmonella spp en las muestras analizadas, la carne expendida
en ferias libres no presenta problemas en cuanto a caracteristicas fisicas

antes mencionadas.

Palabras Clave: Salmonella, sui-generis, ferias libres, faenamiento.
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ABSTRACT

This research work was developed with the purpose of determining the
presence of Salmonella spp in chicken meat sell in farmer’s —markets of four
urban parishes in Loja Canton. For this purpose, 72 samples of meat with an
average weight of 250 g. were analyzed using microbiological system "3M
Petrifilm Salmonella express”. A simple random sampling was applied. The
variables in the study were the presence of Salmonella spp, sanitary conditions
of home slaughtering (by survey), physical analysis of meat (color, odor,
appearance and pH) biochemical and genotyping tests. The statistical program
Sas University Edition 2016 package EpiR was used to determine prevalence
and 95% confidence intervals. The prevalence of Salmonella spp was 0% and
confidence interval (Cl of 0) - 4.95% in the 72 samples, as well as prevalence
of 0% and O CI - 17.8% in 18 samples of each market (La Tebaida, San
Sebastian, Mayorista and Las Pitas). The applied sanitary conditions of home
slaughtering are deficient in the process. The physical analysis in the meat
was obtained with a color average (scale 1-5) from 2.67 (deep pink); 97.22%
of channels with pleasant smell (sui-generis); 93,06% normal appearance and
average pH of 5.98. In conclusion, the presence of Salmonella spp. was not
evidenced in the samples analyzed, as well as, the meat that is sold in the
farmer’s-markets do not have problems in terms of the physical characteristics

mentioned above.

Key words: Salmonella, sui-generis, farmer’s-markets, slaughter.
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1. INTRODUCCION

La salmonelosis es una de las zoonosis con mayor frecuencia de reporte de
brotes de transmision alimentaria en el mundo incluido los paises
desarrollados, siendo la carne de ave y sus derivados una de las fuentes
principales FAO/OMS, (2003). En el Ecuador, las enfermedades transmitidas
por agua y alimentos (ETASs) estan entre las diez primeras de notificacion
obligatoria siendo la Salmonelosis una de las mas importantes. En el afio
1.990 se reportaron 9.908 casos; en el 2001 esta cifra aument6 bruscamente
a 18.772 periodo desde el cual el nUmero ha ido disminuyendo paulatinamente
con 3.286 casos en el 2008 MSP, (2008). Salmonella es un bacilo en forma
de bastoncillo gram negativo que puede causar enfermedades diarreicas en
humanos pues existen 2.400 serotipos de los cuales la S. enteritidis y S.

typhimurium son los mas comunes (Fuentes y Moreno, 2011).

En paises industrializados, la carne fresca proviene de instalaciones
modernas de sacrificio, y durante su despiece, transporte y comercializacion,
se le aplica una cadena de frio la cual no es interrumpida, mientras que en los
paises en desarrollo la comercializacion y distribucion de la carne fresca se
realiza en mercados tradicionales o ventas callejeras FAO, (2014). Asi mismo
la carne de pollo considerada una fuente de proteina barata, sana y accesible
constituye también un vehiculo frecuente en casos de intoxicacion alimentaria
como consecuencia de un inadecuado sistema de calidad higiénico sanitario

en los procesos de sacrificio y faenado animal (Soria, 2013).

En el Cantdn Loja, las ferias libres donde se comercializan diferentes
productos agricolas y pecuarios entre estos carne de pollo, no cuentan con la
debida infraestructura sanitaria que garantice la inocuidad de dicho producto
durante su comercializacion, incluso la canal es manipulada directamente por
los vendedores de los puestos de expendio sin las minimas condiciones
higiénicas y muchas de las veces con utensilios que no cumplen las

condiciones asépticas adecuadas.



En vista de lo antes mencionado nos hemos planteado los siguientes

objetivos:

- Determinar la presencia de Salmonella spp en carne de pollo
comercializado en ferias libres de cuatro Parroquias urbanas del Cantén
Loja

- Establecer la especie de Salmonella presente en la carne de pollo

- Realizar pruebas bioquimicas para determinar especie de Salmonella

- Genotipificar los aislamientos de Salmonella



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. CARNE DE POLLO

La carne de ave, es la proveniente de las especies domésticas o de criadero.
Incluye los tejidos blandos que rodean el esqueleto incluyendo musculo, piel,
el tejido adiposo, tendones, vasos, nervios y todos aquellos otros no
separados durante la operacion de faena, declarados aptos para la

alimentacién humana por la inspeccion veterinaria oficial (Barcel6 et al., 2006).

Carne fresca, es el tejido muscular estriado en fase posterior a su rigidez
cadaveérica comestible, sano y limpio de animales de abasto que mediante la
inspeccion veterinaria oficial antes y después del faenamiento son declarados
aptos para el consumo humano. Sometida a refrigeracion, entre 0°C y 4°C en
el centro del corte, que puede estar envasada en atmosfera modificada o al
vacio (NTE INEN 1217, 2006).

2.1.1. Composicion

Se pueden apreciar variaciones en la compaosicion de la carne, en funcién de
la edad del animal sacrificado. También existen diferencias en la composicion
de las distintas piezas carnicas, como en el caso de la pechuga, cuyo
contenido en proteinas es mayor que el que presenta el muslo. El contenido,
distribucion y composiciéon de la grasa del pollo es similar al del resto de las

aves de corral (Matia et al., 2006).

La carne de pollo es buena aliada de la salud “comer sano”, resalta su aporte
de la calidad de proteinas, aminoacidos esenciales de alta digestibilidad,
vitaminas B1, B2, B6, niacina y acido félico, ademas de su contenido en
minerales como hierro, fésforo, potasio, calcio y magnesio. El consumo de
carne de pollo aporta el 30% de las necesidades medias de proteinas diarias,

el 5% de las Kcal de una dieta estandar (Matia et al., 2006).



Cuadro 1. Composicion de la carne de pollo (Por 100g de porcion comestible).

Nutrientes del pollo

Unidad Con piel Filetes
Agua Ml 70,3 75,4
Energia Kcal 167 112
Proteina G 20 21,8
Grasas G 9,7 2,8
Zinc Mg 1 0,7
Sodio Mg 64 81
Vitamina B1 Mg 0,1 0,1
Vitamina B2 Mg 0,2 0,2
Niacina Mg 10,4 14
Grasas saturadas G 3,2 0,9
Grasas mono insaturadas G 4,4 1,3
Grasas poliinsaturadas G 15 0,4
Colesterol mg 110 69

Fuente: Fundacion Grupo Eroski, (2001).

2.1.2. Principales Patogenos en la Carne de Pollo

Los tipos de microorganismos que pueden causar enfermedad en los
consumidores se dividen en: virus, bacterias, hongos y parasitos, de los
cuales las bacterias son responsables de mas del 90% de los casos
confirmados de Enfermedad de Transmision Alimentaria (ETA’s). Las 5
bacterias asociadas a ETA’s, mas frecuentes son: Campylobacter spp.,
Salmonella (no tifoidea), Escherichia coli O157: H7, Escherichia coli y Listeria

monocytogenes (Eberle y Kiess, 2012).

Las poblaciones bacterianas en las canales de pollo, estan determinadas por
el tipo de poblaciones de bacterias en el tracto gastrointestinal de las aves en
la granja, asi como de las bacterias que se agregan cuando se maneja el ave
antes de su matanza y después de ella. Sin embargo en nuestro pais la
comercializacion es muy diversa y muchas ocasiones por idiosincrasia la
carne no es manejada bajo buenas practicas de higiene lo que causa que la
carne de ave sea un alimento frecuentemente implicado en enfermedad
gastrointestinal. Los patégenos reportados en productos avicolas son:
Campylobacter spp., Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,

Erysipelothrix  rhusiopathiae, Escherichia coli 0157: H7, Listeria



monocytogenes, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae,
Pasteurella multocida, Riemerella anatipestifer, Salmonella  spp,
Staphylococcus aureus, Vibrio spp y Yersinia enterocolitica. Sin embargo
recientes estudios demuestran que en caso de carne de ave, Salmonella spp
y Campylobacter spp son las causas mas comunes de ETAs vinculadas,
mientras que L. monocytogenes es un problema grave asociado a productos
procesados de carne de ave (Keklik, 2010).

2.2. GENERO SALMONELLA

El género Salmonella recibe su nombre en honor al microbiélogo americano
Daniel Elmer Salmon, quien en 1.876, fue reconocido como el primer doctor
en medicina veterinaria graduado en una universidad de los Estados Unidos.
Junto con Theobald Smith, conocido por su trabajo en anafilaxis, fueron
qguienes descubrieron los gérmenes designados como salmonellas, en 1885
aislandolos de cerdos con codlera Stanchi, (2007). Salmonella spp es la
enterobacteria de mayor importancia en salud publica por producir trastornos
del tracto gastrointestinal y septicemia no solo en el ser humano, sino en toda

las especies animales (Lujan y Blass, 2007).

Los microorganismos del género Salmonella estan extensamente
diseminados en la naturaleza como comensales y patdgenos del aparato
digestivo de los mamiferos domésticos Yy silvestres, aves, reptiles e insectos.
En los cuales pueden llegar a producir una amplia gama de enfermedades,

pues todas las Salmonellas son potencialmente peligrosas (Stanchi, 2007).

En medicina humana estan descritas diversas presentaciones de
salmonelosis: fiebre entérica, septicemia y finalmente gastroenteritis; mientras
en medicina veterinaria se ha determinado que esta bacteria puede provocar
septicemia, enteritis aguda, subaguda, cronica y abortos en diferentes
animales. Las diversas especies de salmonellas se transmiten por contacto
tanto con enfermos como con portadores sanos, aunque por lo general la
enfermedad producida por este agente microbiano tiene un origen alimentario
debido a la ingesta de alimentos contaminados con el patégeno
(Stanchi, 2007).



2.2.1. Clasificaci6bn Taxondmica

La mas reciente clasificacion del género Salmonella esta basada en estudios
realizados sobre la base de técnicas de hibridacién del DNA de la bacteria y

se ha concluido que éste estd formado por dos especies:

a) Salmonella entérica, divida en seis subespecies aisladas de:

- Subespecie |. S. entérica subsp. entérica: humanos y animales de
sangre caliente.

- Subespecie Il. S. entérica subsp. salmae

- Subespecie lll a. S. entérica subsp. arizonae

- Subespecie Il b. S. entérica subsp. diarizonae

- Subespecie IV. S. entérica subsp. houtenae

- Subespecie VI. S. entérica subsp.indica

b) Salmonella bongori, Subespecie V: no constituye un patégeno para
los humanos, pero ha sido implicada en algunas patologias en animales
(Stanchi, 2007).

Es de suma importancia aclarar que aunque existan sélo dos especies de
Salmonellas segun su hibridacion de DNA, tanto las especies como las
subespecies mencionadas se encuentran constituidas por mas de 2.400
variedades seroldgicas, determinadas segun las distintas asociaciones de los

antigenos somaticos O y flagelares H (Stanchi, 2007).



2.2.2. Caracterizacion Morfolégicay Bioquimica

Figura 1. Salmonella spp (National Institutes of Health; United States Department of Health

and Human Services; U.S. federal government, 2005).

Los miembros del genero Salmonella comprenden bacilos Gram-negativos,
pequefios (0,7-1,5 um de ancho x 2-5 um de largo) rectos, la mayoria moviles
con flagelos peritricos. Reducen los nitratos a nitritos, en general fermentan la
glucosa con produccion de gas, producen sulfuro de hidrégeno y son capaces
de desarrollar en medios de cultivo que sélo disponen de citrato como Unica
fuente de carbono. Ademas, no hidrolizan el indol ni la urea, no fermentan la
lactosa, sacarosa, salicina e inositol y descarboxilan la lisina y ornitina Molbac
et al., (2006). Sin embargo, en la literatura se describe que 1% de las cepas
de Salmonella fermentan lactosa Edwards y Ewin, (1986). Y algunas también
a la sacarosa. Pueden vivir por largos periodos asociados a sustratos
organicos, creciendo 6ptimamente a 37 grados, se inactivan a un pH inferior

a 5 y temperaturas superiores a los 60 grados (Gonzales, 1996).

2.2.3. Especificidad de Hospedador para las Infecciones por Salmonella

Los miembros del género Salmonella estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza; se los encuentra tanto como comensales o patdgenos en el tracto
gastrointestinal de mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos,
causando un amplio espectro de enfermedades en el hombre y en los
animales. Dichas enfermedades se denominan salmonelosis y presentan una

variacion en la morbilidad y mortalidad segin la especie afectada y los
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huéspedes intervinientes. Desde el punto de vista de los hospedadores a los

gue infecta, las Salmonelas se pueden clasificar en tres grupos:

- Las que no tienen preferencia por ningun hospedador en
particular, por lo que infectan tanto al hombre como a distintas especies de
animales. En este grupo se encuentran todos los serotipos de S. entérica
causantes de zoonosis.

- Las que sOlo estan adaptadas al hombre y nunca causan
enfermedad en los animales: S. typhi, S. paratyphi Ay S. paratyphi C. Se
transmiten en forma directa o indirecta de una persona a otra.

- Las que sélo estan adaptadas a una determinada especie animal y
rara vez causan enfermedad en el hombre: S. abortus ovis, en ovinos; S.

abortus equi, en equinos y S. gallinarum, en aves (Caffer y Terragno, 2001).

2.2.3.1. Serotipos frecuentes en la carne de pollo

Los serotipos mas frecuentemente aislados de embutidos, corresponden a
Salmonella anatum y Salmonella agona. Las vias de transmision son
multiples, entre las cuales la mas importante se refiere a los alimentos de
origen animal. En las plantas faenadoras de aves, bovinos y cerdos, existe el
peligro de contaminar la carne de estos animales con Salmonella spp., en las
distintas secciones de la planta faenadora (recepcion, sacrificio, evisceracion,

envasado), por contaminacion cruzada (Gimferrer, 2014).

Los diversos serotipos tienen diferentes grados de adaptacion y patogenicidad
para los humanos y las especies animales; por ejemplo, Salmonella entérica
serotipo typhi y paratyphi causan enfermedades severas en humanos,
conocidas como sindrome septicémico y fiebre tifoidea, pero estos serotipos
no son patdégenos para los animales. Asi mismo, los serotipos Salmonella
gallinarum y abortus ovis son, respectivamente, causantes de la tifoidea aviar
y de abortos infecciosos en las ovejas, pero s6lo ocasionalmente producen
infecciones leves o0 asintomaticas en humanos. Existen, sin embargo,
serotipos como Salmonella choleraesuis que causa enfermedad severa en

cerdos, pero también puede causar enfermedad sistémica grave en humanos.



Los serotipos Salmonella enteritidis y typhimurium infectan tanto a humanos
como a animales, pero en éstos, principalmente en los pollos, producen

infecciones asintomaticas (Gilsetas et al., 2002).

Salmonella heidelberg se observé como el serotipo mas aislado en Brasil
desde 1.962 en carne de ave y subproductos. En un estudio realizado en tres
mataderos al sur de Brasil, detectaron un 37,7% y 20% de presencia de
Salmonella spp en canales de aves antes y después de enfriadas
respectivamente; de éstas el 63,9% resultaron Salmonella Heidelberg Dickel
et al., (2005). Sonali et al., (2014), reporta en su trabajo “Modelo preventivo
para la gestion de riesgos de Salmonella spp en carne de ave importada —
Cuba”, que de un total de 3.132 muestras analizadas en siete afios (2003-
2009), fueron positivas a Salmonella enterica subsp, enterica 83 muestras (3,0
%). Los serotipos mas frecuentes observados fueron Salmonella Heidelberg
(18%), Salmonella Emek (14%), Salmonella Agona (11%), Salmonella
Enteritidis (7%), Salmonella Chester (7%) y Salmonella Banalia (7%).

Salmonella ha sido establecida como una de las causas mas importantes de
enfermedad de transmision alimentaria en el mundo. La enfermedad causada
por esta bacteria se conoce como salmonelosis, la cual es una infeccion
gastrointestinal causada por varios serotipos de Salmonella (se conoce con
este nombre a las variedades de un mismo agente, éstas son determinadas
por pruebas de laboratorio. Salmonella puede causar dos tipos de
enfermedad, que dependen del serotipo, y se describen a continuacion
(Adams y Moss, 2008):

a) Salmonelosis no tifoideas:

Estas enfermedades son causadas por otros serotipos diferentes a S. typhiy
S. paratyphi A. Los sintomas de Salmonelosis no-tifoidea son bastante
desagradables, sin embargo esta enfermedad es autolimitante, es decir tiene
un ciclo que comienza y termina en un tiempo programado, entre personas
sanas con un sistema inmune intacto (aunque puede causar enfermedad

grave alun en personas sanas) (Lampel, 2012).



- Mortalidad: Menor a 1%, sin embargo S. enteritidis tiene reportes de
hasta 3.6% de mortalidad en brotes en hospitales y asilos, por lo que la gente
anciana es afectada mas severamente. Aparicién: 6 a 72 horas después de la

exposicion.

- Dosis infectante: Tan baja como una célula, dependiendo de la edad
y salud del huésped, asi como de la cepa por las diferencias que existen entre

miembros del mismo género.

- Sintomas: Nausea, vomito, dolores abdominales, diarrea, fiebre y dolor

de cabeza.

- Complicaciones: Puede presentarse deshidratacion y desbalance
electrolitico como resultado de la diarrea y del vomito. Esto puede
desencadenar la muerte en personas jovenes, ancianos y personas
inmunocomprometidas si no son tratadas inmediatamente. Otra presentacion
grave se puede presentar cuando Salmonella puede escapar del tracto
gastrointestinal hacia el cuerpo y puede causar septicemia, por tanto ésta

puede migrar a 6érganos internos y articulaciones.

- Ruta de entrada: oral (ingestion de alimento contaminado, particulas

fecales o agua contaminada).

- Via: Penetracion en el organismo y paso de Salmonella del tracto
gastrointestinal al epitelio del intestino delgado donde se presenta inflamacion
(Lampel, 2012).

b) Fiebre tifoidea

Enfermedad severa la cual posee un alto indice de mortalidad, causada por
serotipos de S. typhiy S. paratyphi A, los cuales son encontrados solamente

en humanos.
- Mortalidad: En pacientes no tratados, tan alta como 10%

- Aparicion: Generalmente de 1 a 3 semanas, pero puede llegar a ser

tan larga como 2 meses después de la exposicion.
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- Dosis infectante: Menor a 1000 células

- Sintomas: Fiebre elevada de 39.4 a 40°C, letargia, sintomas
gastrointestinales que incluyen dolor abdominal, diarrea, constipacion, dolor
de cabeza, pérdida del apetito.

- Duracién: Generalmente 2 a 4 semanas

- Complicaciones: Septicemia con colonizacion de otros tejidos y
organos, puede presentarse artritis séptica, en la cual la infeccion afecta
directamente articulaciones y puede amenazar la vida. Puede ocurrir también
infeccion cronica de la vesicula biliar, lo cual puede causar que la persona

infectada se convierta en portadora.

- Ruta de entrada: Oral (ingestion de alimento contaminado, particulas

fecales o0 agua contaminada).

- Via: Penetracion y paso de los microorganismos de Salmonella del
lumen del tracto gastrointestinal hacia el epitelio del intestino delgado y de ahi
al torrente sanguineo, por lo tanto puede causar una septicemia, lo que puede
producir que el microorganismo pase a otros sitios en el organismo, donde

ocurre la inflamacién (Lampel, 2012).

2.3. DIAGNOSTICO DE SALMONELLA

La deteccion de Salmonella se realiza generalmente mediante el cultivo
microbioldgico, pero se han desarrollado diversos métodos rapidos, que se
basan en las caracteristicas inmunoldgicas y en la secuencia de bases de los

nucleodtidos en los acidos nucleicos (Ray, 2010).

2.3.1. Cultivo

Comprende una fase de pre-enriquecimiento de la muestra en un caldo de
nutrientes, seguida del enriquecimiento selectivo, en un medio de agar
diferencial selectivo, asi como la confirmacion bioquimica y serolégica (OIE,
2008).
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a) Medios de preenrriguecimiento

El nimero de salmonelas es normalmente bajo en las heces de animales
asintomaticos, en muestras ambientales y en alimentos, por lo que es
necesario utilizar medios de preenrriquecimiento para facilitar el aislamiento,
tal como el agua de peptona tamponada, medios comerciales como
Salmoscyst® o el caldo universal de preenrriquecimiento. Esto puede permitir
gue un escaso numero de Salmonella se multiplique o puede ayudar a la
recuperacion de las que presentan dafios subletales, debido a la congelacion,
el calentamiento, la exposicion a las substancias microbicidas o a la
desecacion (OIE, 2008).

b) Medios de enriquecimiento

Los medios de enriquecimiento son medios liquidos o semisdélidos que
contienen substancias que permiten el crecimiento selectivo de las
Salmonelas a la vez que inhiben el crecimiento de otras bacterias. La
composicion del medio, que puede variar de un proveedor a otro, o incluso en
algunos casos de un lote a otro, la temperatura y la duracién de la incubacion,
y el volumen de las muestras utilizadas como in6culo del medio, pueden servir
para influir en la tasa de aislamiento, y se deben tener siempre en cuenta
estas variables. Ejemplos de medios de enriquecimiento son: Rappaport—
Vassiliadis (MSRV), Caldo Selenito Cistina, Caldo Tripticasa de soya
suplementado con sulfato ferroso, Caldo Tetrationato suplementado con bilis
Verde Brilante o pastillas de suplemento selectivo comerciales como las
Salmoscyst® de Merck (OIE, 2005; OIE, 2008).

c) Agares selectivos diferenciales

Estos medios usualmente contienen nutrientes, agentes selectivos y uno o
mas sistemas de reacciones diferenciales para distinguir las colonias de
interés del resto de los microorganismos entre los medios selectivo-

diferenciales usados se citan (Entis, 2002):

- Agar verde brillante: este medio ha sido suplementado con
componentes antimicrobianos para aumentar su selectividad. Entre estos
componentes se encuentran la sulfapiridina o sulfadiazina y la novobiocina
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principalmente para inhibir a las bacterias del género Proteus (Waltman y
Gast, 2008).

- Agar mac conkey: es inhibidor para los microorganismos no entéricos,
diferencia microorganismos fermentadores de lactosa (colonias rosadas) de
los no fermentadores de dicho azlcar (colonias transparentes). Es el medio
de eleccién para el cultivo directo de tejidos (OIE, 2008).

- Agar EF-18: este medio de cultivo inhibe el crecimiento de bacterias
Gram-positivas y ciertas Gram-negativas, mientras que mejora el crecimiento
de Salmonella. Las bacterias del género Salmonella se diferencian del resto
de las enterobacterias por medio de la fermentacion de sacarosa y
descarboxilacion de lisina (Van der Zee, 2003).

- Agar xilosa-lisina-desoxicolato: el desoxicolato presente en el medio
inhibe las bacterias coliformes y permite la dispersion de colonias de Proteus,
gue pueden confundirse con las salmonelas. La forma de accion del medio se
basa en que la degradacion a acido de la xilosa, lactosa y sacarosa produce
un viraje del medio a amarillo por el indicador rojo fenol. El tiosulfato y el citrato
férrico revelan la formacién de acido sulfhidrico por la precipitacion de sulfuro
de hierro en las colonias; esta reaccion es inhibida en condiciones acidas
(Tate et al., 1990).

- Agar XLT4: fue disefiado por el microbidlogo D.Miller por adicion de
tergitol 4 al medio base xilosa-lisina para el aislamiento de Salmonella en
muestra de excretas avicolas. El tergitol tipo 4 es un surfactante que inhibe

las especies de Proteus, Pseudomonas y Providencia (Yufio et al., 1995).

2.3.2. Identificacion de Colonias Sospechosas

Las colonias sospechosas se subcultivan en medios solidos selectivos y no
selectivos para asegurar la ausencia de posibles contaminantes como Proteus
spp. Si hay un crecimiento abundante en cultivo puro, las colonias

sospechosas se pueden probar por aglutinaciéon en porta con sueros
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polivalentes para la tipificacion de Salmonella, sin embargo, deben somerterse
a pruebas bioquimicas para confirmar la identificacion. Estas pruebas se
pueden realizar con azUcares en agua de peptona o con sistemas comerciales
(tales como el sistema indice de Perfil Analitico [API]), la prueba OBIS o en
medios compuestos (tales como el agar triple azucar-hierro [TSI]). La
identificacion seroldgica, segun el esquema de Kauffman y White, de los
antigenos O y H, y en circunstancias especiales, del antigeno Vi, se realiza
mediante aglutinacion directa en porta o por aglutinacion en tubo utilizando

antisueros especificos (OIE, 2008).

2.3.3. Identificacién Bioquimica

El crecimiento de colonias morfolégicamante compatibles con Salmonella sp.,
en los agares selectivos-diferenciales permite seleccionar las mismas para su
posterior siembra en medios de cultivo para realizar distintas pruebas
bioquimicas. El uso combinado del agar hierro tres azucares (TSI) o agar
Kligler (agar hierro dos azucares) junto al agar lisina hierro (LIA) es
generalmente suficiente para la identificacion de la mayoria de las colonias
sospechosas de Salmonella. Al menos tres colonias claramente separadas se
transfieren a estos medios Waltman y Gast, (2008). En el caso del TSI la
mayoria de las Salmonelas producen reaccion alcalina (rojo) en el bisel y acida
(amarillo) en el fondo del tubo con produccién de gas y H2S que a menudo
oscurece la reaccién acida. En el agar lisina hierro, Salmonella muestra
descarboxilacion de la lisina, con reaccién alcalina en el bisel y alcalina en el
fondo del tubo. La prueba de LIA es util para diferenciar Salmonella de otras
bacterias intestinales, tales como Citrobacter sp y Proteus sp., ambas
similares en TSI Waltman y Gast, (2008). En el caso de las aves, en donde
predominan las bacterias del género Proteus, el agar urea (Proteus es positivo
y Salmonella es negativa) es una prueba que permite diferenciar colonias de
Proteus que son idénticas a las de Salmonella en algunos de los agares
(Salmonella-Shigella, XDL, XLDT), pues ambas son lactosa negativas y
productoras de sulfhidrico. Para la confirmacion bioquimica, ademas de las
pruebas bioquimicas comunes a todas las Salmonelas, deben realizarse

pruebas especificas que permiten distinguir las biovariedades, como la prueba
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de acidificacion de tartrato de Jordan, Chacana y Terzolo, (2003). La prueba
en agar citrato, se utiliza para determinar si un microorganismo es capaz de
utilizar el citrato como uUnica fuente de carbono. Esto conduce a la
alcalinizacion del medio con cambio de color del indicador de pH, originando
un color azul profundo (Merck, 2005).

El agar SIM (sulfhidrico, indol, movilidad) pone de manifiesto la movilidad, la
formacién de sulfuro de hidrogeno y la produccién de indol Caffer y Terragno,
(2001). La movilidad se indica por la presencia de una turbidez difusa
alrededor del punto de siembra; si las bacterias son inmoviles, el crecimiento
ocurre solo en la linea de puncion. La formacion del sulfuro de hierro se
observa por un color negro en el area de crecimiento. Para la formacion de
indol, el medio es cubierto con el reactivo de Kovacs. Este genera un color
rosado lo que indica una reaccion positiva. La prueba de la B-galactosidasa
demuestra la presencia o ausencia de esta enzima utilizando el compuesto

organico o-nitrofenil- B-D-galactopiranésido (Mac Faddin, 1980).

2.3.4. Métodos de Reconocimiento Inmunolégicos y de Acidos

Nucleicos

Estos incluyen métodos basados en la conductancia/ impedancia eléctrica, en
la separacion inmunomagnética (IMS), en los enzimoinmunoensayos (ELISA),
métodos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con sondas
génicas, incluyendo la amplificacion basada en la secuencia de acidos
nucleicos (NASBA) y en la PCR en tiempo real. Muchos de estos métodos
resultan mas adecuados para el analisis de alimentos humanos pero no han

sido validados para muestras fecales y ambientales (OIE, 2008).

2.3.5. Genotipificacion

2.3.5.1. Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

La técnica de PCR es altamente sensible para la deteccion de ADN Fredericks
y Relman, (1999). La region que va a ser amplificada es especifica para los

cebadores (primers) seleccionados Jasson et al., (2010). Rahn et al., (1992)
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utilizaron cebadores seleccionados a partir de la secuencia del gen invA y
desde entonces éstos han sido usados en combinacion con otros en PCR
multiples para la deteccion de Salmonella junto a otros patdgenos. El gen invA
esta implicado en la capacidad del microorganismo para invadir las células
epiteliales, y esta presente en la mayoria de los serotipos de Salmonella Galan
et al.,, (1992). Existen numerosos juegos de primers cuyos sitios de
amplificacion son distintos del gen invA y, a través de los cuales, no sélo
puede detectarse la presencia del patdégeno, sino también la de otros genes
de virulencia y resistencia a antibiéticos Beutlich et al., (2011). Agrén et al.,
(2001) disefiaron un par de cebadores especificos para S. Enteritidis,
estudiando distintos fragmentos de restriccion del ADN presentes en dicho
serotipo y ausentes en otras bacterias, estos cebadores llamados sdf | (por
sus siglas en inglés Salmonella Different Fragmentll) fueron utiles para la

deteccion de aislamientos clinicos y ambientales de S. Enteritidis.

2.4. SISTEMA 3M PETRIFILM SALMONELLA EXPRESS

2.4.1. Descripcion

En la industria de alimentos generalmente, el aislamiento y la identificacion de
Salmonella se realizan mediante métodos de cultivo tradicionales, que
consisten en una serie de etapas tales como: pre-enriquecimiento en medio
liguido no selectivo; enriqguecimiento en medios liquidos selectivos;
aislamiento diferencial sobre medios solidos selectivos; confirmacion
bioquimica de las colonias sospechosas; y confirmacion seroldgica de dichas
colonias, lo que hace que la técnica sea demorada, requiera demasiada mano
de obra y puede generar una gran incertidumbre respecto a los resultados
obtenidos. El sistema 3M™ Petriflm™ Salmonella Express (SALX) es una
prueba cualitativa para la deteccion de patdgenos que se usa para la
deteccion rapida y confirmacién bioquimica de Salmonella en muestras
enriquecidas de alimentos y ambientes en plantas de alimentos. El sistema

3M™ Petrifilm Salmonella Express consiste en:
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3M™ Enriquecimiento Base para Salmonella: medio exclusivo (mescla
de nutrientes, mescla selectiva) para la recuperacion y el desarrollo de las
especies de Salmonella.

3M™ Suplemento para Enriquecimiento de Salmonella: (combinacién

de agentes selectivos).

La Placa 3M™ Petrifiim™ Salmonella Express: Es un sistema con medio
de cultivo cromogénico listo para el andlisis que contiene bilis rojo violeta y
un agente gelificante soluble en agua fria que es selectivo y diferencial para
Salmonella, que permite proveer un resultado presuntivo.

El Disco de Confirmacion 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express: es un
sustrato bioquimico (citrato, TSI, urea, fenilalanina, lisina, arginina vy
ornitina) que facilita la confirmacion bioquimica de los organismos
Salmonella (3M Petrifilm, 2013).

Caldo de enriqguecimiento para salmonella rappaport-vassiliadis: El
bajo pH del medio de cultivo combinado con la presencia de verde
malaquita y la alta concentracion de cloruro de magnesio, que incrementa
la presion osmoética, tiene caracter selectivo para las especies de
Salmonella. Composicion; Cloruro de magnesio, cloruro de sodio, caseina
peptona, fosfato de monopotasio, verde malaquita, agua desmineralizada
(3M Petrifilm, 2013).
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Figura 2. Interpretacion de especies presuntivas positivas de Salmonella especies (3M
Petrifilm, 2013).

2.4.2. Procedimiento (3M™ Petrifilim™ Salmonella Express System)

a) Suplemento para el medio

1) Pese asépticamente la cantidad apropiada del 3M™ Suplemento para

Enriquecimiento de Salmonella.

.

Figura 3. Pesado de Suplemento 3M (3M Petrifilm, 2013).
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b)

2)

3)

4)

Procedimiento de Enriqguecimiento

Agregue de manera aseptica el 3M™ Suplemento para
Enriquecimiento de Salmonella a la cantidad apropiada de 3M
Enriquecimiento Base para Salmonella, preparado y esterilizado en el
autoclave.

Prepare la dilucion del producto alimenticio. Pese o0 agregue con pipeta
el producto alimenticio dentro de un contenedor estéril, tal como una
bolsa para homogeneizador u otro contenedor.

Agregue una cantidad apropiada de la combinacion de 3M
Enriquecimiento Base para Salmonella mas el 3M Suplemento para
Enriquecimiento de Salmonella a la bolsa o el contenedor de la

muestra.

h

!s/\

Figura 4. Procedimiento de enriquecimiento 3M (3M Petrifilm, 2013).

c)

5)
6)

7

8)

Procedimiento de enriquecimiento cont.

Mezcle u homogenice la muestra segun el procedimiento actual.

Incube las muestras enriquecidas a 41,5° £ 1 °C durante de 18 a 24
horas.

Después de la incubacion del enriquecimiento, transfiera 0,1 ml a 10 ml
de R-V R10.

Incube el caldo R-V R10 a 41,5° + 1°C de 8 a 24 horas.
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Figura

d)

9)

10)

11)

12)

6. Procedimiento de enriguecimiento cont. (b) 3M (3M Petrifilm, 2013).

Procedimiento de hidratacion

Coloque la Placa 3M Petrifilm SALX sobre una superficie nivelada y
plana. Con la pipeta perpendicular a la placa, coloque 2,0 ml de
diluyente estéril sobre el centro de la pelicula inferior.

Deje caer suavemente la pelicula superior sobre el diluyente para
evitar atrapar burbujas de aire.

Coloque el Difusor Plano 3M Petrifilm en el centro de la placa. Presione
ligeramente el centro del difusor para distribuir el diluyente de manera
uniforme. Distribuya el diluyente en toda el area de desarrollo de la
Placa 3M Petrifilm SALX antes de que se forme el gel. No deslice el
difusor a través de la pelicula.

Coloque la Placa 3M Petrifilm SALX en una superficie plana durante al
menos 1 hora a temperatura ambiente (20-25 °C), protegida de la luz,

para que se forme el gel.
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Figura 7. Procedimiento de Hidratacién (a) 3M (3M Petrifilm, 2013).

Figura 8. Procedimiento de Hidratacién (b) 3M (3M Petrifilm, 2013).

e) Inoculacién, incubacion e interpretacién de la placa

13) Use un asa estéril de 10 uL y retire un volumen completo de muestra a
fin de sembrar por estriado en la placa.
14) Realice una sola siembra por estriado, desde la parte superior hasta la

parte inferior de la placa, para obtener colonias aisladas.

Figura 9. Inoculacién, incubacion e interpretacion de la placa 3M (3M Petrifilm, 2013).
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f)

15)

16)

17)

Inoculacién, Incubacion e Interpretacién de la Placa cont.

Baje la pelicula superior para cerrar la Placa 3M Petrifilm SALX.
Asegurese de que usar guantes.

Incube las placas a 41,5° + 1 °C durante 24 + 2 horas en posicion
horizontal con el lado coloreado hacia arriba en pilas de no méas de 20
placas.

En la pelicula superior de la Placa 3M Petriflm SALX, marque con
circulos las colonias aisladas presuntivas positivas de Salmonella

usando un marcador permanente de punta fina.

al#J0 8]

h

N N

Figura 10. Inoculacion, incubacion e interpretacion de la placa cont. 3M (3M Petrifilm, 2013).

g)

18)

19)

20)

Confirmacion Bioquimica

Asegurese de que usa guantes y deslice suavemente sus dedos con un
movimiento de barrido a una presion constante sobre la pelicula superior
para retirar todas las burbujas de aire del area de inoculacion, y asegure
un buen contacto entre el gel y el Disco de Confirmacion 3M Petrifilm
SALX.

Incube el sistema 3M Petrifilm Salmonella Express (placa y disco) a
41,5°+1°Cde4 ab5 horas.

Retire el sistema 3M Petrifilm Salmonella Express de la incubadora y

proceda a leer los resultados (3M Petrifilm, 2013).
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Figura 11. Confirmacién Bioquimica (a) 3M (3M Petrifilm, 2013).

EE2lnE]

208

Figura 12. Confirmacién Bioguimica (b) 3M (3M Petrifilm, 2013).

2.5. SALMONELLA'Y LA AVICULTURA

En la avicultura el principal riesgo de Salmonella es cuando existe un estado
sanitario deficiente en los alojamientos, y se descuidan la salud de los
animales, la calidad del alimento, agua y material de cama, asi como la
presencia de fauna nociva y la entrada de vehiculos contaminados. Cuando
se introduce Salmonella a las granjas se propaga rapidamente a través de
polvo, heces que arrastran los trabajadores dentro de la granja y
contaminacién del agua. Este microorganismo se establece rapidamente en
las superficies de la caseta y se mantiene gracias a la formacion de biocapas
(biofilms) (Marin et al., 2009).

Marin et al., (2009) evalud el desarrollo de biofilms a lo largo de la crianza de
pollo de engorda mediante un método de fluorescencia para determinar la
presencia de Salmonella. Se tomaron muestras de heces, polvo, superficies,
tanque de agua, bebederos, basura y superficies de los camiones de
transporte. El serotipo mas frecuentemente aislado fue Salmonella enteritidis
y alrededor 50% de los serotipos fueron capaces de producir biofilm. Se

observo que el uso de glutaraldehido, formaldehido, y de peroxigeno al 1%
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en condiciones de campo son insuficientes para la eliminacién de Salmonella.
Se ha observado que Salmonella enteritidis, Salmonella seftenberg,
Salmonella typhimurium, Salmonella braenderup y Salmonella mikawasima
aislados de pollo de engorday gallinas de postura tiene la capacidad de formar

biofilms muy resistentes.

La alta prevalencia de Salmonella en productos avicolas ha llevado a varios
estudios para reducir la contaminacion de los alimentos. El uso de bacterias
acido lacticas ha tenido éxito en la reduccién de diversos patdégenos en carne
molida de res y ganado. Para evitar la transmision deben tomarse medidas en
el manejo de los animales en granja, incluyendo adecuados sistemas de cria,
medidas de proteccion para agua y alimento, con lo que se evita su
contaminacion, y se logra la disposicion higiénica de desperdicios y el
mantenimiento de un ambiente limpio. Asimismo es importante evitar la
transferencia de Salmonella entre los animales, ya que situaciones donde
estos son sometidos a condiciones de estrés y hacinamiento, tales como el
transporte o la espera en andén de las parvadas para su entrada a la planta
de procesamiento, aumentan las posibilidades de transmisiéon de la
enfermedad. Por lo que siempre sera mejor minimizar estos efectos, al evitar
las situaciones estrés, asi como asegurando ambientes limpios (Admans y
Mos, 2008).

Un factor importante por el que se ha mantenido el ciclo de infeccién por
Salmonella en el alimento para animales ha sido la practica de usar sub-
productos de animales para elaborarlo, tales como pastas de carne y hueso.
Por lo tanto es fundamental someter a estos productos a procesos térmicos
para destruir cualquier Salmonella presente. Sin embargo, es importante
considerar que pueden quedar sujetos a contaminacion post-proceso, ya sea
en la planta o en la granja, por contacto con material no-procesado, con aves,

0 heces de roedores u otra fauna (Admans y Mos, 2008).
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Figura 13. Ave tratando de eliminar calor a través del jadeo, favorece la presentacion de
estrés y por lo tanto el inicio de problemas de calidad de la carne, desde el punto de vista

bioquimico y microbiol6gico (Castafieda et al., 2013).

Un factor importante por el que se ha mantenido el ciclo de infeccién por
Salmonella en el alimento para animales ha sido la practica de usar sub-
productos de animales para elaborarlo, tales como pastas de carne y hueso.
Por lo tanto es fundamental someter a estos productos a procesos térmicos
para destruir cualquier Salmonella presente. Sin embargo, es importante
considerar que pueden quedar sujetos a contaminacion post-proceso, ya sea
en la planta o en la granja, por contacto con material no-procesado, con aves,
0 heces de roedores u otra fauna (Admans y Mos, 2008).

2.5.1. Control de Salmonella spp en Carne de Pollo

Moreno y Garcia, (2006) comparten criterios con lo especificado en el CODEX
ALIMENTARIUS, sobre las medidas de control para Salmonella en el proceso
de faenado de pollos. Donde se aprecia un mayor riesgo a contaminacion de

Salmonella dependiendo la fase del proceso.
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Figura 14. Diagrama del proceso de faenado de pollo (Buitrén, 2015).

Para la comercializacion del pollo, como etapa final del proceso, de igual
manera se detalla las areas de mayor riesgo y las medidas posibles para

disminuir la contaminacién por Salmonella (CODEX, 2011).
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Figura 15. Proceso de comercializacién del pollo (Buitron, 2015).

Kopper et al., (2009) recomiendan algunas practicas para lograr la inocuidad

de los alimentos, como en el caso de la carne de pollo.

Factores miscelaneos:
capaditacion y
concienciacion de personal

Materiales de recipientes, Control de
equipos y empaques materias primas
Evitar demoras y l Control de |
fluctuaciones de temperaturas
< temperatiifas >

."

S -_

Distribucién, limpieza, /
TN v ilaci /  PARA LOGRAR | Salud de
R -‘—\.. INOCUIDAD ;_“' personal

\ itos higiénicos
Verificar medidas i de trabajo

e instrumentos
lepleza e hcgbene de

Uso de a'%ua utensilios, equipos y
espacios de trabajo

Mane 0 adecuado
e desperdicios

Figura 16. Practicas de inocuidad en carne de pollo (Buitrén, 2015).
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2.6. TRABAJOS SIMILARES

Palma, D. (2013) realizé la “EVALUACION FISICA Y MICROBIOLOGICA DE
LA CARNE DE POLLO QUE SE EXPENDE EN LOS MERCADOS DE LA
CIUDAD DE LOJA” en 208 muestras. Los resultados obtenidos fueron:
ausencia de Salmonella spp; presencia de Estafilococos Aureus (56,05%);
Echerichia Coli (40,53%); Mesofilos (49,4%); Clostridium (5,35%). Ademas
realizo un anadlisis fisico de la carne donde obtuvo el 57,69% color rosado,
apariencia normal 65,07% y el 59,61% de muestras con olor bueno.

Buitron, D. (2015) efectud la “DETERMINACION DE Salmonella spp. EN
CARNE FRESCA DE POLLO COMERCIALIZADA EN MERCADOS DEL
CANTON SANTO DOMINGO?”. En 45 establecimientos pertenecientes a dos
mercados se analizaron 31 muestras de la parte superior e inferior de la canal,
15 del Mercado Municipal y 16 del Mercado Union y Progreso. El 66% de las
muestras del Mercado Municipal y el 62% de las correspondientes al Mercado

Unidn y Progreso.

Hatzumi et al., (2013) realizaron la “DETERMINACION DE Salmonella spp
EN CENTROS DE BENEFICIO CLANDESTINO DE POLLOS DE ENGORDE
EN LIMA, PERU”. En 17 centros de beneficio clandestino colectaron
muestras de superficie corporal, mediante el método de enjuague, y muestras
de hisopado cloacal de 170 aves. El 23,5% de las muestras de superficie
corporal y el 32,4% de muestras de hisopado cloacal fueron positivas a
Salmonella spp, sin que hubiera diferencias entre centros de beneficio donde

el proceso finaliza con el desplumado o donde finaliza con el eviscerado.

Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Costa Rica, (2011) en su informe
técnico sobre “PREVALENCIA DE SALMONELLA SPP. EN CARNES
FRESCAS Y SUBPRODUCTOS DE POLLO, COSTA RICA”. Menciona que
al evaluar 273 muestras de carne de pollo fresco, detecté 14,3% positivas a
Salmonella resultando mas prevalentes Salmonella Java 38,3%, Salmonella

Kentucky 23,1%, Salmonella Oranienburg 17,9% y Salmonella Agona 10,3%.
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Luguori y comba, (2014) efectuaron la “DETECCION DE Salmonella EN
CARNE DE POLLO PARA CONSUMO HUMANO DE LA CIUDAD DE
ROSARIO” donde en los resultados preliminares reportan la ausencia de

dicho patdégeno en las 31 muestras analizadas.

Molina et al., (2010) realizaron el estudio denominado “INDICADORES DE
CALIDAD SANITARIA Y FENOTIPIFICACION DE Salmonella entérica
AISLADA DE POLLO CRUDO COMERCIALIZADO EN EL AREA URBANA
DE MERIDA, VENEZUELA” donde al evaluar 45 muestras de pollo crudo
aislaron el 20% de Salmonella entérica. Las serovariedades Heidelberg y

Enteritidis fueron las mas frecuentes.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. Materiales de Campo

- 72 muestras de carne de pollo, cada una con peso de 250 g
- Registro

- Marcadores

- Esfero

- Cooler

- Mandil

- Guantes

- Fundas estériles tipo Ziploc

3.1.2. Materiales de Laboratorio

- Autoclave

- Estufa

- Balanza electronica

- Mechero de bunsen.

- Tubos de ensayo con tapon de 10 ml
- Erlenmeyer de 1000m|

- Pipetas de 1ml

- Espatula

- Gradilla

- Guantes

- Hoja con tabla de control y registro

- Agua destilada

- Sistema 3M petrifilm Salmonella express
- Caldo Rappaport—Vassiliadis (RV-10)
- pH metro digital

- Algodén y gasas



- Micropipeta

- Bisturi

3.1.3. Materiales de Oficina

- Computadora
- Internet

- Calculadoras
- Lapiz

3.2. METODOS

3.2.1. Ubicacioén

El presente trabajo investigativo se ejecuto en la ciudad de Loja, que cuenta

con las siguientes caracteristicas meteorologicas:

- Altitud: 2160 msnm.
- Latitud: -04° 03.
- Longitud: -79° 20.

- Temperatura promedio: 16 — 18°C
Fuente: INAMHI: Centro de meteorologia de la Argelia (2010)

3.2.2. Delimitacion del Area de Estudio

El trabajo se realizé en los sitios de expendio de las principales ferias libres
de cuatro parroquias urbanas del Canton Loja, las cuales se detallan a

continuacion:
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Cuadro 2. Delimitacion de area de estudio.

FERIAS LIBRES PARROQUIA DIA
COMERCIALIZACION
La tebaida Punzara Sébado
San Sebastian San Sebastian Domingo
Las pitas Carigan Jueves y Sébado
Mayorista El Valle Sabado y Domingo

Fuente: El autor.
3.2.3. Tamafo de la Muestra

Segun Murray y Larry, (2005) para determinar el tamafio de la muestra para

poblaciones desconocidas o infinitas se emplea la siguiente formula:

_Za’. p.q
n—i—z

Donde:

n = tamanio muestral

Z = valor correspondiente a la distribucién de gauss, za= 0.05 = 1.96 y za=
0.01=2.58

p = prevalencia esperada del parametro a evaluar, en caso de desconocerse
(p =0.5)
g=1-p(sip=70%, q=30 %)

| = error que se preveé cometer si es del 10 %, i = 0.1

En nuestro caso se aplicé la formula tomando en cuenta un nivel de confianza
del 95 % por lo que Z=1,96; una prevalencia estandar del 3% por lo que p=
0,03 por lo tanto q = 0,97; con un margen de error del 4% = 0,04; Datos con
los que se obtiene un tamafio muestra n= 70 como minimo. Se decidio trabajar
con un numero de 72 muestras para ajustarlas al nUumero de semanas y al

numero de ferias libres en las cuales se recolectaron.
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Cuadro 3. Tiempo de trabajo y cantidad de muestra.

Muestras por feria libre
Semana|San Sebastian Latebaida Las pitas Mayorista| Total

1 3 3 3 3 12
2 3 3 3 3 12
3 3 3 3 3 12
4 3 3 3 3 12
5 3 3 3 3 12
6 3 3 3 3 12
; Confirmacion bioquimica de presuntas positivas

18 18 18 18 72

Fuente: El autor.

3.2.4. Variables en Estudio

- Presencia de Salmonella spp.

- Condiciones sanitarias de faenamiento casero (encuesta).

- Andlisis fisico de la carne: color, olor, apariencia y pH

- Determinacion de la especie de Salmonella mediante pruebas
bioquimicas

- Genotipificacion

3.2.5. Toma de Muestras

La toma de muestras se llevo a cabo los dias sabados y domingos en horarios
de 09HOO0 a 12H00. Se realizdé un muestreo aleatorio simple. Se obtuvieron
muestras de pechuga, pierna y pospierna con un peso promedio de 250 g +
10. Posteriormente se colocaron en bolsas estériles tipo ziploc y mantenidas

en refrigeracion (~4°C) hasta ser transportadas al laboratorio.
3.2.6. Condiciones Sanitarias de Faenamiento Casero (encuesta)

La encuesta (anexo 1) se la aplico a cada comerciante de carne de pollo de

donde se obtenian las muestras para el estudio.
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3.2.7. Andlisis de la Muestras

El andlisis correspondiente se realizd en el “Laboratorio de Diagndstico
Integral Veterinario” de la Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional de Loja.

3.2.7.1. Andlisis fisico de la carne de pollo
a) Color

Para determinar el color se procedié a retirar la piel, posteriormente se
comparé cada muestra con un patron de escala descriptiva visual de color de
carne de pollo de American Meat Science Asociation 2012. Se clasifico en

una escala de 1 a 5 como se muestra a continuacion:

Figura 17. Patron de escala descriptiva para evaluacion visual de color en carne de pollo

(American Meat Science Asociation, 2012).

b) Olor

Se evalu6 tomando cada una de las muestras aun estando dentro de la funda
estéril tipo ziploc, posteriormente se abrié la funda y mediante percepcién
olfatoria directa se clasificaba cada muestra en agradable (Sui-generis) o

extrafo.
c) Apariencia

Se evalud en forma visual en cada una de las muestras, y fueron clasificadas

en normal y anormal.
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d) pH

Se determind con la ayuda de un pH metro digital. La lectura de pH se realizo

1 hora pos recoleccién de muestras.
3.2.7.2. Determinacion de Salmonella spp

Para la deteccion de salmonella se utilizé el sistema 3MTM PetrifilmTM
Salmonella Express.

Procedimiento:

a) Procedimiento de Enriqguecimiento

1) Pesar asépticamente 37g de 3M Caldo Base Salmonella y suspender en
1000 ml de agua destilada. Homogenizar el medio y esterilizar a 121 °C
durante 15 minutos.

2) Pesar asépticamente 0,050mg de 3M™ Suplemento para Enriquecimiento
de Salmonella. Agregue el suplemento al 3M Enriquecimiento Base
preparado anteriormente una temperatura de 41,5°C, luego homogenizar
el medio.

3) Pesar 25¢g de carne y colocarla en una bolsa estéril ziploc.

4) Agregue 225ml de la combinacion de 3M Enriquecimiento Base mas el 3M
Suplemento para Enriquecimiento de Salmonella a la bolsa o el contenedor
de la muestra. Mezcle u homogenice durante 5 minutos.

5) Incube las muestras enriquecidas a 41,5° £ 1 °C durante de 18 a 24 horas.

6) Preparar el caldo R-V R10: pesar 26,8g de R-V R10 y suspender en 1000ml
de agua destilada. Homogenizar y esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

7) Después de la incubacién del enriquecimiento, transfiera 0,1 ml a 10 ml de
R-V R10 preparado con anterioridad.

8) Incube el caldo R-V R10 a 41,5° £ 1°C de 8 a 24 horas.
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b) Procedimiento de hidratacion de placa 3M

9) Coloque la Placa 3M Petrifilm SALX sobre una superficie niveladay plana.
Con la pipeta perpendicular a la placa, coloque 2,0 ml de diluyente estéril
sobre el centro de la pelicula inferior.

10) Deje caer suavemente la pelicula superior sobre el diluyente para evitar
atrapar burbujas de aire y coloque el Difusor Plano 3M Petrifilm en el
centro de la placa.

11) Coloque la Placa 3M Petrifilm SALX en una superficie plana durante al
menos 1 hora a temperatura ambiente (20-25 °C), protegida de la luz,

para que se forme el gel.

C) Inoculacidn, incubacion e interpretacion de la placa

12) Use un asa estéril de 10 pL y retire un volumen completo de muestra
del R-V R10 y realice una sola siembra por estriado, desde la parte
superior hasta la parte inferior de la placa, para obtener colonias
aisladas.

13) Baje la pelicula superior para cerrar la Placa 3M Petrifilm SALX.

14) Incube las placas a 41,5°C durante 24 + 2 horas en posicion horizontal
con el lado coloreado hacia arriba en pilas de no mas de 20 placas.

15) En la pelicula superior de la Placa 3M Petrifilm SALX, marque con
circulos las colonias aisladas presuntivas positivas de Salmonella

usando un marcador permanente de punta fina.

d) Confirmacion Bioquimica

16) Tomar un Disco de Confirmacion 3M Petrifilm SALX y permitir que llegue
a temperatura ambiente. Abra el paquete para exponer la lengueta del
disco, jalela y retire el disco. Levante la pelicula superior (con las colonias
presuntivas de Salmonella ya marcadas) de la Placa 3M Petrifilm SALX e
inserte el disco sobre el gel en forma tal que se evite atrapar burbujas de

aire. Cierre la placa.
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17) Deslice suavemente sus dedos con un movimiento de barrido a una
presion constante sobre la pelicula superior para retirar todas las
burbujas de aire del area de inoculacion, y asegure un buen contacto
entre el gel y el Disco de Confirmacién 3M Petrifilm SALX.

18) Incube el sistema 3M Petrifilm Salmonella Express (placay disco) a 41,5°
+1°Cde 4 abhoras.

19) Retire el sistema 3M Petrifilm Salmonella Express de la incubadora y
proceda a leer los resultados.

3.2.8. Pruebas Bioquimicas y Genotipificacién

No se realiz6 estas variables debido a que no se evidencio la presencia de

Salmonella en las muestras analizadas.
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4. RESULTADOS

La tabulacion de datos sobre las encuestas se realiz6 mediante el programa
EXCEL 2013. En lo referente al andlisis de datos de color, olor, pH, apariencia
y prevalencia de Salmonella spp se utilizd el programa estadistico SAS
University Edition 2016.

4.1. PRESENCIA DE Salmonellaspp EN LAS MUESTRAS ANALIZADAS

Realizados los analisis microbiologicos para deteccion de Salmonella spp en

las 72 muestras se obtuvieron los siguientes resultados:

Cuadro 4. Resultados de deteccion de Salmonella spp en carne de pollo comercializado en

ferias libres de cuatro Parroquias urbanas del Cantén Loja.

. Muestras
Procedencia Muestras Muestras . Resultado
confirmadas

(Ferialibre) analizadas sospechosas biogquimicamente definitivo
La Tebaida 18 3 0 Negativo
San Sebastian 18 5 0 Negativo
Mayorista 18 4 0 Negativo
Las Pitas 18 5 0 Negativo
Total 72 17 0 Negativo

Fuente: El autor.

El cuadro cuatro nos expresa que se encontraron en total diecisiete muestras
(23,61%) sospechosas a presencia de Salmonella spp, de las cuales 3
pertenecen a la feria La Tebaida, 5 a San Sebastian, 4 al Mayoristay 5 a Las
Pitas, muestras que fueron sometidas a prueba de confirmacién bioquimica
como lo indica el método 3M Petrifilm Salmonella express obteniéndose un

resultado 100% negativo.



4.2. PREVALENCIA E INTERVALO DE CONFIANZA DE Salmonella spp
EN LAS MUESTRAS ANALIZADAS

Cuadro 5. Prevalencia e intervalo de confianza de Salmonella spp en carne de pollo

comercializado en ferias libres de cuatro Parroquias urbanas del Cantén Loja.

Procedencia . . Interv_alo de
(Feria libre) Mugstras Positivos Prevalencia % confianza
analizadas 95%

Tebaida 18 0 0 0-17,8
San Sebastian 18 0 0 0-17,8
Mayorista 18 0 0 0-17,8
Las Pitas 18 0 0 0-17,8
Total 72 0 0 0-4,95

Fuente: El autor

El cuadro cinco expresa la prevalencia e intervalo de confianza (IC) referente
a la presencia de Salmonella spp en carne de pollo, donde todas las ferias
libres presentan una prevalencia de 0 % e IC de 0 — 17,8% por cada 18
muestras. Asi como una prevalencia de 0% e IC 0 — 4,95% para el total de las

72 muestras.
4.3. CONDICIONES SANITARIAS DE FAENAMIENTO CASERO

Se realizaron un total de setenta y dos encuestas, divididas en 18 para cada
una de las ferias libres (La Tebaida, San Sebastian, Mayorista y Las Pitas)

donde se obtuvieron los siguientes resultados.

4.3.1. Uso de Indumentaria Adecuada para Faenamiento de las Aves

uSi

® No

Figura 18. Uso de indumentaria adecuada para faenamiento de aves que se comercializan

en ferias libres de cuatro Parroquias urbanas del Cantén Loja (El autor).
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El 57% de los encuestados afirma que si usa indumentaria adecuada para el
faenamiento de las aves; mientras que el 43% restante no utiliza la

indumentaria basica para el efecto.

4.3.2. Desinfeccidon de Utensilios de Faenamiento

uSi

¥ No

Figura 19. Desinfeccion de utensilios de faenamiento de aves comercializadas en ferias

libres de cuatro Parroquias urbanas del Cantén Loja. (El autor).

Enlafigura 19 se observa que 60% de los comerciantes si realiza desinfeccion
de utensilios; mientras que el 40% restante nunca realiza una adecuada

desinfeccion de dichos utensilios.

4.3.3. Recipientes para Almacenamiento de Carne en los Puntos de

Venta

M Baldes

W Gabetas

Figura 20. Recipientes para almacenamiento de carne de pollo comercializado en ferias

libres de cuatro Parroquias urbanas del Cantén Loja. (El autor).
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En la figura veinte se observa que el 62% de comerciantes almacena la carne
de pollo simplemente en baldes plésticos y el 38% restante lo realiza en

gavetas plasticas.

4.3.4. Aplicacion de Cadena Frio Durante Transporte de la Carne Hasta

los Puntos de Venta

H Sin refrigeracion

M Refrigeracion

Figura 21. Aplicacién de cadena frio durante transporte de la carne hasta los puntos de venta

en ferias libres de cuatro Parroquias urbanas del Cantén Loja (El autor).

Con respecto a la aplicacién de cadena de frio durante el trasporte de la carne
hasta los puntos de venta, el 99% de los comerciantes transportan la misma

sin refrigeracion; y el 1% lo hace mediante refrigeracion.

4.4. ANALISIS FiSICO DE LA CARNE DE POLLO

4.4.1. Color

Se clasifico en escala de 1 a 5, de acuerdo a la Escala Visual de Color en
Carne de Pollo de (American Meat Science Asociation 2012). Se obtuvieron

los siguientes resultados:
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Cuadro 6. Promedio de color de carne de pollo comercializado en ferias libres de cuatro
Parroquias urbanas del Cantén Loja.

Procedencia Muestras
(Feria libre) analizadas Color (Escala 1 -5)
Mayorista 18 2,72
La Tebaida 18 2,67
Las Pitas 18 2,61
San Sebastian 18 2,67
Total 72
P-valor 0,98

Fuente: El autor.

El cuadro seis expresa los valores promedio de color en carne de pollo, donde
la feria libre Las Pitas presenta el valor mas bajo 2,61. La Tebaida y San
Sebastian con 2,67. Mientras que el promedio mas elevado 2,72 corresponde
a la feria libre Mayorista. De igual manera el promedio general de color es 2,67
(rosado intenso). Asi mismo el P-valor obtenido 0,98 expresa que no existe

diferencia significativa de color por entre las ferias libres.
4.4.2. Olor

El olor de cada muestra se evalud por percepcion olfatoria directa y fue

clasificado en agradable o extrafio.

Cuadro 7. Olor de carne de pollo comercializado en ferias libres de cuatro Parroquias urbanas

del Cantén Loja.

Agradable

(Sui-generis) Extraro

Procedencia Muestras
(Ferialibre) analizadas

Valor Porcentaje % Valor Porcentaje %

Mayorista 18 18 100 0 0,00
La Tebaida 18 18 100 0 0,00
Las Pitas 18 18 100 0 0,00
San Sebastian 18 16 88,9 2 11,1
Total 72 70 97,22 2 2,78
P-valor 1,00

Fuente: El autor.
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El cuadro siete hace referencia al olor de la carne pollo, donde solo la feria
libre de San Sebastian presenta dos muestras (11,1%) con olor extrafo,
mientras que las demas ferias libres presentan en su totalidad un olor

agradable. El P-valor estadistico afirma que no hay diferencia significativa.
4.4.3. Apariencia

Se evalué en forma visual directa en cada una de las muestras, y fueron

clasificadas normal y anormal.

Cuadro 8. Apariencia de carne de pollo comercializado en ferias libres de cuatro Parroquias

urbanas del Cantén Loja.

Procedencia Muestras Normal Anormal
(Ferialibre) analizadas

Valor Porcentaje % Valor Porcentaje %

Mayorista 18 18 100,0 0 0,00
La Tebaida 18 15 83,3 3 16,7
Las Pitas 18 18 100,0 0 0,00
San Sebastian 18 16 88,9 2 11,1
Total 72 67 93,06 5 6,94
P-valor 0,97

Fuente: El autor.

El cuadro ocho nos muestra la apariencia de carne de pollo, donde la feria
libre EI Mayorista y las Pitas presentan en su totalidad una apariencia normal
en las muestras analizadas, mientras que la Tebaida presenta tres muestras

(16,7%) y San Sebastian dos (11,1%) con apariencia anormal.

4.4.4. pH

Se evaluo con pH metro digital. La lectura se ejecutd una hora pos recoleccion

de las muestras.
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Cuadro 9. Valores promedio de pH en carne de pollo comercializado en ferias libres de cuatro
Parroquias urbanas del Cantén Loja.

Procedencia

(Feria libre) Muestras analizadas pH Media
Mayorista 18 5,95
La Tebaida 18 5,99
Las Pitas 18 6,00
San Sebastian 18 6,00
Total 72
Promedio general de pH 5,98
P-valor 0,93

Fuente: El autor.

El cuadro nueve expresa los valores promedio de pH, donde la feria libre El
Mayorista presenta el promedio mas bajo 5,95. La Tebaida con 5,99. Mientras
gue el promedio mas elevado 6,00 corresponde a las ferias libres San
Sebastian y las Pitas. Asi mismo el pH general de la carne de pollo es 5,98.
De igual forma el P-valor expresa que no existe diferencias significativas de

pH entre las ferias libres.
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5. DISCUSION

5.1. PRESENCIA DE Salmonella spp.

Pese a que se llevd a cabo un protocolo microbiolégico que favorece el
desarrollo selectivo de Salmonella spp a partir de muestras de alimentos, en
la presente investigacion no se evidencidé su presencia en las muestras
analizadas, coincidiendo con resultados obtenidos por Palma, (2013) quien
realizé la “Evaluacion fisica y microbiologica de la carne de pollo que se
expende en los mercados de la Ciudad de Loja, Ecuador”, de igual manera
Luguori y Comba, (2014) en su trabajo “Deteccion de Salmonella en carne de
pollo para consumo humano de la Ciudad de Rosario, Argentina” afirman la

ausencia de dicho patogeno.

Sin embargo otros estudios similares como el de Buitron, (2015) denominado
“‘Determinacion de salmonella spp en carne fresca de pollo comercializada en
mercados del cantdon Santo Domingo, Ecuador”, afirma la presencia de

Salmonella spp en un 62% de las muestras analizadas.

Noreldy Molina et al., (2010) en su trabajo “Indicadores de calidad sanitaria y
fenotipificacion de Salmonella entérica aislada de pollo crudo comercializado
en el area urbana de Mérida, Venezuela” aislaron el 20% de Salmonella
entérica en las muestras analizadas, donde las serovariedades heidelberg y

enteritidis fueron las mas frecuentes.

Asi mismo el Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Costa Rica, (2011) en
su informe técnico sobre “Prevalencia de salmonella spp, en carnes frescas y
subproductos de pollo” al evaluar 273 muestras detectd 14,3% positivas a
Salmonella. Resultados que difieren completamente a los obtenidos en la

presente investigacion.



5.2. CONDICIONES SANITARIAS DE FAENAMIENTO CASERO

De acuerdo a la informacion obtenida por medio de la encuesta se evidencia
gue no se esté efectuando BPM (buenas préacticas de manufactura) por parte
de los comerciantes. En efecto el 43% no usa equipo basico de faenamiento
(botas, guantes, mandil); 40% no realiza esterilizacion de utensilios (cuchillos,
bandejas, ollas); 99% transporta la carne hasta los sitios de venta sin
refrigeracion y el 62% utiliza baldes plasticos para almacenamiento de la

carne.

Sin duda los resultados antes mencionados hacen que las condiciones
sanitarias de faenamiento casero aplicadas sean deficientes, coincidiendo con
trabajos similares como el de Buitron, (2015) quién determino que el 74% de

los comerciantes no cumplen con las condiciones sanitarias de faenamiento.

5.3. ANALISIS FiSICO DE LA CARNE POLLO

5.3.1. Color, Olor y Apariencia

El color promedio 2,67 (rosa intenso) obtenido en la presente investigacion es
agradable a la vista del consumidor final, sin embargo difiere con resultados
reportados por Soler Sanchis et al., (2011) en su trabajo “Caracterizacion del
color y relacion con el pH de pechuga de pollo durante el procesado de las
canales en matadero. Valencia, Espafia” quien obtiene un color promedio de

1,23 (blanco amarillento) en 600 muestras analizadas.

El 97,22% de canales con olor agradable (sui-generis) conseguido en este
estudio, es superior al reportado por Palma, (2013) quien obtiene el 59,01%

en su investigacion.

El 93,06% de canales con apariencia normal en la presente investigacion, es
superior a los resultados reportados por Mazariegos, (2004) quien obtiene un
60% en su trabajo denominado “Analisis microbiologico de la carne de pollo
en mercados de la zona 12 de Guatemala” y Palma, (2013) quien reporta un

73,07% en su estudio.
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5.3.2. pH

El promedio pH 5,98 esta dentro del rango referencial (> 5,5y <7,0) estipulado
en la norma de calidad NTE INEN 2346:2010. Ademas es superior al valor
obtenido por Palma, (2013) quien obtuvo un promedio de 5,89 en su trabajo

investigativo.
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6. CONCLUSIONES

No se evidencio la presencia de Salmonella spp en carne de pollo
comercializado en ferias libres de cuatro Parroquias urbanas del Canton
de Loja

Las condiciones sanitarias de faenamiento casero son deficientes, sin
embargo no se aislé Salmonella spp en las muestras analizadas.

De acuerdo al patrén para evaluacién visual de color de carne de pollo de
American Meat Science Asociation, (2012) el color promedio con mayor
predominio es 2,67 (rosado intenso).

Las canales analizadas presentan olor agradable (sui-generis) y
apariencia normal.

El promedio de pH 5,98 esta dentro del rango referencial estipulado en la
norma de calidad NTE INEN 2346:2010.



7. RECOMENDACIONES

Ampliar el campo de estudio hacia todas las Parroquias del Canton Loja.

Controlar periddicamente las condiciones sanitarias de faenamiento y
comercializacién de carne pollo en ferias libres por parte del municipio a

través del departamento de higiene y abastos.

Mejorar las condiciones sanitarias de faenamiento por parte de los
comerciantes aplicando medidas como: uso de equipo basico de
faenamiento, esterilizar utensilios, utilizar recipientes de acero inoxidable,
transportar y mantener las canales en refrigeracion durante su
comercializacion para evitar proliferacion bacteriana y no disminuya la

calidad del producto.

Promover talleres de inocuidad alimentaria y BPM (Buenas Practicas de
Manufactura), por parte de las autoridades competentes dirigido a los

productores que expenden carne de pollo.
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9. ANEXOS
Anexo 1. Encuesta

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD AGROPECUARIAY RECURSOS NATURALES
RENOVABLES
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

Fecha: .....ccceiii .. Muestra #:.........

Buenos dias estimado (a) comerciante; la presente encuesta se realiza con el
unico fin de recopilar datos necesarios para la realizacién del trabajo de
investigacion titulado: “Determinacion de la presencia de Salmonella spp en
carne de pollo comercializado en ferias libres del Canton Loja”. Por lo que
solicito su participacion, desde ya agradezco su valiosa colaboracion al
dignarse responder las siguientes preguntas:

Ferialibre: ..o

1. Al faenar sus aves utiliza:

Guantes [ | Botas [ ] Mascarilla[ ]

3. No [ ] ¢En quétipo derecipientes transporta la carne

Baldes [ ] Gavetas| | Otros [ ]



4. ;Transportala carne en refrigeracion hasta la feria libre?

Anexo 2. Feria libre San Sebastian.

Anexo 3. Andlisis fisico de muestras.
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Anexo 4. Pesado de caldo base Salmonella.

Anexo 5. Preparacién de caldo base.

Anexo 7. Incubaciéon de muestras (Preenrriquecimiento).
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Anexo 8. Preparacion de placas petrifilm.

Anexo 9. Observacion y marcaje de colonias presuntas sospechosas a Salmonella spp.
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