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1. Titulo

Determinacion de Escherichia coli y Salmonella spp en carne de cerdo cocida (fritada)

expendida en las vias del canton Loja



2. Resumen

La carne de cerdo es la mas consumida a nivel mundial, no solo por su sabor sino también por
la variedad de platos que se pueden preparar, siendo importante garantizar su consumo seguro
sin la presencia de bacterias patdgenas que pueden producir enfermedades de transmision
alimentaria (ETAs). El presente estudio tuvo como finalidad evaluar la presencia de
Escherichia coli y Salmonella spp. en carne de cerdo cocida (fritada) expendida en las vias del
canton Loja, a través del analisis microbioldgico de 15 muestras; asi como también los posibles
factores asociados a su presencia. Los resultados obtenidos de los cultivos microbiolédgicos
evidencian la ausencia de Escherichia coli y Salmonella spp. en la totalidad de las muestras.
Los factores asociados evaluados demostraron que todos los lugares de expendio presentaron
un sitio de trabajo aseado, el 66.66 % del personal cumplio con las correctas medidas higiénicas
del manipulador de alimentos y solo el 33.33 % cumplié con el uso de utensilios apropiados;
ademas, se logré determinar que la temperatura ambiental, la humedad relativa alta (>92 %) y
la temperatura de coccién (70 °C) influyen en la presencia de bacterias. Finalmente, se
establecié que no existe asociacion entre los factores y la presencia de Escherichia coli y
Salmonella spp., sin embargo, se observo el crecimiento de otros microorganismos en los

cultivos, por lo que se recomienda la identificacion de los mismos.

Palabras claves: ETAs, cultivo microbiolégico, manipulador de alimentos, factores asociados,

consumao seguro.



2.1 Abstract

Pork is the most consumed meat worldwide, not only for its flavor but also for the variety of
dishes we can prepare. It is essential to ensure its safe consumption without the occurrence of
pathogenic bacteria that can cause Foodborne Diseases (FBD). The purpose of this study's
paperwork was to evaluate the presence of Escherichia coli and Salmonella spp. in cooked pork
(fried pork) sold in the streets of Loja through the microbiological analysis of 15 samples;
likewise, the possible factors associated with their presence. The results obtained from the
Microbiological cultures showed the absence of Escherichia coli and Salmonella spp. in all the
samples. The associating factors evaluated showed that all the places of sale had a clean
workplace, 66.66 % of the personnel complied with the correct hygienic measures for food
handlers, and only 33.33 % complied with the use of appropriate utensils; in addition, we
determined that the ambient temperature, high relative humidity (>92 %) and cooking
temperature (70 °C) influence the presence of bacteria. Finally, we established no association
between the factors and the presence of Escherichia coli and Salmonella spp. However, we
observed the growth of other microorganisms in the cultures, so we recommended their

identification.

Keywords: FBD, microbiological culture, food handler, associated factors, safe consumption.



3. Introduccién

La carne roja mas consumida a nivel mundial es la carne de cerdo y su demanda ha
crecido con fuerza en las Ultimas décadas, puesto a que su comercializacion genera una fuente
de ingreso y desarrollo para los pequefios productores hacia mercados internacionales (Montero
& Avrias, 2022). En Ecuador, se producen 206 mil TM (toneladas) de carne de cerdo al afio y su
consumo per capita por persona al afio es de 10.90 kg (ASPE, 2018).

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETAS) son un problema creciente de
salud publica a nivel mundial, son causa importante de morbilidad y mortalidad, ademas
reducen la productividad econdmica (Baggini, 2020). Entre las bacterias reconocidas con
mayor frecuencia que producen ETAs se menciona a Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, y Shigella, etc. (Ruiz, 2019), por lo que el consumir
carne de cerdo contaminada con estos microorganismos patdégenos puede ser origen de varias
enfermedades, llegando a provocar gastroenteritis, salmonelosis, fiebre tifoidea y paratifoidea
(Chéavez et al., 2022; Gutiérrez et al., 2020).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que aproximadamente se producen
600 millones de ETAs cada afio, principalmente en paises en desarrollo (Cartin & Pascual,
2021). En el Ecuador durante el afio 2022 se han reportado 8 334 casos de intoxicaciones
alimentarias bacterianas y 2 138 casos relacionados a Salmonella (1 076 de fiebre tifoidea y
paratifoidea), y en lo que va del afio 2023 ya se han registrado 2 773 casos por intoxicaciones
alimentarias bacterianas y 781 casos asociados a Salmonella (312 de fiebre tifoidea y
paratifoidea) siendo Loja una de las provincias con mayores casos reportados de Salmonelosis
(39), cifras alarmantes que se convierten en un problema de salud publica (MSP 2022; MSP
2023).

La seguridad alimentaria de un producto de consumo masivo como lo es la carne de
cerdo tiene gran relevancia al momento de su expendio para el publico, por lo cual, es
importante evaluar su inocuidad a través de la ausencia de agentes patdgenos en la misma
(Mendoza et al., 2020). El desarrollo del presente trabajo permitird obtener informacion
respecto a la calidad microbioldgica de la fritada expendida en las vias del canton Loja, a través
de la determinacién de Escherichia coli y Salmonella spp., evaluando asi su calidad higiénica
y los posibles factores asociados a su contaminacion, para que con los resultados, impulsar a
las autoridades de control a establecer medidas correctivas de higiene para los expendedores y

de esta manera garantizar un consumo seguro para el puablico.



4. Marco Tedrico

4.1. Enfermedades de Transmision Alimentaria (ETAS)

Son aquellas causadas por el consumo de alimentos contaminados por agentes
patdgenos o quimicos (Fernandez et al., 2021), afectando a gran escala la Salud Publica, la
productividad y el comercio internacional (Cliver & Riemann, 2002). La manipulacion
inadecuada de alimentos se ha convertido en un factor relevante en la aparicion de ETAS
(Fernandez et al., 2021), teniendo un alto porcentaje (20 % al 40 % del total de brotes) en

restaurantes, escuelas, ventas ambulantes, mercados y otros (OPS, 2016).

Estas enfermedades pueden ser de dos tipos segun la naturaleza del agente patogeno: la
primera, son las infecciones alimentarias producidas por ingerir alimentos contaminados con
microorganismos patdgenos vivos (parasitos, virus y bacterias como Salmonella, Listeria
monocytogenes y Escherichia coli, entre otras) (Fernandez et al., 2021). La segunda, son las
intoxicaciones alimentarias que se dan al consumir alimentos con sustancias toxicas, ya sea de
origen quimico o abidtico (productos metabolicos que excretan los microorganismos) los cuales

Ilegan de forma accidental al alimento (Gonzélez & Gonzélez, 2019).

Los alimentos mas peligrosos son los ricos en proteinas, como la carne, leche y huevos,
al ser mas susceptibles a la infeccidn cuando la higiene no es la adecuada (Romero, 2020). La
principal via de infeccion en humanos es a través de la ingestion de alimentos contaminados
con heces de animales infectados, contaminacion cruzada por manipulacién inadecuada de

alimentos, ademas de la ingestion de carne poco cocida (Cartin & Pascual, 2021).

La manifestacion clinica mas comin de las ETAs es de origen gastrointestinal, siendo
la diarrea, fiebre, nauseas y dolor abdominal los sintomas méas comunes (Fernandez, 2021).
Estas infecciones se pueden prevenir tomando medidas de higiene adecuadas para evitar la
contaminacion de los alimentos, como lavado y desinfeccion de frutas y verduras y, una coccion
completa de la carne (Zamora & Barbosa, 2019). Las enfermedades transmitidas
por los alimentos son una de las 5 principales causas de muerte en la mayoria de los paises de

America Latina y el Caribe (Marin et al., 2020).

4.2. Inocuidad Alimentaria

La calidad alimentaria como tal, esuna barrera comercial demandada por

consumidores cada vez mas conscientes y preocupados por los riesgos de su suministro



alimentario y ha sido definida en base a caracteristicas intrinsecas de los alimentos (sabor,
textura, higiene) (Fernandez, 2021).

Abarca tres areas: calidad microbioldgica (microorganismos infecciosos como virus,
bacterias, hongos, parésitos), calidad fisico-quimica (cuerpos extrafios, polvo, residuos de
medicamentos de uso veterinario, etc.) y calidad sensorial (Elles, 2018). La calidad
microbioldgica, es un aspecto fundamental para evaluar la Inocuidad Alimentaria, misma que
se define como la capacidad de un producto de no poseer agentes patégenos que producen

enfermedad en los consumidores (Mendoza et al., 2020).

La contaminacion alimentaria, ocurre cuando hay sustancias anormales o agentes
patdégenos en los alimentos que hacen que su calidad disminuya, llegando a provocar
enfermedades en el consumidor (Ferndndez et al., 2021).

Existen dos tipos de contaminacion en alimentos: primaria y cruzada. La primaria o de
origen, se da durante la produccién de los alimentos (Zamora & Barbosa, 2019), mientras que
la contaminacién cruzada ocurre cuando un microorganismo presente en un alimento se
transfiere a otro que se encontraba inocuo (Zegarra & Zelay, 2020) y puede ser de forma directa
(contacto de un alimento crudo con uno cocido) o indirecta (a través de las manos del

manipulador, equipos y utensilios) (Ripollés, 2018).

Las buenas practicas de higiene y manipulacién, son practicas relacionadas
con medidas y condiciones que aseguran la idoneidad y seguridad de los alimentos en
cada etapa de la cadena alimentaria (Eche & Eche, 2020). Un conocimiento insuficiente de
la higiene alimentaria en la manipulacién de alimentos es la causa principal de ETAs, por lo
gue es necesario implementar programas de capacitacion sobre estas buenas préacticas, con el
fin de reducir los riesgos de contaminacion, principalmente en las ventas informales, como un
correcto aseo del manipulador y desinfeccion del sitio de trabajo, fomentando asi habitos de
higiene (Estigarribia et al., 2019).

La carne de cerdo posee un gran valor nutritivo, es una fuente rica en
proteinas, vitaminas y minerales, pero, debido a su composicién quimica, pH y valor de
actividad de agua (0.99 Aw) también proporciona las condiciones apropiadas para el
crecimiento de un gran nimero de microorganismos, (Salmonella spp., E. coli, Staphylococcus

aureus, etc) que perjudican su calidad e inocuidad (Soares da Silva et al., 2018).



La fritada de chancho es una de las diversas formas de preparacion de la carne de cerdo,
es un plato tradicional ecuatoriano elaborado con carne condimentada con sal, ajo y otras
especias y cocinada en agua y jugo de naranja, el cual suele acompafiarse con mote, papa

cocinada y ensalada (Iturralde & Guerrero, 2019).
4.2.1. Norma Técnica Ecuatoriana — INEN

El Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (INEN), es el organismo nacional encargado
de la reglamentacion, normalizacion y metrologia, para establecer criterios de calidad en los
productos que se ofrecen en el mercado, con el objetivo de proteger la salud y seguridad del
consumidor (Gobierno del Encuentro, 2022).

La NTE INEN 1338:2012 establece los requisitos microbioldgicos de calidad sanitaria
e inocuidad para la carne y productos carnicos crudos, productos carnicos curados-madurados

y productos carnicos precocidos-cocidos (Tabla 1):

Tabla 1. Requisitos microbioldgicos para productos carnicos cocidos.

Requisitos n C m M Método de ensayo
Aerobios mesofilos, 5 1 5,0x10° 1,0x107 NTE INEN 1529-5
ufc/g
Escherichia coli, ufc/g 5 0 <10 - AOAC 991.14
Staphylococcus 5 1 1,0x103 1,0x10* NTE INEN 1529-14
aureus, ufc/g
Salmonella / 25g 10 0 Ausencia NTE INEN 1529-15

Nota: n= nimero de unidades de la muestra; c= nimero de unidades defectuosas que se acepta; m=
nivel de aceptacion; M= nivel de rechazo.
Fuente: adaptado de NTE INEN (2012).

Para el aislamiento y determinacion de Escherichia coli en carne de cerdo cocida
(fritada) se basara en la normativa NTE INEN 1529-8, mientras que, para Salmonella spp., sera
basado en la normativa INEN 1529-15.

4.3. Escherichia coli

Es un bacilo gram negativo, movil y anaerobio facultativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, con un tamafo que varia entre 1-1,5 um x 2-6 um, en su estructura cuenta
con una pared bacteriana, fimbrias, capsula (solo ciertas cepas), membrana externa y flagelos
peritricos (Stanchi, 2007).



Produce &cido y gas a partir de la glucosa, fructosa, lactosa, maltosa, arabinosa, Xilosa,
ramnosa y manitol, pero no es productora de H,S ni utiliza urea; es rojo-metilo positivo y
negativo para Voges-Proskauer y citrato, ademas puede o no fermentar la sacarosa, rafinosa,
salicina, esculina, dulcitol y glicerina, nunca fermenta la dextrina, almidon, glucdgeno e

inositol, forma indol y coagula y acidifica la leche sin peptonizarla (Merchant & Packer, 1980).

Tabla 2. Factores que inciden en el crecimiento de Escherichia coli.

Factores Optimo Maximo
Temperatura 35-40°C 49.4 °C (121 °F)
pH 6-7 9
Actividad del agua 0.995

Fuente: adaptado de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) (2020).

4.3.1. Grupos Patdgenos

La presencia de cepas no patdgenas de E. coli en el intestino, juega un papel crucial en
la salud humana; sin embargo, también existen grupos de cepas que no son parte de esta
microbiota (Tabla 3), llegando a provocar enfermedades frecuentes y de gravedad al ser

transmitidas por la ingestion de alimentos contaminados (Peirano et al., 2018).

Tabla 3. Patogenia de Escherichia coli.

Microorganismo Lugar de accién Enfermedad que causa
E. coli enterotoxigena Intestino delgado Diarrea del viajero
(ECET)
E. coli enteropatégeno Intestino delgado Diarrea infantil
(ECEP)
E. coli enteroinvasivo Intestino grueso Disenteria
(ECEI)
E. coli enterohemorragica  Intestino grueso  Colitis hemorragica (HC),
(ECEH) puede progresar a Sindrome
hemolitico urémico (SHU)
E. coli enteroagregativa Intestino delgado Diarrea infantil
(EAEC)
E. coli de adherencia Intestino delgado  Diarrea acuosa en nifios de
difusa (DAEC) 1 a5 afios de edad

Fuente: adaptado de Chandra (2012).

4.4.  Salmonella spp.

Bacteria gram negativa, anaerobio facultativo, no formadores de esporas, moviles por
flagelos peritricos (excepto S. gallinarum-pullorum), con un tamafio que varia de 0,7 a 1,5 um
(ancho) x 2,0 a 5 um (largo), perteneciente a la familia Enterobacteriaceae y agente causal de

la salmonelosis al colonizar al ser humano y animales por consumir alimentos contaminados
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con este patégeno (Stanchi, 2007). Salmonella spp. se ha agrupado en las especies S. entérica
y S. bongori (Chandra, 2012).

Fermenta manitol, maltosa y glucosa (excepto Salmonella typhi), pero no fermenta
lactosa, salicina ni sacarosa, forma acido y gas, no produce indol ni hidroliza la urea, es rojo-
metilo positivo, Voges-Proskauer negativo y citrato positivo, productora de H,S (con excepcion
de S. paratyphi Ay S. cholerasuis) (Merchant & Packer, 1980).

4.4.1. Grupos Patdgenos

Todas las salmonelas son muy patégenas, presentandose en el ser humano como
salmonelosis, septicemia, fiebre tifoidea y paratifoidea y, gastroenteritis (Tabla 4) (Stanchi,
2007).

Tabla 4. Patogenia de Salmonella spp.

Tipos de Salmonella Enfermedad que produce
Salmonella typhi Causante de la fiebre tifoidea
Salmonella paratyphi (A, B, C) Causante de la fiebre paratifoidea
Salmonella cholerasuis

Salmonella typhimurium

Salmonella enteritidis

Salmonella hadar

Salmonella heidelberg Causantes de gastroenteritis
Salmonella agona

Salmonella virchow

Salmonella seftenberg

Salmonella indiana

Salmonella newport

Salmonella anatum

Fuente: adaptado de Chandra (2012).

4.5.  Factores Predisponentes en el Crecimiento de Microorganismos en Alimentos

4.5.1. Temperatura

En climas calidos y tropicales las bacterias patdgenas y las causantes de la
descomposicion se desarrollan mas rapidamente (Fernandez. 2021). Las materias primas
alimenticias (carnes, frutas, vegetales, productos lacteos crudos o procesados) deben
mantenerse a temperaturas de refrigeracion maxima de 4 °C y a -18 °C en congelacion, ya que,
a estas temperaturas, la proliferacion de microorganismos es lenta o casi nula (Delgadillo et al.,
2019), mientras que los alimentos cocinados y ofrecidos al publico (sopas, carnes, etc.) deben
tener una temperatura minima de 70 °C al momento de servirlos, puesto a que esta temperatura

las bacterias mueren (Fernandez, 2021).



Los alimentos ya cocinados pero que no se consumen rapidamente, deben enfriarse
antes de ser refrigerados, y estos no deben permanecer mas de 2 horas a temperatura ambiente,
debido a que es el espacio ideal para que se reproduzcan bacterias patdgenas o exista

contaminacion por parte del manipulador (Rendtorff, 2021).

4.5.2. Humedad Relativa

La humedad relativa necesaria para proveer las condiciones adecuadas de
almacenamiento varia con la temperatura en general; si la humedad relativa es
muy alta (> 92 %), se producira una condensacién sobre la superficie de la carne (humedad),

por lo que se convierte en un medio idéneo para el crecimiento microbiano (Chipugsi, 2022).

4.5.3. Habitos Higiénicos del Personal

El manipulador de alimentos es un factor relevante al momento de ofrecer calidad en el
producto, ya que una inadecuada manipulaciéon por parte del mismo puede llegar a causar
contaminacion en la carne, ya sea a través de sus manos o por el uso de utensilios que no se
encuentran limpios (Torres & Moori, 2018). Es por eso que, el personal debe asumir conductas
basicas para la preparacion de alimentos, desde el lavado regular de manos con jabon y
desinfectante, hasta el uso de vestimenta correcta (cobertor para el cabello, mandil, cubrebocas,
guantes, etc.), de tal manera que ayude a prevenir ETAs (Cardona et al., 2021).

4.5.4. Medidas Higiénicas del Sitio de Trabajo

La limpieza y desinfeccién de utensilios (cuchillos, ollas, balanza, etc.), superficies que
tengan contacto con los alimentos (mesas, tablas de corte) y pisos, son medidas que aseguran
la inocuidad de un alimento, puesto que reducen el riesgo de contaminacion del producto (Luna,
2020). Ademas, es de suma importancia separar los alimentos cocidos de los crudos, asi como
utilizar diferentes cuchillos para cortar carne y hortalizas, colocar los desperdicios organicos e
inorganicos en los recipientes correspondientes alejados del local, con el fin de evitar la

contaminacion cruzada (Fernandez, 2021).
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5. Material y Métodos
5.1.  Area de estudio

La presente investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Diagndstico Integral
Veterinario, perteneciente a la Universidad Nacional de Loja, para lo cual, las muestras fueron
tomadas de los lugares de expendio de fritada que se encuentran dispuestos en la via Loja-

Landangui, con 21.3 km de trayecto.

Figura 1. Ubicacion de los sitios de toma de muestras (via Loja — Landangui)

9547000 <§M
) Colombia

4 B ‘?j\

4 Ecuador
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LOJA { 9537000
Perd

5.2. Procedimiento
5.2.1. Enfoque metodologico
Esta investigacion tiene un enfoque cualitativo, ya que se recolectaron datos para
determinar la presencia o ausencia de Escherichia coli y Salmonella spp.
5.2.2. Disefio de la investigacion
Se realiz6 un estudio observacional, de corte transversal, en donde las variables se
midieron en un tiempo determinado sin manipulacién deliberada.
5.2.3. Tamafio de la muestra y tipo de muestreo

Se realizd un muestreo no probabilistico por conveniencia, en donde fueron parte
de este estudio 15 lugares de expendio de fritada (entre picanterias y lugares de venta
de carne cruda y cocida), de un total de 30 puestos. Este nimero se determiné en base

a una observacion previa.
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5.2.4. Variables de Estudio

¢ Identificacién de microorganismos
- Escherichia coli
- Salmonella spp.
e Factores asociados a la presencia de microorganismos
- Temperatura
- Humedad relativa
- Utensilios apropiados
- Medidas higiénicas del manipulador

- Aseo del sitio de trabajo

5.2.5. Métodos y Técnicas

5.2.5.1. Fase de Campo.

De cada lugar de expendio de fritada, se recolectdé 1 muestra (media libra), las
mismas que se colocaron en un cooler con geles refrigerantes (entre 2 a 8 °C), para
ser transportados al Laboratorio de Diagnostico Integral Veterinario perteneciente a
la Universidad Nacional de Loja.

La recoleccion de informacion sobre los factores asociados fue en base a una
encuesta (Anexo 1) que, por observacion directa, permitié analizar:

- El uso de utensilios apropiados
- Las medidas higiénicas que tiene el manipulador
- Aseo del sitio de trabajo
La temperatura y humedad relativa fueron tomadas con la ayuda de un

termohigrometro.

5.2.5.2. Fase de Laboratorio.

a) Cultivo Microbiolégico y Deteccidn de Escherichia coli.
La determinacion de E. coli, fue en base a la NTE INEN 1529-8 (2016),
explicada a continuacion (Anexo 2):
e Para el pre enriquecimiento, se pesé 10 g de cada muestra de fritada (INEN
1529-2, 1999) y se agreg6 90 ml de APT (Agua Peptona Tamponada).

e Serealizo diluciones seriadas hasta 1072.
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Con un asa estéril, se sembro por estriado en placas bipetri con agar EMB
(Eosina y Azul de Metileno) y agar MacConkey y se dejo en incubacién
durante 24 horas a 37 °C.

Se seleccionaron aquellas que presentaron crecimiento de colonias verdes
brillante en EMB y colonias rosadas-rojas en MacConkey para realizar las

pruebas bioquimicas para su confirmacion (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de Escherichia coli a las pruebas bioquimicas.

Prueba Resultado
Produccién de indol +
Prueba de rojo de metilo +

Prueba de VVoges-Proskauer -
Utilizacion de citrato -
Nota: + = positivo; - = negativo.

Fuente: adaptado de NTE INEN 1529-8 (2016)

b) Cultivo y Deteccion de Salmonella spp.

La determinacion de Salmonella spp., fue en base a la NTE INEN 1529-15

(2013), explicada a continuacion (Anexo 3):

Para el pre enriquecimiento, se pes6 25 g de cada muestra de fritada (INEN
1529-2, 1999) y se agreg6 90 ml de TSA (Tripticasa Soya Agar).

Para el enriquecimiento, se colocé 1 ml del pre enriquecimiento en tubos de
ensayo con Caldo Selenito Cisteina y se dejé incubar a 37 °C por 48 horas.
Se sembrd por estria en cajas bipetri que contenian agar Salmonella-Shigella
(SS) y agar XLD y se pusieron a incubar a 37 °C por 24 horas.

Se seleccionaron aquellas con crecimiento de colonias rojas con centro negro
en agar XLD y colonias de color crema con centro negro en agar SS.

Con un asa estéril, se tomd una colonia con centro negro para sembrar por
estriacion cuadratica en cultivo puro de XLD y se puso en incubacion a 37
°C por 24 horas para posteriormente realizar las pruebas bioquimicas

confirmatorias (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados de Salmonella spp. a las pruebas bioquimicas.

Prueba o substrato Reaccion positiva 0 negativa
TSI: glucosa — acido +
TSI: glucosa — gas +
TSI: H2S +
Descarboxilacion de la lisina (LIA) +
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Voges — Proskauer -

Indol
Citrato +
Rojo de metilo +

Nota: + = positivo; - = negativo.
Fuente: adaptado de NTE INEN 1529-15 (2013).

5.2.6. Procesamiento y Analisis de la Informacion

Se presentaron las variables de forma descriptiva, se usaron medidas de tendencia
central y dispersion para variables numéricas y frecuencias absolutas y relativas para variables

categoricas, para lo cual se utilizo el programa estadistico Excel.

5.2.7. Consideraciones éticas

El presente estudio es de tipo observacional, por lo que no se realizara ninguna
intervencion o administracién de un producto o farmaco en los individuos. En tal sentido, no

existen riesgos o alteraciones en la salud y bienestar para los animales del analisis.
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6. Resultados

6.1.  Cultivo Microbioldgico

6.1.1. Escherichia coli

Del total de las 15 muestras analizadas, posterior al pre enriquecimiento en la dilucion
1072, no se observé crecimiento bacteriano en los medios asociados al aislamiento de E. coli

(figura 2), por lo que se report6 ausencia del microorganismo.

Figura 2. Cultivo en agares diferenciales para Escherichia coli.

Nota: no hay colonias de color verde brillante en EMB ni colonias de color rosadas en
MacConkey.
6.1.2. Salmonella spp.

El 100 % de las placas present6 crecimiento bacteriano en agar SS y en agar XLD,

posterior al pre enriquecimiento en Caldo Selenito Cisteina (Anexo 7).

De este porcentaje, el 33.3 % (5 placas) presentaron caracteristicas macroscopicas

sospechosas a Salmonella spp. (figura 3a).

En el cultivo puro en agar XLD de las placas seleccionadas como sospechosas, no se
evidencié crecimiento de colonias tipicas de Salmonella spp. (figura 3b), por lo que no se

considero necesario realizar pruebas bioquimicas confirmatorias.

15



Figura 3. Cultivo en agares diferenciales para Salmonella spp.

Nota: a) Colonias sospechosas a Salmonella spp. en agar SS y XLD. b) Cultivo puro de

XLD sin crecimiento de colonias tipicas de Salmonella spp.

El crecimiento bacteriano que hubo en agar XLD y SS, se puede asociar a otras bacterias
que crecen de manera selectiva en estos medios de cultivo, tales como Enterococcus faecalis,
Proteus spp., Pseudomonas spp., Providencia rettgeri, Shigella, Klebsiella para agar XLD y

Shigella y Enterococcus faecalis para agar SS (Biolife, 2021).

Con los resultados obtenidos, se establecié que no hubo presencia de Escherichia coli,

ni Salmonella spp. en el 100 % de las muestras de fritada (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de calidad microbioldgica de la fritada.

Microorganismo N %
Escherichia coli
Presencia 0 0
Ausencia 15 100 %
Salmonella spp.
Presencia 0 0
Ausencia 15 100 %

6.2. Factores asociados

En base a la checklist realizada, se establecié en la via Loja-Landangui, una
Temperatura y Humedad Relativa promedio de 20.4 °C y 47.2 %, los cuales no fueron 6ptimos

para el crecimiento de estos patdgenos (35 — 43 °C y 92 %).
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Se observo que el 66.67 % del personal cumplié con las medidas higiénicas que debe
tener el manipulador de alimentos, presentaron sus ufias cortas y sin esmalte, brazos sin joyas,

pero no hacian uso de cofia, cobertor para el cabello, ni guantes.

El 33.33 % de los puntos de expendio cumplieron correctamente con el uso de utensilios
apropiados, como tablas de picar en buen estado, pinzas y cucharones de acero inoxidable para

servir los alimentos y empleo de vitrinas para proteger la fritada.

Todos los lugares de venta mostraron un sitio de trabajo aseado, con mesas y pisos
limpios, botes de basura con fundas y tapa y alejados del sitio de preparacion de los alimentos
(Tabla 8).

Tabla 8. Resultado de factores asociados.

Factor N %
Temperatura ambiental
Optimo 0 0
No 6ptimo 15 100 %
Humedad Relativa
Optimo 0 0
No 6ptimo 15 100 %
Medidas Higiénicas del Manipulador
Si cumple 10 66.67 %
No cumple 5 33.33%
Uso de Utensilios Apropiados
Si cumple 5 33.33%
No cumple 10 66.67 %
Aseo del Sitio de Trabajo
Si cumple 15 100 %
No cumple 0 0

Finalmente, conforme los resultados, se determind que no hubo asociacion entre estos
factores y la presencia de Escherichia coli y Salmonella spp., puesto que no se aislaron estas
bacterias en las muestras; sin embargo, si pueden influir en el crecimiento bacteriano que hubo
en agar SS y XLD, tales como Enterococcus faecalis, Proteus spp., Pseudomonas spp.,
Providencia rettgeri, Shigella, y Klebsiella, pero que no son de importancia clinica en la

presente investigacion.
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7. Discusion

El presente estudio demostro en la totalidad de muestras de fritada, la ausencia de
Escherichia coli y Salmonella spp., patdégenos asociados a Enfermedades de Transmision
Alimentaria (ETAS),

Muriel (2019), en su estudio acerca de la determinacion de Salmonella spp. en varios
alimentos de venta ambulante en la ciudad de Quito, reporto que el 10 % de las muestras (de
un total de 180) presentaron aislamiento positivo para Salmonella spp, pero de este resultado,
la fritada expendida sin complementos o con mote, fue un alimento con ausencia de este
patégeno, siendo un resultado similar al de la presente investigacion y el cual puede asociarse
a la temperatura de coccién de la fritada (>70 °C) al momento de ofrecerlos al publico
(Fernandez, 2021).

En estudios realizados en Ambato, Cuenca y Pastaza- Ecuador acerca de la evaluacion
microbioldgica de los platos de hornado expendidos en mercados, se reportd la ausencia total
de Salmonella spp. y la presencia de Escherichia coli en un 87.5 % (de un total de 9), 16.66 %
(de un total de 35) y 100 % respectivamente, en donde la mayor carga bacteriana estuvo presente
en la ensalada servida con el hornado (Sarabia, 2022; Pérez & Quito, 2020; Silva, 2019). Estos
resultados se relacionan a la contaminacion cruzada del hornado con alimentos que no pasan
tratamiento térmico como la ensalada y que posiblemente no fueron correctamente lavados, ya
que esta materia prima tiende a contaminarse por el uso de agua contaminada o por mala

manipulacion del personal (Gonzélez, 2018).

En estudios efectuados en Cuenca sobre el riesgo microbioldgico del sancocho de cerdo
expendido en puestos publicos y arroz con pollo vendido en el bar de una escuela, no se informé
aislamiento de Salmonella spp., pero si se reportd la presencia de Escherichia coli en un 11.1
% y 30 % respectivamente (Barros & Quizhpe, 2018; Cardenas, 2017). Sin embargo, al norte
de Italia, Castrica et al (2021), demostraron una prevalencia de Salmonella spp. del 0,03 % en
lasafia y cerdo asado. Estos resultados fueron relacionados al contacto de los alimentos post
tratamiento térmico, con utensilios sucios, superficies contaminadas (vivas e inertes) y malas

practicas higiénicas del manipulador.

La Temperatura ambiente y Humedad Relativa promedio en la via (20.4 °C y 47.2 %)
no fueron factores éptimos para el crecimiento de estos patdgenos, ya que segun Alfaro (2018),

E. coli y Salmonella spp. al ser bacterias mesofilas, se desarrollan en temperaturas Optimas de
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entre 35 — 40 °C y con una humedad relativa alta (>92 %), sin embargo, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (2018), sostiene que estas bacterias son sensibles ante el calor y
mueren al alcanzar una temperatura igual o mayor a 70 °C, lo cual es importante para los
alimentos cocinados que son ofrecidos al publico y que no deben permanecer mas de 2 horas a
temperatura ambiente porque en conjunto con la humedad relativa alta (> 92 %) se convierte
en el espacio ideal para que se reproduzcan bacterias patdgenas o exista contaminacion por

parte del manipulador.

El manipulador de alimentos es un actor relevante al momento de ofrecer calidad en el
producto, ya que su inadecuada manipulacién o el incumplimiento de hé&bitos higiénicos como

el lavado de manos puede llegar a causar contaminacion en la carne (Torres & Moori, 2018).

En estudios realizados en los mercados de Peru, Mallma (2019) report6 una prevalencia
de Salmonella spp. del 25 % en la superficie de manos de 24 manipuladores de alimentos. Soto
& Urrelo (2021) no identificaron la presencia de Salmonella spp., pero E. coli supero los valores
permitidos en el 100 % de muestras de manos de cocineros. En Brasil, Da Silva et al (2020),
identificaron la presencia de E. coli en el 41.03 % de 30 muestras de superficie de manos de
vendedores ambulantes, atribuyendo estos resultados al desconocimiento y la falta de
capacitacion de los manipuladores sobre las buenas practicas de manufactura (BPM), puesto
que E. coli forma parte de la microbiota intestinal y su presencia es un indicador de
contaminacion fecal (Vega et al., 2020). En el presente estudio no hubo contaminacién de la
fritada con estos patdgenos pese a que solo el 66.67 % del personal cumplieron correctamente
con las medidas higiénicas del manipulador, sin embargo, estos autores resaltan que el lavado
de manos de manera frecuente y el uso de guantes disminuyen el riesgo microbiologico (Evans
et al., 2020), ademas, este porcentaje de incumplimiento se podria asociar con el crecimiento
bacteriano que hubo en los agares.

En Colombia, Caro & Tobar (2019), en su investigacion sobre el analisis microbiol6gico
de superficies de contacto con alimentos en locales formales e informales, pudieron determinar
la presencia de diversas bacterias entre ellas E. coli en el 100 % de muestras de tablas de cortar
y utensilios de cocina. En Brasil, Dos Santos et al (2020) llegaron a identificar la presencia de
E. coli en el 3,9 % de muestras de superficies de corte de carne y verduras, atribuyendo estos
resultados a la falencia en el proceso de limpieza y desinfeccion de estas superficies, el cual

sirve para asegurar la eliminacion de bacterias (Baggini, 2021).
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Bayona (2009) en Colombia, evalud la calidad microbioldgica de alimentos expendidos
en la via publica junto con sus condiciones higiénicas, en donde determind la presencia de
Salmonella spp. en un 11.8 % y E. coli en un 25 % de muestras, relacionando estos resultados
a las deficientes préacticas higiénicas, puesto que solo el 13 % del personal acat6 correctamente
con las BPM y el 27 % de los puestos cumplieron con el buen manejo de la basura (Cardona et
al., 2021).

El uso de utensilios apropiados de acero inoxidable, tablas de picar en buen estado y el
aseo del sitio de trabajo también son condiciones higiénicas que influyen en la presencia de
bacterias (Torres & Moori, 2018) y aunque en base a las encuestas realizadas el 33.33 % de los
puntos de expendio contaban con tablas de picar en buen estado, pinzas y cucharones de acero
inoxidable para servir los alimentos, empleaban de vitrinas para proteger la fritada, y todos los
lugares de venta mostraron un sitio de trabajo aseado, con mesas y pisos limpios, botes de
basura con fundas y tapa y alejados del sitio de preparacion de los alimentos, estos estudios
evidenciaron que las superficies inertes y la presencia de basura en el sitio de preparacion de
alimentos pueden convertirse en un foco para el crecimiento bacteriano y presencia de plagas
(FAO, 2016).

Los 11 107 casos de intoxicaciones alimentarias bacterianas y los 2 919 casos de
Salmonelosis reportados en el Ecuador y en la Provincia de Loja durante el afio 2022 y lo que
va del afio 2023, también evidencian que los manipuladores de alimentos no cumplen con las
medidas higiénicas necesarias para la correcta preparacion y expendio de alimentos, ademas de
considerar que Salmonella spp. se presenta con mayor prevalencia en productos carnicos

crudos, siendo la carne de pollo la principal fuente (Balbuena, 2019).

Finalmente, se puede determinar que el cumplimiento de este conjunto de habitos
higiénicos es imprescindible para evitar una contaminacién cruzada con los alimentos y asi
prevenir las ETAs (Chavez et al., 2022), puesto que en la via Loja-Landangui la fritada se
encuentra expuesta a la intemperie y puede existir esta contaminacion cruzada con la carne

cruda.
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8. Conclusiones

Se obtuvo la ausencia total de Escherichia coli y Salmonella spp. en muestras de fritada
expendida en la via Loja - Landangui.

No se observo asociacion entre los factores de riesgo y la presencia de Escherichia coli
y Salmonella spp., sin embargo, el crecimiento bacteriano que hubo en los agares XLD
y SS puede ser atribuido a otros microorganismos.

Se determind que la temperatura, la humedad relativa y las medidas higiénicas del

manipulador de alimentos, son factores predisponentes a la presencia de bacterias.
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9. Recomendaciones

Realizar andlisis periddicos para evaluar la inocuidad de la carne cruda y cocida que se
expende en la via Loja - Landangui.

Aislar otros microorganismos patégenos de interés en carne de cerdo cruda y cocida
expendida en la via Loja — Landangui, para determinar su viabilidad de consumo al
publico.

Efectuar estudios de trazabilidad para determinar el origen de la carne de cerdo que se

consume en la via Loja — Landangui.
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11. Anexos

Anexo 1. Encuesta realizada para determinar los factores asociados.

Numero de puesto: b

Numere de Muestra: S

Tipo de muestra (cc 0 ecc): Cct

Direccion:

Temperatura: {49 3 'r

Humedad:

49%

Pardmetros a evaluar

Si

No

Observaciones

Protege los alimentos con:
vitrina vidrio, malla, tol, otros, |

Gel antiséptico / toallas
desechables /papeles
desechables

X

Basurero con tapa y funda

Recipientes con tapa en buen
estado

Utensilios de acero inoxidables
(cucharones, pinzas, etc.)

' limpias y sin esmalte

Manipulador con ufias cortas,

Manipulador con brazos y
manos libres de bisuteria, rostro

sin maquillaje

El manipulador utiliza redecilla /
cofia, uniforme y calzado
cerrado

Cuenta con lavado, jabén liquido
para manos y toalias de papel
desechable.

Sitio de trabajo limpio y ascado

El mobiliario (mesas, sillas,
mesones) estd en huenas
condiciones y limpios

Cuenta con una persona que
manipule solamente el dinero

Usa tabla para picar en buen
estado |

X [¥ | % [x
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Anexo 2. Flujograma para identificacion de Escherichia coli (NTE INEN 1529-8).

Preparacion de
solucion madre

|

15 muestras de Congelar a 2-8 °C 10 g de fritada + 90 cm3 de e
fritada (226 =—>  enuncooler "~  AguaPeptona Tamponada — Re_allzar d|Iu0|onfzs
cada una) (diluyente) seriadas hasta 10™~.

CoIoma; <
rosadas-rojas . :
Siembra por estria en

placas de medios

s6lidos
i '
verdes briflante Incubar a 37 °C
por 24 h
Pruebas
confirmatorias
Movilidad Produccion Prueba de
de H?2S indol
Crecimiento més alla Ennegrecimiento del (Agregar 3-5 gotas de
SIM de la linea de siembra: cultivo a lo largo de md_ol)
Y+ la linea de siembra o Rojo: + _
Crecimiento solo en la en todo el medio: + Incoloro o amarillento: -
linea de siembra: - Medio sin cambio
de color: -
Inocular el tubo con caldo MRVP e incubar de Resultados
35a37°Cpor24+2h
., . . Color rojo: +
Voges — e 3 gotas de solucion de rojo de metilo J
Proskauer e 3 gotas de solucién de a-naftol Caso contrario: -
e 2 gotas de hidroxido de potasio al
40%
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Citrato

LIA

TSI

—

Inocular el tubo con agar

Citrato de Simmons e
incubar de 35a 37 °C por 24
+2h

Descarboxilacion
de la lisina

Pico violeta/fondo
violeta: +
Pico violeta/fondo
amarillo: -

Produccién
de SH2

Ennegrecimiento del

Resultados

Color del medio de verde

aazul: +

Caso contrario: -

Desaminacion

de la lisina
Pico rojizo/fondo Resultados
amarillo: +
Descarboxilacion de la
lisina: +
Desaminacion de la
lisina: -

Medio negro: +
Produccién de SH2: +

medio de cultivo: +
Medio de cultivo sin
cambio de color: -

Crecimiento de bueno a
excelente: colonias
amarillas, medio amarillo
alrededor de las colonias

Crecimiento de bueno a

. Resultados
excelente: colonias
rosas con  centros . .
negros, el medio es de Colqmas am_arlllas,
color rojo medio amarillo

Produccion de gas: +
Produccion de SH2: -
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Resultados

|

SIM Voges Citrato LIA TSI
Proskauer
Movilidad: + ‘
Indol: + ; _ Gas: - Gas: +
SHz:- SH2: + SH2: -

Por estriado directo
a partir de la muestra

l Incubar de 33- C:)Ignlas netg)]r.(il
Agar EMB —_—> 3c por 18-24 mly 3ZUladas con brillo
- metalico
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Anexo 3. Flujograma para identificacion de Salmonella spp. (NTE INEN 1529-15).

Preparacion de
solucién madre

:

Congelar a 2-8 °C 25 g de fritada + 90 cm3 de
en un cooler Tripticasa Soya (diluyente)

15 muestras de
fritada (226 g cada —*

una)
Incubar a 37 °C bor Homogeneizar 1 ml de la solucion
POT e madre en 9 ml de Caldo Selenito
48 h L,
Cisteina
Incubar a 37 °C por Siembra por estria en
24 h placas de medios s6lidos
( \
Agar Salmonella- Agar XLD
Shigella (SS)
Colonias cremas con Colonias rojas con
centro negro centro negro
. Sembrar en XLD Incubar a 37 °C por Sino, examinar en
Purificacion »  porestriacion = =——b 48 h . 24 h mas
cuadratica
Descarboxilacion Desaminacion
de la lisina de la lisina
Pico violeta/fondo
violeta: + Pico rojizo/fondo
Pico violeta/fondo amarillo: + Resultados
amarillo: -
LIA - Descarboxilacion de la
> lisina: +
Produccion Desaminacion de la
de SH2 lisina: -
o Medio negro: +
Enne.gremmler)to .del Produccion de SH2: +
medio de cultivo: +
Medio de cultivo sin
cambio de color: -




Pico rojo/fondo amarillo:

Fermenta la glucosa. Pico rojo/fondo rojo:
No fermenta azticares Resultados
Pico amarillo/fondo Presencia de burbujas Pico rojo/fondo
amarillo: Fermenta glucosa, o0 ruptura del medio de amarillo
TSI — lactosa y/o sacarosa cultivo: Produce gas Produccién de gas: -

o Produccién de SH2: +
Ennegrecimiento del

medio: Produce SH2

Movilidad Produccion de SH2
Crecimiento mas alla de la . .
. . ) Ennegrecimiento del cultivo:
linea de siembra: +
+ Resultados
recimien r la lin L . TR
— dC ec g t_o por fa finea Medio sin cambio de color: - Movilidad: +
SIM € siembra. - Indol: -
SH2: +
Prueba de indol
Anillo Rojo: +
Incoloro o naranja: -

Resultados
Inocular el tubo con agar

CITRATO — Citrato de Simmons e Color del medio de verde

incubar de 35 a 37 °C por 24 a el -
+2h

Inocular el tubo con caldo MRVP e incubar de Resultados

35a37°Cpor24+2h )

Color rojo: +
Voges- ) e 3 gotas de solucion de rojo de metilo .
Proskauer e 3 gotas de solucion de a-naftol Gy Samifelle:
e 2 gotas de hidroxido de potasio al
40%
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Anexo 4. Tabulacion de resultados de las encuestas para los factores asociados.

Informacién Encuestas Porcentaje
NUmero Preguntas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 %
1 Protege los alimentos con: vitrina vidrio, malla, tol, otros. no no no no N no si no si si si si si no no 40
0
2 Basurero con tapa y funda no no si no N si si si si si si si si si si 73.33
0
3 Recipientes con tapa en buen estado no no no no N no si no no si si si si no no 33.33
0
4 Utensilios de acero inoxidables (cucharones, pinzas, etc.) si si si si Si si si si si si si si si si si 100
5 Manipulador con ufias cortas, limpias y sin esmalte si si si si N si si si si si si si si si Gsi 93.33
0
6 Manipulador con brazos y manos libres de bisuteria, rostro sin maquillaje si si si si N si si si si si si si si si Gsi 93.33
0
7 El manipulador utiliza redecilla / cofia, guantes, uniforme y calzado cerrado no no no no N no no no n0O ho nNO hNO NnO no no 0
0
8 Cuenta con lavado, jabdn liquido para manos y toallas de papel desechable. no no no no N no si no si si no si si si no 40
0
9 Sitio de trabajo limpio y aseado si si si si Si si si no si si si si si si si 93.33
10 El mobiliario (mesas, sillas, mesones) esta en buenas condiciones y limpios si  si si si Si si si si si si si si si si i 100
11 Cuenta con una persona que manipule solamente el dinero si no si si Si no no si si si no no si no no 53.33
12 Usa tabla para picar en buen estado si no si si Si no si si no si si si si sisi 80
Tabulacion de las variables Porcentajes
Variable Nombre de la variable (preguntas que se tienen en cuenta) Sumatoria e interpretacion (>3=si, en la variable 1y 4; >2=si, en la variable ~Sumatori  Interpretac
3) a ion
1 Medidas higiénicas del manipulador (5,6,7,8,11) 3 2 3 3 1 2 3 3 4 4 2 3 4 3 2 70 66.66
Interpretacion si_ no si si no no si si si si no si si si no
2 Uso de utensilios apropiados (1,3,4,12) 2 2 3 2 2 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 88.88 100
Interpretacion si_ si si si si si si si si si si si si si 6gsi
3 Aseo del sitio de trabajo (2,9,10) 2 1 2 2 2 1 4 2 2 4 4 4 4 2 2 63.33 33.33

Interpretacion

NO N0 NO NO nNO nO Si nNno no Ssi si sisi no
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Anexo 5. Recoleccion de muestras de fritada en la via Loja-Landangui.

Al

Nota: exposicion de la carne a la intemperie y la posible contaminacion cruzada de la carne

cocida con la carne cruda.

Anexo 6. Siembra en los medios asociados al aislamiento de Escherichia coli.

[ —

Nota: siembra por estria en los medios de cultivo EMB y MacConkey.

Anexo 7. Crecimiento bacteriano en agares diferenciales para Salmonella spp.

Nota: presencia de crecimiento bacteriano en placas bipetri con agar XLD y SS.
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