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RESUMEN

La carne de pollo es uno de los alimentos mayor consumidos por el ser humano a
nivel mundial y con elevado riesgo a la contaminacion debido a sus propiedades
fisicoquimicas. Su consumo se relaciona con las ETA, destacando a Listeria spp.,
bacteria con importancia a nivel sanitario e inocuidad alimentaria. El presente
estudio se enfoco en evaluar la frecuencia de Listeria spp. en muestras de carne de
pollo que se expende en puntos autorizados e informales del cantén Ambato,
Tungurahua, Ecuador. Se realiz6 conteo de mesofilos aerobios, siembra en medios
selectivos como agar Listeria Cromogeénico y pruebas morfologicas y bioquimicas
para seleccionar las presuntas Listeria spp. Dentro de los resultados obtenidos, se
realiz6 el andlisis de contaminacion de mesofilos aerobios y se encontré que las
muestras de los locales autorizados e informales contaban con 6.53 x 10” UFC/g y
8.74 x 107 UFC/g, respectivamente. Para la contaminacion probable de Listeria
spp., los locales autorizados obtuvieron resultados del 62.2% (28/45) y del 42.2%
(19/45) para los locales informales. Por ultimo, se analiz6 la relacion que existe
entre la contaminacion de la carne de pollo y los factores de riesgo que se asocian,
destacando la higiene del local, la conservacion de las carnes y las medidas de
proteccién del vendedor, los cuales intervienen en la calidad final de la carne de

pollo.

Palabras clave: carne de pollo, Listeria spp., inocuidad, ETA
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ABSTRACT

Chicken meat is one of the largest foods consumed by humans worldwide and with
a high risk of contamination due to its physicochemical properties. Its consumption
is related to ETA, highlighting Listeria spp., a bacterium with importance at a health
and food safety level. The present study focused on evaluating the frequency of
Listeria spp. in samples of chicken meat that is sold in authorized and informal
points of the Ambato canton, Tungurahua, Ecuador. Aerobic mesophiles were
counted, seeded in selective media such as Chromogenic Listeria agar, and
morphological and biochemical tests to select the presumed Listeria spp. Among
the results obtained, the contamination analysis of aerobic mesophiles was carried
out and it was found that the samples of the authorized and informal premises had
6.53 x 107 CFU/g and 8.74 x 107 CFU/g, respectively. For the probable
contamination of Listeria spp., the authorized premises obtained results of 62.2%
(28/45) and 42.2% (19/45) for the informal premises. Finally, the relationship
between the contamination of chicken meat and the associated risk factors was
analyzed, highlighting the hygiene of the premises, the conservation of the meat
and the seller's protection measures, which intervene in the final quality of chicken

meat.

Keywords: chicken, Listeria spp., safety, ETA
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes Investigativos

1.1.1. Investigaciones previas

El consumo de carne forma parte del diario vivir de la poblacién mundial, aportando
la proteina necesaria en una dieta sana. Dentro de la dieta humana, la carne que se
consume en mayor medida proviene de bovinos, cerdos, ovinos y aves. El pollo
(Gallus gallus) es uno de los principales productos pecuarios consumidos y

producidos a nivel mundial (Rosales, 2015).

En este sentido, el consumo de la carne de pollo ha crecido un 15% los ultimos 10
afios, teniendo un consumo per capita mundial de este producto de 14.2 kg
persona/afio (FIRA, 2019). En Ecuador, el consumo de carne de pollo forma parte
de la dieta principal para la poblacion, con reportes del consumo per cépita de 30.4
kg persona/afio en 2019 (Sanchez et al., 2020).

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) son muy frecuentes a nivel
mundial, teniendo como agentes etiologicos bacterias como Escherichia coli
0157:H7, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes, provocando victimas
mortales alrededor del mundo. Esta ultima tiene gran importancia dentro de las
patologias relacionadas con alimentos debido a su descubrimiento en varias
especies de animales y productos destinados al consumo humano como carne, pollo,

quesos no pasteurizados y leches pasteurizadas (Reuben et al., 2003).

La superficie de la carne de pollo es muy propensa a la contaminacién por

microrganismos, entre ellos se destaca a Listeria monocytogenes. Listeria spp. es
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un microorganismo intracelular facultativo que provoca alteraciones a nivel del
SNC como meningitis aguda, meningoencefalitis y encefalitis de tronco (de la Rosa
Zarifana, 2017).

Hay distintos alimentos que se pueden contaminar con bacterias. Por su parte,
Reuben et al. (2003) identificd un 3% de L. monocytogenes en muestras de leche
que fueron evaluadas en Costa Rica. En una investigacion realizada en Lima, Peru,
la incidencia de L. monocytogenes en carne fresca de pollo y muestras de verduras
que se obtuvieron en mercados fue del 2% (Centurién & Takajara, 2004).

Del mismo modo, Genigeorgis et al. (1989) realizaron una investigacion
analizando el pollo fresco de distintos mataderos donde se encontrd Listeria spp. en
porcentajes alrededor del 40.6%. Durante el final de la cadena de procesamiento
del pollo fresco, se determind presencia de L. monocytogenes del 33.3 — 70.0 %; sin
embargo, al ser almacenadas durante 4 dias a 4°C se encontrd porcentajes de L.
monocytogenes entre el 40.0 al 72.0%. Asi también se evalud la prevalencia de L.
monocytogenes en manos y guantes de las personas que cuelgan las aves luego del
procesamiento de las aves encontrando presencia de esta bacteria en porcentajes del
20.0 - 59.0 %.

Asi mismo, los casos reportados por listeriosis han sido parte de los Gltimos afios.
En 2019, entre los meses de agosto y octubre, se alz6 una alerta sanitaria en
Andalucia, Espafa, debido a un brote de listeriosis con un total de 3 muertos, 5
abortos y 210 personas afectadas. Posteriormente, se realiz6 un muestreo con 704
muestras en total y 1.56% de muestras positivas a Listeria spp. Esto provoco que se
realizara un mapa nacional de los casos reportados, que permita facilitar la
identificacion de dos cepas similares que se encuentren en lugares distintos del pais
(Rus, 2021).
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Por otro lado, se han realizado investigaciones en Ecuador acerca de Listeria spp.
y su frecuencia en alimentos destinados a consumo humano. Espinosa (2018)
realizd un estudio tomando muestras de queso de 18 provincias de Ecuador y
encontrd un 14.23% de muestras positivas para L. monocytogenes. En una revision
sistematica de estudios acerca de inocuidad en alimentos realizada en Cuenca,
Ecuador desde 1981 a 2017, no hubo resultados de L. monocytogenes en las

muestras de queso fresco (Ortiz-Ulloa et al., 2020).

1.1.2. Mercado de carne de pollo

La carne de pollo es uno de los productos mas consumidos a nivel mundial debido
a su accesibilidad, disponibilidad al consumidor, versatil y facil de preparar, siendo
aceptado por la mayoria de la poblacion. La avicultura ha tenido un gran cambio en
los dltimos afios debido a la creciente demanda por cubrir las necesidades de los
seres humanos: cambios como el crecimiento de la poblacién, distribucion de
ingresos, asi como la formacién de una estructura familiar ha influido para que los
alimentos sean consumidos y comprados en mayor medida, destacando a las
grandes ciudades de cada pais para satisfacer las necesidades basicas de las familias
(Alvarado et al., 2012).

De este modo, el mercado avicola incrementara en un 4.1% a nivel mundial entre
los afios 2021 y 2025 con una produccién alrededor de 100.9 millones de toneladas
métricas. En esta cifra se colocan a los lideres de produccién avicola Brasil, EEUU
y China. En 2021, EEUU ha tenido un aumento en la produccién de pollo de
engorde en un 0.7%, con exportaciones de 3.349 billones de toneladas métricas
carnicas; con estos valores, se pronostica que el 2022 tendra un cierre de produccion
de carne de 45.225 millones de toneladas métricas, acompafiado de un incremento
del consumo per capita de pollo de engorde del 0.3% (Cuéllar, 2022).
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En Ecuador, el consumo de pollo ha incrementado a 27 kg per cépita, asi como una
produccion de 480.000 toneladas. Ademas, Ecuador es considerado un pais de
autoconsumo, donde la carne de pollo producida es consumida a nivel interno; es
asi que la produccion tiene una aportacion del 23% al PIB agropecuario y 3% al
PIB total, acogiendo a 300.000 empleados (el Universo, 2022). Por ende, el sector
avicola es un &rea importante tanto para la poblacion ecuatoriana como para la

economia del pais.

1.1.3. Lacarne de pollo y sus caracteristicas

La carne de pollo es una proteina de origen animal muy consumida a nivel mundial.
Su alto consumo es debido al costo accesible y las caracteristicas quimicas,
nutricionales y organolépticas que posee. La carne de ave es digerida con facilidad,
muy palatable y sus componentes aportan los requerimientos nutricionales diarios

que se recomiendan para el organismo humano (Attia et al., 2016).

Por otro lado, uno de los cortes mas apetecidos de la carne de pollo es la pechuga,
siendo una zona magra y saludable para el ser humano, provocando que su
comercializacion se incremente (Gomez-Portilla et al., 2016). La mayor parte de
la piel del pollo se compone por tejido conectivo y grasa almacenada debajo de la
misma,; es asi que, al retirar la piel, también se retira gran parte de la grasa que posee
el pollo. Asi también, el colesterol esta inmerso en la membrana de las células del
tejido animal, teniendo en cuenta que las carnes magras poseen menos colesterol
que otro tipo de carnes con mayores contenidos de grasa (Martinez & Mora,
2010). En contraste, al realizar una comparacion en cuanto al aporte de grasa entre
la carne roja y la carne de pollo, se encuentra que la carne magra de res y la carne
de pollo sin piel poseen similares contenidos de colesterol y de grasa (INCAP,
2007).
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Por otro lado, la carne de pollo ofrece mejor digestibilidad al poseer menor cantidad
de tejido conectivo en comparacion a las carnes rojas, ademas de fibras musculares
de menor grosor, con menor dureza, lo que mejora significativamente su digestion

y la textura de la misma (M. Fernandez & Marso, 2003).

1.1.3.1. Composicion de la carne de pollo

Dentro de los componentes de la carne se encuentran el hierro, fosforo, zinc,
potasio, niacina y aminoacidos esenciales tales como lisina; ofrece un bajo
contenido de acidos grasos saturados, asi como &cidos grasos omegas 3 y 6.
Ademas, la carne de pollo otorga bajos niveles de &cidos grasos monoinsaturados
(6.64g en 100g de carne de pollo con piel cruda); en el caso de los acidos grasos
poliinsaturados, la carne de pollo contiene 3.40g en 100g de carne de pollo. De este
modo, la composicion de los valores nutricionales de la carne de pollo se detalla en

la siguiente tabla:

Tabla 1. Composicion nutricional de la carne de pollo, 100g

Pollo, carne con piel Pollo, carne sin piel

Nutriente cruda cruda
Agua, % 65.50 75.46
Energia, Kcal 216 119
Proteina, g 17.14 21.39
Grasa Total, g 15.85 3.08
Carbohidratos, g 0.00 0.00
Fibra dietética, g 0.00 0.00
Ceniza, g 0.87 0.96
Calcio, mg 10 12
Fosforo, mg 166 173
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Hierro, mg 1.01 0.89

Tiamina, mg 0.06 0.07
Riboflavina, mg 0.12 0.14
Niacina, mg 6.57 8.24
Vitamina C, mg 0 2
Vitamina A, mcg 38 16
Ac. grasos mono-insat., g 6.64 0.90
Ac. grasos poli-insat., g 3.40 0.75
Ac. grasos saturados, g 5.53 0.79
Colesterol, mg 73 70
Potasio, mg 196 229
Sodio, mg 68 77
Zinc. mg 1.07 1.54
Magnesio, mg 19 25
Vitamina B6, mg 0.32 0.43
Vitamina B12, mcg 0.31 0.37

Fuente: (INCAP 2007)

1.1.3.2.  Factores que intervienen en el crecimiento de microorganismos

en la carne de pollo

La industria de alimentos posee varias técnicas para la conservacion de los
productos destinados al consumo humano, incluyendo procesos para la inhibicion
del crecimiento de microorganismos. La carne de pollo puede contener
microorganismos creciendo en su interior, provocando gue la calidad de la misma
sea afectada y contribuyendo a la transmision de enfermedades en el ser humano.
Por este motivo, el crecimiento de microorganismos se relaciona con los factores

intrinsecos y extrinsecos que intervienen en la calidad de la carne de pollo.
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1.1.3.2.1. Factores intrinsecos

a. pHy su efecto sobre la carne de pollo

El pH se define como el logaritmo negativo de la concentracion de protones, siendo
evaluado en una escala de 0 a 14; los valores menores a 7 son acidos, mientras que
un valor superior a 7 se considera alcalino o basico. El pH es un parametro utilizado
para la verificacion de la calidad de una carne debido a que condiciona cualidades
como su color, la retencion de agua, la apariencia, el sabor, entre otros (Leon et al.,
2017).

Luego de la muerte del animal, el pH disminuye debido a que el glucgeno se
degrada a &cido lactico en un proceso donde el mdsculo busca la produccién de
energia sin oxigeno. Esta reaccion depende de enzimas sensibles a la temperatura,
por lo que la temperatura muscular es un aspecto a considerar cuando se realicen

mediciones de pH. En animales vivos y sanos, el pH es de 7.04 (Ledn et al., 2017).

La carne de pollo es un producto con un elevado riesgo de contaminacion debido a
sus propiedades fisicoquimicas: elevado contenido de grasas y proteinas, actividad
de agua alta y un pH casi neutral (6.655) (Leén et al., 2017; Mercado et al., 2012).

b. Actividad del agua

La carne de pollo se considera un producto altamente perecible debido a los
componentes nutricionales y su valor elevado de actividad de agua. No obstante,
los microorganismos contenidos dentro de la carne de pollo pueden variar (C.
Moreno, 2012).
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c. Potencial 6xido-reduccion

Posterior a la muerte del animal, el tejido muscular posee varias reservas de oxigeno
que ofrecen un potencial 6xido-reduccion elevado y positivo, otorgando un
crecimiento favorable para microorganismos aerobios, los cuales necesitan de
oxigeno para su desarrollo normal. Luego de que el oxigeno se agota, el potencial
oxido-reduccién disminuye y el ambiente es apto para el crecimiento del desarrollo

de microorganismos anaerobios relacionados a la putrefaccion (C. Moreno, 2012).

1.1.3.2.2. Factores extrinsecos

Por su parte, es importante destacar los factores ambientales para la determinacion
de la calidad de la carne. Las condiciones ambientales en el transporte y manejo de
las aves perjudican la calidad de la carne y el buen rendimiento del proceso para el
faenamiento. En dias calurosos, las temperaturas altas antemortem intervienen en
la acidificacion del masculo o un adecuado rigor mortis, por lo que la calidad de la
carne se vera afectada en dependencia de las respuestas fisiologicas o la fatiga del
ave (Bianchi et al., 2007).

a. Control de temperatura para conservacion

Los alimentos deben tener control de temperatura para evitar el crecimiento de
microorganismos. Posterior al sacrificio, la temperatura de la carne es elevada con
un aproximado de 37°C, valor ideal para el crecimiento de bacterias meséfilas (25-
40°C). De esta manera, el control de las temperaturas dentro del almacenamiento

es de vital importancia para impedir el crecimiento bacteriano (C. Moreno, 2012).

21



b. Manejo de los procesos

El proceso de los alimentos debe realizarse en condiciones adecuadas para reducir
la contaminacién y el crecimiento indeseado de microorganismos, eliminando las
posibilidades de contaminacion cruzada en el procesamiento de la carne de pollo.
A continuacion, se describe brevemente el proceso para la obtencién de la carne de

pollo:

= Recibimiento de los animales: los pollos se preparan 24h antes del

sacrificio.

= Sacrificio de los animales: se realiza un corte en el cuello del animal

para el desangrado. Depende de la precision del corte, la especie y el
método de insensibilizacion previo al sacrificio.

= Escaldadura: facilita la separacion de plumas del ave. No debe exceder
los 52-54°C y un tiempo prologado para evitar dafiar la piel del animal.

= Desplumado: las plumas del animal se retiran manual o mecanicamente.

= Eviscerado: se retiran los 6rganos internos del animal como el tracto
gastrointestinal, corazon, molleja e higado, asi como la cabeza y las
patas. Es importante no realizar heridas en los intestinos que puedan
contaminar la canal. La desinfeccion y el lavado de manos del personal
es crucial en este punto.

= Lavado: las canales se lavan para la eliminacion de compuestos
adheridos luego de la evisceracion como grasa, sangre, tejido o heces.

= Cortes: la canal es cortada en cuartos para que sean transportadas a las
ventas.

= Enfriamiento: las canales del ave se refrigeran para evitar contaminacion
bacteriana. Posterior al enfriamiento, las canales son escurridas para
disminuir el exceso de agua y se pueden clasificar de acuerdo a la calidad
y el tamafio que posean.

= Equipos y sistemas de frio: la cadena de frio posee el control de

temperaturas en congelacion o refrigeracion para que las canales de
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pollo sean conservadas desde el enfriamiento hasta el consumo o la
preparacion del alimento para el consumidor final. De esta manera, la

cadena de frio controla la temperatura en los siguientes procesos:

o Enfriamiento de la canal durante el proceso
o Almacenamiento en los centros de produccion
o Transporte y distribucion en vehiculos especiales
o Almacenamiento en puntos de venta y hogares
(Benavides Martinez & Salazar Trujillo, 2019; C. Moreno, 2012)

¢c. Humedad del medio

La humedad del ambiente se equilibra en compafiia de los alimentos, por lo que se
debe controlar los valores de agua contenidos dentro de la carne de pollo y usar

humidificadores o desecadores para una regulacion adecuada (C. Moreno, 2012).

1.1.3.3. Indicadores de la calidad de la carne de pollo

La calidad de la carne de pollo se determina bajo varios pardmetros que pueden ser
vistos desde distintos angulos: rendimiento de la canal, buena apariencia,
perspectiva del mercado y consumidor, clasificacion optima de la canal, aspectos
nutricionales y sensoriales (Bianchi et al., 2007). Al tener nutrientes proteicos,
lipidicos, asi como vitaminas y minerales, otorga al consumidor un producto
altamente importante en su dieta. De la misma manera, posee un bajo contenido de
grasa y tejido muscular en dependencia de la edad, sexo y genotipo (Attia et al.,
2016).
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Dentro de los factores que intervienen en la calidad de la carne se encuentra la
composicion dietética de las aves. El tipo de alimentacién que se les otorgue
influira, en cierta medida, en la composicion quimica de la carne obtenida en el
faenamiento (Attia et al., 2016). Ademas, es importante considerar otros aspectos
que influyen en la calidad de la carne como las condiciones ambientales, las
practicas de bioseguridad, sanidad dentro y fuera del galpdn, sistema para el
sacrificio, almacenamiento (tanto si es carne fresca o congelada) (Javanmard et

al., 2006) y manipulacion de la carne.

En conjunto, la carne de pollo y su calidad seran determinadas por todas las etapas
que se requieren para su obtencién, desde el nacimiento de las aves, manejo,

alimentacion, el faenamiento y su comercializacion.

1.1.4. Enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son un sindrome causado por
ingerir alimentos o agua con microorganismos de manera que afectan la salud del
ser humano. Dependiendo del agente etioldgico, los sintomas pueden variar desde
nauseas, vomitos, dolor abdominal, diarrea y fiebre, llegando a casos extremos con

sepsis, abortos, meningitis o la muerte (Soto Varela et al., 2016).

Por su parte, se detallan mas de 250 ETA a nivel mundial, la mayoria provocadas
por virus, bacterias o parasitos. Ademas, un 70% de las diarreas son originadas por
consumir alimentos contaminados por toxinas o microorganismos patégenos (Olea
et al., 2012). Dentro de las bacterias mas conocidas que producen una ETA se
encuentran bacterias de los géneros Salmonella, Campylobacter, Listeria y la cepa
0157:H7 de Escherichia coli (Flores & Herrera, 2005).
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La incidencia de las ETA es una sefial de la calidad sanitaria e higiénica que poseen
los alimentos, demostrando la contaminacion contiene un alimento. Es asi que un
alimento se puede contaminar mediante su proceso o el manejo de las materias
primas que se utilizaron para elaborarlo. Ademas, se debe tomar en cuenta el hecho
de que algunas bacterias nocivas forman parte del microbiota normal del ganado,
cerdos o aves (Flores & Herrera, 2005).

Por lo mencionado anteriormente, el control adecuado de los microorganismos que
producen ETA se debe llevar a cabo tanto por autoridades de salud como de las
empresas procesadoras de alimentos, dependiendo de los métodos que utilicen para
la determinacion de los microorganismos. Detectar e investigar brotes de ETA es
un reto para el Sistema de Salud Publica, requiriendo la informacion médica de las
personas perjudicadas por las patologias, asi como restos de alimentos para su

respectivo analisis en el laboratorio (Flores & Herrera, 2005).

De esta manera, las infecciones son diagnosticadas por medio de cultivos de las
muestras de alimentos sospechosos de contaminacion y la identificacion de las
bacterias que crecieron en los medios de cultivo. Esta identificacion se realiza
mediante parametros morfoldgicos y fisiologicos de la bacteria (Flores & Herrera,
2005).

1.1.4.1. Parametros nacionales e internacionales

La FAO/OMS crearon un programa sobre normas alimentarias para promover y
garantizar alimentos de calidad a nivel mundial. Bajo las directrices que reportan
en el Codex Alimentarius, indican las normas adecuadas para la manipulacion de
alimentos y contribuir a la confiabilidad por parte del consumidor para adquirir los

productos comercializados (FAQO, 2005).
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INEN: Cddigo de préctica para manipulacion de alimentos

El Instituto Ecuatoriano de Normalizacion elabor6 el Codigo de Manipulacion de
Alimentos con base en las recomendaciones de la FAO vertidas en el Codex
Alimentarius. Las Normas detalladas en el manual recomiendan las précticas
generales de higiene en cuanto a la manipulacion de los alimentos destinados al
consumo humano de manera que se garantice que el producto final sea sano, inocuo
y saludable (INEN, 1987).

Para la determinacion de UFC/g en carne de pollo, la norma INEN, el Cédigo
Alimentario Argentino (ANMAT, 2019) y la norma peruana RM N° 615-2003
(MINSA, 2003) determinan que el limite minimo y maximo de aerobios mesdfilos

en carnes y menudencias es de 1x10° y 1x107, respectivamente.

Directrices, principios, higiene de los alimentos, control de Listeria
monocytogenes: CPE INEN-CODEX CAC/GL 61

En Ecuador, realizaron un cédigo practico para el control de Listeria
monocytogenes en los alimentos donde describe los principios de higiene en los
alimentos para controlar la presencia de esta bacteria en los productos destinados a
consumo humano (INEN, 2009). Sin embargo, la norma INEN no establece un
limite mé&ximo permisible para L. monocytogenes en la carne. Debido a esto, se hace
referencia a la “Evaluacion de riesgos de Listeria monocytogenes en alimentos
listos para el consumo” de la FAO (2004) donde determina que los alimentos

posean una presencia limite de L. monocytogenes de 100 UFC/qg.
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NTE INEN-1SO 11290-1
Microbiologia de la cadena alimentaria — Método Horizontal para la deteccion

y recuento de Listeria monocytogenes y de Listeria spp.

Esta Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN-1SO 11290-1 esta basada en la Norma
Internacional 1SO 11290-1:2017, Microbiology of food chain - Horizontal method
for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes and Listeria spp - Part
1: Detection method. En esta norma se detallan los procesos para determinar la
presencia de Listeria monocytogenes y Listeria spp. mediante el uso de caldos,
cultivos y aislamiento en agares selectivos, asi como el almacenamiento de las
placas para ser observadas luego de su refrigeracion y el analisis microbioldgico de
las muestras (INEN, 2018).

1.1.4.2.  Microbiologia de la carne de pollo y vias de transmision

Las aves poseen un rigor mortis rapido con un tiempo aproximado de 1-2 horas,
pudiendo observarse desde los 10 minutos hasta las 4 horas. El proceso de glucolisis
y el répido enfriamiento de la canal por su tamafio pequefio provoca que las fibras
musculares se acorten con velocidad (Yague, 2017). Cuando la glicolisis se acelera,
el pH disminuye cuando la temperatura del cuerpo sigue alta, provocando
desnaturalizacion de las proteinas; en conjunto, estos factores afectan la calidad de

la carne de pollo (R. Moreno, 2005).

La carne de pollo es uno de los medios mas importantes para contaminar al ser
humano de patdgenos. Dentro de los microorganismos mas destacados se
encuentran: Salmonella spp., Campyloacter spp., Clostridium perfringens, Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Listeria monocytogenes
(R. Moreno, 2005).
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Las vias de transmision de Listeria spp. incluyen el consumo de alimentos
contaminados, de madre al feto por medio de la placenta y el contacto directo entre
el humano y animales infectados. La mayoria de los casos de listeriosis humana se
producen por consumo de alimentos contaminados como lacteos, cérnicos, verduras

que presentan Listeria spp (Elika, 2018).

Por lo mencionado anteriormente, la calidad de la carne de pollo tiene una vida util
adecuada de acuerdo a los procedimientos para su comercializacion. Las
caracteristicas adecuadas de la carne de pollo se relacionan con su pH, actividad del
agua, carga microbiana inicial, oxidacion lipidica, un sistema de conservacion de
temperaturas y el uso de conservadores como antimicrobianos, antioxidantes o

antifangicos.

Por otro lado, para enumerar microorganismos se utiliza un metodo sencillo basado
en la cuantificacion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mililitro o
gramo de muestra. De acuerdo al alimento analizado, se utiliza ml o g (Arana et
al., 2010; RENALOA, 2014). Al realizar diluciones y siembra en placas Petri por
dilucion, la interpretacion de resultados puede cuantificarse de acuerdo a las
colonias en una placa. De esta manera, las placas cuantificables seran aquellas que
contengan entre 30 y 300 colonias, mientras que las placas con colonias por encima
0 debajo de este rango se determinaran como no contables. Establecer las UFC en
microbiologia de los alimentos permite obtener un criterio basico para analizar la
calidad del mismo, otorgando informacion relevante del medio donde fue procesado

0 comercializado.
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1.1.5. Listeria spp.

Listeria spp. son bacilos grampositivos cortos, no productor de esporas, movil,
anaerobio facultativo y sin ramificaciones, pudiendo ser observados de manera
individual o agrupados en cadenas cortas (Palacian et al., 2011; Torres et al.,
2005). Poseen 1-5 flagelos peritricos y movilidad a 28 °C. Las especies de Listeria
spp. se encuentran ampliamente extendidas en el ambiente, siendo aisladas en
suelos, comida animal, material vegetal, agua residual, pollo congelado y fresco,
productos lacteos, residuos de mataderos, ademéas del tracto gastrointestinal en

animales y humanos asintomaticos (Oteo & Alos, 2000; Torres et al., 2005).

Por otro lado, L. monocytogenes es considerado un microorganismo intracelular
destacado para investigar el mecanismo molecular de las patologias intracelulares
bacterianas (Oteo & Alos, 2000). Ademas, se distribuye a nivel mundial debido a

que sobrevive durante largos periodos de tiempo y en diferentes medios.

Tabla 2. Clasificacidn taxondmica de Listeria spp.

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilo
Orden Lactobacillales
Familia Listeriaceae
Género Listeria
Especie L. monocytogenes

L. innocua

L. ivanovii

L. seeligeri

L. grayi
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L. welshimeri
L. marthii
Fuente: (CABI, 2019)

1.1.5.1. Caracteristicas fisico-quimicas

Listeria spp. posee colonias pequefias (1-2mm) lisas, pudiendo observarse de un
color azul-verdoso cuando son iluminadas son una luz proyectada oblicuamente
(técnica de la lampara de Henry) (Low & Donachie, 1997). Para el crecimiento
optimo de la bacteria se requieren temperaturas de entre 30-37 °C, pudiendo crecer
desde 1 a 45 °C, con un pH adecuado de 3.3 — 9.6 (Rodriguez-Auad, 2018). Al
tener un rango tan amplio de crecimiento, su presencia puede variar desde zonas de

fango y desechos, hasta los frigorificos carnicos (Oteo & Alds, 2000).

Del mismo modo, para la verificacion de Listeria spp. se encuentran varias pruebas
con los siguientes resultados: prueba de catalasa positiva y prueba de oxidasa
negativas, las reacciones de Voges-Proskauer y rojo de metilo son positivas,
hidrélisis de esculina en horas, mientras que no hay resultado cuando se pone en
contacto con urea o gelatina; no tienen produccién de indol ni H.S (Oteo & Alos,
2000).

1.1.5.2. Pruebas de deteccion

Dentro de las pruebas de deteccion para Listeria spp. y Listeria monocytogenes se
encuentran varios procesos para caracterizar este microorganismo, de manera que
se seleccionen las colonias sospechosas mediante caldos de cultivo y placas con
medios selectivos para identificar su presencia mediante caracteristicas

morfologicas y pruebas bioguimicas. Se debe tomar en cuenta que una vez
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identificado el microorganismo como Listeria spp. por medio de las pruebas antes
mencionadas, se debe redirigir la cepa hacia un centro donde caractericen la misma
(RENALOA, 2011).

Enriquecimiento de la muestra

Se puede realizar un primer enriquecimiento mediante el uso con caldo UVM o un
segundo enriquecimiento en caldo Fraser para luego sembrar en placas con caldo
UVM vy su posterior incubacién (RENALOA, 2011).

Placas de agar selectivo

Posterior a la incubacion en los medios de enriquecimiento, se colocan las muestras
en placas de agar selectivo como: agar MOX, agar Tripticasa soja con 5% de sangre
de oveja (TS-SBA), Agar sangre, Agar Tripticasa soja-extracto de levadura (TSA,
YE), Caldo cerebro corazén infusion (BHI), Agar PALCAM, Agar Oxford, Agar
ALOA, Agar Cromogénico para Listeria 0 CHROMagar Listeria. Los agares
mencionados se utilizan para determinar la presencia de Listeria spp., para luego
realizar pruebas bioguimicas y microbioldgicas (RENALOA, 2011).

Otros procedimientos de identificacion

Se utilizan para realizar una confirmacion preliminar mediante pruebas
bioquimicas, test de CAMP vy, si es necesario, tests genéticos. Entre las
herramientas a utilizar se encuentran: test de confirmacion preliminar partiendo de
una colonia aislada en agar HL, prueba de movilidad, prueba de catalasa, coloracion

de Gram, prueba de Camp y pruebas bioguimicas. Dentro de la interpretacion
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bioquimica se determina la diferencia entre las especies de Listeria spp.
(RENALOA, 2011).

Tabla 3. Interpretacion bioquimica de pruebas para Listeria spp.

Produccién de acido Test de CAMP

Especie Hemolisis
Ramnosa  Xilosa | S.aureus R.equi
L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - \V/ - - -
L. ivanovii + - + - +
L. seeligeri +) - + (+) -
L. welshimeri - \Y + - -
L. grayi sub. grayi - - - - -
L. grayi sub. murrayi - \Y - - -

Fuente: (RENALOA, 2011)

Interpretacion:

+: méas del 90% de reacciones positivas
(+): reaccidn positiva débil

-: reaccion negativa

V: reaccion variable

Nota: existen cepas de L. monocytogenes que arrojan resultados negativos de p-

hemolisis y reaccion de CAMP negativa.

1.1.5.3. Comportamiento de Listeria spp en la carne de pollo

La contaminacion de microorganismos en la carne de pollo es inevitable y se

relaciona con la calidad microbiolégica que tenga la canal utilizada como materia
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prima. La bioseguridad y sanidad alimentaria en el periodo de manipulacion, asi
como los tiempos y las temperaturas a manejar tienen un efecto importante en el

crecimiento de bacterias (Doyle & Buchanan, 2012).

De esta manera, la contaminacion de Listeria spp. en las canales de pollo se produce
debido a la presencia de la bacteria en utensilios, superficies, maquinas de
procesamiento, contaminacion cruzada y malas practicas de higiene (Trepat,
2002). Por otro lado, Molero (2012) encontrd Listeria monocytogenes en un
promedio del 20% de carne de pollo envasada que llegaria al consumidor. Dentro
de las muestras analizadas, se encontro la presencia de Listeria monocytogenes en
un 73.3% (22/30) en contenido intestinal, mientras que en el canal de envasado un
20.0% (6/30).

1.1.5.4. Listeria sppy listeriosis

Este microorganismo se adquiere por consumir alimentos contaminados o al
contacto con mucosas de animales infectados. La listeriosis humana se presenta con
poca frecuencia, pero es altamente grave, siendo provocada por L. monocytogenes.
Esta bacteria puede encontrarse en suelos, animales, vegetacion y alimentos
contaminados, siendo esta ultima la principal via de transmision. Las personas mas
susceptibles a la infeccion son adultos mayores, mujeres embarazadas,
inmunocomprometidos, neonatos y se han descrito casos en nifios y adultos

inmunocompetentes (Janakiraman, 2008). Su mortalidad es del 20 — 30%.

Por otro lado, dentro de la dosis infecciosa aproximada de L. monocytogenes es de
10 — 100 millones de UFC en organismos sanos, mientras que para huespedes con
alto riesgo de infeccion se requieren de 0.1 — 10 millones de UFC (Canada, 2012;
Farber et al., 1996; Janakiraman, 2008).
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De esta manera, se reconoce a Listeria monocytogenes como patogeno intracelular
facultativo que interviene con los mecanismos regulados por ARN. Dentro de la
patogenia se destaca la adhesion a la célula hospedadora y su invasion,
multiplicacién intracelular y movilizacién para la propagacion a otras células.
Posterior al ingreso del alimento contaminado, Listeria spp. ingresa a las células
gastrointestinales y es fagocitada por ellas, evitando ser destruida al producir
hemolisina (listeriolisina) y fosfolipasas, y degradando las membranas de los

fagosomas, inhibiendo la digestion intracelular (Rodriguez-Auad, 2018).

Para el diagndstico de listeriosis se utilizan pruebas para aislar la bacteria en sangre,
liquido cefalorraquideo (LCR), asi como otras zonas normalmente estériles del
organismo humano o animal como la placenta (Low & Donachie, 1997). Definir
el grado de inmunidad del hospedero es importante, destacando que la mayoria de
pacientes con listeriosis presentan organismos inmunocomprometidos (Palacian et
al., 2011) y permitiendo a L. monocytogenes que Se incorpore en su sistema,
considerandola un microorganismo oportunista (Torres et al., 2005).

1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo general

e Evaluar la frecuencia de Listeria spp. en muestras de carne de pollo que se

expende en el canton Ambato, en puntos de venta autorizados e informales.
1.2.2. Objetivos especificos
e Determinar el grado de contaminacion por mesofilos aerobios de la carne

de pollo basado en el namero de UFC (Unidades Formadoras de Colonias)

de muestras en diferentes locales de expendio del canton Ambato.
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e ldentificar Listeria spp. mediante técnicas microbioldgicas y bioquimicas
en muestras de carne de pollo tomadas en puntos de venta autorizados e
informales del canton Ambato.

e Establecer los factores de riesgo asociados a la contaminacion de la carne

de pollo.

Hipotesis

HO: No existe presencia significativa de Listeria spp. en muestras de carne de pollo

tomadas de los puntos de venta autorizados e informales en el canton Ambato.

H1: Existe presencia significativa de Listeria spp. en muestras de carne de pollo
tomadas de los puntos de venta autorizados e informales en el canton Ambato.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

2.1. Ubicacion del experimento

El trabajo de investigacion se realizd en los laboratorios de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, ubicada en el canton

Cevallos, provincia de Tungurahua, con coordenadas geograficas 01°21°02” de

latitud Sury 78°20°36” de longitud Oeste y una latitud de 2 865 msnm (INAMHI,

2017).

2.2. Caracteristicas del lugar

Segun los datos obtenidos por INAMHI (2017), el canton Cevallos cuenta con una

temperatura aproximada de 19-24°C, una humedad relativa de 75% con una altitud

de 2865 msnm. Las precipitaciones anuales arrojan datos aproximados de 571.2

mm con una velocidad de viento anual de 3.0 km/h.

2.3. Equipos y materiales

Tabla 4. Equipos y materiales de produccion

Material de muestreo

Materiales de laboratorio Reactivos

Bata

Hielera cooler térmica
Mascarilla

Gel refrigerante

Bolsas ziploc

Placas Petri
Tubos y matraces
Balanza analitica
Autoclave

Incubadora

Agar nutritivo
Agar Sangre
Agua Peptonada Bufferada

Agar Listeria Cromogeénico
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o Cofia e Probetas graduadas
o Guantes e Matraz Erlenmeyer
e Micropipeta
e Puntas de micropipeta
o Guantes de latex
e Agitador magnético
« Bafio Maria
« Contador de Colonias
e Asa de Digralsky de
cristal

Fuente: elaboracidn propia

Tabla 5. Insumos de oficina

Insumos de Oficina

o Computadora

e Impresora

o Esferos

o Marcadores permanentes
e Cuaderno de anotacion

o Céamara fotogréafica

e Hojas de papel bond

Fuente: elaboracidn propia
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2.4. Metodologia

24.1. Toma de muestra

Se realizd la toma de muestra en cada local con registro e informal para la venta de
carne de pollo en el canton Ambato. Cada muestra se introdujo en una bolsa ziploc,
sellada y colocada en una hielera cooler térmica para su refrigeracion y fue llevada
inmediatamente a los laboratorios de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Técnica de Ambato.

2.4.2. Pre-enriquecimiento
Las muestras obtenidas de los puntos de expendio se sometieron a un pre

enriquecimiento para la estabilizacién de los microorganismos utilizando agua

peptonada bufferada mediante el siguiente proceso:

Agua peptonada bufferada

El agua peptonada es un medio de cultivo utilizado para estabilizar los
microorganismos partiendo de distintas muestras. Se utiliza en protocolos de

control de higiene de los alimentos (Britania, 2006).

Preparacion de agua peptonada segun indicaciones del fabricante (TM
MEDIA):

1. Sediluyé 20.0 gr de agua peptonada sélida en 1000 ml de agua destilada en
un frasco de vidrio autoclavable.
2. Se mezcld el sélido con el agua destilada hasta disolverlo completamente.

3. El agua peptonada se autoclavé a 121 °C durante 15 minutos.
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4. Pasados los 15 minutos de autoclave, el agua peptonada fue colocada en el
bafio Maria a 55°C durante 20-30 minutos para temperar el frasco.

Pre-enriquecimiento

1. Parainiciar el pre-enriquecimiento se introdujo 225 ml de agua peptonada
en frascos Erlenmeyer.

2. Se afadi6 25 gr de carne de pollo de una muestra dentro del matraz
Erlenmeyer con agua peptonada.

3. Se agit6 suavemente el frasco, mezclando el agua peptonada y la carne de
pollo. Se dejo6 reposar durante 1 hora.

4. Se incubd la muestra a 37°C durante 24 horas.

2.4.3. Siembra en Agar nutritivo (Conteo de UFC)

Nutritivo

Es un medio de cultivo inespecifico para aislar microorganismos y realizar recuento
de microorganismos con bajos requerimientos nutricionales. Se utiliza para analizar

alimentos, agua y materiales que tengan importancia sanitaria (Britania, 2008).

Preparacion de agar nutritivo segun indicaciones del fabricante (TM MEDIA)

1. Se peso6 28.0 gr de Agar Nutritivo en una balanza analitica.

2. Se coloco los 28.0 gr de Agar Nutritivo en un vaso de precipitacion y se
afiadié 1000 ml de agua destilada.

3. Se calent6 la muestra en un agitador magnético y se mezcl6 hasta disolver
completamente el medio de cultivo.

4. Se esterilizo el medio en el autoclave a 15 psi (121 °C) durante 15 minutos.
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5. Luego de autoclavar el Agar Nutritivo, se retir6 y atemperd el frasco
autoclavable en Bafio Maria a una temperatura de 45-50 °C durante 20
minutos.

6. Se dosifico el medio en placas Petri, 30 mililitros por placa.

Conteo de UFC (Unidades Formadoras de Colonias)

1. Se colocaron 5 tubos de vidrio con 9 ml de suero fisiolégico cada uno.

2. Se tomo6 1 ml del agua peptonada mezclada con la muestra.

3. Seafiadio 1 ml del agua peptonada obtenida en el tubo de vidrio, realizando
diluciones de 107 de la muestra inicial.

4. Se sembro en placas Petri por extension las diluciones 4 y 5 con ayuda de
un asa de Digralsky de cristal estéril.

5. Seincubo las placas Petri a 37°C durante 24 horas.

6. Se contabilizé las UFC de cada placa con un rango de 30 a 300 colonias en
el contador de colonias. Se declararon incontables cuando la placa excedia

de 300 colonias.

Pipetear sabre
el agar Llevar el asa a

— la llama del

introducir & asa de mechero —
3’9'3’5&)4 en alcohol Esparc.( la muestra

sobre o agar

Técnica de extansion en placa para el recuento de colonias viables: Se pipatea la mues-
ftra asépticamente sobre un medio aganzado. Luego se estenliza el asa de Digralsky in-
troduciéndoio en alcohol, flameandge y enfriando. £| 858 estéril 58 Usa para esparcir 13
suspension sobre la superficie del medic

Figura 1. Técnica de siembra por extension

Fuente: (Lopez & Torres, 2006)
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24.4. Siembra en Agar selectivo

Aagar Listeria Cromogénico

Es un medio selectivo para el aislamiento e identificacion presuntiva de Listeria
spp y Listeria monocytogenes recomendado en la 1ISO 1 1290-1 para detectar y
enumerar Listeria monocytogenes en alimentos. El sustrato Cromogénico permite
la deteccion de la enzima R-glucosidasa, la cual es comun en todas las especies de
Listeria al tornarlas de color azul. Otro tipo de microorganismos como los
Enterococos también poseen esta enzima la cual puede ser inhibida por agentes
selectivos en el medio. El sustrato Lipasa C determina el halo de color blanco opaco
que rodea de forma caracteristica a Listeria monocytogenes (Ottaviani et al.,
1987).

Preparacién de Agar Listeria Cromogénico segun indicaciones del fabricante
(TM MEDIA):

1. Sedisolvi6 67.25 g en 1000 ml de agua destilada.

2. Se calentd y agitd la mezcla hasta ebullicion y su disolucion total. Hirvio
durante 1 minuto.

3. Se esterilizo el agar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se enfri el
frasco autoclavable en Bafio maria a 45-50 °C durante 20 minutos

4. Una vez que el agar se encontraba en temperatura adecuada, se distribuyd
homogéneamente en placas Petri estériles.

Para la siembra:

1. Con ayuda de una micropipeta, se obtuvo 100 pul de agua peptonada
incubada y se coloc6 en una placa Petri con Agar Listeria Cromogénico.

2. Se dejo reposar la gota para su absorcion.
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3. Se sembrd por medio de la técnica de estria en placa (fig. 2).
4. Seincub6 a 37 °C durante 24 h.

Posterior a la siembra en medio selectivo, se procedio a realizar diferentes pruebas

para la identificacion preliminar de Listeria spp.

2.4.5. Agar Sangre

El agar sangre favorece el crecimiento de microorganismos exigentes en
requerimientos nutricionales, ademas de permitir una clara visualizaciéon de las
reacciones de hemolisis (Britania, 2008). En el caso de esta investigacion, se utilizd
para identificar la presencia de Listeria spp en las muestras debido a la hemdlisis

que provoca esta bacteria.

Preparacion

Se realizé a partir de Agar Nutritivo esterilizado:
1. Seagregd 5-10% de sangre ovina desfibrinada estéril al medio esterilizado,
fundido y enfriado a 45-50 °C.
2. Se homogeneiz6 el agar sangre y se distribuy6 en placas Petri estériles.

Siembra

1. Con ayuda de una micropipeta, se obtuvo 100 ul de agua peptonada de la
incubadora y se coloco en una placa Petri con Agar Sangre.

2. Se dejo reposar la gota para su absorcion.

3. Se sembrd por medio de la técnica de estria en placa (fig. 2).

4. Seincubo a 37 °C durante 24 h.
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inéculo | = segundo grupo
inicial de:estrias
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estrias

Figura 2. Técnica de siembra por estria en placa

Fuente: (Pardo, 2017)

2.4.6. Tincién Gram

Es una técnica de tincion que permite diferenciar a las bacterias en dos grupos:
Gram positivas y Gram negativas. Las bacterias Gram positivas se tifien del color
azul-violeta, mientras que las bacterias Gram negativas son decoloradas y retienen
la tincion safranina. EI fundamento de la tincidon en ambos tipos de bacterias se debe
a la estructura de la pared celular de cada una. Las bacterias Gram positivas poseen
paredes gruesas impermeables que contienen peptidoglucanos y polimeros,
resistiendo la decoloracidn. Por otro lado, las bacterias Gram negativas contienen
una pared delgada de peptidoglucanos con una bicapa de lipoproteinas que se
deshace con la decoloraciéon (Rodriguez & Arenas, 2018).

: 74 Y
S S % Y A o

Figura 3. Procedimiento de la Tincion Gram

Fuente: (Pérez, 2019)
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Materiales

Cristal- violeta

S

Lugol (yodopovidona)
Alcohol-acetona

o o

Safranina

Procedimiento

1. Se coloco una gota de agua destilada en un portaobjetos.

2. Se tomo una colonia bacteriana del agar selectivo y se mezclo con la gota
de agua destilada.

3. Sefijo el frotis en la llama y reposo hasta que la gota se encontrara seca.

4. Se cubrié con cristal violeta la muestra durante 1 minuto y se lavd
ligeramente con agua destilada.

5. Se cubrié con yodopovidona (Lugol) durante 1 minuto y se lavo ligeramente
con agua destilada.

6. Se decoloro6 la muestra con alcohol-acetona y se lavé con agua destilada.

7. Se cubrio con safranina durante 30 segundos y se lavo con agua destilada.

8. Se dejo secar y se observo al microscopio. Para observar con el lente de
100x se uso aceite de inmersion.

(Rodriguez & Arenas, 2018)

2.4.7. Pruebas Bioguimicas

Para las pruebas bioquimicas se utilizaron las pruebas oxidasa y catalasa.

24.7.1. Oxidasa

Es una prueba que se utiliza para demostrar si un microorganismo tiene la capacidad

de producir la enzima citocromo-oxidasa. Este tipo de pruebas se utilizan para
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caracterizar bacterias Gram negativas. Su fundamento esta basado en la accion de
la enzima intracelular citocromooxidasa, la cual oxida el reactivo fenilendiamina
cuando se encuentra en presencia de oxigeno de la atmosfera y provoca la

formacion de indofenol, compuesto de color parpura (A. Fernandez et al., 2010).

Materiales

a. Tiras de papel absorbente con zona reactiva contenida de dicloruro de N,N-
dimetil-1,4- fenilendiamonio 0,1umol;1-naftol 1,0 pmol.

b. Asas de plastico desechables

Procedimiento

1. Se coloco una colonia de microorganismos en la zona reactiva de la tira

2. Se frotd con ayuda del asa de siembra

3. Los resultados fueron interpretados pasados 10-30 segundos. La reaccion se
daba en un tiempo de entre 30-60 segundos. Si la tira se coloreaba de un
color azul a violeta azulado, se consideraba positiva; si la tira cambiaba a

un color rosado o no habia cambios de color, el resultado era negativo.

24.7.2. Catalasa

Es una prueba utilizada inicialmente para caracterizar bacterias. La enzima catalasa
se encuentra presente en bacterias anaerobias y aerobias facultativas que poseen
citocromo, con excepcion de Streptococcus spp y Enterococcus spp. Esta prueba
estd fundamentada en la hidrolisis del peréxido de hidrogeno en oxigeno gaseoso y
agua por parte de bacterias sintetizan catalasa, arrojando como resultado la
liberacion de burbujas de gas. Las colonias de bacterias a utilizarse deben haber

crecido en medios de cultivo sélido (A. Fernandez et al., 2010).
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Materiales

a. Solucion de peroxido de hidrogeno (refrigerar 2-8°C, sin exponer a la luz).
Para bacterias anaerobias, la concentracion requerida debe ser del 15%; para
el resto de bacterias, al 3%.

b. Asas desechables

c. Portaobjetos

Procedimiento

1. Se coloco una colonia en un portaobjetos del agar Listeria Cromogénico.

2. Se afiadio 1 gota del reactivo.

3. Los resultados fueron interpretados pasados 10-20 segundos. Si habia
formacion de burbujas, el resultado era positivo; si la reaccién indicaba
ninguna burbuja o una cantidad escasa de burbujas luego de 20 segundos, el

resultado fue considerado negativo.

2.5.Variable respuesta

Variables cuantitativas

2.5.1. Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Las placas se contabilizaron con ayuda de un Contador de colonias bacterianas. Si

la placa contenia entre 30 y 300 colonias, se consideraba contable; si la placa poseia
mas de 300 colonias o0 menos de 30 colonias, el resultado era no contable.

Para el conteo de UFC/g se utilizo la siguiente formula:
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N° de colonias de la Ultima placa considerada x FDD

UFC/g =
/9 Volumen inicial sembrado

Donde:

FDD= Factor Decimal de Dilucion. Al realizar 5 diluciones, el nimero serd 1x10°

Volumen inicial ssmbrado= ml sembrados en la placa. En este caso, 1ml.

Variables cualitativas

2.5.2. Tincién Gram

Se utiliz6 para observar la morfologia de las colonias, dando un presunto positivo

para Listeria spp. cuando se observaron bacilos cortos Gram positivos de color azul-

violeta formando parejas o cadenas cortas.

2.5.3. Presencia/ausencia de Listeria spp.

Se considerd posibles colonias de Listeria spp. aquellas que se tornen de un color

azul-verdoso en el Agar Listeria Cromogénico.

2.5.4. Hemodlisis

A partir de las posibles colonias de Listeria spp, sembradas en el Agar Listeria

Cromogeénico, se sembro estas colonias en Agar Sangre y se observé la hemolisis

del agar. La hemolisis del agar arrojo las posibles colonias de Listeria spp.
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2.5.5. Catalasa

Las posibles colonias de Listeria spp. arrojaron un resultado positivo al realizar la

prueba de Catalasa.

2.5.6. Oxidasa

Las posibles colonias de Listeria spp. arrojaron un resultado negativo al realizar la

prueba de Catalasa.

2.5.7. Higiene del local

La higiene del local es primordial para mantener la carne en 6ptimas condiciones,

considerando que la limpieza debe realizarse varias veces en el dia. Se tomo en

cuenta la siguiente escala de acuerdo a lo observado en cada punto de expendio:

Tabla 6. Parametros para la evaluacion de higiene del punto de venta

0 No cumple ninguna norma de aseo
Aseo minimo, se observaron pisos y mesones sucios, utensilios
! usados sin lavar. No se observo ningun lavabo ni desague.
Aseo medio, pisos y mesones sin limpiar en cada venta, utensilios no
2 se lavan. Se observo lavabos y desagies cercanos a la zona de venta

de pollo.

Aseado, pisos y mesones se limpiaron constantemente, utensilios
3 fueron lavados luego de cada venta. Lavabos y desagues cercanos a la

zona de venta de pollo

Fuente: elaboracion propia
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2.5.8. Conservacion de la carne
Se tomé en cuenta la siguiente escala para evaluar las medidas de conservacion de

la carne en cada punto de expendio:

Tabla 7. Parametros para la evaluacion de la conservacion de la carne en el punto

de venta

No cumpli6 ninguna norma de conservacion de la carne, no se
0 observaron frigorificos o neveras, los pollos se encontraban a

temperatura ambiente sin envolturas

Se observaron frigorificos y neveras; sin embargo, los pollos se

1
encontraban a temperatura ambiente todo el tiempo sin envolturas
Se observaron frigorificos y neveras; sin embargo, los pollos se
2 encontraban a temperatura ambiente todo el tiempo con envolturas

plasticas

Se observaron refrigeradores y neveras; los pollos se encontraban en

un frigorifico para que el cliente pueda observarlo.

Fuente: elaboracion propia

2.5.9. Medidas de proteccion del vendedor

Se tomd en cuenta las siguientes medidas de proteccion del vendedor:

Tabla 8. Parametros para la evaluacion de las medidas de proteccién del vendedor

0 Ninguna medida de proteccion

1 Proteccion minima del personal, delantal, sin cofia y sin guantes
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Proteccion media del personal, tenian delantal, guantes para

manipular las carnes y no tenian cofia

Proteccion aceptable, tenian delantal, guantes para manipular las

carnes y cofia

Fuente: elaboracion propia

2.6.Andlisis estadistico

Se realizé un disefio completamente aleatorizado bajo condiciones estrictas y sin
variaciones. Los datos colectados se registraron en una base en Excel. El nivel de

significancia fue del 95%.

Se realiz6 un analisis exploratorio de los datos de cada variable para determinar si
tenian distribucion normal mediante las pruebas de Kolmogoérov-Smirnov. Si tenian

homogeneidad de varianza, se realizd prueba de Levene.

Para los datos que cumplan con ambos criterios se utiliz6 ANOVA de clasificacion

simple y para la separacion de medias se utilizo la prueba de Tuckey.

Para los datos que no cumplian estos criterios se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis

complementada con el test de Mann-Whitney.

Se utilizo el estadistico de chi cuadrado, prueba que determina los contrastes de
hipotesis y sirve para demostrar afirmaciones en las funciones de una o dos
variables, la cual contrasta las frecuencias que se observan y las frecuencias

esperadas en dependencia de la hipétesis nula.
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Para el célculo de la muestra se utilizé la siguiente formula

N+Zip+q
n=
d2+«(N—1)+Z%+«p+*q

Donde:

N = Total de la poblacion

Zo=1.96 al cuadrado

p = proporcion esperada (en este caso 5% = 0.05)
q=1-p

d = precision (5%).

Aplicando la formula, se obtuvo los siguientes resultados:

_ 82 * (1.96)% % 0.05 * (1 — 0.05)
~(0.052) * (82 — 1) + (1.96)2 % 0.05 * (1 — 0.05)

n

n = 38.86

Se tomaron 15 muestras semanales de los puntos de venta autorizados. Por motivos
practicos, el nimero de muestras totales a recoger de los puntos de venta
autorizados fue de 45. Del mismo modo, las muestras totales recolectadas de los
puntos de venta informales fueron de 45. Por ende, el trabajo de campo se distribuyd

en 15 muestras semanales, con un total de 6 semanas en campo.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo de campo dur6 un total de 6 semanas, donde las 3 primeras semanas se
obtuvieron muestras de los locales con licencia de funcionamiento y las 3 ultimas

semanas se tomaron muestras de locales informales.

Determinacion del grado de contaminacion por mesofilos aerobios de la carne

de pollo segun el nimero de UFC

Se determind el grado de contaminacidn por mesofilos aerobios en la carne de pollo
de los puntos de venta autorizados e informales mediante el conteo de UFC/g (tabla
9), siendo una variable cuantitativa. Por otro lado, la calidad microbioldgica fue
evaluada de acuerdo al nimero de colonias por placa contaminada (tabla 10), como
variable cualitativa, la misma que se relaciona con las variables de higiene del local,
conservacion de la carne de pollo y medidas de proteccién del vendedor que

contribuyen a la contaminacion de la carne.

En la tabla 9 se describe el grado de contaminacion por mesofilos aerobios de la
carne de pollo en los puntos de venta con licencia de funcionamiento y locales
informales. Por un lado, el rango promedio es el resultado de la prueba de Mann-
Whitney, la cual compara si hay diferencia entre dos muestras independientes; en
este estudio se encontrd una diferencia significativa entre los locales autorizados e
informales con respecto a esta prueba, determinando que una no depende de la otra.
El rango promedio de los locales autorizados fue de 40.09, mientras que los locales
informales arrojaron un valor de 50.91, dando como resultado una diferencia
significativa de la prueba de Matt-Whitney y determinando que las muestras de los

locales autorizados no dependen de los locales informales.
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Tabla 9. Contaminacion por mesofilos aerobios de la carne de pollo segun UFC/g

y calidad microbioldgica

. ) Rango )
Variable evaluada  Punto de expendio ) Media
promedio
Locales con licencia
, , 40.09° 6.53 x107
UFCl/g de funcionamiento
Locales informales 50.912 8.74 x10’

Locales con licencia
Calidad _ _ 40.34
) o de funcionamiento
microbioldgica :
Locales informales 50.66°

Fuente: elaboracion propia

La media representa el promedio de UFC/g en las muestras de los locales
autorizados e informales. En este sentido, se observa que los locales con permiso
de funcionamiento obtuvieron una menor contaminacion de mesofilos aerobios con
6.53 x10" UFC/g frente a 8.74 x10” UFC/g de los locales informales. La norma NTE
INEN 2346 indica que los limites minimo y maximo de mesofilos aerobios en la
carne y menudencias comestibles es de 1 x10° y 1 x10” UFC/g, respectivamente
(INEN, 2016). Por ende, a pesar de que los locales con permiso de funcionamiento
obtuvieron una menor contaminacion de meséfilos aerobios que los locales
informales, ambos puntos de expendio no cumplen con los requisitos minimos para

la comercializacion de la carne de pollo.

En este sentido, la contaminacion de los puntos de expendio puede relacionarse con
la cadena de procesamiento y frio, manipulacion de los alimentos, la higiene
sanitaria e infraestructura en los locales y la aplicacion de normas de bioseguridad

de los vendedores.
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La presencia de microorganismos mesofilos aerobios permite determinar la
contaminacion en un alimento, pudiendo ser bacterias, levaduras y/o mohos (Pérez
Arnedo, 2015). La contaminacion indicada por mesofilos aerobios puede deberse
a diferentes causas como interrupcion en la cadena de frio, manipulacién
inadecuada por parte de los trabajadores o contaminacion en el procesamiento de la
carne (Navarro, 2013). Las practicas sanitarias ineficientes, asi como la falta de
conservacion de las carnes en refrigeradores incrementan las probabilidades de
contaminacion microbiana en los locales de expendio. Benavides Martinez &
Salazar Trujillo (2019) mencionan que la pérdida de temperatura para
refrigeracion de la carne en las etapas desde el sacrificio hasta su comercializacion

interfiere con la calidad de los alimentos.

Dentro de la investigacion realizada por Nina (2019) evaluando la carne de pollo
expendida en 75 puestos de venta en un Mercado Mayorista de Per(, encontrd que
17.33% de las muestras evaluadas sobrepasaban los limites permitidos por
mesofilos aerobios, siendo no aptas para el consumo humano. Jaja et al. (2018)
analizaron el conteo de mesofilos aerobios en mataderos formales e informales en
carne de ganado y oveja, encontrando que ambos exceden los limites permitidos de
UFC/g. Estos resultados son contrastados con los obtenidos por Enver et al. (2021)
quienes encontraron un conteo de mesofilos aerobios de 4.75 x10® UFC/ml en
muestras de hisopos de pierna de pollo de tiendas minoristas; la elevada
contaminacion de microorganismos se relacioné con la deficiente higiene del

personal y de las areas de venta.

Los locales con licencia de funcionamiento y los locales informales indican una
diferencia significativa con respecto a la contaminacion por meséfilos aerobios en
la carne de pollo que expenden. De los 45 puntos de expendio con licencia de
funcionamiento, el 97.78% de locales pertenecen a mercados y plazas de venta de
alimentos, mientras que el local restante se encuentra fuera de los limites de
mercados y plazas; en contraste, los 45 locales informales son independientes y se

encuentran distribuidos por varias zonas de la ciudad.
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De esta manera, la calidad microbiolégica fue una de las variables importantes a
considerar en el estudio, relacionandose directamente con el conteo de mesdfilos
aerobios. Los locales con licencia de funcionamiento tuvieron un menor conteo de
mesofilos aerobios que los locales informales; esto se contrasta con lo obtenido en
la calidad microbiolégica de cada punto de expendio, teniendo como resultado un
deficiente control de los alimentos, ausencia de refrigeradores para mantener una
correcta cadena de frio, carente higiene por parte de los vendedores y disminucién
de las normas de higiene con los alimentos. Debido a que la carne de pollo es un
alimento altamente contaminante por ser tan rico para los microorganismos, se
necesita de un control riguroso en la cadena de frio que disminuya las posibilidades
de crecimiento bacteriano, asi como la practica de medidas de higiene por parte de
los trabajadores y vendedores que manipulen carnes frescas destinadas al consumo

humano.

Figura 4. Placa de agar nutritivo con < 30 UFC

Fuente: elaboracion propia

En la tabla 10 se detalla la calidad microbioldgica de las muestras obtenidas en los
locales con licencia de funcionamiento y locales informales seglin el namero de
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colonias por placa. Se obtuvo un 28.9% de placas con colonias < 30 UFC (figura
4) en los locales con licencia de funcionamiento, frente al 8.9% en los locales
informales. Esto puede relacionarse con las medidas de higiene del local, la
conservacion de las carnes y las medidas de proteccion del vendedor. Dentro de una
contaminacion moderada de colonias entre 31-300 UFC (figura 5) se obtuvieron
resultados parecidos en los locales con licencia e informales con el 6.7% y 4.4%,

respectivamente.

Figura 5. Placa de agar nutritivo con 30-300 UFC
Fuente: elaboracion propia

En la misma direccion, se compara las placas obtenidas con colonias >300 UFC
(figura 6), siendo consideradas como placas no contables. En este caso, los locales
con permiso de funcionamiento obtuvieron un mejor resultado del 64.4% en
comparacion con los locales informales con un 86.7%. Esto se relaciona con la
higiene de cada local, donde se observd una menor higiene por parte de los
vendedores de los locales informales quienes utilizaron guantes para la
manipulacion de las carnes y dinero por igual, ademas de ausencia del lavado de
utensilios y refrigeradores para los alimentos, asi como una deficiente higiene del
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local. A pesar del mejor resultado en los locales con permiso de funcionamiento
frente a los locales informales, el porcentaje obtenido en ambos casos es realmente
excesivo en comparacion con el conteo de placas que tuvieron un conteo bajo de

contaminacion.

Tabla 10. Calidad microbiologica segin el numero de colonias por placa

contaminada por aerobios mesofilos

Baja Moderada Alta
Locales TOTAL
(<30col.) (31-300 col.) (> 300 col.)
Con licencia  28.9% (13) 6.7% (3) 64.4% (29) 100% (45)
Informales 8.9% (4) 4.4% (2) 86.7% (39) 100% (45)

Fuente: elaboracién propia

En el estudio realizado por Lavado (2017) compararon la contaminacién de la carne
de pollo de dos mercados de abasto, uno con cadena de frio y uno sin cadena de
frio, encontrando que las carnes de pollo con cadena de frio tenian menor
contaminacion con 0.07 x10” UFC/g, frente a 1.57 x107 UFC/g obtenido a partir de
la carne de pollo sin un sistema con cadena de frio. Por otro lado, Kunadu et al.
(2018) analizaron la carne de pollo distribuida en 3 tipos de mercado (mercado al
aire libre, supermercado y frigorifico) encontrando una contaminacién por aerobios
mesdfilos de 6.34 log UFC/g, 5.92 log UFC/g y 5.42 log UFC/g, respectivamente.
Estos resultados son superiores a los obtenidos por Maharjan et al. (2019), quienes
encontraron que el recuento de mesdéfilos aerobios disminuia de acuerdo avanzaba
la cadena de procesamiento, dando como resultado un conteo aceptable de
mesdfilos aerobios de 4.45 log UFC/g en la carne de pollo empaquetada que era

destinada para los mercados.

Los resultados contrastados permiten identificar varias problematicas con respecto

a la manipulacion de la carne de pollo. Por un lado, la higiene durante el
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procesamiento y la cadena de frio se relacionan para obtener un producto final de
buena calidad con la presencia minima de contaminacion, por lo que es importante
manejar los protocolos de bioseguridad y buen manejo de las carnes por parte de
los vendedores. En tanto que la cadena de procesos, envase y envio con cadena de
frio de las carnes frescas sean Optimas, la refrigeracion y manipulacion de las
mismas también juegan un punto importante para evitar la propagacion y
crecimiento microbiano en la carne de pollo. Este alimento es un medio rico para el
crecimiento de microorganismos que deterioran su calidad, resaltando la viabilidad

de contener patdgenos perjudiciales para la salud humana.

Figura 6. Placa de agar nutritivo con > 300 UFC

Fuente: elaboracién propia

Por otra parte, el nimero de placas obtenidas con méas de 300 colonias fueron
elevadas. De 90 muestras, el 75.5% (68) tuvo una alta contaminacion por aerobios
mesofilos. La Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 529-5:2006 determina el
control microbioldgico de los alimentos mediante el conteo de mesofilos aerobios,
realizando célculos de las placas donde existan de 15 a 300 colonias (INEN, 2006).

De la misma manera, el Método Horizontal para Recuento de Microorganismos
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(Anmat) de Argentina, basada en la norma internacional 1SO 4833-2:2013 para
determinar el recuento de microorganismos (RENALOA, 2014), detalla la

descripcion del resultado de UFC cuando las placas tengan méas de 300 colonias:

> 300 microorganismos
UFC = 3 g/ml

d: dltima dilucion escogida
Por tanto, la tltima dilucion fue 10 y se sembro 1g, el resultado se expresa como
>30 000 000/g, entonces > 3x10” UFC/g.

La norma NTE INEN 2346 menciona que el limite minimo y limite m&ximo de
aerobios mesofilos en la carne y menudencias comestibles es de 1 x10° y 1 x10’
UFC/g, respectivamente (INEN, 2016), lo cual coincide con la norma peruana RM
N° 615-2003 (MINSA, 2003). De este modo, las muestras de carne de pollo del
presente estudio que exceden el limite maximo de aerobios meséfilos se consideran
no aceptables para su comercializacion. Al tener una gran cantidad de muestras con
un elevado conteo de UFC/g, es necesario analizar detalladamente los procesos de
manipulacion de la carne de pollo y la higiene por parte de los vendedores de los

locales de expendio.

Identificacidn de Listeria spp. mediante técnicas microbioldgicas y bioguimicas

Se identifico la presencia de Listeria spp mediante técnicas microbioldgicas y
bioquimicas como crecimiento en agar selectivo (Agar Listeria Cromogénico),
tincion gram, prueba de oxidasa y catalasa, crecimiento a 4°C y prueba de hemolisis
en agar sangre. Los resultados se dividieron segun el lugar donde se obtuvo la

muestra, siendo locales autorizados e informales. De la misma manera, se
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consideraba un resultado positivo a probable Listeria spp. cuando la muestra
cumplia los requisitos detallados en la tabla 11.

Tabla 11. Parametros seleccionados para probable resultado positivo a Listeria spp.

Crecimientoen  Tincion Gram/ Prueba Prueba Hemolisis

o ] Crecimiento
Agar Listeria morfologia de de en Agar 2oc
a o
Cromogeénico celular Catalasa Oxidasa  Sangre
Bacilos cortos
) Gram positivos
Colonias azules, )
color azul-violeta + — + +
verde-azuladas )
formando parejas
0 cadenas cortas
50/90 47/90 87/90 87/90 47/90 47/90
55.6% 52.2% 96.7% 96.7% 52.2% 52.2%

(+), positivo. (-), negativo. Los numeros indican las muestras totales obtenidas en
cada prueba que corroboran un probable resultado para Listeria spp.

Fuente: elaboracién propia

De las 90 muestras obtenidas de los locales autorizados e informales que expenden
carne de pollo en la ciudad de Ambato, el 55.6% (50/90) tuvo un crecimiento en
Agar Listeria Cromogénico (figura 7), el 52.2% (47/90) coincidi6é con la
morfologia tipica de Listeria spp. observando bacilos cortos gram positivos de color
azul-violeta (figura 8), mientras que las pruebas de catalasa y oxidasa tuvieron un
resultado del 96.7% (87/90) de las muestras totales. Finalmente, el crecimiento a

4°C y la hemdlisis en agar sangre (figura 9) fue del 52.2% (47/90) en ambos casos.

60



Figura 7. Agar Listeria Cromogénico con colonias verde-azuladas presuntamente
de Listeria spp.
Fuente: elaboracion propia

Figura 8. Tincién gram. Bacilos cortos azul-violeta

Fuente: elaboracion propia
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En la figura 8 se identifican colonias bacterianas con forma de bacilos cortos color
azul-violeta formando cadenas cortas o parejas, siendo uno de los criterios a
considerar para la determinacion de placas con probable presencia de Listeria spp.
Al identificar las bacterias en la tincion Gram se evidencid la presencia de cocos en
las placas sembradas, el fabricante menciona que puede haber crecimiento de cocos
por la deteccion del sustrato R-glucosidasa, siendo una muestra incompatible con
Listeria spp. y requiriendo la aplicacion de técnicas de identificacion molecular

para determinar su género y especie.

Figura 9. Agar sangre con presencia de hemdlisis
Fuente: elaboracion propia

De este modo, se describen los resultados obtenidos de las muestras obtenidas de
los locales con permiso de funcionamiento y locales informales con las pruebas

correspondientes para determinar Listeria spp.
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Locales con permiso de funcionamiento

Las muestras obtenidas de los locales con permiso de funcionamiento fueron 45,
detallando los resultados en la tabla 12. EI 68.9% (31) de las muestras tuvieron un
crecimiento en Agar Listeria Cromogeénico con colonias azules y verde-azuladas.
Al realizar la tincion Gram de las muestras sembradas en Agar Listeria
Cromogenico, el 62.2 % (28) fueron positivas a bacilos cortos gram positivos de
color azul-violeta. Las pruebas bioquimicas se realizaron en todas las placas,
determinando resultados de catalasa positiva en 97.8 % (44) de las muestras y para
la prueba de Oxidasa negativa fue del 93.3 % (42). La hemolisis en agar sangre y
el crecimiento bacteriano a 4°C fueron positivos en 62.2 % (28) de las muestras en
ambos casos. Finalmente, la prevalencia probable de Listeria spp. en carne de pollo

expendida en los locales autorizados fue del 62.2% (28).

Tabla 12. Muestras positivas de acuerdo a los parametros seleccionados para

probable resultado positivo a Listeria spp.

Locales con permiso de N= 45
funcionamiento n %
Crecimiento en Agar Listeria

Cromogeénico 3 0.8
Gram positiva 28 62.2
Prueba de Catalasa positiva 44 97.8
Prueba de Oxidasa negativa 42 93.3
Hemolisis en Agar Sangre 28 62.2
Crecimiento a 4°C 28 62.2

Fuente: elaboracién propia

La presencia de Listeria spp. es una alarma para la salud pablica al ser una ETA.
Chin et al. (2018) report6 un porcentaje mas bajo de Listeria spp. comparados con
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el presente estudio con 41.5% (44/106) de muestras de carne de pollo cruda de
supermercados y mercados mojados, resultados similares encontrados por
Alsheikh et al. (2014) con un 39% de Listeria spp. en carne de pollo congelada en
Sudan. En contraste, Arslan & Baytur (2018) hallaron una prevalencia mayor de
Listeria spp. con un 77.41 % (48/62) de muestras de carne de pollo obtenidas de
supermercados y carnicerias en Tolu, Turkia; en el mismo estudio, se reportd un
11.3% (7) de muestras positivas para L. monocytogenes, resultados similares a los
encontrados por Soares et al. (2021) con un 9.83% (6) de 61 muestras en Brasil,
asi como Islam et al. (2016) con prevalencia del 8.33%. Estos resultados difieren
de los encontrados por Ishola et al. (2016) quienes encontraron una prevalencia de
L. monocytogenes del 95.8% en carne de pollo proveniente de varias granjas en

Nigeria.

Dentro de los locales autorizados para el expendio de la carne de pollo, se encontrd
una prevalencia de Listeria spp. del 62.2% con respecto a las pruebas
microbioldgicas y bioquimicas aplicadas. La prevalencia de Listeria spp. se
encuentra determinada por los estudios realizados en cada zona. Los locales
autorizados cuentan con mayores cuidados en cuanto a la higiene y cuidado en la
manipulacion de las carnes comparados a los locales informales; sin embargo, se
observa una contaminacion elevada de Listeria spp. Esto puede relacionarse con el
manejo de la carne de pollo por parte del personal que trabaja en la cadena de

produccion, asi como la interrupcion de una adecuada cadena de frio.

Por otro lado, Listeria spp, €S un microorganismo que se encuentra en varios
habitats pudiendo sobrevivir en un amplio rango de temperaturas, lo que favorece
su presencia en ambientes poco viables. La manipulacion apropiada dentro de la
cadena de produccién, asi como la aplicacion de técnicas efectivas para su
eliminaciéon, hacen que la prevalencia de esta bacteria pueda disminuir

considerablemente en los locales de expendio.
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Los estudios realizados para determinar Listeria spp. en la carne de pollo que se
expende en Ecuador son casi nulos, por lo que la presencia de esta bacteria podria
ser mucho mayor a la reportada a nivel nacional. Al ser una bacteria relacionada
con las ETA, se destaca la importancia de realizar méas estudios que detallen su

prevalencia en los alimentos como la carne de pollo.

Locales informales

Los resultados de las pruebas microbioldgicas y bioquimicas de los locales
informales se detallan en la tabla 13. Dentro de las muestras obtenidas de locales
informales se obtuvo un 42.2% (19) de crecimiento en Agar Listeria Cromogeénico
presentando colonias azules y verde-azuladas. La tincion Gram realizada a partir
del Agar Listeria Cromogénico fue positivo para el 42.2% (19) de las muestras con
bacilos cortos de color azul-violeta, al igual que el crecimiento a 4°C y la prueba
de hemdlisis en Agar Sangre. Por otro lado, las pruebas de catalasa positiva y
oxidasa negativa realizadas en todas las placas tuvieron resultados del 95.6% (43)
y 100% (45), respectivamente. Por Gltimo, los locales informales tuvieron una

presencia probable de Listeria spp. del 42.2% (19).

Tabla 13. Muestras positivas de acuerdo a los parametros seleccionados para

probable resultado positivo a Listeria spp.

N= 45
Locales informales
n %

Crecimiento en Agar Listeria

_ 19 42.2
Cromogénico
Gram positiva 19 42.2
Prueba de Catalasa positiva 43 95.6
Prueba de Oxidasa negativa 45 100.0
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Hemolisis en Agar Sangre 19 42.2
Crecimiento a 4°C 19 42.2

Fuente: elaboracion propia

La contaminacion por Listeria spp. en los alimentos se relaciona directamente con
la calidad higiénica y manipulacion de las carnes, ademas del cumplimiento con las
normas de bioseguridad bésica de la cadena de produccién. Adesokan et al. (2021)
realizaron un estudio analizando la prevalencia de L. monocytogenes de 224
muestras de mercados formales (112) e informales (112) de Nigeria, hallando
muestras positivas en un 42.9% y 87.5%, respectivamente. Estos resultados difieren
con los obtenidos en este estudio, donde los locales informales obtuvieron menor
contaminacion de Listeria spp. (42.2%) que los locales autorizados (62.2%). Esto
puede estar relacionado con la manipulacion de los alimentos por parte de los
vendedores, la ausencia de buenas practicas de manejo de alimentos y la falta de

higiene en los puntos de expendio.

Los estudios para determinar la calidad microbioldgica de la carne de pollo en
puntos de expendio informales son escasos, incluidos las investigaciones realizadas
a nivel mundial. Mendonca et al. (2021) mencionan que la procedencia de los
productos carnicos influye significativamente en los resultados obtenidos dentro del
analisis microbiolégico. Ademas, se destaca su capacidad para sobrevivir a
temperaturas bajas como las camaras frigorificas, favoreciendo su permanencia en

el medio.

En la figura 10 se comparan los resultados obtenidos de las pruebas realizadas a
partir de las muestras tomadas de locales autorizados e informales. Los locales
autorizados obtuvieron mayores pruebas positivas para probable Listeria spp. que
los locales informales. Esto se relacionaria con las medidas de higiene y la
sanitizacion de los puntos de expendio, ademas de la manipulacion de alimentos y

dinero en el momento de la venta.
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PRUEBAS BIOQUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS
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Figura 10. Comparacion de los resultados de las pruebas bioquimicas y
microbioldgicas realizadas en los puntos de venta autorizados e informales

Fuente: elaboracién propia

Factores de riesgo asociados a la contaminacion de la carne de pollo

En la tabla 14 se detallan los resultados obtenidos de la higiene del local con
relacion a la calidad microbiol6gica determinadas segun el grado de aseo que
obtuvieron. No hubo resultados en el grado 0 para ambos locales, el grado 1 aseo
minimo cont6 con el 55.6% (25) de locales autorizados y 77.8% (35) de locales
informales, el grado 2 aseo medio tuvo un total de 37.8% (17) locales autorizados
y 20% (9) locales informales, y el grado 3 con un aceptable aseo se determind en

6.7% (3) de locales autorizados y 2.2% (1) de locales informales.

La higiene del local permiti6 identificar la calidad de aseo en cada uno de ellos. Los
locales autorizados obtuvieron mejores resultados en cuanto a la calidad de su
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higiene, pero sin una diferencia estadisticamente significativa, mientras que la
mayoria de los locales informales tuvieron un grado 1 en la calidad de la higiene,
siendo un resultado estadisticamente significativo. Esto se relacionaria con lo
obtenido en la calidad microbioldgica determinada por las UFC donde un 86.7%

(39) de los locales informales tenian una alta contaminacién por mesofilos aerobios.

Tabla 14. Relacion entre calidad microbiologica de carne de pollo e higiene del
local para puntos de expendios con licencia e informales del canton Ambato en la

provincia Tungurahua

Variable Higiene del local
Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3
No cumple ) _ Aseo
Aseo minimo  Aseo medio
normas aceptable
Con licencia (n=45
Calidad (n=45) P
55.6% 37.8% 6.7%

Informales (n=45)

35 9 1
0% 0.0001
77.8% 20.0% 2.2%

Diferencia estadisticamente significativa: p<0.05. (Chi-cuadrado)

Fuente: elaboracidn propia

En la tabla 15 se detalla la relacién entre la conservacion de la carne de pollo en
los puntos de expendio y la calidad microbioldgica. En el grado 0 sin conservacion
de la carne de pollo no hubo locales con licencia, mientras que 4.4% (2) de los
locales informales contaron con este puntaje, en el grado 1 con ausencia de
envolturas y refrigeracion hubo un total de 31.1% (14) de locales autorizados y
86.7% (39) de locales informales, el grado 2 con envolturas y sin refrigeracion

obtuvo un total de 55.6% (25) de locales autorizados y 6.7% (3) de locales
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informales, en tanto que el grado 3 con envolturas y refrigeracion se determin6 en

13.3% (6) de locales autorizados y 2.2% (1) de locales informales.

Tabla 15. Relacion entre calidad microbioldgica y la conservacion de carne de
pollo en puntos de expendios con licencia e informales del canton Ambato en la

provincia Tungurahua

Variable Conservacion de carne de pollo
Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3
_ Ausencia Envolturas,
Sin ) Envolturas y
. envolturas y sin ) .
conservacion ] y ] » refrigeracion
refrigeracion  refrigeracion
Calidad Con licencia (n=45) p
microbioldgica 14 o5 6
0% 1.000
31.1% 55.6% 13.3%

Informales (n=45)

2 39 3 1
4.4% 86.7% 6.7% 2.2%

0.001

Diferencia estadisticamente significativa: p<0.05. (Chi-cuadrado)

Fuente: elaboracion propia

La conservacion de los alimentos es fundamental para evitar la contaminacion con
microorganismos que se encuentren en el medio, asi como el crecimiento de
bacterias que habitan en el organismo. De esta manera, los locales con licencia de
funcionamiento no arrojaron una diferencia estadisticamente significativa con
respecto a la conservacién de la carne de pollo y la calidad microbioldgica, mientras
que en los locales informales si hubo una diferencia estadisticamente significativa.
Esto relacionaria que la conservacion de la carne en los locales informales y la
calidad microbioldgica estarian estrechamente ligados, obteniendo una alta

contaminacion en los productos que expenden. Es importante considerar que los
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alimentos carnicos deben encontrarse bajo refrigeracion y ser manipulados con
guantes, asi como con envolturas plasticas para evitar tener un contacto directo con

el producto destinado a consumo humano.

En la tabla 16 se detallan las medidas de proteccion del vendedor con relacion a la
calidad microbioldgica. El grado 0 determind ninguna proteccion con un total de
20% (9) locales autorizados y 28.9% (13) de locales informales, el grado 1 con
protecciones minimas se determino en 68.9% (31) locales con licencia 'y 64.4% (29)
locales informales, mientras que el grado 2 con proteccién media se obtuvo en un
4.4% (2) de ambos locales, y el grado 3 con una proteccion aceptable en el 6.7%

(3) de locales autorizados y 2.2% (1) de locales informales.

Tabla 16. Relacién entre calidad microbioldgica y Medidas de proteccion del
vendedor en los puntos de expendios con y sin licencia del canton Ambato en la

provincia Tungurahua.

Variable Medidas de proteccion del vendedor
Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3
Ninguna Proteccion Proteccion Proteccion

proteccion minima media aceptable
Con licencia (n=45
Calidad (n=43) P
: o 1 2
microbioldgica 9 3 3 0.233

20.0% 68.9% 4.4% 6.7%

Informales (n=45)

13 29 2 1
28.9% 64.4% 4.4% 2.2%

0.001

Diferencia estadisticamente significativa: p<0.05. (Chi-cuadrado)
Fuente: elaboracion propia

70



Las medidas de proteccion del vendedor permiten evitar la propagacion de bacterias
y disminuir considerablemente la contaminacién en la carne de pollo. Los locales
informales obtuvieron una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a las
medidas de proteccion del vendedor y la calidad microbiologica, determinando que
la calidad de la carne de pollo se vea afectada; los locales autorizados no obtuvieron
una diferencia estadistica significativa. Los grados de proteccion del vendedor
determinadas indican que los locales informales tienden a poseer menos
equipamiento para la manipulacion de las carnes, aumentando las probabilidades
de contaminacion de la carne de pollo y potenciando la presencia de bacterias que
pongan en riesgo la calidad microbioldgica del producto.

Por su parte, Pérez Arnedo (2015) realizé un estudio evaluando la calidad y
seguridad microbioldgica de la carne de pollo con referencia a L. monocytogenes,
encontrando que la contaminacion en canales de pollo por esta bacteria aumentaba
de acuerdo al avance de la cadena de procesamiento de alimentos; ademas, hallo
que la planta de procesado influye de manera importante en la prevalencia de L.
monocytogenes en carne de pollo. La carne de pollo tiene una vida limitada, por lo
que prolongar ese tiempo mediante una adecuada cadena de frio es primordial para

que llegue al consumidor con buena calidad.

Enver et al. (2021) analiz6 la contaminacion bacteriana en los vendedores y su
relacién con la calidad microbiol6gica de la carne, encontrando una variada
contaminacion destacando las manos de los vendedores que fueron las mas
contaminadas; en contraste, el material de embalaje de los productos se encontrd
con un minimo de UFC/ml. Las medidas de higiénico-sanitarias de los vendedores
influye de manera directa en la calidad microbiologica de la carne, por lo que se
deben aplicar parametros y normas de aseo que sean cumplidas en su totalidad por

el personal que manipula la carne de pollo.
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Por otro lado, Vasquez-Ampuero & Tasayco-Alcantara (2020) realiz6 un estudio
determinando las condiciones higiénico-sanitarias de 50 centros de expendio de
carne de pollo en Huanuco-Peru, encontrando condiciones generales de higiene y
mantenimiento de infraestructura regulares, asi como el 90% de ausencia de guantes
en el personal, un 58% contaba con ufias largas, 78% utilizaba mandil y Gnicamente
el 4% utilizaba gorro; ademas, el 30% y 40% de locales encuestados utilizaban
pozas de maydlica y bandejas de plastico para mantener la carne de pollo, mientras
que solo el 2% de los establecimientos tenian frigorifico y el 4% contaba con
congeladores. Las condiciones de higiene del personal son realmente importantes
para otorgar un producto de calidad en el que no haya presencia de microorganismo,
asi como su vestimenta. Las protecciones, como el gorro, guantes, mascarilla y
mandil, proveen una barrera que disminuye considerablemente la contaminacion

cruzada por parte del vendedor a la carne de pollo.

La carne de pollo es propensa a contener microorganismos que alteran su calidad y
pueden provocar enfermedades en el ser humano. Por una parte, Listeria spp. es una
bacteria con amplia distribucién que permite la formacion de biopeliculas,
otorgando la capacidad de permanecer en el ambiente sin descartar su presencia en
la cadena de produccion o el comercio; por lo que su presencia puede maximizarse
en situaciones donde la sanidad e higiene sean deficientes. Por otro lado, las
condiciones sanitarias e higiénicas que deben poseer el personal que manipula la
carne de pollo son determinantes para evitar la propagacion de microorganismos,

asi como una correcta cadena de procesamiento de la misma.

Las cadenas de procesamiento deben llevar controles rigurosos para llevar un
producto de calidad y ausentes de microorganismos a los locales de expendio,
siendo un punto clave para determinar si la contaminacion viene desde el matadero
o0 se produce en el punto de expendio. Por su parte, los locales de expendio deben
contar con una infraestructura y equipos 6Optimos para el almacenamiento y
manipulacion de la carne de pollo. A esto, se suma la higiene de cada vendedor, asi

como sus implementos para vender el producto al consumidor final.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se determind el grado de contaminacion por mesofilos aerobios en la carne de
pollo segun el conteo de UFC (Unidades Formadoras de Colonias) en locales
autorizados e informales del canton Ambato con 6.53x10’ y 8.74 x10” UFC/g
respectivamente. Ambos valores exceden los limites minimos establecidos por
la NTE INEN 2346 con un limite minimo y méximo de 1x10° y 1x10” UFC/g,
respectivamente.

Se identificd presuntas colonias de Listeria spp. mediante técnicas
microbioldgicas y bioquimicas en las muestras de carne de pollo con una
prevalencia del 62.2% (28/45) en locales autorizados y 42.2% (19/45) en puntos
de venta informales.

Se establecieron los factores de riesgo asociados a la contaminacién de la carne
de pollo como la higiene del local, la conservacién de la carne de pollo y las
medidas de proteccién del vendedor, hallando que en los locales informales la
calidad microbioldgica se encontraba perjudicada en cada uno de las variables,
a comparacion de los locales autorizados donde no habia una diferencia

estadisticamente significativa.

Recomendaciones

Realizar un estudio analizando mesdéfilos aerobios en toda la cadena de
produccion de la carne de pollo, iniciando en los camales, el transporte y los
locales de expendio para verificar el lugar especifico donde el producto es

contaminado y como afecta su calidad final.
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Llevar a cabo mas estudios enfocados en la presencia de Listeria spp. en carne
de pollo en Ecuador.

Ofrecer capacitaciones continuas para los vendedores de la carne de pollo
referente a la bioseguridad y las medidas de precaucion en cuanto a higiene
sanitaria para reducir la contaminacién de los alimentos.

Ejecutar controles periddicos de la calidad microbiol6dgica en la carne de pollo
de locales autorizados e informales para garantizar un producto de calidad
otorgado al consumidor.

Realizar anélisis moleculares para la verificacion de la especie y género de las

bacterias encontradas en la carne de pollo.
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