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ZONA SURORIENTAL DE LA CIUDAD DE TUNJA

RESUMEN

Las enfermedades transmitidas
por alimentos tienen gran impacto
en la salud publica. Dentro de
ellas, se encuentra la Salmonella
spp., uno de los microorganismos
patéogenos que mas produce
alteraciones gastrointestinales en
humanos. El objetivo del presente
trabajo fue: Determinar la presencia
de Salmonella spp. en pollo
crudo comercializado en la Zona
suroriental de la ciudad de Tunja.
Como muestra, se seleccionaron 91
piernas de pollo al azar, alas cuales se
les realizo analisis fisicoquimico (pH,
actividad del agua Aw, humedad).
Para determinar la presencia de
salmonella, se utilizo la prueba
de ELISA inmunoensayo visual
Tecra (VIA 96TM). Se aplico el test
estadistico ji cuadrado con tablas de
contingencia para evaluar la relacion
entre las variables: temperatura, pH
y Aw, y la presencia de Salmonella
spp- en las muestras analizadas. De
las 91 muestras analizadas, n= 57
fueron positivas para Salmonella
spp- (correspondientes al 62,6 %).

Palabras clave: Salmonella,
ELISA, diagnostico.
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ABSTRACT

Foodborne diseases have a great
impact on public health, with
Salmonella spp.one of the pathogenic
microorganisms that most produces
gastrointestinal disorders in humans.
The objective of the present work
was: To determine the presence
of Salmonella spp. in raw chicken
marketed in the southeast zone
of the city of Tunja. 91 samples of
chicken legs were randomly taken
to which physicochemical analysis
(pH, Aw water activity, humidity)
was performed to determine the
presence of salmonella. Tecra visual
immunoassay ELISA test (VIA 96TM)
was used. The chi-square statistical
test with contingency tables was
applied to evaluate the relationship
between the variables: temperature,
pH and Aw and the presence of
Salmonella spp. in the samples
analyzed.Ofthe91samplesanalyzed,
n = 57 were positive for Salmonella

spp. corresponding to 62.6 %.
Keywords: Salmonella,
ELISA, diagnosis.
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RESUMO

As doencas transmitidas por
alimentos tém um grande impacto
na saude publica, com Salmonella

spp. um dos microrganismos
patogénicos que mais produz
disturbios  gastrointestinais em

humanos. O objetivo do presente
trabalho foi: Determinar a presenca
de Salmonella spp. em frango cru
comercializado na zona sudeste da
cidade de Tunja. Foram coletadas
aleatoriamente 91 amostras de
coxas de frango, para as quais foram
realizadas analises fisico-quimicas
(pH, atividade da agua Aw, umidade)
para determinar a presenca de
salmonelas, e foi utilizado o teste
ELISA de imunoensaio visual Tecra

(VIA 96TM). O teste estatistico
do qui-quadrado com tabelas
de contingéncia foi aplicado

para avaliar a relacdao entre as
variaveis: temperatura, pH e Aw
e a presenca de Salmonella spp.
nas amostras analisadas. Das
91 amostras analisadas, n = 57
foram positivas para Salmonella
spp. correspondendo a 62,6 %.

Salmonella,
diagnostico.

Palavras chave:

ELISA,

No. 20 enero - diciembre de 2022 - ISSN 1657-463X - e-ISSN: 2389-9638



DETECCION DE SALMONELLA SPP. EN POLLO CRUDO COMERCIALIZADO EN LA

ZONA SURORIENTAL DE LA CIUDAD DE TUNJA

1. INTRODUCCION

De los brotes notificados de
enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs) en las diferentes
entidades territoriales de Colombia,
se encontro que Boyaca registro
un 49.5 % de incidencia. En este
contexto, Salmonella spp. ocupo
el quinto lugar dentro de los
patogenos reportados en un 3,7
% (Instituto Nacional de Salud,
2018). Este microorganismo
se considera una de las cuatro
principales causas de enfermedad
diarreica aguda, especialmente
en paises en vias de desarrollo,
y representa una de las causas
mas importantes de morbilidad y
mortalidad, sobre todo en lactantes,
ninos y ancianos (Diaz et al., 2014;
Durango et al., 2004; WHO, 2019).

La bacteria presenta como
reservorios el tracto intestinal de los
animales mamiferos, aves, reptiles,
incluso el hombre (Indar et al.,
2019). Los miembros de este género
se destacan por su gran capacidad
de adaptacion, lo que les permite
infectar a un amplio rango de
hospedadores (Paucar y Tenecora,
2013). La salmonelosis es una de
la zoonosis de mayor prevalencia,
debido a la contaminacion de
alimentos, principalmente productos
de origen aviar y otros como
carne de res, cerdo, productos del
mar, verduras, jugos y otros tipos
de alimentos, que pueden estar
asociados con el contacto entre
humanos y animales de compania
infectados (Freitas et al., 2010; Silva
et al., 2018; Rubiano y Torres, 2014).

Pueden sobrevivir asociadas a
substratos organicos y crecer en un
rango de pH entre 4 y 9. S. entérica
puede diseminarse en el pollo,
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especialmente en el ciego (Joerger
et al., 2009) multiplicandose entre
los 7 y los 45 °C, y resistiendo
a la refrigeracion y congelacion
(Paucar y Tenecora, 2013). En
carne de pollo empacada al vacio,
se ha observado que Salmonella
sobrevive a 3 °C, pero no se
multiplica (Nychas y Tassou, 1996),
y puede desarrollarse en alimentos
refrigerados que contengan altas
concentraciones de grasa, por
encima de 5 °C (Oscar, 2009).
Estos valores son dependientes
del medio de cultivo utilizado y el
serovar seleccionado (Ministerio
de la Proteccion Social, 2011).

La actividad de agua (Aw) minima
para su crecimiento es de 0,93 y
puede variar hasta llegar a 0,99,
persistiendo en algunos alimentos
y productos con Aw inferiores a
0,093 como lo son mantequilla de
mani, nueces y chocolates (Shaw
y Whyte, 2002). Esto afecta de
manera significativa el crecimiento
y desarrollo del microorganismo; de
igual forma, se inactivay se destruye
facilmente por desinfectantes
quimicos de uso industrial
(Humphrey, 2004). Ademas de
producir acido y gas a través de
la fermentacion de la glucosa, se
consideran catalasa positivo y
oxidasa negativos (Linder, 1995).

Salmonella spp. Subespecie entérica
serovariedad typhimurium produce
salmonelosis en el hombre y puede
presentar un periodo de latencia
de 6 a 72 horas, con un promedio
de 18 a 36 horas (Soto et al., 2016;
INS, 2008). La dosis infectiva de
Salmonella spp puede variar por la
sensibilidadyelestadoinmunologico
del hospedero, el grado de virulencia
que presente el microorganismo
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y ademas la composicion quimica
del alimento infectado (Benetti,
2009). Aproximadamente, el 50
% de los casos a nivel mundial de
enfermedades humanas causadas
por Salmonella spp. son producidas
por S. enteritidis y S. typhimurium,
siendoel 75 % deloscasosadquiridos
a partir de carne de pollo y huevos
(Rubiano y Torres, 2014). El objetivo
de este estudio fue determinar la
prevalencia de Salmonella spp.,
procedentes de piernas de pollo
crudo comercializadas en la zona
suroriente de la ciudad de Tunja.

2. MATERIALES Y METODOS

El periodo de muestreo se realizo
de forma transversal tomando como
referencia 16 puntos de venta, a
los cuales se seleccionaron al azar
25 gramos de carne (D’aoust et
al.,1990). El nimero de muestras de
pollo se determind de acuerdo con
la siguiente ecuacion estadistica:

2:
2°*p*q
g
N

Ep2+

Donde:

z= intervalo de confianza (1.65) del nivel de
confianza elegido (90 %),

p= probabilidad de que ocurran intoxicaciones
por Salmonella spp. (31.1 %),

q= probabilidad de que no ocurran
intoxicaciones por Salmonella spp (68.9 %),
Ep= nivel de significancia (10 %),

N= promedio de piernas vendidas en un dia
(80).

De acuerdo con esta formula, se
tomaron 91 muestras al azar en
un periodo de 6.5 horas, con un
promedio de 14 muestras por hora.

pPp. 24-35

Se depositaron en bolsas de cierre
hermético (para disminuir la injuria
bacteriana) y se transportaron
a los laboratorios del area de
microbiologia y de anadlisis de
alimentos de la UPTC. Durante la
recogida de la muestra, se evaluaron
caracteristicas fisicoquimicas,
como: pH, humedad, temperatura
y actividad del agua (Aw).

2.1 Analisis fisicoquimico

Temperatura: Semidiolatemperatura
del pollo con un termometro
manual digital marca Beurer.

Determinacion de pH: se pesaron 5
gramos de la muestra de carne, a los
cuales se les adicion6 10 ml de agua
destilada. La mezcla fue licuada
durante un minuto, ajustando la
temperatura a 20 °C = 0.5 °C. Se
calibro el potenciometro de mesa
marca S| Analitycs con solucion
reguladora buffer de fosfatos con
pH 6.0 de acuerdo con la acidez de
la carne. Se mezclo bien la muestra,
posteriormente se filtré en una tela
de manta de cielo eliminando el
tejido conectivo, se sumergieron los
electrodos del potenciometro en la
muestra cubriéndolos totalmente
con esta, y se realizo la medicion
del pH de la parte liquida obtenida.

Determinacion de humedad: se
colocaron cajas de petri durante 1
hora en la estufa a la temperatura
de secado del producto (105
°C). Se enfriaron durante 35 a 45
minutos. Luego fueron pesadas. Se
colocaron 5 gramos de la muestra
en caja de petri en la estufa a una
temperatura de 105 °C durante 5
horas. Se tapo la caja con la muestra
y se paso a un desecador provisto
de gel de silice con indicador
higrométrico, se dejo enfriar por
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35 a 45 minutos y se registro
nuevamente el peso de la muestra.

Determinacion de la actividad de
agua (Aw): se tomo 2 gr por cada una
de las muestras y se registro la Aw en
el higrometro. El valor se determino
de acuerdo con la Ley de Raoult.

W
W — n

x - £l .
(n"+ n®)

Xw= Moles de agua en la solucion.
Nw= Moles totales de agua.
ns= Moles totales de soluto.

2.2 Analisis microbiolégico

Identificacion de Salmonella spp
a través de la prueba TECRATM
Salmonella VISUAL INMUNOASSAY
(VIA. 96TM)®, y de la norma
NTC 4574 para Microbiologia de
alimentos y de alimentos para
animales para salmonella. Una
vez las muestras ingresaron al
laboratorio, se prepararon para el
estudio microbioldgico en un cuarto
en camara de flujo laminar. En el
paso del pre-enriquecimiento no
selectivo, se tomaron 25 g de pollo
y se adicionaron a 225 ml de caldo
lactosadoyseincubéa35-37°Centre
18 y 22 horas; se transfirio 1 ml de
la muestra de pre-enriquecimiento
en 9 ml de caldo Tetrationato
(marca Merck) y se incubo a 41-43
°C entre 16 y 20 horas, este paso
es el enriquecimiento; luego, se
transfirio 1 ml a 10 ml de caldo M
(marca 3M) y se incubo a 35-37 °C
entre 6 a 8 horas. Este protocolo
presenta alta especificidad y
sensibilidad (D'aoust et al., 1990).
Analisis ELISA: se calenté 1 ml
de caldo M (marca 3M) durante
15 minutos en un bano de agua
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hirviendo, se autoclavé a 100 °C
durante 15 minutos y luego se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Se
preparo un pozo para cada muestra
con sus respectivos controles, uno
para una cepa de microorganismos
diferente para Salmonella y otro para
una cepa de Salmonella la cual fue
inoculada intencionalmente con
una cepa activada de Salmonella
tiphymurium, ATCC 14028. Esta
se obtuvo del Laboratorio de
Microbiologia del programa de
la Facultad de Ciencias Basicas
de la Universidad Pedagodgica
y Tecnolégica de  Colombia.
Se dispenso un pozo con 200ul del
control positivo, un segundo con
200upl del control negativo, el tercero
con 200yl de una cepa control
diferente a Salmonella, el cuarto con
200yl de una cepa de Salmonella
y en los 90 pozos restantes con
200yl de cada una de las soluciones
preparadas. Se cubrieron los
pozos para evitar la evaporacion
y se incubo durante 30 minutos a
36 °C. Posterior a este, se relleno
cada pozo con solucion de lavado,
realizando este procedimiento tres
veces consecutivas. Finalmente, un
segundolavado,sehizo4veces,luego
se agregaron 200puL de substrato
a cada pozo vacio y se incubo
durante 10 minutos entre 20y 25 °C.

2.3 Analisis estadistico

Se realizo ji cuadrado aplicando
tablas de contingencia para evaluar
si existe relacion entre las variables:
temperatura, pH y Aw, y la presencia
de Salmonella spp. en las muestras
analizadas.

pp- 24-35
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3. RESULTADOS

Tabla 1.
Valores fisicoquimicos reportados por el laboratorio.
Caracteristica Rango reportado Valores de referencia
de acuerdo con
la normativa
colombiana
Valores minimos de | Valores maximos
crecimiento para de crecimiento para
salmonella spp salmonella spp
T® >50°C (62,6 %) 4 °C (37.3 %) 0 a 4 grados
centigrados
pH 60.4 % fuera 2.1 % (presenciade | 4-9 °C
de la zona de salmonella spp.)
crecimiento
Humedad 74 - 78 % (62.6 %) |74 -76 % (el 37,3 80a90 %
relativa hubo presencia de | %) ausencia de
salmonella spp salmonella spp.
Actividad de Aw | 1,0 % (Aw entre 62,6 % (registrouna | 0,96-0,98 Aw.
0,94y 0,96) Aw 20,98) presencia
de salmonella spp.

De un total de 66 muestras
encontradas dentro del rango
de calidad rechazable para pollo
crudo para 57 muestras, se reporto
presencia de Salmonella spp. De
acuerdo con los resultados de la
prueba Chi cuadrado, se observa
que hay una relacion significativa
(p < 0,05) entre la temperatura y
la presencia de Salmonella spp.

Prueba Elisa: Los resultados fueron
analizados de forma cualitativa
mediante la observacion de cambio
de color en los pocillos del kit. Tanto
el control positivo como el control
negativo registraron absorbancias
dentro de los parametros
establecidos por el fabricante. Se
trabajaron dos cepas control para
establecer dos puntos de referencia,
uno para muestras positivas y otro
para muestras negativas. De acuerdo
con latabla de resultados, se observa
que la cepa control positivo, es

pp- 24-35

decir, una cepa de Salmonella spp,
registra una absorbancia de 2,507;
y la cepa control negativo, es decir,
una cepa distinta a Salmonella spp,
registra una absorbancia de 0,256.

De las 91 muestras analizadas, 57
fueron positivas para Salmonella spp,
correspondiente al 62,6 %; también,
se observa que las muestras que
estan en mayor contacto con el
ambiente (las muestras de la parte
superior, ya que estan organizadas
unas sobre otras) presentan un
registro mayor de temperatura, es
decir, de la muestra 1 a la muestra
46 en comparacion con las muestras
que estan en la parte inferior que
tienen menor contacto con el
ambiente; en otras palabras, de la
muestra47 alamuestra91 (Grafica 1).
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Grdfica 1.
Porcentaje de muestras positivas y negativas obtenidas a traves de la prueba Elisa.

RESUMADOS PRUEBA ELISA

4. DISCUSION

El estudio mostro una positividad del
63 % en la presencia de salmonella
spp en las piernas de pollo de los
16 puestos de la plaza de mercado.
Estos resultados demuestran que
este microorganismo esta presente
enpiernasdepollocrudasdestinadas
para la comercializacion y venta. En
contraste con los datos obtenidos
por Lambiri (1990), quienes
realizaron un estudio comparativo
entre el método TECRA y el método
Gold Standard para deteccion de
Salmonella en 41 muestras de pollo
y alimentos de origen animal, en
donde se encontré un 68.29 % de
resultados positivos a Salmonella
para ambos métodos. En el caso
del método TECRA para pollo, se
aislo Salmonella en un 4.76 % y para
alimentos de origen animal un 5
%. Lo que demuestra un grado de
especificidad y sensibilidad similar
entre ambas pruebas. En un estudio
realizadoporPoppeyDuncan(1990),
se encontraron 3 falsos positivos
de 100 en muestras evaluadas de
partes de pollo analizados con
la prueba TECRA, presentando
una Sensibilidad de 59.32 % y
una especificidad de 97.56 %.

Paucar y Tenecora (2013) realizaron
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un estudio en la empresa
ITALIMENTOS de la ciudad
de Cuenca, Ecuador, en el que
emplearon el método TECRA. Alli,
analizaron 13 muestras obtenidas
de manera aleatoria en canales de
pollo que ingresan a la empresa
de los distintos proveedores, en
donde se encontro en el 100 % de
las muestras ausencia de Salmonella
spp (O %). Por su parte, Perales y
Audicana (1996), ejecutaron un
estudio para identificar Salmonella
mediante el método Gold Standard
en 104 muestras de pollo, carne
de res y cerdo, encontrando para
el microorganismo porcentajes
de 59.6 y 19.2, respectivamente.

Durango et al., (2004) analizaron
636 muestras de alimentos
adquiridas en ventas de comidas
rapidas callejeras y en plazas de
mercados de Barranquilla (n=245),
Monteria (n=222), Sincelejo (n=87)
y Cartagena (n=82). Para realizar el
aislamiento de los microorganismos,
se utilizo el método convencional
de la Food and Drug Administration
(FDA). Los resultados obtenidos
demuestran la presencia de
salmonella asi: carne de res (9,3 %),
Chorizo (12,6 %), queso (7,9 %), de
carne de cerdo (5,2 %), pollo (1,6
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%) y arepa de huevo (10,5 %), si
comparamos los proporciones de
aislamiento de Salmonella spp. (7,4
%). En Bogota, Ovalle et al. (2009)
encontraron un 8 % de Salmonella
en chorizo de cerdo. Se observaron
resultados muy similares (p>0,05)
al tener en cuenta las condiciones
climaticasy el manejo sanitario delas
dos zonas: Bogota y la zona Caribe.

Dentro de los factores que influyen
en la presencia de Salmonella spp
en el pollo, se encuentran: las
deficientes condiciones higi€nicas
en la cadena agroalimentaria,
desde su almacenamiento,
transporte, beneficio, distribucion
y comercializacion; deficiencias en
protocolosdelimpiezaydesinfeccion
especialmente  de  superficies,
equipos y manipuladores, pérdida
de cadena frio (Poppe y Duncan,
1996; Mercado et al, 2012).

Deigualmanera, elpollo se considera
un alimento de alto riesgo por sus
caracteristicas fisicoquimicas (pH
cercano a la neutralidad, actividad
de agua alta, y alto contenido de
proteinas y grasas), lo que permite
que su superficie se contamine con
diversos microorganismos, incluidos

patogenos como Salmonella
spp, Listeria ~monocytogenes 'y
Staphylococcus aureus, los cuales

pueden causar enfermedades en
los consumidores (Guerra, 2018).

5. CONCLUSIONES

Las piernas de pollo comercializadas
en la zona suroriental de la ciudad
de Tunja, no cumplen con los
parametros microbiologicos
determinados para  Salmonella
en pollo crudo, de acuerdo a lo
establecido en la Resolucion 4287
de 2007 y la NTC 3644-2. De
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las 91 muestras analizadas, 57
fueron positivas para Salmonella
spp, correspondiente a un 62.6 %.

La transmision de la salmonelosis
se puede presentar en su mayoria
por las deficientes practicas de
manipulacion en alimentos, fallas en
la temperatura de almacenamiento
y cambios en pH y temperatura. La
carne de pollo presenta una vida
util menor a la de otros productos
de origen animal, influenciada
directamente por la temperatura,
variando de 4 dias a 9 C° y 9 dias
a 7 C° (Perales y Audicana, 1989).

En Colombia, se encuentran
mercados publicos en donde los
procesos de higiene y manipulacion
son deficientes, lo que incrementa
el riesgo en la presentacion de
enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs) (Humphrey, 2004).
Salmonella es un microorganismo
que se encuentra en el proceso de
desarrollo, especialmente durante
las etapas de procesamiento, y es
mas notable durante el eviscerado
debido a que las bacterias son
liberadas del tracto gastrointestinal
(Flowersetal., 1988;Zhaoetal.,2008).
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