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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo por objetivo realizar el andlisis microbiolédgico de
carnes molidas expendidas en el mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba, mediante un
estudio con disefio no experimental, de tipo mixto y de campo. La poblacién de estudio estuvo
conformada por siete muestras por triplicado de carne molida del mercado San Alfonso y una
muestra de un Supermercado en donde se analizaron los microorganismos Escherichia coli,
coliformes totales, Sthaphylococcus aureus y Salmonella, presentes en la carne molida. Como
resultados se obtuvo que, las muestras no cumplieran con los limites de calidad microbioldgica
de la NTE INEN 1346. Al evaluar Escherichia coli se observé mayor crecimiento en la muestra
1 con 2,00E+05 unidades formadoras de colonias (UFC), a causa de contaminacion en los
expendedores, respecto a coliformes totales se observé mayor prevalencia en la muestra 1 con
8,00E+06 UFC, pudiendo deberse a contaminacion fecal, en el caso de aerobios mesofilos se
observd mayor prevalencia en la muestra 5 con 43,47E+06 UFC a causa de la falta de
condiciones higiénicas, al analizar Staphylococcus aureus se observd mayor prevalencia en la
muestra 5 con 43,47E+06 UFC y en el caso de Salmonella spp., se obtuvo un resultado positivo
al encontrarse en el 57,14% de las muestras. Se concluyd que, las muestras de carne molida
analizadas no cumplen con los pardmetros de calidad microbiana que rige la norma para carne y
productos carnicos, al haber una alta concentracion de bacterias patégenas. Se recomienda que
los entes reguladores realicen un mayor control de la calidad de las carnes expendidas en los

mercados de la ciudad de Riobamba.

Palabras clave: <BIOQUIMICA Y FARMACIA> <CALIDAD ALIMENTARIA>,
<ANALISIS MICROBIOLOGICO> <CARNE MOLIDA>, < SAN ALFONSO>.
1037-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

The present research work aimed to perform the microbiological analysis of ground meats sold
in the "San Alfonso™" market in Riobamba city, through a study with non-experimental design,
mixed type, and field. The study population consisted of seven samples in triplicate of ground
beef from the "San Alfonso” market and a sample from a supermarket where the
microorganisms Escherichia Coli, total coliforms, Staphylococus aureus, and Salmonella,
present in ground beef, were analyzed. As a result, the samples did not comply with the
microbiological quality limits of the NTE INEN 134. When evaluating Escherichia coli greater
growth was observed in sample 1 with 2.00E + 05 colony forming units (CFU), due to
contamination in the dispensers, with respect to total coliforms was observed higher prevalence
in sample 1 with 8.00E + 06 CFU, which may be due to fecal contamination, in the case of
mesophilic aerobes higher prevalence was observed in sample 5 with 43, 47E+06 (CFU) due to
the lack of hygienic conditions, when analyzing Staphylococus aureus a higher prevalence was
observed in sample 5 with 43.47E+06 CFU and in the case of Salmonella spp., a positive result
was obtained when found in 57.14% of the samples. It was concluded that the samples of
ground beef analyzed do not meet the microbial quality parameters that govern the standard for
meat and meat products, as there is a high concentration of pathogenic bacteria. It is
recommended that regulators carry out greater control of the quality of meats sold in the
markets of Riobamba city.

Keywords: <BIOCHEMISTRY AND PHARMACY>, <FOOD QUALITY>,
<MICROBIOLOGICAL ANALYSIS> <GROUND BEEF> < SAN ALFONSO>.
1037-DBRA-UPT-2023

Lcdo. Edison Renato Ruiz Lopez
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INTRODUCCION

El constante peligro de consumir carne y sus derivados presenta un problema de salud para el
ser humano desde afios atras debido a que son vulnerables a las bacterias presentes en el
ambiente donde se expenden los productos céarnicos en un ambiente insalubre que puede
contener suciedad y falta de higiene, es por ello que las autoridades deben encargarse de cuidar
por la salubridad de los alimentos cérnicos puesto que es un problema a nivel mundial que

afecta la vida de las personas (Jara 2016, p. 16).

La carne es el alimento mas consumido por los seres humanos por su alto contenido de
proteinas y es altamente nutritivo a la microflora, lo cual forma parte de platos ideales para el
consumo diario de la poblacion. Para que la carne llegue a cada uno de los hogares, debe pasar
por un proceso de manipulacién por lo que un inadecuado manejo puede provocar infecciones o
intoxicaciones alimentarias generando problemas gastrointestinales, uno de los factores que
afecta significativamente la manipulacion de la carne son los relacionados con la falta de
medidas higiénicas sanitarias que pueden darse durante cualquier etapa de su proceso o por el
uso de materia prima mal manipulada. Siendo también otro de los factores los que provienen
directamente del ganado vacuno debido a que tienen un reservorio de microbiota intestinal y

patdgenos para el ser humano como las heces fecales (Ayala 2018, p. 2).

La carne molida es bastante utilizada en la cocina, puesto que se utiliza para muchas
preparaciones sobre todo consumen en altas cantidades los adolescentes en las hamburguesas;
cabe recalcar que presenta una alta contaminacion en los carnicos y embutidos enteros, debido a
gue, promueven y facilitan la oxigenacion de las bacterias, por esto, es fundamental la
implementacion de buenas practicas en los procesos de matanza, molido y procesado, para no
desencadenar enfermedad transmitida por los alimentos ETA’s, que esto lleva a la
contaminacion de la carne molida ayudando para el desarrollo de bacterias para el ser humano.

Mediante el analisis microbiol6gico nos permite identificar los microorganismos dafiinos, que
pueden interferir en los alimentos o transmitirse a través de ellos, y garantizando la inocuidad

frente a las enfermedades transmitidas por estos (Jara 2016, p. 17).

Es por ello que las enfermedades de transmision alimentaria constituyen uno de los problemas
mas relevantes dentro del sistema de salud a nivel mundial, lo que conlleva a tener mas control
sobre su manipulacion antes de distribuirse al mercado ya que causan una serie de
padecimientos a nivel sanitario en el mundo, a causa de contaminantes fisicos, biolégicos y

quimicos.



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1.  Planteamiento del problema

Hoy en dia, la falta de higiene en los mercados populares representa un problema de salud para
las personas que no cuentan con el debido control de calidad, trayendo como consecuencia la
contaminacion microbiana y principalmente la contaminacion de los alimentos que se expenden

en la carne de los ETA’s (Enfermedad de Transmision Alimentaria).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) menciona que, las ETA’s son complicaciones
comunes en la poblacion. Anualmente se desarrollan alrededor de 1.2 billones enfermedades
diarreicas que causan la muerte de 1.8 millones de individuos por cuadros diarreicos, que
derivan en muchos de los casos a la ingesta de agua no potable o alimentos que no cumplen con

los parametros de calidad (OMS 2019, p. 5).

Segun datos de la OMS en el afio 2019 en Ecuador, se evidenciaron 19487 casos de
enfermedades transmitidas por alimentos contaminados o agua no potable, con un decremento
del 54% respecto al afio 2020, mientras que para el afio 2021 los caso por intoxicaciones
alimentarias bacterianas redujeron a 2734, ademas en el mes de mayo del mismo afio se reporta
8 casos de Salmonella, producidos por la ingesta de alimentos de origen animal contaminados,

como huevos y sus derivados crudos, carnes no cocidas completamente.

Posteriormente en el mismo se han notificado 34 casos de Shigelosis en la provincia de
Sucumbios, la poblacién afectada se encuentra en el estrato de edad de 20 a 49 afios, estas
patologias son ocasionadas por una mala coccion de los alimentos, o por alimentos o agua

contaminada (MSP 20186, p. 3).

La carne molida es un producto alimenticio ampliamente consumido, pero se observa la falta de
normas de higiene en los mercados de la ciudad de Riobamba, ya que no cumplen con las buena
préacticas de manipulacion y almacenamiento de estas carnes en los diferentes puntos de venta
del mercado, estas pueden ser susceptibles a la contaminacién, favoreciendo el crecimiento de
las diferentes bacterias y microorganismos patdégenos que son un riesgo para la salud de los

consumidores al provocar infecciones y problemas a nivel gastrointestinal.



1.2. Limitaciones y delimitaciones

Limitaciones
- Falta de medios de cultivo
- Mala conservacion de la carne molida

- Falta de materiales y equipos en el laboratorio para el analisis microbioldgico

Delimitaciones

- Delimitacion espacial: El presente trabajo se va a realizar en el mercado San Alfonso de la
ciudad de Riobamba, ubicado en las calles Argentinos y Junin.

- Delimitacion temporal: se pretende terminar el proyecto de tesis dentro del tiempo
determinado alrededor de cuatro meses.

- Delimitacion de contenido: Se aplicard las normas INEN 1346 para el analisis

microbiol6gico de carnes molidas

1.3.  Problema general de la investigacion

¢Cuéles son los microorganismos patdgenos presentes en la carne molida expendidas en el

mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba cumpliendo con las normas INEN 13467

1.4.  Problemas especificos

- ¢De qué manera afecta el consumo de la carne molida con patdgenos expendida en el
mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba en la salud de las personas que lo consumen?

- ¢Como incide el manejo inadecuado de la carne molida, comercializados en el mercado
San Alfonso de la ciudad de Riobamba, en la presencia de Escherichia coli, Aerobios mesdfilos,
Staphylococcus aureus, Coliformes totales y Salmonella?

- ¢Conocer las ventajas y desventajas de realizar el analisis microbioldgico en las carnes
molidas del mercado San Alfonso?

- ¢Cuéles son los requisitos que no cumple el mercado dentro de la norma INEN 1346?

1.5.  Objetivos

1.5.1. Objetivo general

Efectuar el andlisis microbiolégico de carnes molidas expendidas en el mercado San Alfonso

pertenecientes a la ciudad de Riobamba.



1.5.2. Objetivos especificos

- Recolectar muestras de carne molida en el mercado segun la norma NTE INEN 776, que
nos indica el muestreo correcto de productos carnicos.

- Ejecutar el analisis microbiol6gico de las carnes molidas de acuerdo con la norma INEN
1346.

- Comparar la calidad microbioldgica de la carne molida expendida en el supermercado la

Ibérica con la carne molida analizada en el mercado a estudio.

1.6. Justificacion

1.6.1. Justificacion tedrica

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA), son cada vez mas frecuentes en nuestro
pais y el mundo; por lo tanto, se debe tener en cuenta, que cada una de ellas se presenta debido a
errores de manipulacion, que pueden ser evitados y prevenidos si los seres humanos encargadas
de elaborar, trasportar, almacenar, y distribuir lo manipularan correctamente y fueran consientes

gue con un buen lavado y desinfectado de manos se descarta las ETA"s.(Gonzélez 2015)

Existen muchas carencias dentro de los mercados, puesto que no cumplen con las normas INEN
establecidas, siendo un factor importante la falta de conocimiento acerca de la manipulacién de

la carne lo que muchas veces afecta la salud de las personas que lo consumen.

1.6.2. Justificacién metodolégica

Debido a la necesidad de mejorar la calidad y seguridad de la carne molida en el mercado San
Alfonso de la ciudad de Riobamba, se realiza el analisis microbiol6gico para cumplir con la
norma INEN 1346 y se basa en el método cientifico para obtener datos reales con un
procedimiento ordenado, teniendo siempre en cuenta los objetivos planteados para encontrar

cumplir con las conclusiones.
1.6.3. Justificacion practica
La ejecucion de este proyecto de investigacion es factible ya que permitira contribuir a la

mejora del proceso de la carne molida con el fin de minimizar los microorganismos presentes en

este alimento, favoreciendo la calidad de consumo de las personas.



1.7.  Hipotesis

1.7.1. Hipotesis nula

No existe alteracion microbiolégica en los anélisis de carnes molidas expendidas en el mercado

San Alfonso de la ciudad de Riobamba.

1.7.2. Hipotesis afirmativa

Si existe alteracion microbioldgica en los analisis de carnes molidas expendidas en el mercado
San Alfonso de la ciudad de Riobamba.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO REFERENCIAL

2.1. Antecedentes

En la ciudad de México en el afio 2012, el estudio “Calidad microbiolégica de carne de res
comercializada en el mercado municipal de Culiacan, Sinaloa” reportdé que la calidad
microbioldgica de la carne de res que se comercializa en el mercado municipal de Culiacan,
Sinaloa, se encuentra dentro de las especificaciones establecidas en la NOM, pero aun asi se
nota la presencia de E. coli en estas carnes, menciondndonos que la presencia de este
microorganismo en alimentos sugiere una contaminacion de origen fecal y puede representar un

riesgo para la salud publica (Jiménez et al. 2012).

En un estudio realizado por Bravo 2015 en sus tesis de grado con el tema “Determinacion de
Escherichia coli en carne molida comercializada en los mercados municipales: “José Mascote”,
“Oeste” y “4 manzanas” de la ciudad de Guayaquil, 2014” se estableci6 que la carne molida en
los mercados mencionados es susceptible a la contaminacion microbiana causando
intoxicaciones alimentarias, y posterior a la realizacién de su investigacién se determin6 que el
microorganismo que se encuentra en gran cantidad en estas carnes como indicador de
contaminacion es la Escherichia coli obteniendo que en el 94.4% de las muestras estos
microorganismos se encuentran fuera de los limites permitidos establecidos en la Norma INEN

1346:2010, y solo 5.6% dentro del limite aceptable (Bravo 2015).

En la ciudad de Quito en el afio 2017, Arrobo y Zurita realizaron la determinacion de la
presencia de Escherichia coli en carne molida de res, en mercados municipales, evaluando la
presencia de esta bacteria, obteniendo como resultados que de las 50 muestras tomadas, el
100% fueron positivas para enterobacterias, las mismas que son consideradas patégenas para los
seres humanos; posteriormente realizaron la prueba de indol, en la cual obtuvieron un resultado
del 98% positivo para la presencia de E. coli, asi también usaron la prueba de tira rapida para
identificacion de la presencia de E. coli 0157 obteniendo el 100% de resultados positivos para
esta bacteria. Recomendando asi realizar pruebas moleculares para su identificacion bacteriana
especifica, sin descartar una posible contaminacién cruzada por el alto contenido de resultados

positivos (Arrobo 2017).

Menciona, ademas en un estudio realizado en la ciudad de Riobamba-Ecuador que los
resultados obtenidos en su investigacion incumplen con los requerimientos establecidos por la
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norma para carne molida NTE INEN 1346:2010; pues se hallaron valores de Escherichia coli
superiores a los limites microbioldgicos, pues se visualizé 3.2x10 5 UFC/g; también se contd
con la presencia de Coliformes totales 2.4x106 UFC/g, Staphylococcus aureus 4.7x105 UFC/g y
Salmonella, estableciendo que este alimento puede ser una fuente de infeccion de ETA
(enfermedades transmitidas por alimentos), por lo que es necesaria la implementacion de control
periédico por parte del Ministerio de Salud con profesionales capacitados y técnicos, para

disminuir los riesgos de la salud publica.

2.2. Alimentos

Los alimentos son sustancias muy nutritivas que proporciona al cuerpo los elementos que
necesita para mantenerse saludable, siendo el soporte energético para el organismo, por su
composicién, propiedades, elaboracién y almacenamiento para satisfacer el apetito y

proporcionar los nutrientes para el funcionamiento del cuerpo humano (Lépez 2017).

2.2.1. Enfermedades de origen alimentaria

2.2.1.1. Clasificacion de los peligros alimentarios

Un peligro se define como como un agente biol6gico, quimico o fisico presente en un alimento
0 el estado en el que se encuentra, que puede afectar negativamente a la salud de los seres
humanos. Las enfermedades de origen alimentaria tienen causas microbiolégicas llevando a
consecuencias de las enfermedades gastrointestinales. Los peligros que se producen durante el

proceso de elaboracién o la venta de un alimento y comprometer la salubridad.

Tabla 1-2: Clasificacién de los alimentos peligrosos

Peligros bioldgicos Bacterias, parasitos, virus, toxinas.

Peligros quimicos Metales pesados, pesticidas o cualquier otra

substancia o compuesto con efectos sobre la salud.

Peligros fisicos Trozos de cristal u otro material fragil, plastico,

metal o cualquiera otra sustancia ajena al alimento.

Fuente: (Ruiz Villar Irene. 2019)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

2.2.1.2. Clasificacién de los alimentos segun su alteracion

Un alimento esté alterado debido a que se dan cambios que limitan su aprovechamiento y no

son aptos para el consumo.



Segun la facilidad con la que se alteran los alimentos se clasifican en:

Clasificacion de los alimentos segun su alteracion

Estables o no Semiperecederos Perecederos
perecederos
, v !

Tienen una larga vida util Contienen menos de un Se alteran con facilidad si
y no se deterioran con 60% de agua libre 0 no se utilizan
factores externos. tienen acidos o azucares procedimientos de
Contienen menos de un que dificultan el conservacion especificos.
12% de agua libre desarrollo.

llustracion 1-2: Clasificacion de los alimentos segun su alteracion

Fuente: (Vanaclocha, Requena 2017)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

2.2.2. Enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA"S)

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA’s) son originadas por la contaminacion de
los alimentos, que se originan en cualquier etapa de la cadena de produccion, suministro y
consumo de estos, abarcan un amplio grado de enfermedades, desde la disenteria hasta el
cancer. Comunmente se manifiestan como problemas gastrointestinales los cuales afectan la

salud humana, pero pueden causar sintomas neurolégicos, ginecoldgicos e inmunol6gicos
(Organizacion Mundial de la Salud 2022, p. 12).

2.2.2.1. Clasificacion de las ETA’s

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA’s) son originadas por la contaminacion de
los alimentos, que se originan en cualquier etapa de la cadena de produccion, suministro y
consumo de estos, abarcan un amplio grado de enfermedades, desde la disenteria hasta el
cancer. Comunmente se manifiestan como problemas gastrointestinales los cuales afectan la

salud humana, pero pueden causar sintomas neuroldgicos, ginecolégicos e inmunol6gicos
(Organizacion Mundial de la Salud 2022).



llustracién 2-2: Enfermedades de Transmision Alimentaria
Fuente: (Ministerio de Salud 2015)

. Infecciones transmitidas por los alimentos: es una enfermedad producto de la ingesta
de alimentos con microorganismos patégenos vivos como: Salmonella, Escherichia coli,
Shigella y otros. La sintomatologia mas frecuente de infecciones transmitidas por los alimentos

es nauseas, vomito, diarrea, colicos estomacales y diarrea.

Tabla 2-2: Principales enfermedades causadas por carnicos.

Procedencia Enfermedad

Carne de aves Infeccién por Salmonella o0 Campylobacter

Carne molida de res Infeccion por E.coli

Salchichas Infeccion por E.coli, Enterohemorragica o Salmonella
Cerdo con triquinosis Infeccion por Listeria

Fuente: (Ministerio de Salud 2015)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

. Intoxicaciones causadas por los alimentos: Se produce cuando las toxinas
procedentes por bacterias 0 mohos estan presentes en el alimento ingerido afectando la salud del
ser humano como: Micotoxicosis.

o Infecciones mediadas por toxinas: No poseen olor, sabor y son capaces de causar la

enfermedad incluso después de la eliminacion de los microorganismos (Ministerio de Salud 2015).
2.2.3. Carne

“Tejido muscular estriado en fase posterior a su rigidez cadavérica, comestible, sano, y limpio e
inocuo de animales de abasto que mediante la inspeccidn veterinaria oficial antes y después del

faenamiento son declarados aptos para consumo humano” (INEN 2013).

Es un alimento rico en nutrientes, muy consumido por los seres humados, siendo un alimento

perecedero debido a:



o Actividad del agua: la carne presenta una aw= 0,98 en la cual pueden crecer casi todos

los microorganismos patdgenos y dar lugar a alteraciones y toxiinfecciones alimentarias.

o pH: La carne debe tener un pH comprendido entre 5.4 y 5.6 como pH idéneo de la

carne, que permite una buena vida comercial, al inhibir el crecimiento de microorganismos

(Cardona Serrate 2019).

2.2.3.1. Derivados Carnicos o Cecinas

Son los productos alimenticios preparados, total o parcialmente, con carnes, despojos, grasas y
subproductos comestibles, que proceden de los animales de abasto y que pueden ser
complementados con aditivos, condimentos y especias (Araneda 2022). Se pueden considerar los

siguientes tipos de derivados o cecinas:

Tabla 3-2: Caracteristicas de los diferentes tipos de derivados carnicos

sometidos a maduracion y desecacion (curado) vy,

opcionalmente, ahumado.

Tipos de derivados Caracteristicas Ejemplos
carnicos
Productos Cérnicos frescos | Son aquellos cuya tecnologia de elaboracion no | Hamburguesa
implica procesos de coccidn, salazon ni desecacion.
Embutidos crudos curados | Son los elaborados mediante seleccién, troceado y | Chorizo
picado de carnes, grasas, que llevan incorporados | Salami
condimentos, especias y aditivos autorizados, | Salchichon

Salazones carnicas

son las carnes y productos de despiece no picados,
sometidos a la accidn adecuada de la sal comin y
otros ingredientes autorizados, ya en forma solida o
en salmuera, que garantiza su conservacion para el

consumo.

Lomo de cerdo

jamones curados

Productos tratados por el

calor

Productos a base de carnes o despojos, que llevan
incorporados condimentos, especias y aditivos, cuya
tecnologia implica un tratamiento térmico hasta una
temperatura suficiente para la coagulacion total o

parcial de sus proteinas carnicas.

Mortadela

Salchichas cocidas

Fuente: (Araneda 2022)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

2.2.3.2. Tipos de carne

Hay diferentes tipos de carne dependiendo del nivel de hemoglobina en tres tipos con sus

diferentes caracteristicas:
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- Carne Roja: Provienen generalmente de animales adultos como la carne de res, de cerdo,
ternera, buey, caballo y conejo.

- Carne Negra: Provienen generalmente de la caza

- Carne Blanca: Provienen de animales jovenes, caracterizandose por la carne de las aves

como la carne de pollo y pescado (Duran 2019, p. 12).

2.2.3.3. Tipos de corte de carne

Existen diferentes tipos de cortes entre ellos tenemos los siguientes con las siguientes
caracteristicas:

- Rib Eye: Extraida de la costilla de la ternera.

- Lomo o New York: Extraida del lomo eliminando el hueso, siendo su principal
caracteristica ser carne joven.

- Filete: Se ubica entre las costillas y el lomo, esta parte es la mas consumida, puesto que el
vacuno posee dos filetes

- T-bone: Corte especial en el que se puede ver el hueso en forma de T, este no se puede

- sobrepasar de los 2 centimetros.

- Porterhouse: Corte con mayor marmoleado formado por un hueso en forma de T, siendo

un corte ancho de 3.5 centimetros (Segovia 2020).

llustracion 3-2: Tipos de corte de carne

Fuente: (Segovia 2020).

2.2.3.4. Valor nutricional

La carne es un alimento muy importante para el ser humano, contiene aproximadamente 19% de
proteina y hierro, la cantidad de grasa depende del animal y tipo de corte.
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El valor energético de la carne aumenta con el contenido de grasa. La grasa en la carne es
bastante alta en su contenido de acidos grasos saturados y colesterol; proporciona ademas
cantidades Utiles de riboflavina y niacina, un poco de tiamina y pequefias cantidades de hierro,

zinc y vitaminas Ay C (Bravo 2015, p. 15).

2.2.3.5. Calidad de la carne

La particularidad de la carne se presenta en funcion de la calidad, considerando diferentes
puntos de vista, como es la compra, el procesamiento y el consumo de la misma.

A continuacién, se detallan los diferentes tipos de calidad de la carne:

- Calidad Nutritiva: Se refiere al contenido y a la proporcion de nutrientes que tiene la
carne.

- Calidad Higiénica: Se refiere a la carga microbiana

- Calidad Sensorial u Organoléptica: Se refiere a la aceptabilidad del producto, con la
aceptacion de las caracteristicas sensoriales

- Calidad Tecnoldgica: Se refiere al procesamiento en la elaboracién de la carne (Segovia
2020, p. 13).

2.2.3.6. Composicién quimica de la carne

La carne tiene una composicion quimica muy importante debido a sus factores extrinsecos como

intrinsecos.

Tabla 4-2: Componentes de la carne

Componente %
Agua 75
Proteina 19
Grasa 2,5
Hidratos de carbono 1,2
Nitrogeno residual 1,65
Cenizas 0,65

Fuente: (Ayala Vargas 2018)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

2.2.3.7. Caracteristicas organolépticas

Las caracteristicas organolépticas de la carne, son los factores que determinan el color, olor,

sabor de la textura de la carne.
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- Color: Su color caracteristico es el rojo oscuro, dado por el pigmento llamado Mioglobina.
- Olor: Tiene un olor caracteristico dificil de definir, pero el olor se diferencia por la especie
animal ya que los acidos grasos volatiles son diferentes en cada especie.

- Sabor: No tiene sabor definido (Formento 2015).

2.2.4. Carne molida

La carne molida o picada es capaz para el consumo humano, dividida finamente por
procedimientos mecanicos y sin aditivo alguno. La carne molida debe presentar el color, olor y
sabor caracteristicos del producto, libre de cualquier color, olor, sabor y consistencia anormal
(INEN 2013).

[ Recepcidn de la materia prima ]

:

Esterilizacién

v

Cortes y seleccion
3}
Verificacion
v

Hidratacion —> Mezclado de la carne

v

Etapa final de molido

v
Empaque

v

Congelamiento

llustracién 4-2: Elaboracidn de la carne molida

Fuente: (Aguilar et al. 2021)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

2.2.4.1. Tipos de carne molida

Se clasifica en cuatro tipos de carne molida
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4 ) 4 N

Tipo I: Carne molida extra magra de Tipo Il: Carne molida magra de las
las especies contempladas bajo esta especies contempladas bajo esta
norma, que debe estar exenta de hueso norma, que debe estar exenta de hueso
y piel, y debe tener un maximo 10% de y piel, y debe tener un maximo 17% de
grasa. grasa.

. J \ J
4 ) 4 )
Tipo IV: Carne molida regular de las Tipo I11: Carne molida medianamente
especies contempladas bajo esta magra de las especies contempladas
norma, que debe estar exenta de hueso bajo esta norma, que debe estar exenta
y piel, y debe tener un maximo 30% de de hueso y piel, y debe tener un

grasa maximo 23% de grasa.
\ J \ J

llustracion 5-2: Tipos de carne molida

Fuente: (INEN 2013)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

2.2.4.2.\Vias de contaminacion

El matadero es una via de contaminacion por la falta de higiene, la mala salud de los
manipuladores y sobre todo la presencia de insectos y roedores que se encuentran presentes.

También en la manipulacién y el almacenamiento la presencia de gérmenes del aire, agua, suelo
y contenedores puede alterar la contaminacion de la carne en presencia de protozoarios,

parasitos y bacterias patdgenas afectando la salud de las personas (Jara Yedra 2016, p. 49).

2.2.4.3. Andlisis microbioldgico de carnes molidas

Para el andlisis microbiol6gico se emplea el recuento de microorganismos como anaerobios
totales y bacterias aerdbicas totales, entre otros. Para este analisis se toma en cuenta la NTE
INEN 1346, la cual que nos explica cual es el valor aceptable de UFC/g de los microorganismos

en la carne molida para el consumo humano.

Tabla 5-2: Requisitos microbiolégicos para la carne molida

N c M M Método de ensayo
Aerobios  mesofilos 5 3 1,0 x 108 1,0 x 107 NTE INEN 766
ufclg
Escherichia coli ufc/g 5 3 1,0x 10! 1,0 x 102 NTE INEN 765
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Staphilococus aureus 5 2 1,0 x 102 1,0x 108 NTE INEN 768
ufc/g
Salmonella sppl 5 0 Ausencia/25¢g - NTE INEN ISO 6579

Fuente: (INEN 2013).
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

2.2.4.4. Microorganismos Indicadores

Los microorganismos indicadores son organismos que permiten un camino de prevencion de
riesgos, puesto que previenen un manejo inadecuado que incrementan el riesgo de presencia de
microorganismos patdgenos en alimentos; siendo una importante herramienta en los programas
de monitorizacién ambiental para controlar las condiciones higiénicas en la produccion de

alimentos (Higiene Ambiental 2019).

- Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria que pertenece a la familia de las Enterobacterias, se caracteriza
por tener bacilos Gram negativos presente a menudo en el intestino de los seres vivos; la
mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas, pero algunas causan graves intoxicaciones. El
reservorio de este patdgeno es principalmente el ganado bovino. La causa principal de los brotes
de la bacteria son los productos de carne picada cruda o poco cocida contaminadas de materia

fecal (Michelli et al. 2016, p. 12).

Los sintomas que presentan las personas son diarrea, cllicos estomacales, calambres
abdominales, vomitos, fiebre. El periodo de incubacion dura de 3 a 8 dias. Los antibi6ticos no

deben formar parte del tratamiento para las personas con la enfermedad de Escherichia coli.
(OMS 2019, p. 5).

- Sthaphylococcus aureus

Sthaphylococcus aureus es una bacteria anaerobia facultativa, pertenece a la
familia Staphylococcaceae, caracterizado por tener cocos Gram positivos. Su dimension oscila
entre 0,8 y 1,5 micrémetros (um) de diametro, es inmovil y algunas cepas producen una capsula

externa mucoide que aumenta su capacidad para producir infeccion.

Los sintomas por Sthaphylococcus aureus, son nauseas y vomitos intensos, dolor abdominal,
salivacion excesiva, diarrea y a veces dolor de cabeza y fiebre. Los sintomas duran alrededor de

un dia, la peculiaridad més evidente de este tipo de intoxicacion alimentaria, es que el tiempo de
15



incubacion es relativamente corto y las manifestaciones aparecen a las 3 horas después de

ingerir el alimento contaminado (Obregén y Zambrano 2017).

- Aerobios mesofilos

Los aerobios mesofilos son bacterias aerobias (dependientes del oxigeno), afines a temperaturas
medias, entre 30°C y 37°C. Este tipo de microorganismos no siempre son patdgenos, ya que
reconoce la totalidad de microbios presentes en el alimento. Por ello, lo usamos como un
indicador de las caracteristicas higiénicas del alimento. Cuanta mayor presencia de
microorganismos aerobios totales se perjudicara la calidad del alimento (Obregén y Zambrano 2017).

- Salmonella
Salmonella es un género de bacilos gramnegativos generalmente moviles por flagelos que se
proyectan en todas las direcciones, anaerobios facultativos y no esporulados; que pertenece a la

familia Enterobacteriaceae.

Posee més de 2500 tipos de Salmonella posee tres divisiones ecolégicas a continuacién se

detallan:

Tabla 6-2: Divisiones ecoldgicas de Salmonella

Divisiones ecoldgicas Caracteristicas

Salmonella spp Caracterizadas por vivir en el hombre como la S. Thyphi, S Parathyphi A, By
C.

Salmonella spp Caracterizadas a estar en hospederos no humanos que en ocasiones producen

infeccion en el hombre S. dublin y S. choleraeusuis.

Salmonella spp Abarcan 1800 serovariedades, sin adaptacion de hospederos.

Fuente: (Calvete, Cecilia; Colello 2015).
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Los alimentos tales como carne, aves de corral, huevo, pescado y productos frescos son fuentes
comunes de salmonelosis. La carne molida de res es un medio ideal para el crecimiento de
Salmonella ya que es rica en nutrientes y no contiene agentes inhibidores; es por ello que estos

alimentos se han identificado cominmente como responsables de brotes por este patdgeno.

Los sintomas de salmonelosis son leves pueden manifestarse entre las 6 y 72 horas y los
pacientes se curan sin tratamiento especifico; generalmente se caracteriza por la aparicion

brusca de fiebre, infecciones asintomaticas agudas, diarrea, nausea y, a veces, vomitos. Cabe
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recalcar que la deshidratacion causada puede ser grave y poner en peligro la vida; siendo méas
susceptibles las personas de la tercera edad, nifios y los pacientes con el sistema inmunitario

bajo (Calvete et al. 2015).

2.2.4.5. Recuento de microorganismos indicadores

Se fundamenta en el recuento de bacterias, basdndose en el nimero de colonias que se
desarrollan en las placas que contienen los diferentes tipos de agar en las placas petrifilm

previamente inoculados con su debida incubacion.

- Recuento mediante placas 3M Petrifilm

Son procedimientos reconocidos por la AOAC TM INTERNATIONAL (Asosociation of
Official Analytical Chemist) como Métodos Oficiales de Analisis (OMA); los métodos con
placas Petrifilm han sido validados por AFNOR (Association frangaise de Normalisation);
poseen medios de cultivos listos para usar sin necesidad de prepararlos, contienen un agente
gelificante para el adecuado crecimiento microbiano, es muy Util ya que nos ahorra el tiempo
para obtener resultados microbiol6gicos rapidos, evitando la preparacion de los medios de

cultivo con resultados reales y eficaces (Jara 2016, p. 39).

Procedimiento para el recuento de microorganismos en placas Petrifilm ™ (Jara 2016, p. 39):
Incubar
Inocular

Sembrar

- Placas petrifilm

Son placas listas para la toma de muestra ahorrandonos tiempo, son un sistema compuesto por
un medio de cultivo listo para usar estos contienen nutrientes Optimos para un crecimiento
adecuado; son métodos reconocidos como Métodos Oficiales de Andlisis listos para su

adecuada siembra, con resultados coherentes y seguros

Petrifilm™ Placas para recuento selectivo de Escherichia coli (E. coli): Permiten la
deteccion especifica de E. coli, visualizdndolas de un color verde oscuro o azul verdoso.
Contienen nutrientes de Bilis Rojo-Violeta (VRB), siendo un agente gelificante soluble en agua

fria, posee un indicador que facilita la enumeracion de colonias y un indicador de la
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glucoronidasa. La E. coli produce gas. Caracterizados por ser bacilos Gram negativos (3M 2015,
p. 4).

Placa 3M Petrifilm Staph Express para el recuento de Staphylococcus aureus: Contiene un
sistema de medio de cultivo preparado selectivo y diferencial para Staphylococcus aureus,
contiene un agente gelificante soluble en agua fria el cual se manifiesta en forma de colonias

rojo-violeta (Petrifilm 3M 2014, p. 1).

Placa 3M Petrifilm Aerobios Mesofilos: Contiene un sistema de medio de cultivo selectivo y
diferencial, contiene nutrientes del Agar Standard Methods, un agente gelificante soluble en
agua fria, las colonias de aerobios se tifien de rojo (Foodsafety 2017, p. 3).

2.2.5. Medios de cultivo

Es un conjunto de componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los
microorganismos, siendo una mezcla de nutrientes. Estos medios son indispensables en el
Laboratorio de Microbiologia por lo que la preparacién, conservacion y uso son muy
importantes para tener resultados reales.

2.2.5.1. Tipos de medios de cultivo

Al no existir un medio universal y abarque a las necesidades de todas las bacterias, la

deliberacién del medio de cultivo, se realiza a partir a sus necesidades nutritivas y habitat.

Segun el fin que estén destinados a emplearse se clasifican en:
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Tipos de medios de cultivo

Medios selectivos: son aquellos que se emplean para inhibir en su
totalidad el crecimiento de bacterias diferentes al que se quiere
aislar y estan presentes en la muestra; como la azida sodica que

permite el crecimiento de cocos Gram (+).

Medios de enriquecimiento: son aquellos que favorecen las
condiciones para el crecimiento de una bacteria en particular, que
se encuentra en una cantidad minima como el caldo selenito y
tetrionato que se emplea para incrementar el nimero de
Salmonella.

Medios de diferenciacion: son aquellos que se emplean para
poner en notorio a las bacterias que dan positiva en alguna prueba
bioquimica. Como los medios empleados para enterobacterias que

en su composicion incluyen lactosa.

Medios de identificacion: se emplean para la identificacion de un
solo tipo de bacteria.

Medios de multiplicacion: aquellos que poseen una composicion
categdrica y dptima para un grupo de microorganismo al cual va
encaminado.

Medios de conservacion: en su composicion favorece para el
mantenimiento de los microorganismos y se incuban a +2 +4 °C.

llustracion 6-2: Tipos de medios de cultivo

Fuente: (FONTALVO 2018)

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

muestras de importancia sanitaria.

2.2.5.2. Agar Salmonella-Shigella (Agar SS)

Medio de cultivo selectivo, utilizado para el aislamiento de microorganismos Gram negativos

tolerantes a la bilis, especialmente especies de los géneros Salmonella y Shigella, a partir de

Fundamento: En el medio de cultivo la pluripeptona y el extracto de carne aportan los
nutrientes para el desarrollo microbiano. Las sales biliares y el verde brillante inhiben el
desarrollo de una amplia variedad de bacterias Gram positivas, de la mayoria de los coliformes
y el desarrollo invasor del Proteus spp. La lactosa es el hidrato de carbono fermentable. El

tiosulfato de sodio permite la formacién de SH2 que se evidencia por la formacion de sulfuro de
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hierro. El rojo neutro es el indicador de pH y el agar es el agente solidificante. Los pocos
microorganismos fermentadores de lactosa capaces de desarrollar, acidifican el medio haciendo
virar al rojo el indicador de pH, obteniéndose colonias rosadas o rojas sobre un fondo rojizo.
Salmonella, Shigella y otros microorganismos no fermentadores de lactosa, crecen
adecuadamente en el medio de cultivo, y producen colonias transparentes. La produccién de
acido sulfhidrico se evidencia como colonias con centro negro debido a la formacion de sulfuro
de hierro. Para aumentar la selectividad, se recomienda incubar previamente la muestra en

Selenito Caldo (Britania 2021a, p. 4).

2.2.5.3. Agar nutritivo

Es un medio de cultivo enriquecido sin aditivos preparado para la recuperacion y aislamiento de
toda clase de microorganismos gram-positivos y gram-negativos, hongos y levaduras que no
requieren elementos especiales para su crecimiento, se usa principalmente para el
mantenimiento de cepas, realizacion de sub-cultivos para confirmar la pureza de los

aislamientos.

Fundamento: Medio de cultivo nutritivo no selectivo, en el cual la pluripeptona y el extracto de
carne constituyen la fuente de carbono, nitrégeno y aportan nutrientes para el desarrollo
bacteriano. El agregado de cloruro de sodio mantiene el balance osmotico y el agar es el agente
solidificante. Puede ser suplementado con sangre ovina desfibrinada estéril para favorecer el
crecimiento de microorganismos exigentes en sus requerimientos nutricionales y permite una

clara visualizacion de las reacciones de hemélisis (Britania 2019, pp. 10-11).

2.2.5.4. Agar Hektoen Entérico

Medio de cultivo selectivo y diferencial utilizado principalmente para el aislamiento de

Salmonella spp.

Fundamento: En el medio de cultivo la proteosa peptona y el extracto de levadura aportan los
nutrientes para el desarrollo microbiano. La lactosa, sacarosa y salicina son los hidratos de
carbono fermentables. Las sales biliares inhiben el desarrollo de la flora Gram positiva, de
algunos coliformes y de la mayoria de las cepas de Pseudomonas spp. El azul de bromotimol y
la fucsina &cida son los indicadores de la fermentacién de hidratos de carbono, mientras que el
citrato de hierro actia como indicador de la formacion de SH2 a partir del tiosulfato debido a

que se forma sulfuro de hierro, compuesto de color negro (Britania 2021b, p. 2).
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2.2.6. Diluyentes

2.2.6.1. Agua de peptona

Medio utilizado como diluyente y para el enriquecimiento bacteriano a partir de alimentos y

otros materiales de importancia sanitaria.

Fundamento: Medio de enriquecimiento no selectivo, en el cual la peptona proporciona
nutrientes necesarios para el desarrollo microbiano y el cloruro de sodio mantiene el balance
osmético. Permite recuperar células de enterobacterias dafiadas por procesos fisicoquimicos a
los que ha sido sometido el alimento.

2.2.6.2. Agua peptonada tamponada

Se usa como diluyente o para el enriquecimiento no selectivo de microorganismos en muestras

de comida y medioambientales.

Fundamento: Medio de enriquecimiento no selectivo, en el cual la peptona proporciona
nutrientes necesarios para el desarrollo microbiano y el cloruro de sodio mantiene el balance
osmotico. Permite recuperar células de enterobacterias dafiadas por procesos fisicoquimicos a

los que ha sido sometido el alimento (Laboratorio Britania S.A 2015, p. 3).

2.2.7. Pruebas bioguimicas

2.2.7.1. TSI

Medio universalmente empleado para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la
fermentacion de los hidratos de carbono glucosa, lactosa y sacarosa y a la produccion de éacido
sulfhidrico (BRITANIA 2021, p. 3).

Fundamento: Por fermentacion de azlcares, se producen acidos, que se detectan por medio del
indicador rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en medio éacido. El tiosulfato de sodio se

reduce a sulfuro de hidrégeno que reacciona luego con una sal de hierro proporcionando el

tipico sulfuro de hierro de color negro (BRITANIA 2021, p. 3).
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2.2.7.2. LIA (Lisina y Hierro)

Medio de cultivo utilizado para diferenciar microorganismos, especialmente Salmonella spp.,
basado en la decarboxilacién y desaminacion de la lisina y en la produccién de &cido

sulfhidrico.

Fundamento: Los microorganismos fermentadores de glucosa que no tienen actividad lisina
decarboxilasa, producen un viraje de la totalidad del medio de cultivo al color amarillo. A las 24
horas de incubacion se observa el fondo del tubo color amarillo y la superficie de color violeta
debido al consumo de las peptonas que producen alcalinidad. La generacion de sulfuro de
hidrégeno, se visualiza por el ennegrecimiento del medio debido a la formacion de sulfuro de
hierro. Las cepas de los géneros Proteus, Providencia y algunas de Morganella, desaminan la
lisina. Esto produce un &cido alfa-ceto-carbénico, el cual con la sal de hierro y bajo la influencia

del oxigeno forma un color rojizo en la superficie del medio (BRITANIA 2018, p. 3).

2.2.8. Tincién Gram
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) (colorante woleta)

lustracién 7-2: Tincién Gram
Fuente: (Christian et al. 2018)

Es una prueba eficaz que detecta bacterias en dos grandes grupos. Denominadas bacterias Gram
positivas a aquellas que retienen la tincién azul- violeta, y se denomina Bacterias Gram

negativas a las que se decoloran y después se tifien con safranina.

Las bacterias Gram positivas presentan una pared gruesa compuesta de peptidoglucanos y

polimeros, e impermeable, que hace que resista la decoloracion. En cambio, las bacterias Gram
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negativas tienen una capa delgada de peptidoglucanos méas una bicapa de lipoproteinas que se

puede deshacer con la decoloracion (Christian et al. 2018).

Tabla 7-2: Diferencias entre bacterias Gram positivas y Gram negativas

Caracteristicas Bacterias Gram Positivas Bacterias Gram Negativas
Color violeta rojo

Pared celular Gruesa Delgado
Presencia de lipopolisacaridos en pared Ausente Presente

celular

Presencia de &cidos lipoteicoicos y Presente Ausente
teicoicos en pared celular

Fuente: (Christian et al. 2018)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

2.2.9. Colorantes

Cristial Violeta: Compuesto quimico empleado como indicador de pH y colorantes. Penetra en
todas las células bacterianas (tanto Gram positivas como Gram negativas) a través de la pared
bacteriana.

Lugol: Es una disolucién de yodo molecular 12 y yoduro potasico en agua destilada. El lugol es
un compuesto formado por 12 (yodo) en equilibrio con Kl (yoduro de potasio) y Sl (Siulterio),
los cuales estan presente para solubilizar el yodo, y actian de mordiente (son sustancias que
aumentan la afinidad de la célula por el colorante. Suelen afadirse después del colorante en
determinadas tinciones diferenciales), haciendo que el cristal violeta se fije con mayor
intensidad a la pared de la célula bacteriana. El 12 entra en las células y forma un complejo

insoluble en solucién acuosa con el cristal violeta.

Alcohol- Acetona: Es un compuesto quimico con formula quimica CH3(CO)CHS3 es un liquido
incoloro de olor caracteristico. Sirve para realizar la decoloracion, ya que en la misma es soluble
el complejo I2/cristal violeta. Los organismos Gram positivos no se decoloran, mientras que los

Gram negativos si lo hacen.

Safranina: Colorante biol6gico, su formula quimica es C20N14CIN4, es un dimetil de safranina.
Para poner de manifiesto las células Gram negativas se utiliza una coloracion de contraste.
Habitualmente es un colorante de color rojo, como la safranina o la fucsina. Después de la

coloracion de contraste las células Gram negativas son rojas, mientras que las Gram positivas
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permanecen violetas. La safranina puede o no utilizarse, no es crucial para la técnica. Sirve para
hacer una tincion de contraste que pone de manifiesto las bacterias Gram negativas. Al término
del protocolo, las Gram positivas se veran azul-violaceas y las Gram negativas, se veran rosas
(si no se hizo la tincién de contraste) o rojas (si se usd, por ejemplo, safranina).

Aceite de inmersion: Realizado principalmente a base de aceite mineral (Esa, J et al. 2018, p. 4)
2.2.10. Mercado San Alfonso

El mercado “San Alfonso”, se encuentra ubicado en las calles Argentinos y Junin, es un sitio
muy conocido por su marketing de productos de primera necesidad como verduras, frutas y
productos cérnicos, debido a la gran concurrencia de la poblacion hacia este lugar de comercio
especialmente los dias sabados.

1sa de la Cultura
Icleo de Chimborazo

'

@ 7 iaed N.du San Alfonso &
Parque Sucre Q &£ e

) - Parque ‘*
e, “&. Maldonado =
% O g A
Go Qle_,_ B % ¥ocF Map data 2020

lustracién 8-2: Ubicacion del mercado San Alfonso
Fuente: (Ubica, 2023).

24



CAPITULO Il
3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Lugar de investigacion
El presente trabajo fue realizado en el mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba
provincia de Chimborazo, en el periodo septiembre 2022-marzo 2023. Se recolecto 7 muestras
de carne molida del mercado San Alfonso, para realizar el analisis por triplicado, y 1 muestra
del Supermercado la Ibérica, para realizar los diferentes analisis microbiolégicos. Para el
andlisis y procesamiento microbiolégico de las muestras se realiz6 en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
3.2.  Enfoque de investigacion
La presente investigacién tuvo un enfoque cuantitativo, donde se evalué el analisis
microbiolédgico de carnes molidas, con el fin de evaluar el grado de cumplimiento con la norma
NTE INEN 1346.

3.3.  Nivel de investigacion

Esta investigacion tuvo un nivel descriptivo y transversal, para conocer las caracteristicas

microbioldgicas que tiene la carne molida del periodo septiembre 2022- marzo 2023.

3.4.  Disefio de investigacion

Este proyecto de investigacion se realiz6 con un disefio no experimental, puesto que no
manipulamos variables, basado en la evaluacion microbioldgica de carnes molidas expendidas
en el mercado.

3.5.  Tipo de estudio

Este estudio fue de tipo mixto puesto que se basa en documentos para extraer informacion,

normas NTE INEN y de campo puesto que recolecto muestras de carne molida para el analisis

microbioldgico.
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3.6. Poblacion de estudio

La poblacién de estudio son 7 muestras de carne molida del mercado San Alfonso y una
muestra de un Supermercado en donde se analizaran los microorganismos Escherichia coli,
Coliformes totales, Sthaphylococcus aureus y Salmonella; presentes en la carne molida,

provincia de Chimborazo.

3.7. Muestreo

Para el muestreo nos basamos en la NORMA TECNICA ECUATORIANA de carne y
productos cérnicos, MUESTREO NTE INEN 776: 2013; puesto que establece los
procedimientos para la toma de muestras en condiciones estériles.

- Recoger la muestra de carne molida en condiciones asépticas, con rapidez y de manera
cuidadosa, en bolsas ziploc y rotular.

- Transportar las muestras en el cooler, para que la carne molida no se contamine.

- Reservar las muestras a 0°C -5°C hasta las 24 horas, para que no afecte en los resultados

deseados.

3.8.  Anadlisis microbioldgico

3.8.1. Método en placas Petrifilm

El método empleado en las placas Petrifilm para la cuantificacion de microorganismos es por

siembra directa.

3.8.2. Recuento en placas Petrifilm

Preparacion del agua de peptona (Pre-enriquecimiento de la muestra): Suspender 15
gramos del medio en 1 litro de agua destilada, se calienta a ebullicion y posteriormente hervir
por 1 minuto ajustar a pH 7.2 £0.2 y esterilizar en la autoclave a 121 °C por el lapso de 15
minutos. Enfriar a una temperatura aproximada 40°C y se reparte en cajas Petri estériles, se deja

solidificar a temperatura ambiente (Laboratorio Britania S.A 2015, p. 12).

Composicién por un litro:
Peptona: 10 g

Cloruro de sodio: 5 g

26



3.9. Meétodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.9.1. Materiales, equipos y reactivos

Tabla 1-3: Equipos

Equipos

Reverbero

Balanza analitica

Cémara de flujo laminar

Estufa

Bafio Maria

Autoclave

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Tabla 2-3: Reactivos

Reactivos

Agar Salmonella Shigella

Agua peptona

Caldo tetrationato

Verde Brillante

TSI

Agua destilada

Agua peptona tamponada

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Tabla 3-3: Materiales

Materiales

Papel aluminio

Matraz Erlenmeyer 500mL

Matraz Erlenmeyer 250mL

Matraz Erlenmeyer 1000mL

Probeta

Tubos de ensayo

Gradilla

Frascos de vidrio de tapa rosca de 300 mL

Frascos de plastico de tapa rosca de 300 mL

Pipetas automaticas

Puntas para pipetas

Jeringas de 10 mL

Jeringas de 1 mL

Cajas Petri de vidrio9.

Asa microbioldgica

Cooler

Bajalenguas estéril

Placas petrifilm E. coli/Coliformes
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Placas petrifilm Staph Express

Placas petrifilm para Enterobacterias

Placas petrifilm para Aerobios mesofilos

Fundas estériles ziploc

Lampara de alcohol

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

3.9.2. Procedimiento para el analisis de muestras

3.9.2.1. Obtencidn, manejo y conservacion de muestra

2 sitios de muestreo

Y

Por

Cadena de frio Triplicado

Y

==  Siembra

lustracion 1-3: Obtencion, manejo y conservacion de muestra
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023

3.9.2.2. Preparacion de la muestra en cajas Petrifilm

Después de realizar el muestreo correspondiente con total asepsia se procede a realizar el
analisis microbioldgico en el Laboratorio.

28



Codificar el matraz
enlermeyer en
donde se colocaran
las muestras

Desinfectar el area
de trabajo con
alcohol o tego.

Del sobrenadante
tomar 1000 pL + 9
mL de agua de
peptona. (1/10)

Homogenizar

De la solucion
anterior tomar
1000 pL +9 mL Homogenizar
de agua de
peptona.(1/100)

( Deestaultima )
dilucién tomar

1000 pL y De la solucién
sembrar en los anterior tomar
respectivos 1000 pL + 9 mL
medios para el de agua de
crecimiento de peptona.
unidades (1/1000000)

formadoras de
\_ colonias. )

Retirar la muestra
de la funda ziploc.

Pesar 10 g de
carne molida en
cada matraz
enlermeyer

Homogenizar

Afadir 90 mL de
agua de peptona a
los 10 g de

muestra,
SOLUCION
MADRE.

De la solucion
anterior tomar
1000 pL + 9 mL
de agua de
peptona.(1/1000)

Homogenizar

Homogenizar

De la solucion
anterior tomar
1000 uL + 9 mL

de agua de
peptona.
(1/100000)

llustracion 2-3: Preparacion de la muestra
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Inoculacién de la muestra: Desinfectar la camara de flujo laminar con alcohol antes de iniciar

el analisis microbioldgico de carnes molidas.

Realizar las diluciones
respectivas de la muestra |——>
1/1000000

Codificar las placas
petrifilm

v/

Colocar la Placa Petrifilm en una

Levante la pelicula superior,
ccolocar 1 mL de la muestra

Bajar la pelicula superior

superficie plana y nivelada. ~| con precaucion para que no

se formen burbujas de aire
en la pelicula inferior.

llustracion 3-3: Inoculacion de la muestra
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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Incubacién: Las placas Petrifilm se incuban en estufa a 35°C +1; puede existir variacion en la
incubacion de placas Petrifilm en cuanto al tiempo y su temperatura como es el caso de la E.

coli y Coliformes totales a 44 °C + 1°C.

Interpretacion: Realizar el conteo de las colonias caracteristicas en cada placa Petrifilm,

caracteristico del color para cada microorganismo.

Muestra de carne molida 1 mL de muestra Incubar24ha37°C Conteo

lustracion 4-3: Interpretacion en placas Petrifilm
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

- Recuento Escherichia coli/ Coliformes Totales

4 3\ 4 N\ 4 3\
Bajar la pelicula Incubar 24-48 horas a
: superior suavemente 35°C para Coliformes
Carme molida para que no haya Totales, Escherichia
busbujas de aire. coli
. J . J/ . J
( ) ( ) (" Escherichia )
coli=colonias azules
Colocar 1 mL de con gas:
Homogenizar muestra en la placa . '
Petrifilm Coliformes totales=
colonias rojas y azules
\. J \. J \_ con gas J
4 N\ 4 \ 4 N\
Diluyente agua de Diluciones sucesivas :
peptona 0.01% 1:10........ 1000000 Contar las colonias
. J . J/ . J
4 \ 4 \ 4 \
Pesar 10 gramos de
carne de cada una de las 1%3 geur;aér;e ; %gnmal‘ UFClg
siete muestras 9 pep
\ Z \ Z \ Z

llustracion 5-3: Metodologia para Escherichia coli, Coliformes Totales

Fuente:(3M 2015)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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Interpretacién en placa Petrifilm de Escherichia coli/ Coliformes totales: Después del
tiempo transcurrido de incubacion para Escherichia coli y coliformes totales en la estufa, se
procede a contar las colonias; para la deteccion de coliformes totales se incuba 24 h £ 2 h a 37
°C+1°C;yparaE.coliseincubad8h+2ha37°C+1°C.

Coliformes totales: colonias rojas y azules con gas.

Escherichia coli: colonias azules con gas

lustracion 6-3: E. coli y Coliformes Totales
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Se debe calcular el recuento de UFC; mediante el célculo del recuento de Escherichia coli y
coliformes utilizando como factor de correlacion.

UFC/g= n* f (Dilucion de la muestra)

Donde:

n= namero de colonias

f= factor de dilucion

- Recuento e Interpretacion en placa Petrifilm de Sthaphylococcus aureus

A continuacion se presenta la interpretacion en placa petrifilm de S. aureus:
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~ ) 4 N\ 4 A
Bajar la pelicula superior Sthaphylococcus aureus
Carne molida suavemente para que no incubar 24 -48 horas a
haya busbujas de aire. 35°C
A\ J . J . )
~ ) 4 N\ 4 A
: Colocar 1 mL de muestra Staphylococcus aureus=
Homogenizar en la placa Petrifilm colonias rojo-violeta
A\ J . J . )
' )\ 4 )\ 4 N
Diluyente agua de peptona Diluciones sucesivas -
0.01% 1:10........1000000 Contar las colonias
A\ J . J . )
~ ) 4 N\ 4 A
Pesar 10 gramos de carne
de cada una de las siete 109 ;ieuc;aér;e ; %gnrgL de UFC/g
muestras 9 pep
A\ J . J . )

llustracion 7-3: Metodologia para Sthaphylococcus aureus

Fuente:(3M 2015)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Interpretacion en placa Petrifilm de Sthaphylococcus aureus:

transcurrido de incubacion para Sthaphylococcus aureus en la estufa,
colonias; seincuba24h+2ha35°C+1°C637°C+1°C

Sthaphylococcus aureus = colonias rojo- violeta

llustracion 8-3: Sthaphylococcus aureus
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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Contar las colonias y calcular el recuento de UFC; mediante el calculo del recuento de
Staphylococcus aureus utilizando como factor de correlacion.

UFC/g= n* f (Dilucién de la muestra)

Donde:

n= numero de colonias

f= factor de dilucion

- Recuento e Interpretacion en placa Petrifilm de Aerobios Mesdfilos

r A r A r A
) su?ggiacgrlgu%?/lgrﬂite _ Aerobios mesofilos
Carne molida para que no haya mcubachC?:Zihlf):CZh a30
busbujas de aire.
g J g J g J
( A ( A ( A
Colocar 1 mL de . _—
Homogenizar muestra en la placa Aerggllgsi;nsersg_géos-
Petrifilm !
g J g J g J
( A ( A ( A
Diluyente agua de Diluciones sucesivas -
peptona 0.01% 1:10........1000000 Contar las colonias
g J g J g J
( A ( A ( A
Pesar 10 gramos de 10 g de carne + 90 mL
carne de cada una de de aqua de peptona UFC/g
las siete muestras g Pep
\ Wi \ Wi \ Wi

llustracion 9-3: Metodologia para Aerobios meséfilos

Fuente:(3M 2015)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Después del tiempo transcurrido de incubacion para Aerobios Mesofilos en la estufa, se procede

a contar las colonias; se incuba 72 h (£ 3 h) a 30 °C.

Aerobios Mesofilos= colonias rojo
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llustracion 10-3: Aerobios meséfilos
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Contar las colonias y calcular el recuento de UFC; mediante el calculo del recuento de
Staphylococcus aureus utilizando como factor de correlacion.

UFC/g= n* f (Dilucion de la muestra)

Donde:

n= numero de colonias

f= factor de dilucion

3.9.3. Recuento e Interpretacion de Salmonella en Cajas Petri

Diluyente: Agua de Peptona Tamponada
Composicion:

Peptona 10,0 g

Cloruro de sodio 5,0 g

Fosfato disodico hidratado (Na2HPO4.12H20) 9,0 ¢
Fosfato monopotasico (KH2PO4) 1,5 g

Agua destilada 1,0 litro

llustracion 11-3: Metodologia para preparacion de agua de peptona tamponada
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

3.9.3.1. Preenriquecimiento

A continuacién, se presenta el diagrama del preenriquecimiento:
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Pesar 25 g de carne

molida en un frasco y . .
adicionar 225 mL de Homogenizar a velocidad

diluyente alta por 2 minutos

Tapar el frasco y dejar
reposar a T° ambiente por
60 minutos

Mezclar bien y ajustar el
pH 6.6 + 0.2

Con la tapa aflojada 1/4
de vuelta, incubar a 37°C
durante 16 a 20 horas

llustracion 12-3: Metodologia para preenriquecimieno de Salmonella

Fuente: (NTE INEN 1529 2013)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

3.9.3.2. Enriquecimiento selectivo

Realizar 225 ml de caldo
tetrationato con verde
brillante

Incubar 42-43°C por 48
horas

Homogenizar por dos
minutos

Mezlar 10 mL de cultivo

preenriquecido + 100 mL

decaldo tetrationato verde
brillante

Transferir a otros frascos
con tapa rosca, dejar
reposar 60 minutos,

mezclar y ajustar el pH

Adicionar 2,25 de Verde
Brillante al 0,1 % al frasco
con caldo tetrionato

llustracion 13-3: Metodologia para Enriquecimiento de Salmonella

Fuente: (NTE INEN 1529 2013)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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3.9.3.3. Siembra en placas

Con asa de cultivo sembrar en
Medios enriquecidos (incubados) |———| estria sobre la superficie del agar
Salmonella-Shigela

Invertir las placas e incubarlas a
37°C por 20 a 24 horas.

llustracion 14-3: Metodologia para siembra en placas Salmonella

Fuente: (NTE INEN 1529 2013)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

3.9.3.4. Confirmacion bioguimica

Para la identificacién de Salmonella se procede a inocular en Agar TSI, sembrar inclinado en
estria, tapar con un tapo6n flojo. Tambien se realiza en Agar LIA, sembrar inclinado pico de

flauta profundo siendo resultado positivo fondo o pico color violeta (NTE INEN 1529 2013).

Pruebas
bioguimicas

62,5 g de medio en 35 g de medioen 1
1L de agua L de agua
destilada destulada

llustracion 15-3: Medios de cultivo para confirmacion bioquimica

Fuente: (NTE INEN 1529 2013)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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Tincion Gram

Codificar la placa S

portaobjetos

Agregar una gota de S

solucion salina

Tomar asépticamente

con el asa de platina [—>

una colonia

Extender con el asa
de platino en la placa

4

Fijary secar laplaca —>

Cubrir la superficie

con cristal violeta por
p >

1 minuto. Lavar y
escurrir.

Cubrir la superficie

con lugol por 1 >

minuto. Lavar y
escurrir.

Colocar alcohol al
95°de 10 -20
segundos. Lavar y
escurrir

|

4

Cubrir con safranina

por 30 segundos. S

Lavar y escurrir.
Secar

Colocar una gota de
aceite de inmersion y
observar en el
microscopio con el
lente de 100x

llustracion 16-3: Confirmacién de Salmonella

Fuente: (NTE INEN 1529 2013)
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

- Bacilos Gram (-)

llustracion 17-3: Bacilos Gram (-) Salmonella
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Para el analisis microbiolégico de las muestras de carne molida del mercado San Alfonso de la
ciudad de Riobamba, se realizaron tres muestreos por triplicado, obteniendo valores que fueron
analizados en el programa estadistico SPSS, al aplicar un ANOVA con un factor, con el fin de

determinar si existia diferencias significativas entre las muestras de carne molida. Los

CAPITULO IV

resultados obtenidos se indican a continuacion.

Tabla 1-4: Anélisis microbioldgico de las muestras de carne del mercado San Alfonso
Carne Muestreo Escheri- Coliformes | Aerobios Staphhylococcus | Salmonella
Molida chia Coli Totales Mesofilos aureus
M1 1 2x105 7x105 2x107 2,5x105 Presencia
M2 1 1,8x10° 8x108 3x107 1x108 Presencia
M3 1 - 7x10% 2x107 3x10% Ausencia
M4 1 1,3x105 _ 3,8x107 1x108 Presencia
M5 1 - 9x105 3,6x107 2x105 Ausencia
M6 1 - 6x10° 2,08x107 1.2x10° Presencia
M7 1 - 8x10° 2x107 1x10° Ausencia
M1 2 - - 1,7x107 - Presencia
M2 2 - 1x10° 2,6x107 3x10% Presencia
M3 2 - 1,7x107 2,8x107 8x105 Ausencia
M4 2 - 3x105 4x108 4x105 Presencia
M5 2 - 4x10° 7,7x107 3x10° Ausencia
M6 2 - 5x10° 2x107 2x10° Presencia
M7 2 - 9x105 3,2x107 1,3x108 Ausencia
M1 3 - 1x10° 4,8x10° 2x10° Presencia
M2 3 - 2x10° 3,2x10° 3x10° Presencia
M3 3 - 1x10° 2,6x10° 1x10° Ausencia
M4 3 - 1x10° 2x10° 1x10° Presencia
M5 3 - 1,5x10° 1,44x107 1,1x10° Ausencia
M6 3 - 6x10° 1,6x107 4x10° Presencia
M7 3 - 3x10° 3x10° 3x10° Ausencia

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Tabla 2-4: Anélisis microbioldgico de carne del supermercado la Iberica

Carne Escheri- Coliformes | Aerobios Staphhylococcus | Salmonella
Molida | chia Coli Totales Mesofilos aureus
M1 - - - - Aunsencia

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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4.1. Escherichia coli

4.1.1. Analisis estadistico

ANOVA de un factor:

Tabla 3-4: ANOVA de la presencia de Escherichia coli

Suma de cuadrados|Gl Media cuadratica |F Sig.
Inter-grupos 2,47E+10 2 1,23E+10 4,276 ,030

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Tabla 4-4: Separacion de medias de la presencia de E. coli segln la muestra

Muestra Media
M1 6,66E+04
M2 6,00E+04
M3 0

M4 4,33E+04
M5 0

M6 0

M7 0

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Tabla 5-4: Separacién de medias de presencia de E. coli segiin muestreo

Muestreo

Media

7,28E+04

0

0

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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UFC/g de Escherichia coli en muestras de
tercenas
8,00E+04 7,28E+04
6,00E+04
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W Muestreo lll
0,00E+00
Muestreo |
Muestreo I
Muestreo I

lustracion 1-4: Diferencia significativa de Escherichia coli segin el muestreo
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Una vez realizados los tres muestreos y la cuantificacion de las unidades formadoras de colonias
en las muestras de carne, se analizé estadisticamente mediante un ANOVA, para verificar si
existe diferencia significativa en los muestreos de Escherichia coli, por lo que al obtener un
valor de p=0,03 se determiné que si existe diferencia significativa entre los muestreos
realizados. Ademas, se evidencié mayor cantidad de Escherichia coli en el muestreo I, lo que

puede deberse a que las muestras de carne molida presentaban mayor carga bacteriana a causa
de la contaminacion en los expendedores.

Porcentaje de prevalencia de E.coli

0% 0% 0%

=M1
25,49%

u M2
0% m M3

M4
m M5
m M6

M7

llustracién 2-4: Prevalencia de Escherichia coli en las muestras de tercenas
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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Como se indica en la ilustracion 2-4, al evaluar la prevalencia de Escherichia coli, se determind
que, durante el periodo de anélisis, la muestra uno present6 39,21%, la muestra dos 35,29% y la
muestra cuatro 25,49% de esta bacteria, mientras que, en el resto de muestras no se evidencid la

presencia de Escherichia coli.

Un estudio similar realizado en Manabi sobre “Calidad microbiologica de la carne de res
comercializada en Calceta”, determiné que, el 75% de muestras de carne eran portadoras de
cepas de Escherichia coli, siendo los principales factores de la contaminacion de la carne:
infraestructura, higiene de la comercializacion, falta de limpieza de materiales y recipientes y
uso de vestimenta inadecuada (Saltos et al. 2019, p.67).

2,50E+05 -+

2,00E+05

2,00E+05 -
1,80E+05
1,50E+05 -
1,30E+05 H Muestreo 1
Muestreo 2
1,00E+05 -+ Muestreo 3
5,00E+04 -
0 0 0 0
0,00E+00 - w ‘
M1 M2 M3 M4 M5

M6 M7

llustracion 3-4: Cuantificacion de Escherichia coli en las muestras de tercenas
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Como se observa en la ilustracion 3-4, se realiz6 la cuantificacion de Escherichia coli durante
los tres muestreos, teniendo 2,00E+05 UFC/g para M1, 1,80E+05 UFC/g para M2 y 1,30E+05
UFC/g para M4. Se evidencié mayor carga microbiana de Escherichia coli en el muestreo uno,

principalmente en M1.

Un estudio similar sobre el analisis de carne molina en el mercado La Condamine, determiné
que, el 42,85% de las muestras analizados presentaron Escherichia coli, en una concentracion
promedio de 2,5E+06 UFC/g, lo cual, sefiala la probabilidad de contaminacion fecal en las
muestras analizadas y falta de higiene en la zona, utensilios y en la vestimenta utilizada por los

expendedores (Jara 2016).
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Comparacion de E.coli segun la norma
NTE INEN 1346

7,00E+04
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4,00E+04
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2,00E+04
1,00E+04
0,00E+00

m NTE INEN 1346

Valor obtenido

llustracion 4-4: Estimacion de E. coli segun la norma NTE INEN 1346
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

En la ilustracion 4-4, se analiz6 el promedio de la concentracion de Escherichia coli en
comparacion con el limite aceptable por la norma NTE INEN 1346:2010: Carne molida y se
determind que, el valor méaximo permitido para esta bacteria es de 1x10?> UFC/g, mientras que,
en las muestras se tuvo un valor promedio de 2,41 x 10* UFC/g, lo que indica que no se cumple
con el parametro de calidad de la normativa, pudiendo deberse a contaminacion de tipo fecal en

el alimento a causa de la falta de control de las condiciones de higiene y sanidad en la zona de
expendio del producto.

4.2, Coliformes totales

4.2.1. Andlisis estadistico

Tabla 6-4: ANOVA de la presencia de Coliformes totales

Suma de cuadrados|gl Media cuadrética [F Sig.
Inter-grupos 2,24E+13 2 1,12E+13 708 ,506
Intra-grupos 2,85E+14 18 1,58E+13
Total 3,07E+14 20

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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Tabla 7-4: Separacidon de medias de la presencia de Coliformes totales

Muestra Media

M1 2,66E+05
M2 2,76E+06
M3 1,93E+06
M4 1,33E+05
M5 3,07E+07
M6 5,66E+05
M7 6,66E+05

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023

Tabla 8-4: Separacién de medias de Coliformes totales por el muestreo

Muestreo

Media

1,67E+06

2,74E+06

2,21E+05

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

3,00E+06 -
2,50E+06 -
2,00E+06 -
1,50E+06 -
1,00E+06 -

5,00E+05 -

UFC/g de coliformes totales en
muestras de tercenas

2,74E+06

1,67E+06

2,21E+05

0,00E+00

Muestreo | Muestreo Il Muestreo I

W Muestreo |
Muestreo Il

W Muestreo Il

llustracion 5-4: Diferencia significativa de coliformes totales segin el muestreo
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Se analizaron las unidades formadoras de colonias de coliformes totales en las muestras se carne
molida, se realizaron tres muestreos y se analizaron estadisticamente mediante un ANOVA,
para verificar si existe diferencia significativa en los muestreos de estas bacterias, por lo que al
obtener un valor de p=0,506 se determind que no existe diferencia significativa entre los

muestreos realizados, es decir, en todas las muestras de carne existe una alta cantidad de
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coliformes totales. Ademas, se evidencio mayor cantidad de las bacterias en la muestra M5 con

3,07E+0Q7, principalmente en el muestreo I1.

En un articulo sobre “Guia de interpretacion de resultados microbioldgicos en alimentos”, se
menciona que, los coliformes totales son microrganismos que pueden indicar una potencial
contaminacion fecal o contaminacion post tratamiento térmico, por lo que es necesario conocer
el proceso que ha sufrido la carne (produccién, procesamiento o distribucion) para evaluar su
efecto en las coliformes totales (Murray 2018).

Porcentaje de prevalencia de coliformes
totales

o 2,46%
447%_ s523% @ 18% °

1,23% EM1

M2
M3

M4
B M5

54,85%

m M6
M7

llustracién 6-4: Prevalencia de coliformes totales en las muestras de tercenas
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Como se observa en la ilustracion 6-4, al evaluar la prevalencia de coliformes totales, se
determiné que, durante el periodo de analisis, la muestra tres presenté estas bacterias en mayor
medida (54,85%), mientras que, las muestras M1 y M4 tuvieron menor prevalencia con 2,46% y

1,23% respectivamente.

Un estudio realizado en Quito sobre “Irradiacion de carne molida de res destinada a la
elaboracion de hamburguesas para determinar beneficios técnicos y econémicos”, al evaluar las
muestras determinaron la presencia de coliformes totales en concentraciones de 1,1x10%, lo que
pone en evidencia posibles causas de trastornos a nivel gastrointestinal, debido a que, se
considera que la carne es apta cuando no supera las 100 UFC/g. En este estudio se verifico que
la técnica de irradiacion redujo la concentracion bacteriana y aumentaria Gnicamente un 10%

del costo total del producto para su comercializacion (Salgado, Estévez 2009).
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llustracion 7-4: Cuantificacion de coliformes totales en las muestras de tercenas
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Al realizar la cuantificacion de coliformes totales (ilustracion 7-4), se determind que, en el
muestreo | hubo mayor cantidad de coliformes totales en la muestra M2 (8E+06 UFC/g), en el
muestreo Il se evidencié mayor cantidad de estas bacterias en M3 (1,7E+07 UFC/g), mientras
que, en el muestreo Il se presentd una baja cantidad de bacterias en todas las muestras

analizadas.

Un estudio realizado en Guayaquil sobre “Determinacion de la concentracion de coliformes
totales y Escherichia coli en carne molida en sitios de comercializacién”, determin6 una alta
concentracion bacteriana con un promedio de 2,98x108 UFC/g, lo que indic6 que las muestras
presentaron un alto grado de contaminacion, principalmente de tipo fecal, por lo cual, no fueron
aptas para consumo humano de acuerdo a la normativa de calidad (Allieri, 2019, p. 50).

4.3.  Aerobios mesofilos

4.3.1. Anadlisis estadistico

ANOVA de un factor:
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Tabla 9-4: ANOVA de la presencia de aerobios mesofilos

Suma de cuadrados|gl Media cuadratica [F Sig.
267151558095238 [2 133575779047619 [6,329 ,008
Inter-grupos
1,000 0,000
379874731428571 |18 211041517460317,
Intra-grupos
4,000 470
1647026289523809 |20
Total
6,000

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Tabla 10-4: Separacion de medias de la presencia de meséfilos por la muestra

Muestra Media

M1 1,39E+06
M2 1,87E+06
M3 1,60E+06
M4 2,67E+06
M5 43,47TE+06
M6 21,27E+06
M7 17,43E+06

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Tabla 11-4: Separacion de medias de la presencia de meséfilos por muestreo

Muestreo Media

| 2,64E+07

1 2,91E+07

11 4,57E+06

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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llustracion 8-4: Diferencia significativa de aerobios mesofilos segin el muestreo
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Se evalud la presencia de colonias de los aerobios mesdéfilos en las muestras de carne molida, a
través de un andlisis estadistico ANOVA, con el fin de verificar si existia diferencia
significativa en los muestreos realizados para esta bacteria y se obtuvo un valor de p=0,008
determinando que si existe diferencia significativa entre los muestreos realizados, es decir, la
concentracion de aerobios mesofilos varia entre las muestras de carne analizadas. Ademas, se
evidencié mayor cantidad de las bacterias en la muestra M5 con 43,47E+06, principalmente en

el muestreo II.

Un articulo sobre “Analisis microbiologico de los alimentos”, determind que, la presencia de
aerobios mesofilos refleja la calidad sanitaria en los productos, al ser un indicador de la forma
de manipulacion del producto y de las condiciones higiénicas de la materia prima, sin embargo,
un recuento bajo de estas bacterias no asegura la ausencia de toxinas u otros patdgenos. Se
considera que, un recuento elevado puede significar la deficiente manipulacion en el proceso de
elaboracion, excesiva contaminacién de la materia prima, posibilidad que existan patdgenos y la

alteracion general del producto (ANMAT 2018).
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llustracién 9-4: Prevalencia de aerobios meséfilos en las muestras de tercenas
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Como se observa en la ilustracién 9-4, al evaluar la prevalencia de aerobios mesofilos, se
determiné que, durante el periodo de analisis, la muestra M5 presentd mayor cantidad de estas
bacterias en un 32,37%, mientras que, la muestra M4 tuvo la menor prevalencia con el 2.03%.

Un estudio realizado en el Oro sobre “Evaluacion microbiologica de la carne en mercado de
tercenas del cantdn arenillas”, determino la presencia de aerobios mesoéfilos en 64,3% de las
muestras de carne, con una concentracion promedio de 7,28x10” UFC/g, lo cual, es un indicador
de contaminacion microbiana y de falta de higiene en el area e instrumentos, debido a que, en
una encuesta realizada a los expendedores de carne, el 100% manifestaron que no realizan la

limpieza de los instrumentos para limpiar, cortar y manipular las carnes (Cordero 2018).
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llustracién 10-4: Cuantificacion de aerobios mesofilos en las muestras de tercenas
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Al realizar la cuantificacion de aerobios mesofilos (ilustracion 10-4), se determind que, en el
muestreo | hubo mayor cantidad de estas bacterias, principalmente en la muestra M4 (3,8E+07
UFC/Qg), en el muestreo Il se evidencié mayor cantidad de aerobios mesofilos en M5 (7,7E+07
UFC/g), mientras que, en el muestreo Il se observd una baja concentracion bacteriana en las

muestras analizadas.

Una investigacion realizada en Chile sobre “Calidad microbioldgica de carne molida
comercializada en carnicerias y supermercados en la ciudad de Valdivia”, determiné que, hubo
una concentracion promedio de 5,77 x10” UFC/g de aerobios meséfilos, principalmente en las
muestras de carnicerias, pudiendo deberse a las condiciones de almacenamiento de la carne,

falta de higiene y problemas en la manipulacién adecuada del producto (vasquez 2011).
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lustracion 11-4: Estimacion de aerobios meséfilos segin la norma NTE INEN 1346
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

En la ilustracion 11-4, se analizé el promedio de la concentracion de aerobios mesdéfilos en
comparacion con el limite aceptable por la norma NTE INEN 1346:2010: Carne y productos
carnicos y se determind que, el valor maximo permitido para esta bacteria es de 1x10” UFC/g,
mientras que, en las muestras se tuvo un valor promedio de 7,17 x 10" UFC/g, lo que indica que
no se cumple con el pardmetro de calidad de la normativa, pudiendo deberse a contaminacion y
falta de higiene en la manipulacion de los productos.

4.4,  Staphylococcus aureus
4.4.1. Analisis estadistico

ANOVA de un factor:

Tabla 12-4: ANOVA de la presencia de Staphylococcus aureus

Suma de cuadrados|gl Media cuadrética [F Sig.
Inter-grupos 259266666666,667 |2 129633333333,333 1,062 ,366
2197428571428,57|18 122079365079,365
Intra-grupos
2456695238095,23(20
Total N

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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Tabla 13-4: Medias sobre la presencia de S. aureus segun la muestra

Muestra Media

M1 1,50E+05
M2 5,33E+05
M3 4,00E+05
M4 5,00E+05
M5 2,03E+05
M6 2,40E+05
M7 5,56E+05

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Tabla 14-4: Medias de la presencia de S. aureus segin muestreo

Muestreo Media

| 4,24E+05
1 4,71E+05
i 2,15E+05
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

UFC/g de Staphylococcus aureus en las
muestras de tercenas
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llustracion 12-4: Diferencia significativa de Staphylococcus aureus segln el muestreo
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Al evaluar la presencia de colonias de Staphylococcus aureus en las muestras de carne molida, a
través de un analisis estadistico ANOVA, con el fin de verificar si existia diferencia
significativa en los muestreos realizados para esta bacteria, se obtuvo un valor de p=0,366
determinando que no existe diferencia significativa entre los muestreos realizados, es decir, la

concentracion de aerobios meséfilos no varia entre las muestras de carne analizadas. Ademas, se
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evidencié mayor cantidad de las bacterias en la muestra M7 con 5,567E+05, principalmente en

el muestreo 1.

Un estudio realizado en Colombia sobre “Evaluacion de riesgos de Staphylococcus aureus
enterotoxigénicos en alimentos preparados en Colombia”, determind que, esta bacteria es un
importante indicador de calidad en los alimentos debido a que, produce alrededor de 11
serotipos distintos de toxinas de gran virulencia, que provocan cuadros de intoxicaciones
alimentarias a causa de la ingesta de productos contaminados, principalmente de origen cérnico
y lacteo. Ademas, el principal reservorio es el hombre, por lo cual, se convierte en uno de los

transmisores de esta bacteria, debido a la inadecuada manipulacién de los alimentos (Fuentes
2018).

Prevalencia de Staphylococcus aureus en
muestras de tercenas

5,78%

m M1
M2
M3

M4
m M5
19,28% = M6

M7

llustracion 13-4: Prevalencia de Staphylococcus aureus en las muestras de tercenas

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Como se observa en la ilustracion 13-4, al evaluar la prevalencia de Staphylococcus aureus, se
determiné que, durante el periodo de analisis, la muestra M7 presentd mayor cantidad de estas
bacterias en un 21,86%, mientras que, la muestra M1 tuvo la menor prevalencia con el 5,78%.
En Cartagena, un estudio sobre “Caracterizacion microbioldgica y molecular de Staphylococcus
aureus en productos carnicos comercializados”, determind que, al emplear la metodologia
microbiol6gica convencional se identifico Staphylococcus aureus en aproximadamente el 100%
de las muestras, mientras que, al aplicar PCR se confirmd la presencia de esta bacteria en el
88% de las muestras, las cuales tuvieron una concentracion promedio de 100 UFC/g (Lépez et al,
2019, p. 1).
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llustracion 14-4: Cuantificacion de Staphylococcus aureus en las muestras de tercenas
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Al realizar la cuantificacion de Staphylococcus aureus en la ilustracion 14-4, se determiné que,
en el muestreo | hubo mayor cantidad de estas bacterias en las muestras M2 y M4 (1E+06
UFC/g), en el muestreo Il se evidenci6 mayor cantidad de Staphylococcus aureus en M7
(1,3E+06 UFC/g), mientras que, en el muestreo Il se observé una baja concentracion bacteriana
en las muestras analizadas, siendo la mas prevalente en M6 con 4E+05.

Un estudio realizado en Colombia sobre “Caracterizacion microbioldgica y molecular de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) aislado de muestras de alimentos de
origen cérnico en la ciudad de Cartagena”, al analizar 160 muestras de carne molida de res y
cerdo en 40 expendios, determind la presencia de Staphylococcus aureus en el 88% de las
muestras y al realizar una prueba confirmatoria con PCR, se confirmé la presencia de esta
bacteria en el 100% de las muestras y se observ6 una concentracién de méas de 100 UFC/g en el
72% de los expendios analizados. Ademas, se evalud la resistencia a los antibiéticos, de los
cuales, el 56 % fueron resistentes a la penicilina, amoxicilina, eritromicina, ampicilina y

clindamicina (Heredia et al. 2014).
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llustracion 15-4: Estimacion de Staphylococcus aureus segun la norma NTE INEN 1346

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

En la ilustracion 15-4, se analizo6 el promedio de la concentracion de Staphylococcus aureus en
comparacion con el limite aceptable por la norma NTE INEN 1346:2010: Carne y productos
carnicos y se determind que, el valor maximo permitido para esta bacteria es de 1x10° UFC/g,

mientras que, en las muestras se tuvo un valor promedio de 3,70 x 10° UFC/g, lo que indica que

no se cumple con el pardmetro de calidad de la normativa, pudiendo deberse a inadecuadas

practicas de higiene, mala conservacion y manipulacién a lo largo de la cadena alimentaria.

45, Salmonella

Para el analisis de Salmonella spp. se realiz6 una verificacién cualitativa, para evaluar la

presencia o ausencia de la bacteria, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 15-4: Pruebas bioguimicas de Salmonella spp.

CARACTERISTICAS

IDENTIFICACION

Tincion Gram

Bacilos gran negativos

PRUEBAS
BIOQUIMICAS

LIA

Positivo

TSI

H2S Positivo

Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.

Al realizar el andlisis de la bacteria por tincion gram al microscopio se observaron bacilos gram

negativos de coloracion purpura. Segun un estudio sobre “Microbiologia, patogénesis,

epidemiologia y diagndstico de Salmonella”, esta bacteria perteneciente a la familia
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Enterobacteriaceae, se caracteriza por tener forma de bastones, ya que son bacilos gram
negativos, ademas, son anaerobios facultativos y su tamafio oscila entre 0,3-1 um x 1,0-6,0 um.

Generalmente son moviles debido a la presencia de flagelos peritricos (Parra et al. 2019, p. 187).

Respecto a las pruebas bioquimicas de Salmonella spp se obtuvo un resultado positivo para LIA
(agar lisina hierro) y TSI (agar hierro tres azlcares), mientras que, fue negativo para urea.

El agar LIA se caracteriza por ser un medio de cultivo para diferenciar bacterias como
Salmonella spp., teniendo como base la desaminacién y descarboxilaciéon de la lisina y en la
produccion de &cido sulfhidrico. El resultado obtenido en este estudio fue positivo debido a que
se observé un fondo violeta, lo que indica una superficie alcalina (BRITANIA, 2018, p. 1).

El medio de cultivo TSI es un medio usado universalmente para detectar enterobacterias,
teniendo como base la fermentacion de carbohidratos como glucosa, sacarosa, lactosa y también
la produccion de acido sulfhidrico (BRITANIA, 2021, p. 2). En el medio se observo la presencia de
burbujas que fue el indicativo de la produccion de gas por parte de Salmonella spp.

En el caso del agar urea, es un medio de cultivo usado para determinar las bacterias que poseen
actividad uredsica (Britania, 2021, p. 1). Al analizar Salmonella spp., se observéd que, el medio de
cultivo permanecié amarillo, lo cual, fue un indicativo que la bacteria no hidroliza la urea.
Ademas, se evalud la presencia 0 ausencia de la bacteria en las muestras de carne molida,

obteniendo los siguientes resultados:

60,00% - 57,14% 57,14% 57,14%

50,00% -
2,86% 2,86% 2,86%

40,00% -

30,00% - W Si
O No

20,00% -

10,00% -

0,00%

Muestreo | Muestreo Il Muestreo Il

llustracion 16-4: Estimacién de Salmonella spp., en las muestras de carne
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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Como se observa en la ilustracion 16-4, se analizo la presencia de Salmonella spp., y se
determind que, en los tres muestreos realizados hubo un 57,14% de esta bacteria en las muestras
de carne molida. A nivel general, las intoxicaciones alimentarias que son provocadas por
Salmonella spp, se dan a nivel de paises desarrollados y ademas, es una de las principales
causas de gastroenteritis en las personas. La transmision de Salmonella spp entre individuos es
poco frecuente, por lo cual, los alimentos como la carne de res, bovino, ave y sus derivados, son
la principal fuente de contaminacion humana, ya que el 95% de las infecciones estan ligadas al

consumo de alimentos contaminados con esta bacteria (Pulido et al. 2020, p. 1).

Un estudio realizado en México sobre “Salmonella en carnes crudas”, determiné que, en el 50%
de muestras de carne existié presencia de esta bacteria, debido a la falta de higiene en la
manipulacion de los productos y otra causa pudo ser que la carne provenia de animales que
habian sufrido algin padecimiento, debido a que esa condicion afecta la calidad sanitaria de la
carne. Ademas, el hecho de haber encontrado estas bacterias patégenas en la carne, es un riesgo
potencial de salud si la carne no es adecuadamente manejada y cocinada (Bello et al. 2018).

4.6.  Comparacién del control microbioldgico entre la carne del mercado San Alfonso y

la carne Ibérica del supermercado

Se realizd la comparacién del analisis microbiolégico de la carne molida del mercado San

Alfonso respecto a la carne Ibérica, obteniendo los siguientes resultados.

8,00E+07 -
7,17E+07

6,00E+07 -|
M Esherichia coli
m Coliformes totales

4,00E+07 | . e
H Aerobios mesodfilos

Staphyloccus aureus

H Salmonella

2,00E+07 |

2,4E+03 154E+0 3,5E+05 Presencia 0 0 0 0 0
0,00E+00 -
Carne molida de mercados Carne lbérica

lustracion 17-4: Comparacion entre la cantidad microbiana de las carnes molidas
Realizado por: Paz, Jhilda, 2023.
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Como se observa en la ilustracion 17-4, la carne ibérica del supermercado no presento
concentracién bacteriana, en comparacion con la carne molida expendida en el mercado, donde
se determiné la presencia de bacterias como Escherichia coli con una concentracion promedio
de 2,4E+03, coliformes totales con 1.54E+06, aerobios mesoéfilos con 7,17E+07,
Staphylococcus aureus con 3,5E+05 y se evidencio presencia de Salmonella spp en el 57,14%

de las muestras.

Ademaés, es importante mencionar que la mayor concentracion bacteriana correspondi6 a los
aerobios mesofilos, al ser un indicador usado para el control sanitario de las carnes frescas,
evaluar el manejo de los productos, los utensillos y el modo de conservacion, para verificar el

indice de contaminacion con patdgenos o flora de deterioro.

Al evaluar la carne molida con la normativa de calidad NTE INEN 1346, se determind que, las
muestras evaluadas en el mercado San Alfonso no cumplieron con los parametros de calidad, al
tener una concentracion mayor al limite permitido de unidades formadoras de colonias, ya que
un requisito consistia en no presentar alteraciones por microorganismos o cualquier agente

externo.
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CONCLUSIONES

- Se realiz6 la recoleccion de las muestras de carne molida en el mercado San Alfonso,
teniendo como base la norma NTE INEN 776: Muestreo de carne y productos carnicos. El
muestreo se realizé en siete diferentes puntos de venta del mercado y se hicieron muestreos
semanales, por tres semanas. En cuanto al método de muestreo, se utilizaron cuchillos de
material inoxidable, envases limpios y esterilizados, ademé&s, cada muestra fue sellada,
etiquetada y se transportd al laboratorio de microbiologia en cooler refrigerado para su posterior
andlisis. En el caso de Escherichia coli, coliformes totales, aerobios mesofilos y Staphylococcus
aureus, se utilizé 1 gramo de muestra de carne para cada recuento bacteriano, mientras que, en

el caso de Salmonella se usaron 25 gramos de carne cumpliendo asi con la norma establecida.

- En cuanto al analisis microbiolégico de las muestras de carne, se determind que, las
muestras no cumplieron con los limites de calidad microbioldgica de la NTE INEN 1346. Al
evaluar Escherichia coli se observé mayor crecimiento en M1 (2,00E+05 UFC) de la primera
semana, ademas, se evidencié diferencia significativa en los muestreos por contaminacion en
los expendedores. Respecto a coliformes totales se evidenci6 diferencia significativa en los
muestreos y se observé mayor prevalencia en el muestreo | en M2 (8,00E+06 UFC) y en el
muestreo Il en M3 (1,70E+07 UFC), pudiendo deberse a contaminacién fecal o contaminacién
post tratamiento térmico. Al evaluar los aerobios meséfilos se observo diferencia significativa
en los muestreos, con mayor prevalencia en M5 con 43,47E+06 UFC en el muestreo Il y se
asocio la presencia de esta bacteria a la falta de condiciones higiénicas. En cuanto a
Staphylococcus aureus se determiné gue no existia diferencia significativa en los muestreos y se
observd mayor cantidad en M5 (43,47E+06 UFC), en el muestreo Il, considerando que una alta
concentracion de esta bacteria puede causar intoxicacion en el consumidor. Finalmente, al
evaluar Salmonella spp., se observé un resultado positivo en pruebas bioquimicas para LIA, TSI

y se observé que, en los tres muestreos hubo un 57,14% de esta bacteria.

- Serealiz6 la comparacion de la calidad de la carne molida del mercado San Alfonso con la
carne de la Ibérica debido a que cumplen con las buenas practicas de manufactura y se
determiné que, la carne del supermercado no presentd concentracion bacteriana,no son
manipulados con todas las normas de biosegurirdad en comparacién con la carne molida
expendida en el mercado, donde se determind la presencia de bacterias como Escherichia coli
con una concentracién promedio de 2,4E+03, coliformes totales con 1.54E+06, aerobios
mesofilos con 7,17E+07, Staphylococcus aureus con 3,5E+05 y se evidencio presencia de

Salmonella spp en el 57,14% de las muestras.
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- Al realizar el andlisis microbioldgico de siete muestras por triplicado de carne molida una
vez a la semana en el mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba, se determin6 que no
cumplen con los pardmetros de calidad microbiana que rige la norma para carne y productos
carnicos, ya que se evidencié una alta concentracion de bacterias como Escherichia coli,

coliformes totales, aerobios mesoéfilos, Staphylococcus aureus y Salmonella spp.
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RECOMENDACIONES

- Se recomienda que los entes reguladores realicen un mayor control de la calidad de las
carnes expendidas en los mercados de la ciudad de Riobamba, con el fin de garantizar que

cumplan los estandares de calidad de la normativa NTE INEN 1346.

- Controlar las superficies y los utensilios con andlisis microbiol6gicos, en cada puesto que
se expende la carne molida, para determinar en qué condiciones asépticas se encuentra el

producto establecido.

- Comprobar en cada puesto que es expendida la carne molida se cumpla con las buenas

practicas de higiene para un adecuado consumo humano.

- Tener en cuenta que antes de consumir la carne molida se debe pasar por un proceso de

coccion para evitar enfermedades gastrointestinales
- Realizar un lavado correcto de manos y cumplir con todas las hormas de bioseguridad para

su correcta manipulacion; para poder expender la carne molida a las personas gque la consumen

sin ningun riesgo.
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