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Sanitary quality indicators and phenotyping of Salmonella enterica isolated
from raw chickens marketed in urban area of Mérida, Venezuela.
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Resumen

Objetivo: Evaluar la calidad sanitaria del
pollo crudo que se expende en supermer-
cados del area urbana del estado Mérida,
Venezuela, y caracterizar fenotipicamente
las cepas aisladas de Samonella enterica.

Materiales y métodos: Se estudiaron 45
muestras de pollo crudo (15 correspondie-
ron a pollo sin alifios, 15 con alifios y 15
de origen industrial). Los indicadores de
calidad sanitaria evaluados fueron: bacte-
rias aerobias mesdfilas, coliformes totales,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
utilizando la metodologia de la Comisién
Venezolana de Normas Industriales. La
identificacion microbioldgica y serolégica
de Salmonella spp. se realiz6 mediante
técnicas convencionales. La sensibilidad
antimicrobiana se determiné por concen-
tracion inhibitoria minima (CIM) vy, para
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la deteccion de [B-lactamasas de espectro
expandido (BLEE), se utilizé la prueba del si-
nergismo del doble disco. La sensibilidad a
desinfectantes se determiné por el método
de dilucion-neutralizacion.

Resultados: Independientemente de
las caracteristicas de la muestra de pollo
crudo (no industrial) y del establecimiento
comercial, los indicadores: bacterias ae-
robias mesofilas, coliforme totales, E. coli
y S. aureus, superaron significativamente
los recuentos limites de aceptabilidad.
Salmonella enterica se aisld en 20% de las
muestras, y las serovariedades Heidelberg
(55,6%) y Enteritidis (22,2%) fueron las mas
frecuentes. Estas variedades seroldgicas
presentaron multirresistencia y produccion
de BLEE, pero fueron sensibles a los desin-
fectantes probados.
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Conclusion: Los pollos crudos con alifios
y sin ellos, manufacturados en los estableci-
mientos estudiados, no cumplen con la ca-
lidad microbiologica adecuada, lo que hace
de ellos un producto perecedero a corto
plazo y un nicho favorecedor de patdgenos
importantes que amenazan la salud de los
consumidores.

Palabras clave: calidad sanitaria, pollo,
Salmonella enterica, Venezuela.

Abstract

Objectives: Evaluate the sanitary quality
of raw chicken sold in the urban area of the
State of Merida, Venezuela and characterize
the phenotype of isolated Samonella
enterica strains.

Materials and methods: A total of 45
raw chicken samples were studied; 15 of
them were without seasoning, 15 were
with seasoning, and 15 were industrially
processed. The following sanitary quality
indicatorswereassessed: Mesophiles Aerobic
Bacteria (MAB), total coliforms, E. coli and S.
aureus, and the Venezuelan Commission
of Industrial Norms methodology was
used for that purpose. Microbiological and
serological identification of Salmonella was
carried out using conventional techniques.
Antimicrobial susceptibility was determined
by minimal inhibitory concentration (MIC)
and the detection of extended-spectrum f3-
lactamases (ESBLs) was carried out by using
the double disc synergy test. Susceptibility
to disinfectants was determined by the
dilution-neutralization method. Results.
Regardless of the (not industrial) samples’
characteristics and/or the commercial
establishment, it was determined that the
ranges for MAB, total coliform, E. coli and
S. aureus counts significantly exceeded
limits of acceptability. Strains of Salmonella
enterica were isolated in 20% of the samples,
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whose distribution showed that serovars
Heidelberg (55.6%) and Enteritidis (22.2%)
were the most frequent. These serovars
showed multi-resistance to antibiotics and
ESBLs production but were susceptible to the
tested disinfectants. Conclusion. This study
showed that raw chickens, with and without
seasoning, processed in the surveyed
commercial establishments do not meet the
required microbiological quality standards
suitable for human consumption. Therefore,
these are short-term perishable products
and a haven for important pathogens that
threaten consumer health.

Keyswords: Sanitary quality, chicken,
Salmonella enterica, Venezuela

Introduccion

Las enfermedades transmitidas por alimen-
tos constituyen un importante problema de
salud publica mundial por su magnitud, im-
pacto socioecondmico y por el surgimiento
de patdgenos emergentes?). Se estima que
entre 15% y 20% de dichas enfermedades
estan directamente asociadas al consumo
de carne de pollo o sus derivados®??.

La inocuidad microbiolégica de los alimen-
tos es una condicién indispensable para
garantizar la salud de los consumidores®. En
el caso de los productos avicolas, las opera-
ciones de beneficio tales como escaldadura,
desplumadura, evisceracién y despiezo,
constituyen los puntos sensibles de conta-
minacion microbiana. Asimismo, la contami-
nacion cruzada de equipos y utensilios, y la
manipulacion del producto, sirven de vias de
transmision para microorganismos patdge-
nos, especialmente Salmonella spp.®.

En Venezuela, la incidencia de las enfer-
medades transmitidas por alimentos por
Salmonella spp. es poco conocida, ex-
cepto algunos casos que se encuentran
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documentados en el Sistema Regional de
Informacién para la Vigilancia de la Enfer-
medades Transmitidas por Alimentos (SIR-
VIETA) ©. Sin embargo, paradojicamente se
aislan con frecuencia cepas de Salmonella
causantes de diarreas, especialmente en la
poblacion infantil, las cuales pudieran tener
caracteristicas microbiologicas y serologicas
semejantes a las cepas de Salmonella que
circulan en los alimentos y, especificamente,
las encontradas en el pollo”.

Por otra parte, es importante destacar que el
uso indiscriminado de los antibidticos, tanto
en animales como en el hombre, asi como
de los biocidas en la saneamiento de la in-
dustria de alimentos, ha favorecido la selec-
cion, circulaciéon y transmision de cepas de
Salmonella multirresistentes a los agentes
antimicrobianos y a los desinfectantes®%1%,
Por consiguiente, la cadena alimentaria,
especialmente en su fase primaria o inicial,
ha jugado un papel preponderante en el in-
cremento del riesgo epidemioldgico de las
enfermedades transmitidas por alimentos y
en la diseminacion de genes de resistencia
en la poblacion bacteriana.

Por lo antes expuesto, el objetivo de este
estudio fue evaluar la calidad sanitaria de
la carne de pollo crudo que se expende
bajo diversas presentaciones en supermer-
cados del area urbana del estado Mérida,
Venezuela, y caracterizar fenotipicamente
las cepas de Salmonella enterica aisladas en
estas muestras.

Materiales y métodos

Recoleccion de las muestras. Se recolecta-
ron 45 muestras de pollo crudo, distribuidas
de la siguiente manera: 15 sin alifios, 15 con
alifos (no industriales) y 15 de empaques
preparados de tipo industrial. Estas mues-
tras se obtuvieron de tres supermercados
ubicados en las zonas norte (supermercado

A), centro (supermercado B) y sur (super-
mercado C), del area urbana del Distrito
Libertador del estado Mérida, Venezuela.

La cantidad de muestra recolectada oscild
entre 250 g y 500 g por presentacion. El
muestreo se llevd a cabo durante el pe-
riodo de julio a septiembre de 2009. La
recoleccion se realizd cada 15 dias en cinco
oportunidades en forma simultanea para
cada establecimiento. La programacién de
la recoleccidn se organizo6 de acuerdo con la
disponibilidad del producto para la venta al
publico y a la obtencion de muestras prove-
nientes de diferentes lotes de elaboracion.

Los establecimientos comerciales fueron
seleccionados de acuerdo con el registro
de la Camara de Industria y Comercio de la
region y clasificados como supermercados
por la misma entidad. Las caracteristicas
de estos supermercados fueron: areas de
operacion entre 1.000 y 1.400 m?, infraes-
tructura e instalaciones de servicios moder-
nas, estar incluidos dentro de la categoria
de comercios de consumo masivo variado,
tener condiciones 6ptimas para el expendio
de alimentos segun regulaciones para el
otorgamiento del permiso sanitario y estar
ubicados en zonas urbanas de facil acceso
para la poblacion.

Determinacion de indicadores de calidad
sanitaria. El procesamiento de las muestras
de carne de pollo para la determinacién de
calidad sanitaria, se realiz6 segun la norma
N° 1116 de la Comisién Venezolana de Nor-
mas Industriales (COVENIN) @2, A partir de
10 g de cada muestra de pollo homogenei-
zados en 90 ml agua con peptona al 0,1%
(dilucién 10%), se prepararon 5 diluciones
(102a 107°). De cada una de estas diluciones
se tomd un mly se inocularon los siguientes
medios por duplicado: placas con agar de
conteo estandar (HiMedia, Mumbai, India)
para la determinacion de bacterias aerobias
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mesofilas®®, placas rehidratables para el re-
cuento de coliformes, Escherichia coli [RIDA
Count E. coli / Coliformes, R-Biopharm AG
(certificacion AOAC 110402)] y Staphylo-
coccus aureus (RIDA Count S. aureus, R-Bio-
pharm AG, Darmstadt, Germany).

Los resultados se expresaron como uni-
dades formadoras de colonias por gramo
de muestra (UFC/g muestra). El conteo de
coliformes, E. coli y S. aureus se realizd de
acuerdo con las recomendaciones del pro-
veedor (R-Biopharm AG).

La interpretacion de los resultados del
analisis de la calidad microbiologica de las
muestras de carne pollo, especificamente
para los datos de bacterias aerobias meso-
filas, se realizd de acuerdo con los para-
metros establecidos por la norma N° 2343
(COVENIN) @4, Para el resto de los indica-
dores evaluados (coliformes totales, E. coli
y S. aureus), se utilizaron normas vigentes
en otros paises latinoamericanos®®y de la
Union Europea®.

Teniendo en cuenta las normas antes se-
flaladas, los resultados fueron expresados
de la siguiente manera: aceptables cuando
los valores se ubicaron dentro de los limites
normales descrito por la norma vy, rechaza-
bles, cuando los datos superaron los rangos
establecidos en ésta.

Aislamiento de cepas de Salmonella spp.
Para la determinacién de cepas de Salmo-
nella en carne de pollo se siguieron las re-
comendaciones de la Food and Drug Admi-
nistration (FDA) de los Estados Unidos 0y
la norma N° 1291 (COVENIN) @Y, A todas las
cepas de Salmonella aisladas se les detec-
taron por ensayos de amplificacion PCR el
gen invA" (no se incluyen los resultados). Se
pesaron 25 g de cada muestra de pollo y
se homogeneizaron en 225 ml de caldo con
lactosa. Estos caldos se incubaron a 35 °C
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por 24 horas. Luego se realizaron dos di-
luciones (1:10), una en caldo Rappapport
Vassiliadis (Oxoid Ltd, Cambridge, England)
y otra en tetrationato (Merck, Darmstadt,
Germany), y se incubaron a 44 °C y 37 °C,
respectivamente, por 18 a 24 horas. Cada
uno de estos caldos se subcultivaron en me-
dios selectivos (HiMedia): agar Hektoen en-
térico, agar xilosa lisina desoxicolato y agar
sulfito de bismuto, los cuales se incubaron a
35 °C por 24 horas. Por cada medio selecti-
vo se seleccionaron cinco colonias tipicas o
sospechosas de Salmonella spp. y se some-
tieron individualmente a una bateria inicial
de pruebas bioquimicas. Posteriormente, la
identificacion de las cepas fue confirmada
utilizando las galerias API 20E (BioMerieux,
Marcy |'Etoile, France), de acuerdo con las
especificaciones del proveedor.

La identificacion serolégica de las cepas de
Salmonella se hizo mediante ensayos de aglu-
tinacién con antisueros polivalente O y espe-
cificos para los serogrupos (Remel Wellcolex
Colour Salmonella, Lenexa, KS, USA). La seroti-
pificacion definitiva de las cepas de Salmonella
se llevd a cabo en el laboratorio de referencia
oficial, el Instituto Nacional de Higiene “Rafael
Rangel”, Caracas, Venezuela, de acuerdo con
las pautas internacionales aprobadas por la
Organizacion Mundial de la Salud.

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana.
La sensibilidad antimicrobiana de las cepas
de Salmonella se determind utilizando la
técnica de concentracion inhibitoria minima
(CIM) en agar Mueller Hinton (BBL, Cockeys-
ville, Md, USA), de acuerdo con los criterios
de Clinical and Laboratory Standards Institute
@2 Los antimicrobianos evaluados fueron:
ampicilina (Valmorca, Mérida, Venezuela),
cefazolina (Genven, Caracas, Venezuela),
cefadroxilo (Vivax Pharmaceuticals, Caracas,
Venezuela), cefotaxima (Genven), ceftazi-
dima (Valmorca), piperacilina/tazobactam
(Wyeth-Lederle, Pearl River, NY, USA), az-

‘177



178

Molina N, Millan B, Araque M

treonam (Bristol-MyersSquibb, Pricenton, NJ,
USA), meropenem (Richet, B.A, Argentina)
ciprofloxacina (Bayer, Leverkusen, Germany),
gentamicina (Farmachem, Mendrisio, Swit-
zerland), tobramicina (Valmorca), amikacina
(Vivax Pharmaceuticals), netilmicina (Shering-
Plough, Bloomfield, NJ, USA), trimetoprim/
sulfametoxazol (Hoffmann-La Roche, Nutley,
NJ, USA), doxiciclina (Calox Internacional,
Caracas, Venezuela) y cloramfenicol (Labora-
torios BioGer, Caracas, Venezuela).

Todas las cepas con resistencia a los antibio-
ticos B-lactdmicos de amplio espectro fueron
evaluadas fenotipicamente para la presencia
de PB-lactamasas de espectro expandido
(BLEE), utilizando la prueba del sinergismo
del doble disco #?. Los discos utilizados en
esta prueba fueron (BBL): amoxicilina/acido
clavulanico (75/10 ug), ceftazidima (30 ug),
ceftriaxona (30 pg), cefotaxima (30 pg) y
aztreonam (30 pg). Para las pruebas de
sensibilidad y la prueba del sinergismo del
doble disco se utilizé6 como cepa control E.
coli ATCC 25922 (BLEE negativa).

Prueba de sensibilidad a desinfectantes.
La sensibilidad de las cepas de Salmonella
frente a los desinfectantes, se determind
utilizando el método de dilucién-neutraliza-
cion de acuerdo con la técnica normalizada
por la Asociacion Francesa de Normaliza-
cion (AFNOR) @y la Asociacion Espafiola de
Normalizaciéon y Certificacion (AENOR) 2.

Los desinfectantes evaluados fueron: bro-
muro de lauril-dimetil bencilamonio 0,16%
vol/vol (Gerdex: Rodeneza, C.A, Caracas,
Venezuela), hipoclorito de sodio 5% vol/vol
(uso comercial) y acido acético 5% vol/vol
(uso doméstico). El rango de diluciones
evaluadas fueron: 1:20 (50.000 ppm), 1:50
(20.000 ppm) y 1:100 (10.000 ppm). Los
tiempos de accién estudiados para los tres
desinfectantes fueron 30 segundos, 1, 2, 3,
5,10y 15 minutos a 20 °C.

Los ensayos se realizaron en caldo Letheen
(HiMedia), a partir de un inoculo inicial estan-
darizado de 1 a 3 x 108 UFC/ml. Como control
de la viabilidad bacteriana se empleo la cepa
de S. Typhi LabMM-8. La inhibicién bacte-
riana o efecto biocida se consider6 positivo
cuando las UFC/ml iniciales disminuyeron en
5 unidades logaritmicas (10°) en 5 minutos de
contacto con el desinfectante a 20 °C. El fac-
tor de reduccion (Log, ) se calculé dividiendo
el numero de UFC/ml sobrevivientes después
del ensayo entre el nimero de UFC/ml utili-
zadas en las pruebas de control.

Resultados

En la tabla 1, se presentan los resultados
de la determinacion de los indicadores
sanitarios estudiados en las muestras de
pollo de crudo. Los resultados obtenidos
indican que, independientemente del lugar
de expendio del producto, casi todas las
muestras de pollo con alifios y sin ellos (no
industriales) fueron consideradas rechaza-
das para el recuento de bacterias aerobias
mesofilas, de acuerdo con los valores de re-
ferencia descritos en la normativa nacional
(COVENIN), los cuales indican como rango
aceptable 6,70 a 7,70 Log,,UFC/g.

Aunque en Venezuela no se han definido
los criterios para categorizar los recuentos
de coliformes totales, E. coli y S. aureus en
pollo, los resultados obtenidos de estas
determinaciones fueron comparados con
las normativas de otros paises. De manera
que los valores obtenidos para coliformes
totales en la mayoria de las muestras (no
industriales) superaron los criterios de
aceptabilidad para las normas de Argentina,
Nicaragua y Perd (2-2,69; 2,70-3 y 0-2 Log,,
UFC/g, respectivamente).

En cuanto a los resultados obtenidos para
las determinaciones de E. coli, se pudo ob-
servar que, aproximadamente, 10 de las 15
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Tabla 1. Determinacion de los indicadores sanitarios en las muestras de carne de pollo crudo

Tipo de

Rango N°/% Rango

muestra

Coliformes totales

N°/%

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Rango Rango N°/%

T O ) I I

A 6,58 - 8,26 1/20 4/80 0-518 1/20 4/80 0-434 4/80 1/20 4,32 - 6,60 5/100
Pollo
con B 7,76 - 7,93 0/0 5/100 0-749 1/20 4/80 0-0 5/100 0/0 4,56- 5,68 0/0 5/100
alifios C 6,89 - 8,42 1/20 4/80 343 -515 0/0 5/100 0-432 1/20 4/80 0-4,99 1/20 4/80
A 6,10 - 6,75 5/100 0/0 0-4,90 1/20 4/80 0-4,88 2/40 3/60 0-446 1/20 4/80
Pollo
sin B 6,95 - 7,95 2/40 3/60 520 - 6,95 0/0 5/100 0-4,04 2/40 3/60 0-568 1/20 4/80
alinos
C 6,07 - 811 1/20 4/80 0-674 2/40 3/60 0-448 3/60 2/40 0-443 1/20 4/80
A 2,08 -6,19 5/100 0/0 0-0 5/100 0/0 0-0 5/100 0/0 0-0 5/100 0/0
Pollo
empacado B 3,90 -6,17 5/100 0/0 0-308 4/80 1/20 0-308 4/80 1/20 0-478 3/60 2/40
industrial
C 4,16 - 6,56 5/100 0/0 0-0 5/100 0/0 0-0 5/100 0/0 0-0 5/100 0/0

“Ubicacién del establecimiento comercial (supermercado) donde la cepa fue aislada: A, zona norte; B, zona centro; C, zona sur.

BAM: bacterias aerobias mesdfilas; Ac: aceptable; R: rechazado

muestras de pollo con alifios tuvieron valores
aceptables para este indicador, de acuerdo
con las normas de los paises antes sefialados
e incluso con los de Panama y la Comision
Europea (3; 1,69-2,70 Log,, UFC/g, respecti-
vamente). Por el contrario, mas de la mitad
de las muestras de pollo sin alinos mostra-
ron resultados que superaron los valores de
aceptabilidad para el recuento de E. coli.

La mayoria de las muestras de pollo con
alifos o sin ellos fueron consideradas como
rechazadas al comparar los resultados de
los recuentos para S. aureus con las norma-
tivas de Argentina, Nicaragua y Peru (2-2,69;
2,70-3; 0-2, Log,,UFC/g, respectivamente).

Todas las muestras de pollo industrial pro-
venientes de los supermercados estudiados
presentaron valores para bacterias aerobias
mesofilas, coliformes totales, E. coliy S. au-
reus aceptables, independientemente de la
norma con la cual se compararon. Sélo en el
caso del supermercado B, cuatro muestras
de pollo procesado industrialmente presen-
taron valores superiores a los permitidos
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para los siguientes indicadores: coliformes
totales y E. coli (1/20, respectivamente) y S.
aureus (2/40).

Paralelamente, las muestras de pollo fueron
analizadas microbiolégicamente para la
caracterizacion de las cepas de Salmonella.
El 20% de las muestras procesadas (9/45)
fueron positivas para este enteropatdgeno.
Seis de estas cepas (13,33%) se encontraron
en muestras de pollo sin alifios en los tres
supermercados estudiados (dos cepas en
cada supermercado) y tres fueron aisladas
de pollo con alifios (6,66%), dos cepas en el
supermercado A y una en el establecimien-
to C (no se presentan los datos).

Las cepas fueron identificadas como S.
enterica: seis pertenecian al subgrupo B,
dos al D1 y una al E1 (tabla 2). Se recono-
cieron cuatro serovariedades: Heidelberg
(5/55,6%), Enteritidis (2/22,2%), Typhimu-
rium (1/11,1%) y Meleagridis (1/11,1%).
En el supermercado A, se encontraron las
serovariedades Enteritidis y Heidelberg en
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Tabla 2. Identificacion microbioldgica y serolégica de cepas de Salmonella spp. aisladas de carne de pollo crudo

Tipo de Cepa Perfil

A Pollo SA 670455257 S. enterica Enteritidis
A Pollo CA 175 670455257 S. enterica B Heidelberg
A Pollo CA 179 670455257 S. enterica B Heidelberg
A Pollo SA 218 670455257 S. enterica D1 Enteritidis
B Pollo SA 182 670455257 S. enterica B Heidelberg
B Pollo SA 288 670455257 S. enterica B Heidelberg
C Pollo SA 105 670455257 S. enterica B Heidelberg
@ Pollo CA 120 670475257 S. enterica B Typhimurium
C Pollo SA 300 670475257 S. enterica El Meleagridis

* Ubicacion del establecimiento comercial (supermercado) donde la cepa fue aislada: A, zona norte; B, zona centro; C, zona sur

Pollo SA: pollo sin alifios; Pollo CA: pollo con alifios.

muestras de pollo con alifios y sin ellos
en igual proporcion (dos para cada uno),
mientras que en muestras de pollo sin ali-
fiar del supermercado B, solo se identifico
la serovariedad Heidelberg. En las muestras
provenientes del supermercado C, se en-
contraron tres de las cuatro serovariedades
identificadas (Heidelberg, Typhimurium y
Meleagridis).

Todas las cepas fueron sensibles al me-
ropenem y al grupo de aminoglucésidos
probados y resistentes al trimetoprim/
sulfametoxazol con CIM superiores a 16/
304 pg/ml. El 66,67% de las cepas mostra-
ron resistencia a ampicilina, cefazolina con
rangos inhibitorios de 16 pg/ml o mayores
y a docixiclina con CIM mayores de 8 ug/ml,
siguiéndole en orden de frecuencia la resis-
tencia a cefradoxilo y cefotaxima (55,56%).
En tercer lugar, con 44,44%, se ubicaron las
cepas con resistencia a ceftazidima y aztreo-
nam (tabla 3).

En la tabla 4, se observa que seis cepas pre-
sentaron patrones de resistencia multiple,
los cuales se distribuyeron de la siguiente
manera: dos cepas (Heildelberg y Meleagri-
dis) fueron resistentes a tres antibioticos de

Tabla 3. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
en serovariedades de Salmonella enterica aisladas de carne de pollo
crudo a 16 antibidticos

Resistencia

N° de cepas )
0

Rango

Ampicilina ->128 66,67
':;’Zf::t';‘: 4->128 | 4| 4|1 11,11
Cefazolina 2->128 3 0 6 66,67
Cefadroxilo 16-128 0 4 5 55,56
Cefotaxima 0,25 - >256 4 0 5 55,56
Ceftazidima 0,25 - 32 4 1 4 44,44
Aztreonam 0,5 - 64 5 0 4 44,44
Meropenem 0,062 - 0,125 9 0 0 0
Amikacina 2-8 9 0 0 0
Gentamicina 05-1 9 0 0 0
Netilmicina 1-4 9 0 0 0
Tobramicina 0,25-05 9 0 0 0
Ciprofloxacina 0,062 - 4 6 1 2 22,22
Doxiciclina 2-64 2 1 6 66,67
Cloranfenicol <0,25->128 8 0 1 11,11
Bacor IRTE R K EY IR

S: sensible; I: intermedia; R: resistente
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grupos diferentes (cefazolina, doxicilina y
trimetoprim-sulfametoxazol), y cinco cepas,
todas serovariedad Heildelberg, demostra-
ron combinaciones de resistencia a ampicili-
na, piperacilina/tazobactam, cefalosporinas
(primera, segunda y tercera generacion),
aztreonam, ciprofloxacina, doxiciclina y
trimetoprim/sulfametoxazol. A cuatro cepas
de la serovariedad Heildelberg y una Ente-
ritidis (cepas numero 105, 175, 179, 288 y
170, respectivamente) con resistencia a las
cefalosporinas de amplio espectro, se les
detectd fenotipicamente la produccion de
B-lactamasas de espectro expandido. Del
mismo modo, se evalud el efecto inhibitorio
de tres desinfectantes representados por el
hipoclorito de sodio (NaClO), el bromuro
de lauril-dimetil-bencil-amonio y el acido
acético (CH,COOH). En todas las cepas se
logré disminuir sustancialmente las UFC/ml
en cinco o mas 6rdenes de magnitud para
cada desinfectante en las tres diluciones
evaluadas (1:20, 1:50 y 1:100) en un tiempo
de cinco o menos minutos (tabla 5).

Discusion

En este estudio se utilizaron varios indicadores
microbiologicos para valorar la calidad sanita-
ria del pollo crudo con alifios y sin ellos (no in-
dustriales), que se expende en tres diferentes
supermercados ubicados en el area urbana
del estado Mérida, Venezuela. Los resultados
obtenidos demostraron que, independien-
temente del establecimiento comercial, los
valores obtenidos para bacterias aerobias
mesdfilas, coliformes totales y S. aureus en la
mayoria de las muestras de pollo con alifios,
superaron significativamente los recuentos
limites de aceptabilidad, no sélo los vigentes
para Venezuela, sino también los criterios va-
lidos para otros paises de Latinoamérica 518
y Europa ®9. Sin embargo, se pudo observar
que casi todas las muestras de pollo con ali-
fios provenientes de los supermercados Ay B,
demostraron recuentos de E. coli aceptables.

Infectio. 2010; 14(3): 174-185

Por el contrario, cuando se analizaron las
muestras de pollo sin alifios (no industrial),
casi la mitad de éstas tuvieron elevados
recuentos de bacterias aerobias mesodfilas
y, en su mayoria, estas mismas muestras
fueron consideradas como rechazadas para
los indicadores coliformes totales, E. coli y
S. aureus.

Estos resultados avalan el hecho de que
durante el procesamiento artesanal de
alimentos, los riesgos de contaminacion
bacteriana aumentan debido a la realizacion
de un mayor nimero de etapas en forma
manual, es decir, una manipulacion exten-
siva favorece los riesgos de contaminacion
cruzada @. Es probable que en las muestras
analizadas, algunas de las etapas con pro-
babilidades de contaminaciéon microbiol6-
gica hayan sido la desolladura, el despiezo,
la condimentacion o el empaque del pollo.
Ademas, el recuento elevado en los indica-
dores microbioldgicos predice el deterioro
precoz del producto estudiado.

Por el contrario, cuando los mismos crite-
rios microbiologicos fueron aplicados a las
muestras de pollo crudo de origen indus-
trial, se observd que todas las muestras
resultaron aceptables para las determina-
ciones realizadas, excepto algunas muestras
provenientes del supermercado B que, de
acuerdo con las normas aplicadas, demos-
traron valores superiores de recuento para
coliformes totales, E. coliy S. aureus.

Al respecto, la presencia de S. aureus en
un alimento es indicativa de una probable
contaminacion por fuentes humanas (mani-
puladores de alimentos), asi como de defi-
cientes practicas de limpieza, desinfeccion y
control de temperaturas. Por tanto, existe el
riesgo de que, con recuentos elevados de este
microorganismo en alimentos, se encuentren
cepas productoras de enterotoxinas capaces
de producir intoxicacion alimentaria.
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Tabla 4. Perfiles de resistencia y deteccion de B-lacatamasas de espectro expandido en serovariedades de Salmonella enterica aisladas de carne
de pollo crudo

C BLEE

Enteritidis AMP-CFD-CFX-TMP/SLF
A 175 Heidelberg AMP-CFZ-CFD-CFX-CTZ-AZT-CPF-DXC-TMP/SLF +
A 179 Heidelberg AMP-CFZ-CFD-CFX-CTZ-AZT-CPF-DXC-TMP/SLF +
A 218 Enteridis AMP-TMP/SLF NA
B 182 Heidelberg CFZ-DXC-TMP/SLF NA
B 288 Heidelberg AMP-PPC/TAZ-CFZ-CFD-CFX-CTZ-AZT-DXC-TMP/SLF +
C 105 Heidelberg AMP-CFZ-CFD-CFX-CTZ-AZT-DXC-TMP/SLF +
C 120 Typhimurium CLF-TMP/SLF NA
C 300 Meleagridis CFZ-DXC-TMP/SLF NA

! Ubicacion del establecimiento comercial (supermercado) donde la cepa fue aislada: A, zona norte; B, zona centro; C, zona sur
AMP: ampicilina; CFZ: cefazolina; CFD: cefadroxilo; CFX: cefotaxima; CTZ: ceftazidima; AZT: aztreonam; PPC/TAZ: piperacilina/tazobactam; CLF:
cloramfenicol; DXC: doxiciclina; CPF: ciprofloxacina; TMP/SLF: trimetoprim/sulfametoxazol; BLEE PSDD: -lactamasa de espectro expandido prueba
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del sinergismo del doble disco; NA: no aplicable; +: deteccién positiva.

En investigaciones previas se han reportado
resultados similares a los encontrados en este
estudio, en el que la deficiente calidad sanitaria
de algunos productos avicolas que se expen-
den comercialmente constituye un riesgo para
la salud de los consumidores 42629,

Aunque el analisis de las diferentes etapas del
proceso que conllevan al producto final que
se expende en los supermercados selecciona-
dos no fue objeto de estudio en este trabajo,
los resultados obtenidos a partir de los indi-
cadores microbioldgicos estudiados, puso en
evidencia la deficiente calidad microbiolégica
y los posibles riesgos que tienen las muestras
analizadas para la salud de los consumidores.
De hecho, en las muestras de pollo procesa-
das (no industriales) se logro aislar cepas de
S. enterica en 20%, de las cuales las serova-
riedades Heidelberg y Enteritidis fueron las
mas frecuentes. Resultados similares fueron
reportados por Boscan et al. @ y Pérez et al.
80, quienes aislaron Salmonella en 23% de las
muestras de pollo provenientes de plantas

procesadoras de este tipo de carne.

En Venezuela no se conoce con exactitud la
frecuencia de las serovariedades de Salmo-
nella en muestras de alimentos. Sin embargo,
Boscan et al. ©, en un estudio realizado en
muestras de pollo beneficiado, reportaron la
serovariedad Heidelberg como la segunda
mas frecuentemente aislada (31%). Por otra
parte, Foley et al. ®V hicieron una revision
sobre la seroprevalencia de Salmonella en
alimentos de origen animal desde el afio
1997; encontraron que la serovariedad Hei-
delberg se aisla en mas de 50% de los pollos
infectados y es la tercera mas frecuentemente
aislada en brotes de infeccion por alimentos
en humanos en Estados Unidos.

Las serovariedades Enteritidis y Typhimurium
fueron aisladas en este estudio en un 22,2%
y 11,1%, respectivamente. Estas serovarie-
dades clasicamente son las que con mayor
frecuencia se encuentran en muestras hu-
manas 932, Por primera vez en Venezuela,
S. Meleagridis se ha reportado en muestras
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de pollo crudo (no industrial) para consumo
humano. Zaidi et al. ®¥, en un trabajo de
revision realizado en Yucatan, México, en el
periodo 2000-2002, encontraron Salmonella
Meleagridis en el primer lugar en muestras
de carne de cerdo (15,2%) y bovina (27,9%) y
en un cuarto lugar en piezas de pollo (9,8%)
comercializadas al detal.

Es importante destacar que la presencia de
Salmonella spp. en alimentos de origen avico-
la altera la inocuidad del producto ©62", Este
peligro microbioldgico puede incrementarse
al tratarse de cepas multirresistentes, produc-
to del uso indiscriminado de antimicrobianos
para tratar las infecciones en aves o para pro-
mover el engorde del animal.

En este estudio, el 100% de las cepas fueron
resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol vy,
de ellas, mas de la mitad, presentaron di-
versas combinaciones de resistencia a otros
antibioticos. En cinco cepas (cuatro Heidel-
berg y una Enteritidis) que incluyeron en sus

patrones de resistencia a las cefalosporinas
de amplio espectro, se detectd fenotipica-
mente BLEE. Miriagou et al. ® afirman que
desde los afios 80 se han detectado diver-
sos serotipos de Salmonella productoras
de BLEE y sugieren que una variedad de
plasmidos que portan genes que codifican
para estas enzimas se han establecido en
Salmonella en todo el mundo. Al respecto,
O’Mahony et al. > identificaron un integron
de clase 1 en plasmidos de conjugacion ais-
lados de Salmonella Typhimurium y Anatum
multirresistentes provenientes de diversas
muestras de alimentos en Colombia. Pat-
chanee et al. 1V sefalan que el incremento
de la resistencia de S. Heidelberg a cefalos-
porinas de tercera generacion, puede estar
condicionada por el uso del ceftiofur, una
cefalosporina de uso veterinario.

Por otra parte, los resultados de este estudio
permitieron evidenciar que todas las cepas
de Salmonella aisladas fueron inhibidas por
los tres desinfectantes probados (hipoclorito

Tabla 5. Susceptibilidad de serovariedades de S. enterica a tres desinfectantes*

S. enterica

Desinfectates
Diluciones
Factor de reduccion en Log,,*

BLBA CH3COOH

Enteritidis
A 175 Heidelberg 6,42 6,20 572 6,18 549 4,80 6,24 5.12 4,35
A 179 Heidelberg 6,37 6,10 523 6,42 547 4,72 6,02 4,94 4,01
A 218 Enteritidis 6,24 6,08 511 6,19 5,80 5,02 5,88 491 3,98
B 182 Heidelberg 593 5,39 4,87 5,76 5,69 492 6,08 4,95 4,02
B 288 Heidelberg 6,30 597 5,02 5,69 5,02 4,02 5,67 4,39 3,82
C 105 Heidelberg 6,67 6,21 5,68 6,20 594 4,79 593 4,95 3,97
C 120 Typhimurium 5,96 532 473 584 514 4,26 577 478 3.26
C 300 Meleagridis 6,21 592 477 5,95 523 4,36 5,83 4,81 333

* Los resultados corresponden a la actividad del desinfectante durante 5 minutos a 20 °C. ! Ubicacién del establecimiento comercial
(supermercado) donde la cepa fue aislada: A, zona norte; B, zona centro; C, zona sur. ?Se calculé dividiendo el n°® de ufc/ml sobrevivientes después
del ensayo entre el n° de ufc/ml utilizadas en las pruebas de control. NaClO: hipoclorito de sodio; BLBA: bromuro de laurildimetil bencilamonio;

CH,COOH: 4cido acético.
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de sodio, bromuro de lauril-dimetil-bencil-
amonio y acido acético), incluso a diluciones
mayores a las utilizadas rutinariamente. Por lo
tanto, la utilizacidn de estos desinfectantes a
las concentraciones adecuadas, conjuntamen-
te con buenas practicas en la manufactura de
los productos avicolas, podrian disminuir la
carga microbiana y, eventualmente, evitar los
problemas de contaminacion cruzada con Sal-
monella spp., entre otros enteropatdgenos.

Los hallazgos obtenidos en esta investiga-
cién permitieron determinar que el pollo
crudo con alifios y sin ellos, manufactu-
rados en los establecimientos comerciales
estudiados, no cumplen con la calidad
microbioldgica adecuada para ser consi-
derados un alimento inocuo. La deteccion
de diversas serovariedades de Salmonella
en las muestras analizadas hace que el
producto no sea apto para el consumo
humano, por constituir un vehiculo de alto
riesgo para la salud de los consumidores.
Por consiguiente, de no aplicarse medidas
preventivas inmediatas, existe el riesgo po-
tencial de aparicion de brotes de diarreas o
salmonelosis en la poblacion consumidora
de este alimento.

En conclusion, este estudio proporciona
una valiosa informacion epidemiologica
preliminar que revela la necesidad de
intensificar los controles higiénico-sani-
tarios, asi como la adopcion de buenas
practicas de manufactura y la aplicaciéon
de procedimientos basados en los princi-
pios de Analisis de Peligros y Puntos Criti-
cos de Control (HACCP) en toda la cadena
alimentaria. Ademas, la implementacion
de estrategias que garanticen el uso ade-
cuado de los agentes antimicrobianos en
la medicina veterinaria, y la utilizacion de
desinfectantes en los protocolos de hi-
giene y saneamiento en las industrias o
comercio de alimentos, ayudaran a conte-

ner y minimizar la seleccion, transmision y
diseminacién de genes de resistencia en la
poblacion bacteriana.
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