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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar la prevalencia y recuento de
Clostridium perfringens en materia prima carnica de la empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA para
asi contribuir con los procesos de control de calidad microbiolégica e implementar la técnica

analitica.

Se analizaron 120 muestras, obtenidas de manera aleatoria simple, de las canales de res y de
cerdo que ingresan a la empresa de distintos proveedores, 60 antes y después del proceso de
desinfeccion con la mezcla de &cidos organicos, La frecuencia del muestreo fue de dos dias a la

semana por un periodo de tres semanas correspondientes a marzo de 2015.

Para la determinacion y recuento de Clostridium perfringens se emple6é como referencia la NTE
INEN 1529.18:2013 con ligeras modificaciones, recuento en placa (segun lo recomendado en el
Bacteriological Analytical Manual de la FDA) en lugar de recuento en tubo y el empleo del medio
selectivo Sulfito Polimixina Sulfadiazina.

Los resultados obtenidos fueron cualitativos y cuantitativos encontrandose que la prevalencia de
contaminacién por Clostridium perfringens fue especialmente elevada en carnes de cerdo (66.7%),
mientras que en las canales res se determiné un porcentaje menor de prevalencia (20%) antes de
la desinfeccién. Posterior a la desinfeccibn se observd que los recuentos de Clostridium
perfringens disminuyeron un 98% en las muestras analizadas comprobandose la efectividad del
proceso de desinfeccion, también se determind el riesgo relativo mostrando un 3.33 de
probabilidad de que la carne de cerdo presente recuentos superiores de Clostridium perfringens

después del proceso de desinfeccion.

Palabras claves: Clostridium perfringens, Clostridium perfringens en carnes, Recuento de

Clostridium perfringens.
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ABSTRACT

The aim of this research work was to determinate the prevalence and count of Clostridium
perfringens in meat raw material in ITALIMENTOS CIA. LTDA company and thus to contribute with
the microbiological quality control process and to implement the analitical thecnique.

A total of 120 samples, obtained using simple random way, of beef and pork carcasse entering the
company from different suppliers were analyzed; 60 samples before and after the disinfection
process with the mixture of organic acids. The sampling frequency was twice a week in a period of
three weeks of March 2015.

For the determination and count of Clostridium perfringens the NTE INEN 1529.18:2013 with sligth
modifications was used, plate count instead of tube count and the use of a selective agar Sulfite
Polimixin Sulfadiazine (SPS), according to Bacteriological Analytical Manual (BAM) of FDA.

The results obtained were qualitative and quantitative being found that the prevalence of
contamination by Clostridium perfringens was particularly high in pork (66.7%), while the res
channels showed a lower percentage of prevalence (20%) prior to disinfection. After the
disinfection Clostridium perfringens counts decreased by 100% in the positive controls and 98% in
the samples tested so the effectiveness of organic acids was probed, showing a relative risk of
3.33 probability of pork this higher counts of Clostridium perfringens after the disinfection process

is also determined.

Keywords: Clostridium perfringens, Clostridium perfringens in meat, Count of Clostridium

perfringens.

L
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 3



é:g%!, UNIVERSIDAD DE CUENCA
=
Contenido

AGRADECIMIENT OS . ..ttt et e e ettt e e e et e e e e et e e e eea e e e e tb e aeeata e aaeaennaas 15
DE DI C AT ORI A L e e ettt e e e e e e et et et e e e e e et ae b e e e e e e e earaa s 16
RESUMEN ..ottt oo e et e e ettt oo ettt e e ettt e e et et e e e e eea e e e eeb e e e eaaaas 2
A B S T R A T ettt ettt e ettt b e e et e e et et e e e et e et e ba e e e e e e eeernba s 3
INDICE DE FIGURAS . ...ttt ettt e ettt ettt e e ettt e e e e et e e e ettt e eeeaeans 7
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt ettt ettt et e et e st e et e eteete e st et e steeteaaeanteetesteareenens 8
INDICE DE GRAFICOS......eeiiecee ettt ettt ettt eteete e e e et e ateateenteetesaesteareantesaeateareaneens 9
INDICE DE ANEXOS........oiitiiteeeieeeeete ettt ee et ettt e eete e e et et et eeteateente et eeteateaneeaeeteateersanteeteareareenes 10
LN {0]I1U 07010 ] N T 18
(07X = 1 11 2 T 19
(Y 7 = o0 I =] 21 (o1 @ T 19
R R O 1 [T PT TS 19
1.1.1  AtribUtOS OrganOIEPLICOS ...uvuuii et e e e e e e et eeaaeaeaanes 19
1.1.2  Composicién quimica y aspectos nutricionales de la carne .............ccccccceeeeviiiiinnne. 20
1.1.3  Cambios bioquimiCoS d€ 1@ CAINE.........cciiiiiiiiiecee e e e e aaaens 21

1.2  Calidad y seguridad microbioldgica de 1a Carne...........cccooviiuiiiiiiiiee e 24
1.2.1  Contaminacion d€ |8 CAIME ...........eiiiiiiiiiiiiiie i 25
1.2.2  Factores que influyen al crecimiento de microorganismos en la carne ................... 27
1.2.3  CoNServacCion de 12 CAIMNE ..........uuuiiiiiieieiiiiie ettt e et e e e e e e 29
1.2.4  Criterios microbioldgicos para el control de la materia prima cérnica....................... 30

1.3 ClOStridiUm PEITINGENS ... . ittt esensnenees 32
1.3.1  Caracteristicas bioqQUIMICAS............cuuiiiiiiii e eeanns 32
1.3.2  Estructura antigénica y factores de Virulencia:............cccuuveeeeiieeiiiiiiiiiiiiee e 32
G F0C T = o o =0 1o [o o | - VPP 33
1.3.4  Enfermedades transmitidas por alimentos asociadas con Clostridium perfringens .. 34
135 Determinacion de Clostridium perfringens en alimentos...........cccccccvvveiiieieininnnnnnnnn. 35
1.3.6  Medios selectivos para la determinacion de Clostridium perfringens....................... 36
1.3.7  Medios de enriquecimiento para Clostridium perfringens .........ccccccccvvvviiiiiiiiniinnnnnn. 37
1.3.8 Pruebas confirmatorias para la determinacion de Clostridium perfringens............... 37
CAPITULO 2 .ttt b ettt e st e b e b et e s e st e s e et e et et e s eseebe st et et eneebe s 38
2 METODOLOGIA. ... .ottt ettt ettt e et eete e e et e eteeaeene e e e eaeeaeareeneens 38
2.1 TIpO de INVESHGACION. .....cciiieiiiieie e e e e et s e e e e e e e e e et aaeaaeeaanae 38

VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 4



ég!, UNIVERSIDAD DE CUENCA
(s |
2.2 Poblacion y rea de @StUIO ..........eeiiiiiiiiiiiiii e 38
2.3 MUBSIIBO ... 38
2.4 Tamafo de 8 MUESHIA........cooo i 39
2.5 TOMA AE MUEBSIIA ....ueieiiiiieiiieet ettt e e e e e e e e e e e e e e s 40
CaANAIES B RES Y COITUOD: ... ettt ettt 40
2.6 RECUISOS MAtrialesS.......ccooiiiiieee e 42
2.7 Meétodos y técnicas de analisis MicrobiolOgiCO. ............ceeiiieeiiiiiiiieie e 44
2.7.1  Fundamento de la técnica de recuento para Clostridium perfringens ...................... 44
2.7.2  Controles positivos para Clostridium perfringens..........ccoceeeiieeiiiiiiiiiein e, 44
2.7.3  Preparacion de las muestras para el andlisis microbiol0gico ............cccccceeeeiniiiinnnne. 45
2.8  Técnica de recuento de Clostridium perfringens.........ccoovveeeiiiiiiiiiiii e 45
2.8.1  SIBIMI @ . e ettt 46
2.8.2  RECUENTO A€ COIONIAS ....ceiiieiiiiiiiiii ittt e e e e e e 46
2.8.3  Seleccion y purificacion de COIONIAS ..........c.uuviiiiiiieiiiiie e 46
2.8.4  Movilidad y produccion de INAOL............cooiiiiiiiiiiiiieiiii e 47
2.8.5  RESUIAUOS ....ooiiiiiiiitiee ittt e e 47
R S G T O 1 (o1 U] [ 1 47
2.9  Flujograma de @n@liSIS..........cuuuuiiiiiiiiiiiiiiici e e a e aaaaaaaae 49
.............................................................................................................................................. 49
2.10  ANALISIS ESTAAISTICO. .....eeiiieeiiiiiiiie it e e e 50
(071 ] U TSRS PPTSTRR 51
3 RESULTADOS Y DISCUSIONES. ...ttt e e e e e eaa e eeees 51
3.1 Determinacion de Clostridium perfringens en muestras de cortes finos de carne de cerdo
y res inoculadas con la cepa de Clostridium perfringens (Controles positivos)............cc..uuee... 51
3.2  Recuento de Clostridium perfringens en canales de cerdo y de res antes y después del
(o] oTet=TSTo Jo (=R e [=TS] a1 1= Tod o o] o 52
3.3  Frecuencia de muestras céarnicas positivas a Clostridium perfringens antes y después del
(o] oTet=TSTo Jo (=R e [=TS] a1 1= Tod o o] o 56
3.4  Cuantificacion de Clostridium perfringens en muestras carnicas antes y después del
(o] goTet=TSTo Jo (=R o [=TS] a1 1= Tod o o o R 59
3.5 Efectividad del desinfectante en el control de Clostridium perfringens...............cceeeee. 60
3.6  Comportamiento de la frecuencia de canales de cerdo y res contaminadas por semana y
su intervalo de confianza al 95% de probabilidad..............ccccceeeii i 62
3.7 Riesgo de contaminacion en las muestras de eStudio. ............ccooiiiiiiiiiiiiieiniiiiiiiiieeeeenn 63

VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 5



LE-_‘, UNIVERSIDAD DE CUENCA
[y |
3.8  Frecuencia de contaminacion al final de la desinfecCion..............ccccuvvieeiiiiiiniiiiiiiieeeee, 63
CONCLUSIONES. ...ttt e e e e ettt et e e e e e e et e ettt e e e e aeeeeeabbba e e e eeaaeennees 66
RECOMENDACIONES. ...ttt ettt e e ettt e e et e e e e tb e e e ert e aaeaeaas 67
GLOSARIO . ..ottt e e e e ettt ettt e e e et et ee b e e e e et e era e e aaeeennras 68
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......coveieete ittt ettt ate e et eaeareane e 72
AN X O S e e e e ettt et e e e e e ta e e tat e enra s 77

L
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 6



-
é\,_ﬁi, UNIVERSIDAD DE CUENCA

VDU O QINCA
f

INDICE DE FIGURAS

Figura N°- 1 Toma de muestra canal de res. Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA................. 41
Figura N°- 2 Toma de muestra canal de res y cerdo. Fuente: (Ojeda & Vasquez, 2009) ........ 41
Figura N°- 3 Canal de res, Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA......oooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 42
Figura N°- 4 Canal de cerdo, Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA Fuente: Autoras............... 42

Figura N°- 5 Muestra de res. Laboratorio de calidad Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA .....45
Figura N°- 6 Homogenizacion. Laboratorio de calidad Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA...45

L
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 7


file:///C:/Users/cmacalidad01/Downloads/TESIS%20FINAL%20final.docx%23_Toc417984075
file:///C:/Users/cmacalidad01/Downloads/TESIS%20FINAL%20final.docx%23_Toc417984076

ég_‘, UNIVERSIDAD DE CUENCA

INDICE DE TABLAS

TABLA N°- 1: Composicion nutricional de 1a Carne. ............uuveeiiieeiiiiiiiiieeeee e 21
TABLA N°- 2: Principales componentes en la calidad de lacarne .............cccoooeeeeeeieeeeeeeee, 24
TABLA N°- 3: Requisitos microbiolégicos para la carne, aves y sus menudencias comestibles .. 31

TABLA N°- 4: Caracteristicas principales de Clostridium perfringens ...........cccoecviiieieieenniniinne. 32
TABLA N°- 5: Tipos toxigénicos de Clostridium perfringens ............ccccuuueiiiiieiiiiiiiiiieee e 33
TABLA N°- 6: Pruebas Bioquimicas confirmatorias para Clostridium perfringens ......................... 37

TABLA N°- 7: Codificacion para la obtencion de los dias a muestrear por semana. Los nimeros
resaltados se corresponden con 10s dias SelecCioNAdOS .............uuvuvvviiiiiiiiiiieiiiiieeer———. 39
TABLA N°- 8: Cronograma de trabajo para la determinacion de Clostridium perfringens.............. 40
TABLA N°- 9: Clostridium perfringens en los controles positivos (Sin adicion de la mezcla de

= TodTo [0SR o (o = o1 o701 S SURSPPPTPNS 51
TABLA N°- 10: Clostridium perfringens en los controles positivos (Con adicion de la mezcla de

= TodTo [0SR o ] {0 =1 o1 o7 1= TSRS 52
TABLA N°- 11: Semanal: Recuento de Clostridium perfringens en canales de cerdo y de res antes
y después del proceso de deSiNfECCION ...........ouvuiiiiii i e 53
TABLA N°- 12: Semana2: Recuento de Clostridium perfringens en canales de cerdo y de res antes
y después del proceso de deSiNfECCION ...........ouuuiiiiii i 54
TABLA N°- 13: Semana3: Recuento de Clostridium perfringens en canales de cerdo y de res antes
y después del proceso de deSINFECCION .........coiiiiiiiiiieiie e e e e 55
TABLA N°- 14: Recuentos promedios de Clostridium perfringens segun el tipo de carne y el
MOMENtO de 12 tOMA UE MUESIIA .. ... et e e e e et e e e e e e e e eaeaan e e eeees 60
TABLA N°- 15: Efectividad del desinfectante en el control de Clostridium perfringens.................. 60
TABLA N°- 16: Intervalos de confianza para el porcentaje de muestras contaminadas por
Clostridium perfringens antes y después del tratamiento desinfectante..............ccccccvvvvvviiniinnnnnnn. 61
TABLA N°- 17: Comportamiento de la frecuencia de canales contaminadas por semana y su
intervalo de confianza al 95 % de probabilidad ..................uuiiiiiiiiiiiiii 62
TABLA N°- 18: Riesgo de contaminacién antes y después de la desinfeccion por comparacion de

las proporciones de contaminacion de la carne del cerdo con la de resS............uveveeeeveeieeeeeneeinnnnnns 63

VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 8



é/_"b: UNIVERSIDAD DE CUENCA

INDICE DE GRAFICOS

GRAFICO N°- 1: Frecuencia de contaminacion por Clostridium perfringens en las muestras de
cerdo antes y después de la deSiNfECCION. ..........cooiiiiiiiiiiiiie e 56
GRAFICO N°- 2: Frecuencia de contaminacion por Clostridium perfringens en las muestras de res
antes y después de 1a deSINfECCION. ........oouuiiiiiiiii e 57
GRAFICO N°- 3: Recuento promedio de Clostridium perfringens por semana y por tipo de carne
ANES de 12 AESINFECCION ... .uuiiiiiiiiiiiiittii s aasasas s ssssnsssssnsssssnnnsnnnnnnes 58
GRAFICO N°- 4: Recuento promedio de Clostridium perfringens por semana y por tipo de carne
desSpUES de 1a deSINFECCION..........uuiiiiiiiee e e e e e 59
GRAFICO N°- 5: Porcentaje de muestras que quedan contaminadas con recuentos superiores al
nivel de aceptacién en ambos tipos de carne, referidos al total de muestras que llegaron afectadas

= = =T 0 0] (=TT VPSR 64

L
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 9



ég_‘, UNIVERSIDAD DE CUENCA

INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1. Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 0776: 2013: Carne y productos carnicos....... 72
ANEXO 2. Fragmento de la norma ISO 17604:2003 Microbiologia de alimentos y animales para
alimentacion: Muestreo de canales para analisis microbiolégico, citada en el Diario Oficial de las
CoMUNIAAAES EUIOPEAS. ...coeviiiiiii e ettt e ettt e e e e e e e ettt ee s e e e e e e e e ettt e e e eaaeeeesstaaaaaaeaaeeennnes 78

ANEXO 3. NTE INEN 1529.2 Control microbiolégico de los alimentos. Toma, envio y preparacion

de muestras para el andlisis mMicrobiOlOQICO. ............uuiiiii i 79
ANEXO 4. Composicion del medio selectivo Agar SPS. ... 80
ANEXO 5. Medio de movilidad SIM ... 81
ANEXO 6. Medio selectivo caldo de tioglicolato..............ccuuviiiiiiiiiiiiicce e 82
ANEXO 7. Activacién de la cepa ATCC 13124 de Clostridium perfringens. ........cccoeeeeeeevivveinnnnnnn. 84
ANEXO 8. Control positivo en carne de CerdO Y IES ......ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 85
ANEXO 9. Patrdn MC Farland...........coooviiiiiiii e 87
ANEXO 10. Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 559 18:2013 Control microbiolégico de los

alimentos Clostridium perfringens. Recuento en tubos por siembra en masa. ..........ccccceeeveeeeeeennns 88
ANEXO 11. Bacteriological Analytical Manual (BAM) ..........coooiiiiiiiiiiiiiii 89
ANEXO 12. Certificado de aprobacion de la Tesis “Determinacién de Clostridium perfringens en la
Empresa ITALIMENTOS ClA. LT DA . . e e 94

L
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 10


file:///C:/Users/SOFTEC/Desktop/TESIS%20FINAL%20final%203.docx%23_Toc418003010
file:///C:/Users/SOFTEC/Desktop/TESIS%20FINAL%20final%203.docx%23_Toc418003010
file:///C:/Users/SOFTEC/Desktop/TESIS%20FINAL%20final%203.docx%23_Toc418003010
file:///C:/Users/SOFTEC/Desktop/TESIS%20FINAL%20final%203.docx%23_Toc418003019

.
A\EJ: UNIVERSIDAD DE CUENCA
&

CLAUSULA DE DERECHOS DE AUTOR

Yo, Verénica Catalina Rodas Bravo, autora de la tesis “DETERMINACION DE Clostridium
perfringens EN MATERIA PRIMA CARNICA DE LA EMPRESA ITALIMENTOS”, reconozco y
acepto el derecho de la Universidad de Cuenca, en base al Art. 5 literal ¢) de su Reglamento de
Propiedad Intelectual, de publicar este trabajo por cualquier medio conocido o por conocer, al ser
este requisito para la obtencion de mi titulo de Bioquimico Farmacéutico. El uso que la
Universidad de Cuenca hiciere de este trabajo, no implicar4 afeccion alguna de mis derechos

morales o patrimoniales como autora.

Cuenca, Mayo de 2015

—_ - - - e -
s I e~ 'Q//I/

»-;;,?:L_;,-f e

erdnica Catalina Rodas Bravo

C.1: 0104162110

L
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 11



é/_"b: UNIVERSIDAD DE CUENCA

CLAUSULA DE DERECHOS DE AUTOR

Yo, Maria Gabriela Rodriguez Coronel, autora de la tesis “DETERMINACION DE Clostridium
perfringens EN MATERIA PRIMA CARNICA DE LA EMPRESA ITALIMENTOS”, reconozco y
acepto el derecho de la Universidad de Cuenca, en base al Art. 5 literal ¢) de su Reglamento de
Propiedad Intelectual, de publicar este trabajo por cualquier medio conocido o por conocer, al ser
este requisito para la obtencion de mi titulo de Bioquimico Farmacéutico. El uso que la
Universidad de Cuenca hiciere de este trabajo, no implicara afeccion alguna de mis derechos

morales o patrimoniales como autora.

Cuenca, Mayo de 2015

Mari; Gabriela Rodriguez Coronel

C.1: 0105837710

L
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 12



.
A\EJ: UNIVERSIDAD DE CUENCA

CLAUSULA DE PROPIEDAD INTELECTUAL

Yo, Verénica Catalina Rodas Bravo, autora de la tesis “DETERMINACION DE Clostridium
perfringens EN MATERIA PRIMA CARNICA DE LA EMPRESA ITALIMENTOS’, certifico que
todas las ideas, opiniones y contenidos expuestos en la presente investigacion son de exclusiva

responsabilidad de su autora.

Cuenca, Mayo de 2015

g Il

o - L 7 )

< T pe 2 o é‘?
e — 2> =

erdnica Catalina Rodas Bravo

C.l: 0104162110

L
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 13



.
A\EJ: UNIVERSIDAD DE CUENCA

CLAUSULA DE PROPIEDAD INTELECTUAL

Yo, Maria Gabriela Rodriguez Coronel, autora de la tesis “DETERMINACION DE
Clostridium perfringens DE MATERIA PRIMA CARNICA EN LA EMPRESA ITALIMENTOS”,
certifico que todas las ideas, opiniones y contenidos expuestos en la presente investigacion son
de exclusiva responsabilidad de su autora.

Cuenca, Mayo de 2015

—

e brclo -t

Maria Gabriela Rodriguez Coronel

C.1: 0105837710

L
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 14



é/_"b: UNIVERSIDAD DE CUENCA

AGRADECIMIENTOS

AGRADECEMOS:
A Dios por permitirnos culminar esta etapa de nuestras vidas con esfuerzo y dedicacion.

A nuestros padres por el apoyo incondicional, durante toda nuestra formacion académica y
personal.

A la Dra. Mariana Sad por aportar sus conocimientos para la realizacion de la presente tesis.
A la Dra. Paulina Escobar por su paciencia, motivacion y orientacion en cada paso de este trabajo.

Al Ing. Javier Moscoso “Jefe de Aseguramiento de Calidad de ITALIMENTOS CIA LTDA” por

darnos la oportunidad en la empresa para la elaboracién de este trabajo de investigacion.

Al Sr. Lautaro Jetdn, propietario de la Empresa "ITALIMENTOS CIA LTDA", por permitir la
realizacion de esta tesis.

L
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 15



.

UNIVERSIDAD DE CUENCA

DEDICATORIA

Esta tesis se la dedico a Dios por ser
siempre la luz de mi camino para seguir
siempre con perseverancia, fortaleza y

dedicacion.

A mis padres con mucho amor les dedico
todo mi esfuerzo y trabajo puesto en este
trabajo de tesis y a mi compafera de

tesis que me brindo apoyo incondicional.

Maria Gabriela Rodriguez Coronel

VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL

Pagina 16



DEDICATORIA

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Esta tesis est4 dedicada principalmente
a Dios pastor de mi camino quien me
dio el espiritu y entereza para culminar

mi obijetivo.

A mis padres por todo su apoyo durante

mi vida académica.

A mi compariera de tesis y amigos por

siempre creer en mi.

Veroénica Catalina Rodas Bravo

VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL

Pagina 17



ég_‘, UNIVERSIDAD DE CUENCA

INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos son aquellas que se originan por la ingestién de
alimentos infectados con agentes contaminantes en cantidades suficientes para afectar la salud

del consumidor (Heymann, 2005).

Entre los agentes productores de las ETAS frecuentemente se encuentran a especies del género
Clostridium, especialmente Clostridium perfringens el cual puede estar presente en ciertos
alimentos como carnes crudas y alimentos preparados a base de carne, siendo patdgenos para el

ser humano cuando su recuento supera 1x10® UFC/g (CONAL, 2012).

En Latinoamérica mas de la mitad de todos los brotes epidémicos de enfermedades transmitidas
por los alimentos son causados por carne y productos carnicos que son los que mas se asocian
con la toxicoinfeccion producida por Clostridium perfringens. En Costa Rica se inform6 la
presencia de Clostridium perfringens en un 37% de las muestras de suelo, un 46% en carnes

cocidas, y el 55% en carnes de canales (Rodriguez, 2002).

En la Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA, la materia prima carnica que se recibe debe cumplir
con los criterios microbiolégicos de la NTE INEN 2346:2010, entre los que refiere control de
Clostridium sulfito reductores; sin embargo en la actualidad, la empresa no tiene implementada

una técnica analitica para la deteccién y recuento de la bacteria.

Considerando lo expuesto, se propuso la presente investigaciéon orientada a determinar la
presencia y el numero de unidades formadoras de colonias (UFC/g) de Clostridium perfringens en
la materia prima carnica, asi como evaluar la efectividad del tratamiento de desinfeccion en la

misma y contribuir con la implementacién de la técnica en la empresa.

L
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CAPITULO 1

1  MARCO TEORICO

1.1 Carne

111

Se define como el tejido muscular estriado en fase posterior a su rigidez cadavérica (post-
rigor) comestible, sano y limpio, de animales de abasto que mediante la inspeccion
veterinaria oficial antes y después del faenamiento son declarados aptos para consumo
humano. Ademas se considera carne el diafragma y musculos maceteros de cerdo, no asi
los demas subproductos de origen animal (NTE INEN 2346, 2010; Peru, 2009).

Una vez sacrificado el animal se lo transporta y maneja como canal, término que se refiere
al cuerpo faenado, desangrado, eviscerado, sin genitales y en el caso de las hembras sin
ubres; de acuerdo a la especie con o sin cabeza, piel, patas, diafragma y médula espinal
(NTE INEN 2346, 2010).

Atributos organolépticos

En las caracteristicas generales de la carne como materia prima hay que considerar dos
puntos de vista, el consumo directo en fresco y su industrializaciéon. En la carne destinada
al consumo directo en fresco se deben observar las siguientes caracteristicas:

Color: La coloraciéon roja caracteristica de la carne en buen estado viene dada
principalmente por los compuesto heminicos presentes en ella, como son la mioglobina y
hemoglobina. Se puede decir que el color de la carne también dependera de la especie,
raza, la edad y la alimentacion donde varia desde un color rosaceo hasta un rojo intenso
(Amerling, 2001).

Texturay dureza: La textura de la carne viene dada por la cantidad de colageno tipo |y llI
gue se encuentra recubriendo las haces de fibras. En cuanto a la dureza de la carne,
contribuyen tres tipos de proteinas; las del tejido conectivo, las de miofibrilla y las del
sarcoplasma (Amerling, 2001).

Terneza: La terneza es un criterio organoléptico muy importante para el consumidor,
pudiendo definirse como la facilidad de morder y masticar la carne; este atributo varia en la
carne por dos causas principales: el tejido conectivo (dependiendo del musculo y del

animal) y la variaciébn del estado de las miofibrillas musculares en condiciones post
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mortem, puesto que el masculo del animal es tierno pero al entrar en etapa de rigor la
dureza aumenta y disminuye la elasticidad (Amerling, 2001).

Aroma y sabor: Estos dos aspectos son caracteristicos de la especie de la que se trate, la
carne fresca en estado crudo tiene un olor muy ligero. (Amerling, 2001)

Jugosidad: Este parametro hace referencia a la percepcion de la sequedad de la carne,
esta relacionada con dos factores principales como el agua y los lipidos contenidos en el
musculo (Amerling, 2001).

Composicion quimicay aspectos nutricionales de la carne

La composicién quimica de la carne varia con la especie del animal y su edad, esto quiere
decir que mientras mas joven el contenido de agua es inversamente proporcional al
contenido de grasa, esta relacion se invierte a medida que la edad aumenta (Warriss,
2003c).

Las propiedades y calidad de la carne se estudian en las proteinas, grasas, vitaminas y
minerales, siendo las mas importantes las proteinas del musculo en este grupo se
encuentran las proteinas contractiles (miosina y actina) que juegan un papel muy
importante en la transformacién de musculo a carne. Otro grupo de proteinas son las del
estroma que en su estado nativo resisten a la accién de los jugos digestivos mientras que
en su forma desnaturalizada son mas digeribles y las proteinas sarcoplasmicas
proporcionan una coloraciéon roja viva a la carne y nutricionalmente es una fuente

importante de hierro (Warriss, 2003c).

La grasa constituye parte esencial de las membranas celulares una gran fuente energética
mayor a la proporcionada por los carbohidratos. Su composicion lipidica se divide en
lipidos del tejido muscular (contiene mayor cantidad de fosfolipidos y &cidos grasos mas

insaturados) y lipidos del tejido adiposo (Carvajal, 2001).

Los minerales presentes en la carne como el calcio, hierro, fésforo, zinc, se asocian a la
porcion magra de la misma. El hierro es indispensable para la sintesis de hemoglobina y
ciertas enzimas, manteniendo asi el buen estado fisico. Minerales como el zinc y magnesio
son cofactores de enzimas utilizados en la sintesis de proteinas. Por otro lado, el fésforo
tiene un importante rol en el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y grasas. Ayuda

al balance acido-base en sangre y otros tejidos del cuerpo (Carvajal, 2001).
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Tabla N°- 1: Composicion nutricional de la carne.

Composicion

Carne Vacuna

Carne de Cerdo

Agua (g) 75,9 69,2
Kcalorias 105 198
Proteinas (g) 21,3 14,4
Grasas totales (g) 13 15,1
Hierro (mg) 3,40 1.3

Zinc (mg) 4,32 1,74
Fésforo (mg) 208 238
Calcio (mg) 16 12

Vit. B1 (mg) 0,03 0,90
Vit. B2 (mg) 0,13 0,16
Vit. A (ug) 0,0 2,0

Vit. C (mg) 0,00 0,60
Niacina (mg) 6,82 5,10

Fuente: Tablas peruanas de composicién de alimentos (Pert, 2009)

1.1.3 Cambios bioguimicos de la carne

La carne de un animal recién sacrificado debe ser de un color blanquecino, a consecuencia

de pasar por un estado de rigidez cadavérica ya que la musculatura del animal no cesara

bruscamente todas sus funciones vitales, este estado de rigidez empieza a notarse una

hora después de su sacrificio, pudiendo durar horas hasta dias dependiendo de la especie,

aqui ocurrird una serie de cambios fisico-quimicos lo que hace posible la conversion de

musculo a carne, en donde influirdn todos los procesos previos al sacrificio del animal, asi

como en su calidad, es por estos motivos que el animal antes de su sacrificio debe pasar

12 horas en ayuno pero sin estar hambriento, deberd estar también en reposo y con

acceso a mucha agua (Astiz, 1992).
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Antes del sacrificio se procederd a insensibilizar al animal y posterior a esto a su
desangrado completo, una vez concluido la canal, se lava y orea antes de proceder a
refrigerar (1- 4°C). Después la canal se vuelve rigida y la grasa mas consistente y estos
efectos vienen acompafados de cambios bioquimicos en el musculo descritos a

continuacioén: (Warriss, 2003b)

1.1.3.1 Acidificaciény pH

El transporte de oxigeno cesa tras la muerte del animal asi que el metabolismo se
torna anaerobio y el ATP se genera a través de la lisis del glucégeno y posterior
glicdlisis, a partir del metabolismo anaerobio del glucégeno se genera acido lactico esto
hace que las cargas positivas del acido cancelen a las negativas del masculo, por lo
gue el valor del pH en un lapso de tres horas sera aproximadamente de 6,5y de 12h a
18h alcanza su nivel mas bajo de 5,4 a 5,8, debido a esto el musculo se acidifica
(Astiz, 1992), (Swatland, 1995).

Al descender el pH las proteinas musculares se desnaturalizan y pierden la capacidad
de retener agua (CRA) conduciendo a la exudacion de fluidos de las fibras musculares,
también contribuye a la dispersion de luz de los elementos contractiles de la fibra
muscular produciendo un cambio en la coloracién de la carne de oscura-translicida a
opaca-palida. El tiempo que demora la acidificacion varia con la especie (ganado
porcino de 4-5h y vacuno 15-36h) (Warriss, 2003b).

1.1.3.2 Capacidad de Retencién de Agua (CRA)

Es la capacidad de la carne para retener agua libre durante las fuerzas externas
(corte, trituracion, prensado). Aproximadamente las 3/4 partes de la carne son agua, la
misma que se aloja en su mayoria en los espacios de los filamentos finos y gruesos de
las miofibrillas (Warriss, 2003a).

Su captacioén o eliminacién va a depender de la interaccion de la actina y miosina, asi
en el rigor mortis se contrae la red proteica y el agua se perdera por las fibras
musculares al espacio extracelular. Esta agua extracelular contribuye al exudado,
cuando se secciona el musculo en post-mortis, las pérdidas de agua libre por exudado
causan un descenso en su rendimiento, resultando antiestético si queda recogida en la

bandeja o envase en el que esta dispuesta la carne (Warriss, 2003a).
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1.1.3.3 Rigor mortis
El comienzo del rigor esta determinado solamente por la disponibilidad de ATP, el cual
sirve para mantener el musculo en estado de relajacion. Cuando el musculo se
encuentra en reposo los filamentos de actina y miosina se deslizan, penetrando los
unos en los otros ayudado por el complejo ATP-Mg que actia como lubricante
(Warriss, 2003b).

Al hidrolizarse el ATP a ADP se produce una contraccion, en este momento los niveles
de creatin fosfato caen para regenerar el ATP a partir del ADP el mismo que termina
por fallar, asi el musculo se contrae ya que el complejo ATP-Mg se degrada y los
filamentos de actina y miosina forman el complejo actiomiosina, perdiendo el musculo
su extensibilidad y cada fibra muscular entra en rigor al agotarse el ATP (Restrepo,
2001b).

1.1.3.4 Resolucién del rigor y acondicionamiento
Es el proceso natural de ablandamiento de los mdusculos cuando la carne es
almacenada o madurada post rigor, debido a que las miofibrillas se vuelven facilmente
fragmentables a consecuencia de los cambios en los componentes del tejido conectivo

(ruptura de los enlaces cruzados del colageno (Warriss, 2003b).

1.1.3.5 Maduracion
Proceso mediante el cual se da por terminada la rigidez cadavérica, haciéndose la
carne mas tierna y aromatica. En este proceso se suscitan muchos cambios quimicos y
bioquimicos como la disociacion de la actomiosina, el rompimiento del sarcomero por
desintegracion de la linea Z, protedlisis, aumento del pH y de la capacidad de retencion
de humedad y aumento de la presién osmoética (Larrafiaga & Carballo, 1999) (Astiz,
1992).

En la maduracién se produce la separacion de los filamentos de actina de la linea Z
debido a la accién de enzimas catepsinicas o por modificaciones ionicas. La protedlisis
ocurre a nivel de las proteinas sarcoplasmaticas en donde se liberan iones Ca® y
captan iones K* y Na*, asi se incrementara la capacidad de retenciéon de humedad,
cambiando a la vez las cargas ionicas produciéndose aumento de pH de 5.3 hasta 6.
Cuando se da un descenso de pH se liberan estas enzimas y empiezan a degradar la

estructura proteica del musculo (Larrafiaga & Carballo, 1999) (Astiz, 1992).
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En el proceso de maduracion también ocurre la oxidacion de lipidos, originando olores

desagradables, formacion

de

nucleétidos, amoniaco, sulfuro de hidrégeno,

acetaldehido y acetona que pueden ser desfavorables para el sabor y el aroma de la

carne; asi como la degradacion del ATP con formacién de hipoxantina que causa

olores y sabores desagradables (Warriss, 2003b).

1.2 Calidad y seguridad microbiolégica de la carne

En la carne para la industrializacion se distinguen dos aspectos; el primero desde el

punto de vista funcional, en donde la carne debe cumplir con los atributos deseables

(Tabla 2). Y un segundo punto de vista conocida como calidad de conformacion, en donde

el producto debe cumplir exactamente con las especificaciones del consumidor en cuanto

a palatabilidad (textura y terneza, jugosidad y flavor), (Warriss, 2003a).

Tabla N°- 2: Principales componentes en la calidad de la carne

Rendimiento y
composicion bruta

Cantidad de producto comercializable
Cociente grasa: magro

Aspectos y
caracteristicas
tecnolégicas

Tamafio y forma del musculo
Textura y color de la grasa
Cantidad de grasa intramuscular
Color y CRA del magro

Palatabilidad e Texturay terneza
e Jugosidad
e Flavor (sabor mas aroma)
Salubridad e Calidad nutricional

Seguridad quimica
Seguridad microbiolégica

Calidad ética

Cria aceptable de los animales

Fuente: Warriss, 1996

A su vez la carne debe ser higiénicamente saludable, es decir, segura en cuanto a su

consumo (exenta de parasitos que puedan transmitirse a humanos, microorganismos

patdégenos, sustancias quimicas nocivas, niveles aceptables de medicacion veterinaria del

animal, etc.) y aportar con una dieta rica en vitaminas, minerales y proteinas de alto valor

y posiblemente &cidos grasos esenciales. De igual manera que para la carne vacuna, la
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calidad de la carne de cerdo esta determinada también por su contenido de grasa
intramuscular ya que su incremento producird un aumento en la terneza, flavor y
aceptabilidad. (Warriss, 2003a), (B. M. Garcia, 2003).

1.2.1 Contaminacién de la carne

La contaminacion que se produce en las carne es por via endogena (infeccion del animal
vivo) y exégena (por invasién post mortem), por esto es necesario que todas las
manipulaciones de la carne posteriores al sacrificio se realicen con estrictas normas de
higiene. (B. M. Garcia, 2003).

Los contaminantes comunes de las canales son los gérmenes Gram-negativos y
micrococos, incluidas Pseudomonas spp., Moraxella spp., Acinetobacter spp.,
Flavobacterium spp. Adicionalmente pueden existir bacterias productoras de 4cido lactico,

hongos, levaduras. (Restrepo, 2001d)

1.2.1.1 Contaminacion inicial (ante mortem)

Los animales vivos albergan microorganismos en la piel, pelo y cavidades de los
6rganos que se conectan al exterior a través de los orificios naturales como cavidades
nasofaringeas y partes externas del aparato urogenital; estos gérmenes son

provenientes del suelo, aire y ambiente (M. C. Burgeois & Mescle., 1994).

Los animales sanos poseen pocos microorganismos pero existe la posibilidad que
animales aparentemente sanos alberguen en su intestino, higado, rifiones, nddulos
linfaticos grandes cantidades de gérmenes patdgenos que pueden atravesar al musculo
por el sistema circulatorio, traumatismos o condiciones inadecuadas de sacrificio. Los
tejidos y cavidades que no estan en contacto directo con el exterior son estériles
(Larrafiaga & Carballo, 1999).

Sin embargo en los procesos de matanza y preparacion de canales se produce una
alteracion de la situacion microbiolégica, debido a que en operaciones del sacrificio,
sangrado, abertura de la cavidad toracica y abdominal queda expuesta a la

contaminacion interna y externa de la canal (Pascual & Calderén, 2000).

Es por esto que los microorganismos que contaminan la carne tienen diversos origenes,
pueden estar presentes en el propio masculo in vivo o haber penetrado durante la

muerte del animal, también por la manipulacion que sufren las canales y productos
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carnicos durante el despiezado, conservacion y distribucion (Larrafiaga & Carballo,
1999).

Después del sacrificio es ideal colocar las canales en cdmaras de refrigeracién a
temperaturas inferiores de 10°C, cercanas a 0°C con el objetivo no solo de enfriar la
superficie sino también los tejidos mas profundos para inhibir el crecimiento de bacterias
mesofilas (Larrafiaga & Carballo, 1999).

Contaminacion agonica (post mortem)
Tiene lugar durante el sacrificio y a lo largo de la preparacién de las canales, en donde la
mayoria de gérmenes son aportados por el ambiente, materias fecales, piel,

manipuladores. En este tipo de contaminacion hay dos variantes:

Contaminacion profunda: Esta contaminacion es poco importante en animales sanos
sacrificados en buenas condiciones, se estima 1 germen por cada 10 gramos o en 100
gramos. Después de varias horas de la muerte del animal existe una contaminacion
debido a la pared intestinal debilitada que permite el paso de las bacterias, el stress al
sacrificio favorece esta transmision es por esto que la evisceracion tardia es peligrosa.
El escaldado utilizado para el pelado de los cerdos permite el paso de las bacterias con
el agua polucionada al sistema circulatorio y respiratorio (M. C. Burgeois & Mescle.,
1994), (Antich & Roberto, 2006).

Contaminacién superficial: Este tipo de contaminacion es mas importante ya que
aporta alrededor de 10° a 10* gérmenes cm?, procedentes del mismo animal (pelo), del
matadero (aire, suelo), de las salas de despiece (mesas, utensilios, bandas
transportadoras) camaras de almacenamiento (suelos, muros); es por eso que radica la
importancia en las reglas de higiene en la preparacién de canales (M. C. Burgeois &
Mescle., 1994).

Vias de contaminacion de la carne

Las vias de contaminacién se dividen segun el origen de la misma (Pascual & Calderon,
2000)

En el animal: La contaminacion de la carne se puede originar por el pelo y la piel que es
fuente microorganismos como Staphylococcus aureus, Lactobacilus, Micrococcus,

Pseudomona, levaduras y mohos entre estos tenemos las especies de los géneros
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Penicillium, Mucor, Rhodotorula, Rhizopus; en el caso del contenido intestinal puede
infectarse con Escherichia coli, Salmonela, Clostridium perfringens, Streptococcus,
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolytica, Enterobacerias (Pascual & Calderon,
2000).

Matadero: Las condiciones del matadero pueden afectar a la carne si existe condiciones
asépticas de los mismos, el suelo puede ser fuente del género Clostridium; asi como la
mala higiene de los operarios o heridas que presenten los mismos siendo una fuente
para Staphylococcus aureus. Los insectos como roedores son grandes portadores de
microorganismos patégenos por lo que es de vital importancia tener un plan de control de

plagas y roedores (Larrafiaga & Carballo, 1999), (B. M. Garcia, 2006).

Otras fuentes: La mala conservacion, almacenamiento y transporte de la carne puede
ser origen de una contaminacion con microorganismos de los géneros Acinetobacter,
Pseudomona, y lactobacillus, asi también como céstodos y protozoarios (Pascual &
Calderdn, 2000).

1.2.2 Factores que influyen al crecimiento de microorganismos en la carne

1.2.2.1 Actividad de agua (Aw)

Mide la disponibilidad del agua del medio en el que se encuentran los microorganismos.
La carne posee una Aw de 0,98- 0,99 siendo este valor favorable para la multiplicacion
bacteriana pero este valor no es el mismo en la superficie que en las zonas mas
profundas de la carne teniendo en este lugar cifras mas elevadas, es por esto que al
ocurrir variaciones en la actividad acuosa de la superficie relacionada con la humedad
relativa se obtendra variaciones sobre el crecimiento microbiano (M. C. Burgeois &
Mescle., 1994), (Amerling, 2001).

De esto se deduce que una carne almacenada en un ambiente con humedad relativa alta
se conservara menos tiempo que al hacerlo en un ambiente seco. Sin embargo la
asociacion de un ambiente seco mas el frio producird una buena inhibicién microbiana
pero a la vez traera consigo pérdidas de masa y por ende pérdidas econdmicas. En la
industria se tomara la decision de escoger una humedad que provoque una Aw en la
carne que no produzca tal dafio y a la vez de un buen aspecto a la carne con calidad

higiénica satisfactoria (M. C. Burgeois & Mescle., 1994), (Amerling, 2001).
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Potencial 6xido reduccion (Eh)

Al instante de la muerte del animal, el mlsculo todavia posee en profundidad reservas de
oxigeno, lo que hace que el Eh sea positivo y elevado (250mV) y esto beneficiara al
crecimiento de microorganismos aerobios; enseguida las reservas de oxigeno se
terminan por falta de renovacién por la sangre, en donde Eh profundo disminuye
rapidamente, se hace negativo y en 4-6 horas alcanza de -200mV, con estas condiciones
reductoras que se dan en la profundidad la carne es propicia para el desarrollo de
microorganismos anaerobios propios de la putrefaccion (M. C. Burgeois & Mescle.,
1994), (Restrepo, 2001d).

pH

Los microorganismos son susceptibles a las variaciones de pH, es por esto que a una
descenso de pH se inhibira el crecimiento microbiano y los organismos mas afectados
seran las bacterias, luego las levaduras, finalmente los mohos. (M. C. Burgeois &
Mescle., 1994), (Amerling, 2001).

Segun lo descrito significa que las carnes con pH igual o superior a 6 estarA mas
expuesta a las acciones microbianas, principalmente la putrefaccién, que una carne
normal, es por ello que es de importancia que la acidificacién del masculo transcurra
correctamente (M. C. Burgeois & Mescle., 1994).

Temperatura:

El masculo inmediatamente después del sacrificio posee todavia una temperatura alta de
37°C en relacién a la temperatura normal del animal vivo que es de 39°C; la cual es ideal
para el desarrollo de bacterias mesdfilas, sin embargo es posible hallarlas a 10°C (M. C.
Burgeois & Mescle., 1994).

Una vez obtenidas las canales y los diferentes cortes de carne en procesos posteriores,
se sigue con la cadena de frio, en donde es comun encontrar microorganismos
psicrofilos; entre estos los géneros de microorganismos como Pseudomonas,
Achromobacter que son los frecuentemente encontrados en carnes frescas sometidas a
temperaturas de refrigeracion, mientras mas baja sea la temperatura mas lentamente se

multiplican los microorganismos (M. C. Burgeois & Mescle., 1994).
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Entre 3°C y 10°C se paraliza la toxicogénesis de Clostridium botulinum y desaparece
todo riesgo relacionado con el crecimiento y elaboracion de toxinas de los
microorganismos, por otra parte a 0°C es una temperatura recomendada para que el
crecimiento microbiano sea muy limitado, y a -18°C se detiene por completo la

multiplicacién microbiana (M. C. Burgeois & Mescle., 1994).

1.2.3 Conservacién de lacarne

La calidad de la carne se ve afecta por cambios fisicos, quimicos y microbiolégicos, por
ello es indispensable conservarla en buenas condiciones, ya sea para usarla como
producto fresco o como materia prima para la elaboracion de otros productos (Amerling,
2001).

El sacrificio y exanguinacion del animal constituyen una fuente de contaminacién de
microorganismos del tracto gastrointestinal a todo el cuerpo por ello la practica de ciertos
procedimientos como lo son la rapida evisceracién, uso de implementos y utensilios
limpios, correctas y eficientes operaciones de faenamiento y aplicaciones de acido lactico
superficial a las canales, pueden ayudar considerablemente a la disminucién de la carga

bacteriana inicial pero no la elimina totalmente (Restrepo, 2001a).

1.2.3.1 Refrigeracion y congelacion

La primera fase del proceso de refrigeracibn comienza con la obtencién de las canales,
que en ese momento su temperatura es de 38°C y la del ambiente puede hallarse en
22°C donde comienzan ya parte de los procesos bioquimicos que se asocian a su
muerte, estd temperatura tiene poca capacidad de enfriamiento, es por eso que se le

conoce como pre-refrigeracion u “oreo” (Restrepo, 2001a).

La carne se conserva a temperaturas de refrigeracion entre 0°C a 4°C incluso se

desciende la temperatura a valores cercanos a -1.5°C

Las canales de cerdo son refrigeradas y astilladas (sin cabeza y sin espinazo), de esta
manera se facilita el flujo de aire a su alrededor con el fin de evitar zonas muertas y el

proceso sea mas eficiente (Restrepo Molina Diego Alonso, 2001).

1.2.3.2 Acidos Orgéanicos

Son sustancias con accion bacteriostatica que tienen la finalidad de reducir los niveles de
contaminacién microbiana superficial. Una de estas sustancias es el acido lactico y sus

sales de sodio y potasio que poseen un perfil aromatico suave y actiGan como
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bacteriostéticos interviniendo en el metabolismo de la bacteria (acidificacién intercelular,
interferencia en la transferencia de protones a través de la membrana celular), también
reduce la actividad del agua y tiene un espectro de accidbn muy amplio, siendo capaz de
inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, de la flora alterante

y también de patégenos (Ojeda & Vasquez, 2009).

Esta accién antimicrobiana inhibe el crecimiento por extensos periodos de tiempo
aumentando la conservacion y la seguridad intrinseca del producto. Desde el punto de
vista sensorial, el nivel maximo de utilizacion se situaria entre 0,10 y 0,12% (Jerez,
2005).

Nitritos

El nitrito de sodio a niveles de 125 hasta 250ppm, en un medio ligeramente acido como
el que proporciona la carne, y en solucion, se ioniza, dando origen al ién nitrito, muy
reactivo, que puede actuar como agente oxidante o como reductor. El nitrito no actia
sobre la carne como tal, sino que la principal responsable de los efectos producidos es la
molécula de 6xido nitroso (Freixanet, 2013).

Desde el punto de vista de su efecto conservante, los mecanismos de accién del nitrito
no estan muy claros, si bien estd demostrado su efecto bacteriostatico sobre
enterobacterias, Clostridium perfringens y Staphylococcus aureus, siendo especialmente
letal para el Clostridium botullinum. Al ser este microorganismo muy resistente al
tratamiento térmico, la adicién de nitrito se convierte practicamente en el Unico medio
para evitar la transmision del botulismo a través de productos carnicos. (Restrepo,
2001c)

Criterios microbioldgicos para el control de la materia prima carnica

Los criterios microbiolégicos en un alimento son de vital importancia puesto que sirven
para indicar la aceptabilidad de un alimento o de un proceso basada en la ausencia o
presencia, una cantidad de microorganismos, y/o cantidad de sus toxinas/metabolitos, por
unidad de masa, volumen, superficie o lote (NTE INEN 2346, 2010).

Los criterios microbiologicos se aplican también para averiguar si se cumplen los
reglamentos dictados para los alimentos en cuanto a higiene e inocuidad microbiol6gica;

de igual manera se podra verificar el estado microbiolégico de materias primas como las

VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 30



AEJ, UNIVERSIDAD DE CUENCA

carnes o productos terminados y examinar la eficacia de las buenas practicas de higiene y
manufactura (NTE INEN 2346, 2010).

Es por esto que toda fabrica de alimentos deberd cumplir con todos los requisitos
microbioldgicos establecidos por las normativas. Los microorganismos sulfito reductores
son gérmenes que pueden estar presentes en carnes crudas mal tratadas higiénicamente,
los mismos que son causantes de toxiinfecciones alimentarias como Clostridium
perfringens causante de procesos infecciosos graves como la enteritis necrosante o
enfermedad de Pig-bel (CONAL, 2012).

La carne cruda debe cumplir con los requisitos microbiologicos indicados en la siguiente
tabla 3.

Tabla N°- 3: Requisitos microbioldgicos para la carne, aves y sus menudencias

comestibles

N C m M Método de ensayo
Aerobios  mesofilos | 5 3 1,0 x 10° 1,0 x 10’ NTE INEN 1 529-5
UFC/g
Escherichia coli | 5 2 1,0 x10? 1,0 x 10° NTE INEN 1 529-8
UFClg
Staphilococus aureus | 5 1 1,0 x 10> | 5,0 x 10? NTE INEN 1 529-14
UFClg
Clostridium sulfito | 5 1 3,0 x 10t 1,0 x 10° NTE INEN 1 529-18
reductores UFC/g
Salmonella/ 25 g Y [— ausencia | ------------ NTE INEN 1 529-15

Fuente: NTE INEN 2 346:2010

Donde:
n = nimero de unidades de la muestra
¢ = nimero de unidades defectuosas que se acepta
m = nivel de aceptacion
M = nivel de rechazo
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1.3 Clostridium perfringens

Es un bacilo esporulado Gram positivo bastante grueso, recto de extremos cuadrados, de
0.6 a 2.4 yu de ancho y de 1.3 a 1.9 u de largo, presentdndose solos o en parejas, es
completamente inmévil debido a que no presenta cilios. Los esporos muy raros de ver in
vitro, son grandes, ovales, centrales o sub-terminales, deformantes. Este género de
Clostridium posee una cpsula compuesta en gran parte por polisacaridos, distintos segun
las cepas. En cultivo sus colonias son negras con halo de bordes regulares. Su
temperatura éptima de crecimiento es de 43°C a 47°C maximo 50°C, un pH de 7.5y Aw de
0.9 (M. C. Burgeois & Mescle., 1994).

1.3.1 Caracteristicas bioquimicas

Las principales caracteristicas de Clostridium perfringens se presentan en la siguiente

tabla:

Tabla N°- 4: Caracteristicas principales de Clostridium perfringens
Movilidad -
Indol -
Produccién de lecitinasa +
Produccion de lipasa -
Produccién de gelatinasa +
Reduccién de nitratos +
Ureasa +
Produccion de &cido a partir de :

e Glucosa +
° Lactosa +
e Maltosa +
e Sacarosa +
e Salicina -
Reduccién de sulfitos +
Hemolisinas +

Fuente: (C. M. Burgeois & Mescle, 1994)

1.3.2 Estructura antigénicay factores de virulencia:
Clostridium perfringens posee una capsula de polisacaridos que tiene accion
antifagocitaria, un antigeno somatico el cual es inmunogénico; asi como la enzima
Neuraminidasa (No letal) capaz de hidrolizar las glicoproteinas séricas. Este género de
Clostridium puede elaborar una gran variedad de toxinas (11 histotoxinas y 1
enterotoxina) y, dependiendo de la produccidon de las cuatro toxinas principales, la

especie se divide en cinco, alfa es la mas importante (Miranda & Rojo), (CONAL, 2012).
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Tabla N°- 5: Tipos toxigénicos de Clostridium perfringens

alfa |beta |epsilon lota
C. perfringens tipo A + - - -
C. perfringens tipo B + + + -
C. perfringens tipo C + + - -
C. perfringens tipo D + - + -
C. perfringens tipo E + - - +

Fuente: (Miranda & Rojo)

La principal toxina de Clostridium perfringens es la a-Toxina (lecitinasa) que juega un
papel primordial en la enteritis necrosante; degrada la lecitina en fosforilcolina y un
diglicérido; es activada por calcio y magnesio. In vivo actla sobre complejos lipoproteicos
gue contienen lecitina en la membrana celular y probablemente sobre la membrana
mitocondrial; produce ademas alteracion de las membranas de eritrocitos, plaquetas,
leucocitos y células endoteliales ocasionando lisis de estas células; aumenta la
permeabilidad vascular con hemolisis masiva y hemorragia, asi como destruccion tisular y
edema observados durante la enfermedad (Miranda & Rojo) (Villagra, 2011), (Adams &
Moss, 2008).

Las enterotoxinas (citotoxinas A y B) son elaboradas porlas cepas tipo A. En los
enterocitos, la enterotoxina se fija a una proteina, esta uniébn es muy importante para que
la toxina empiece su actividad biologica, interfiriendo en el transporte de agua, sodio,
cloroy en la disminucion de la absorcion de la glucosa a nivel intestinal, ademas
estimulan la secrecion de proteinas hacia la luz intestinal (Villagra, 2011), (C. M. Burgeois
& Mescle, 1994).

1.3.3 Epidemiologia

Tiene distribucién universal; el reservorio de Clostridium perfringens lo constituye el suelo,
el tracto gastrointestinal del hombre y de los animales bovinos, porcinos infectados,
manos de manipuladores contaminados; los brotes ocurren durante todo el afo. Este
microrganismo y sus esporas estan presentes siempre en aguas residuales; sin embargo

no prolifera en medios acuaticos (Heymann, 2005).
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Su incidencia es elevada siendo la primera causa de toxiinfeccién en Francia y la tercera

en Espafa (Heymann, 2005).

La mayoria de brotes son asociados a comidas de restaurantes e instituciones, debido
gue en estos lugares se prepara grandes cantidades de comida, siendo infrecuentes los
brotes en el hogar. Clostridium perfringens ha sido aislado de una gran variedad de
alimentos, predominando en carnes crudas de mamiferos, los alimentos salsas
cocinadas a base de carne y no refrigeradas que se conservan a temperatura ambiente.
Las esporas pueden sobrevivir a la coccion, luego germinar y multiplicarse durante etapas
de enfriamiento lento o almacenamiento a temperaturas de 20°C. Su amplia difusién en
carnes llevo a sugerir que las estirpes de Clostridium perfringens productoras de
toxiinfecciones alimentarias se encuentran en todas las canales cérnicas comerciales
(Heymann, 2005).

1.3.4 Enfermedades transmitidas por alimentos asociadas con Clostridium perfringens

1.3.4.1 Toxinfeccidn alimentaria

Clostridium perfringens es el agente etiol6gico causante de muchas enfermedades y es
la tercera causa de toxiinfeccion alimentaria, dentro de las 5 especies de Clostridium
perfringens (A, B, C, D, E) el de tipo A es el responsable de la mayoria de procesos
infecciosos ya que la enterotoxina que produce se comporta como un super-antigeno
que promueve la liberacion de mediadores de inflamacién (CONAL, 2012), (Adams &
Moss, 2008).

La enfermedad se produce cuando se ingiere alimento contaminado con un elevado
namero de células viables (por encima de 10%); Cuando los alimentos llegan al intestino
se produce la esporulacion y la liberacion de enterotoxinas, para confirmar la existencia
de la enfermedad se deben recuperar al menos 100.000UFC de Clostridium perfringens
por gramo de alimento y 1.000.000 de microorganismos por gramo de heces en las
primeras 24 horas, la enfermedad no es transmisible en forma directa, de persona a
persona. El periodo de incubacion es de 6 a 24 horas, siendo comun de 8 a 12 horas
(CONAL, 2012), (Adams & Moss, 2008).

Debido a que las bacterias esporulan en el intestino en medio alcalino, la duracion de
este proceso es de 6 a 8h, cuando se da la ruptura del esporangio la enterotoxina

contenida en el citoplasma de la bacteria se libera en el intestino delgado en donde se
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une a un receptor de membrana del ribete en cepillo e induce una alteracién de la
permeabilidad calcio dependiente resultando en una pérdida de iones y metabolitos. Esta
pérdida electrolitica altera la funcion metabodlica intracelular provocando dafio
morfoldgico y eventual lisis (CONAL, 2012), (Adams & Moss, 2008).

En personas sanas produce una enfermedad leve y de corta duracién, causando
principalmente diarrea y dolores abdominales. Los sintomas aparecen de 8 a 12 horas
después de haber ingerido el alimento contaminado donde se producen importantes
dolores abdominales y diarrea profusa, la enterotoxina no produce lesiones en la mucosa
intestinal y la enfermedad sufre una regresién espontanea en 24-48 horas, sin dejar
secuelas (CONAL, 2012), (Adams & Moss, 2008).

Enteritis necrosante o enfermedad de pig-bel

La enteritis necrética causada por Clostridium perfringens es poco frecuente. Esta
enfermedad se inicia como resultado de la ingesta de un gran namero de bacterias
Clostridium perfringens de tipo C productora de B-toxina presente en alimentos
contaminados. La enteritis necrotica se caracteriza por la infeccion y la necrosis de los

intestinos asi como también por la septicemia (CONAL, 2012) (Adams & Moss, 2008).

La enfermedad es asociada con un alto indice de mortalidad, especialmente cuando el
paciente no es tratado a tiempo con antibioterapia. Se ha reportado esta enfermedad en
zonas con prevalencia de malnutricion. La [B-toxina es normalmente considerada
responsable de la enfermedad necrética (CONAL, 2012), (Adams & Maoss, 2008).

1.3.5 Determinacion de Clostridium perfringens en alimentos

1.3.5.1 Caracteristicas generales

El método utilizado requiere de medios solidos selectivos para el recuento y que
contengan iones de hierro y sulfito, que permitan a Clostridium perfringens (sulfitos
reductores) formar sus colonias negras caracteristicas (C. M. Burgeois & Mescle, 1994) ,
(Pascual & Calderon, 2000).

Existen métodos diferentes para el aislamiento, numeracion e identificacion, el empleado
para el aislamiento y numeracion es mediante la utilizacion de placas de Agar Sulfito
Cicloserina y fermentacion de carbohidratos; esta técnica analitica tiene como principio el

de inocular diluciones decimales en placas de Agar TSC (Agar Triptosa Sulfito
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Cicloserina), en donde dicho microorganismo reducird los sulfitos en sulfuros, los cuales
reaccionan con las sales de hierro, dando el color negro de sulfuro ferroso.(Pascual &
Calderdn, 2000), (C. M. Burgeois & Mescle, 1994)

1.3.6 Medios selectivos para la determinacion de Clostridium perfringens

1.3.6.1 Agar TSN (Triptosa Sulfito Neomicina)

El medio de cultivo fue formulado para aprovechar la tolerancia de Clostridium
perfringens a la elevada concentracion de sulfito que, ademas de actuar como agente
inhibidor, proporciona un fuerte ambiente reductor. La seleccién es ideal para Clostridium
perfringens cuando se incuba a 46°C ya que la neomicina y la polimixina incluida en el
medio impiden el desarrollo de Clostridium bifermentans y de toda la microbiota Gram
negativa acompafiante. Las colonias de Clostridium perfringens producen colonias
negras muy caracteristicas que, si se exponen al aire, se decoloran por oxidacion
(Microbiology, 2012b).

1.3.6.2 Agar SPS (Sulfito polimixina sulfa-diazina)

Es un medio selectivo para recuperar Clostridium perfringens de los alimentos frescos o
conservados con ingredientes alimentarios. El Agar SPS contiene peptona como fuente
de carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales. El extracto de levadura suministra
complejo B lo que estimula el crecimiento de la bacteria. El citrato férrico y de sodio son
indicadores de H,S. Clostridium reduce el sulfito a sulfuro, el cual reacciona con el hierro
del citrato férrico hasta formar un precipitado de sulfuro de hierro negro. El polisorbato 80
es un agente dispersante, el sulfato de polimixina B y la sulfadiazina son inhibidores de
otros microorganismos diferentes de Clostridium spp (CONAL, 2012), (Microbiology,
2012).

1.3.6.3 Agar TSC (Triptosa-sulfito-cicloserina)
El medio de Triptosa-Sulfito-Cicloserina es una modificacion del medio clasico del TSN
de Marshall y colaboradores en el que se han sustituido los antibiéticos tradicionales,
polimixina y neomicina, por la cicloserina. Este ultimo antibiético parece disminuir la
tendencia a producir el ennegrecimiento difuso que se presenta en este género con otros
agares. El medio incorpora meta-bisulfito sodico y citrato férrico-amoénico para poner de
manifiesto la capacidad reductora de sulfitos y de esta forma se puede verificar en un
solo ensayo las tres caracteristicas diferenciales de esta especie anaerébica: sulfito-

reduccion, crecimiento a 46°C y resistencia a la cicloserina. Sin embargo, hay que tener

VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 36



ég_‘, UNIVERSIDAD DE CUENCA

en cuenta que la cicloserina no resiste temperaturas superiores a los 100°C y por otra

parte su estabilidad en solucién es muy limitada (Microbiology, 2012a).

1.3.7 Medios de enriquecimiento para Clostridium perfringens
Son medios liquidos que contienen un agente que inhibe las especies no deseadas pero

que favorece el crecimiento absoluto del agente infeccioso que se quiere estudiar.

1.3.7.1 Caldo de Tioglicolato
En microbiologia se usa por su capacidad de favorecer el desarrollo de una gran
variedad de microorganismos aerobios y anaerobios. EI medio de cultivo, tiene por sus
componentes la calidad nutricional del caldo tripteina soya. Este permite el desarrollo de
una variedad de microorganismos, incluidos los nutricionalmente exigentes. Las
sustancias reductoras como tioglicolato de sodio y cisteina proporcionan una
anaerobiosis suficiente y debido a los grupos -SH- de estos compuestos, se neutralizan
los efectos bacteriostaticos de los derivados mercuriales, arsenicales y de otros metales

pesados (M. D. Garcia & Fernandez).

1.3.8 Pruebas confirmatorias para la determinacion de Clostridium perfringens

Tabla N°- 6: Pruebas Bioquimicas confirmatorias para Clostridium perfringens

Prueba Resultado
Medio Nitrato- | Se observa desarrollo del | Inmdvil.
Movilidad microorganismo s6lo en la

linea de inoculacion, Este
microorganismo reduce

nitratos a nitritos
Medio de cultivo | Clostridium perfringens es | Indol negativo e inmovil.

SIM  (sulfuro-Indol- | productor de hidrégeno

Motilidad) sulfurado.

Fermentacion de | Capacidad de un | Se observa acido o gas
Azlcares microorganismo para degradar | visible. Clostridium

un hidrato de carbono | perfringens no fermenta
especifico (lactosa, glucosa | la salicina, sin embargo

maltosa, sacarosa) si produce &cido y gas a
partir de la rafinosa

Fuente: (C. M. Burgeois & Mescle, 1994).
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CAPITULO 2

2 METODOLOGIA

2.1 Tipo de Investigacion

El presente trabajo fue de tipo observacional, descriptivo, prospectivo de corte transversal.

2.2 Poblacion y area de estudio

El estudio se llevd acabo en la empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA ubicada en la Av.
Octavio Chacén # 4-103y Via Patamarca (Parque Industrial) Cuenca-Ecuador,

Se obtuvieron las muestras de los distintos proveedores de materia prima carnica en las
instalaciones de la Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA, y el analisis microbiol6gico se
realiz6 en el laboratorio del Proyecto VLIR-IUC “Alimentos, nutricion y salud de la

Universidad de Cuenca”.

2.3 Muestreo

Se adopt6 el muestreo aleatorio simple, de esta manera se di6 a cada canal de res y de
cerdo de cada lote la oportunidad de ser seleccionada, segin Pascual Anderson y
Calderoén, 2000.

La frecuencia del muestreo fue de dos dias por semana seleccionados también
aleatoriamente poniendo como Unica condicién adicional de que al menos uno de los dias
de cualquiera de las tres semanas sea fin de semana, pero debido a los dias laborables
del area de carnes de la empresa, el dia viernes conté como fin de semana ya que las

canales del viernes se procesan el dia lunes

Antes de la generacién de los numeros aleatorios para los dias de la semana, se

procedieron a codificar dichos dias. (Tabla 7)
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Tabla N°- 7: Codificacion para la obtencion de los dias a muestrear por semana. Los nimeros

resaltados se corresponden con los dias seleccionados

Dia de la semana
SEMANA Lunes | Martes | Miércoles Jueves | Viernes Sabado
Caédigo 1 2 3 4 5 6
Semana 1 1 11 12 13 14 15 16
Semana 2 2 21 22 23 24 25 26
Semana 3 3 31 32 33 34 35 36

Para generar los nimeros aleatorios y seleccionar los dias de cada semana a evaluar, se
introdujo en el programa excel la férmula =ALEATORIO.ENTRE (#;#) y se le di6 el rango
desde 11 (lunes de la primera semana) a 36 (sabado de la tercera semana) Tabla 7. Se
escogieron los primeros 6 nimeros que incluyeran dos dias de cada semana asi como al

menos un fin de semana.

Para la seleccién de las muestras de cada lote los niUmeros aleatorios se generaron el
mismo dia de la toma de muestra utilizando la féormula citada anteriormente pero
introduciendo el rango de los numeros desde 1 hasta el maximo real del total de unidades
de ese lote, la totalidad de muestras analizadas fueron 30 canales de res y cerdo

respectivamente.

Una vez elegidas las muestras, se rotularon con el namero correspondiente para su
identificacion y posterior andlisis luego de la desinfeccion y oreo de las canales

transcurridas 24 horas.

2.4 Tamaifo de la muestra

La Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA procesa alrededor de 400 canales de cerdo y 200
canales de res a la semana, dados estos antecedentes para el tamafio de la muestra se
tomo6 como base la norma técnica Ecuatoriana NTE INEN 0776:2013. Carne y productos
carnicos (Anexo 1). El tamafio de la muestra fue el nimero establecido en la norma INEN
por triplicado con el fin de aumentar el nivel de confianza del muestreo de la materia prima
carnica Yy a la vez acatar el tamafio de la muestra establecido en la norma ISO 17604:2003
Microbiologia de alimentos y animales para alimentacion: Muestreo de canales para

andlisis microbioldgico. (Anexo 2)
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El nUmero de muestras a recolectar por dia fueron 10 unidades para cerdo y 10 unidades

para res antes y después de la desinfeccién. (Tabla 8)

Tabla N°- 8: Cronograma de trabajo para la determinacion de Clostridium perfringens

Numero de Numero de Total de Total de
, muestras antes muestras muestras muestras
Muestas | Semanas Dias . . .
dela después de la analizadas | analizadas en
desinfeccion desinfeccion por semana 3 semanas
Martes 10
Semana 1 20
Miércoles 10
) Lunes 10
-E Semana 2 20
Q Martes 10
O
Martes 10
Semana 3 20
Miércoles 10
120
Miércoles 10
Semana 1 20
Jueves 10
wn Viernes 10
Q Semana 2 20
o Sabado 10
Jueves 10
Semana 3 20
Viernes 10

2.5 Tomade Muestra

Canales de Res y Cerdo:

Para la toma de muestra se siguié el procedimiento establecido en la NTE INEN 1529.2:
2013. Control microbiologico de los alimentos. Toma, envio y preparacion de muestras
para el analisis microbiol6gico (Anexo 3). Tanto para las canales vacunas y de cerdo se
muestre6 por diseccion en donde con un cuchillo o escarpelo y pinzas estériles, se
tomaron lonchas superficiales muy delgadas de aproximadamente 2mm de espesor, de las
canales vacunas las zonas a muestrea fueron en la herida del sacrificio, region pectoral,

costado, regiones sacras, anal, renal y cuello; de las canales de cerdo, se tomé a partir del
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cuello y del area situada detras de las orejas. Se colocaron las lonchas en fundas estériles
Whirl pack. La cantidad de muestra fue de aproximadamente de 100g las mismas que se

rotularon con nimero, fechay el tipo de animal.

Figura N°- 1 Toma de muestra canal de res. Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA

Fuente: Autoras

Figura N°- 2 Toma de muestra canal de res y cerdo. Fuente: (Ojeda & Vasquez, 2009)
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Figura N°- 3 Canal de res,
Empresa ITALIMENTOS CIA.
LTDA.

Fuente: Autoras

2.6 Recursos Materiales

e Bolsas Whirl Pack estériles

e Cuchillo

e Alcohol 70%

e Mecheros

e Tubos tapa rosca de 16mly 20ml
e Pipetas serolégicas de 10ml, 5ml
e Pipeta automatica de 1ml

e Asaredonday asa en punta

e Cajas petri estériles de plastico

e Agua de peptona

Figura N°- 4 Canal de
cerdo, Empresa
ITALIMENTOS CIA. LTDA

Fuente: Autoras
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¢ medio de cultivo Sulfito Polimixina Sulfadiazina Merck, F. exp. 2018/05/27 (Anexo 4)
¢ Medio de cultivo SIM Scharlau F. exp. 2017/10 (Anexo 5)

e Medio Agar- Agar 1% Oxoid F. exp. 2018/06

e Caldo de Tioglicolato Merck 2016/03/08 (Anexo 6)

e Reactivo de Kovacs Merck F. exp. 2016

¢ Bolsas de Anaerogen (ambientador de anaerobiosis)

e Agua destilada

Equipos

e Estufa MEMMERT INB200

e Balanza Analitica BOECO BBL31

e Autoclave TUTTAUER 2340Mk

e Cabina de Flujo Laminar
LABCONCO 131285833

e Jarra Anaerocult

e Stomacher ® 400 circulator

e Microscopio.Olympus CX31
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2.7 Métodos y técnicas de analisis microbioldgico

2.7.1

2.7.2

Fundamento de la técnica de recuento para Clostridium perfringens

Es la determinacion del nimero de células viables de Clostridium perfringens que, a
partir de un gramo de alimento, se desarrollan sobre medios selectivos. Este método se
basa en tres caracteristicas importantes de este microrganismo: alta tolerancia a la
polimixina, poder reductor del sulfito y su crecimiento éptimo a 46°C. La utilizacion de
estas caracteristicas para el cultivo primario es suficiente, por lo que es innecesario

realizar pruebas confirmatorias adicionales.

Controles positivos para Clostridium perfringens

Los controles positivos se trabajaron con muestras de carne de res y cerdo
procedentes de la misma Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA que fueron previamente
inoculados con la cepa control activada de Clostridium perfringens, ATCC 13124 (Anexo
7), la cual fue importada por la compafiia MEDIBAC Inc. S.A. y transportada al proyecto
VLIR-IUC “Alimentos, nutricion y salud” de la Universidad de Cuenca, donde se realizé
la recuperacion de la cepa para su posterior inoculacion en los cortes de carne (Anexo
8).

En el laboratorio se pesaron 25g de carne de res y cerdo simultAnemente, luego se las
inoculé 250 ul de una suspensiéon de concentracion conocida de Clostridium perfringens
la que era igual a la concentracion del patron McFarland 0.5 (1.5x10° celulas) leido a
una absorbancia de 625nm (Anexo 9); con la finalidad de conocer el numero estimado

de células viables de Clostridium perfringens inoculadas en los cortes de carne.

Una vez inoculadas las muestras se realizaron las respectivas diluciones (10™,10-%,10%)
para la siembra en profundidad en cajas petri segun la adaptacion realizada a la norma
técnica NTE INEN 1529.18:2013.

Se prepar6 una segunda inoculacion tanto para carne de res y cerdo, pero esta vez se
evalug también la accion de la mezcla de acidos organicos usados para el tratamiento
de desinfeccién de las canales de la empresa. Se procedio a pesar 25g de carne para
inocular 250 pl de la cepa de Clostridium perfringens y 25g de la misma carne también

inoculada con 250 pl de la cepa pero adicionalmente se le afiadiéo 3ml de la mezcla de
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acidos organicos y se trabajd normamente la técnica previamente citada. Todos los

controles se trabajaron por duplicado.

Preparacion de las muestras para el analisis microbioldgico

Una vez obtenida las muestras por el método ya citado, fueron selladas y llevadas al
laboratorio de calidad de “Italimentos” donde se procedié a pesar 25g de carne de cada
una de las muestras en fundas Whirl pak con la ayuda de un cuchillo y pinzas estériles.
Posteriormente se homogenizé con 225ml de agua de peptona al 0.1% (obteniendo una

dilucién de 10™) y se colocé en el stomacher por 2 minutos a 250 rpm.

Figura N°- 5 Muestra de res. Laboratorio Figura N°- 6 Homogenizaciéon. Laboratorio
de calidad Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA de calidad Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA

Fuente: Autoras Fuente: Autoras

Las muestras homogenizadas se trasladaron en hieleras réapidamente a las
instalaciones del Proyecto VLIR-IUC Alimentacion, nutricion y salud de la Universidad
de Cuenca para el anélisis microbiolégico para preparar las siguientes diluciones de 102

y 10 a partir de la dilucién de 10™

2.8 Técnica de recuento de Clostridium perfringens

Para el desarrollo de la técnica de determinacion y recuento de Clostridium perfringens
se tomo en base a la NTE INEN 1529.18:2013. Control Microbiologico de los Alimentos.
Clostridium perfringens. Recuento en tubo por siembra en masa (Anexo 10). Se
realizaron dos variaciones en esta técnica de acuerdo al manual analitico bacterioldgico
(BAM) para Clostridium perfringens (Anexo 11), se utilizé el Agar Sulfito Polimixina
Sulfadiazina (SPS) por su selectividad en base a las propiedades sulfito reductoras de

este microorganismo v la utilizacion de placas para un mejor recuento de colonias.
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Siembra
En cajas con agar SPS (Agar Sulfito Polimixina Sulfadiazina) fundido y temperado, se

cogid de cada dilucion decimal (10" hasta 10 volimenes de 1ml con una pipeta
automdtica, se colocé en cajas petri y se homogenizdé cada caja con movimientos

suaves.

Una vez solidificado el agar se coloc6 en la jarra Anaerocult junto con la funda de
Anaerogen para crear el ambiente anaerébico y se incubo a 46°C por 18 horas (NTE
INEN 1529.18, 1998).

Recuento de colonias

Para el recuento se eligieron las cajas de las diluciones que contenian entre 15 a 30
colonias negras caracteristicas de Clostridium perfringens, se contabilizaron las mismas
y se calculé el nimero de unidades formadoras de colonias (células vegetativas y
esporos) por gramo de alimento. Si en la placa se obtuvieron mas de 40 colonias se
escogerd la placa inoculada con la dilucion mas alta.

Se observaron las caracteristicas morfoldgicas de las colonias negras con halo y bordes
regulares tipicas de Clostridium perfringens vy las colonias sospechosas (NTE INEN
1529.18, 1998).

Seleccién y purificacién de colonias

De las colonias sospechosas contadas, se selecciond las bien aisladas en un nimero
equivalente a la raiz cuadrada del total, minimo cinco colonias, con un asa se toco el
centro las mismas y se realizé un frotis; tefiido por el método de Gram y se verificé la
presencia solo de bacilos Gram positivos, rectos, solos o agrupados, de 0,6 a 2,4u de

anchoy 1,3 a 1,9 yde largo.

En el caso de las colonias sospechosas que no se aislaron bien, se eligieron cinco
colonias y se inocularon individualmente en tubos que contenian 5ml de caldo de
tioglicolato para favorecer el crecimiento de microorganismos nutricionalmente
exigentes y anaerobios, incubandose los mismo en anaerobiosis a 46°C durante 18

horas.
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De este sub-cultivo, con un asa redonda se sembré en estria sobre la superficie seca de
cajas con agar SPS incubandolas en las mismas condiciones anteriores. De cada caja,
se selecciond, una colonia tipica bien aislada y se sometié a confirmacién realizando la
tinciébn de Gram y las pruebas de movilidad y producciéon de indol. (NTE INEN 1529.18,
1998)

Movilidad y produccion de Indol

Con una asa y haciendo una picadura profunda en el tubo, se sembré individualmente
cada una de las colonias purificadas. El tubo estaba compuesto de tres capas de medio
de cultivo de 2 cm de alto cada una, la del fondo fue de agar SPS, la del medio de Agar-
agar al 1% y la superior de medio SIM. Los tubos sembrados se incubaron en jarra de
anaerobiosis a 46°C durante 16 a 18 h. (NTE INEN 1529.18, 1998)

Resultados
Lectura de la movilidad.- Se observé el tipo de crecimiento a lo largo de la linea de
siembra. Clostridium perfringens es inmévil y debe crecer sélo a lo largo de la
picadura sin extenderse fuera de ella. (NTE INEN 1529.18, 1998)

Lectura de la prueba del Indol.- Se cubri6 la superficie del medio con unas gotas de
reactivo de Kovacs. El aparecimiento de un color parpura indica una reaccion positiva.
Clostridium perfringens produce reaccion negativa. (NTE INEN 1529.18, 1998)

2.8.6 Calculos

2.8.6.1 Colonias tipicas

Productos diluidos: Si al sembrar 1 cm?® de las diluciones solo se desarrollan colonias
tipicas, calcular el numero (N) de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo

de muestra mediante la siguiente ecuacion:
N=nxf
En donde:

n = media aritmética de las colonias contada, f = factor de dilucion (valor inverso de la

dilucion de la muestra)
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2.8.6.2 Colonias atipicas
¢ Cuando se realizan pruebas complementarias, calcular N basandose en el nimero de
las colonias atipicas confirmadas en relacion al nUmero total de las colonias atipicas
contadas.

e Productos diluidos: Por ejemplo, si al sembrar 1,0 cm® de la dilucion 102 de la
muestra, en una de las placas se desarrollan 25 colonias tipicas y en la otra 20; de la
placa que contiene las 25, seleccionar cinco colonias y someterlas a confirmacion. Si de
éstas, todas fueren bacilos Gram positivos, inméviles e indol negativos, considerar a las
25 colonias como de Clostridium perfringens. Si tres de las cinco colonias seleccionadas
de la placa que contiene las 20, también presentaran estas caracteristicas, considerar
como de Clostridium perfringens a 12 colonias.

_CxCT
nc = s

CT = namero total de colonias atipicas contadas;
Cs = numero de colonias atipicas sometidas a confirmacion;
C = ndmero de colonias atipicas confirmadas;

nc = numero total calculado de colonias atipicas confirmadas.
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o

2.9 Flujograma de analisis

Pesar 259 de muestra en
fundas whirl pack
A\ 4

Homogenizar con 225ml de agua de peptona 0.1%
(2 minutos 250 rpm)./

iml iml
Prepara las
@ | | diluciones
1

Bolsa whirl pack I \
1:10

Iml 1:100 1:1000

N
S o<

AGARil/SPS S c
L
Caja control
\l/ Incubar en anaerobiosis (18h 46°C)
Recuento de  colonias
negras caracteristicas
(tipicas) y de colonias Indol.- Gotas de reactivo de
sospechosas (atipicas). - . . Kovacs, Viraje  rosado;
> Colonias Atipicas.- positivo para Clostridium spp. ;
\4 Someter a identificacion, Sin  viraje; negativo para
Colonias tipicas.- Negras con pinchar con el asa el centro Clostridium prenfringens
halo de bordes regulares. Frotis
tincion de Gram y observar al \l/
microscopio.
Colocar en 5ml de caldo de
tioglicolato e Incubar en
anaerobiosis (18h 46°C) Pruebas bioquimicas: Pinchar la
colonia aislada en un tubo de tres fases;
2ml de SPS, 2ml agar-agar 1% y 2ml
SIM.
Sembrar por estria en agar
SPS e incubar|en anaerobiosis
(18h 46°C) Motilidad.- Positivo; crecimiento fuera de

Frotis tincion de Gram y la linea de_p_lcadura d_el medio. Ngg_atwo
b I mi . para Clostridium perfringens, crecimiento
observar al microscoplo. solo en la linea de picadura.
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2.10 Anélisis Estadistico
El procesamiento estadistico se realiz6 empleado los programas SPSS v.22.0 y Epidat

v.3.0.

Las tablas de contingencia se analizaron por la prueba Chi-cuadrado de Pearson
siempre que se cumplieran las condiciones pertinentes. En las tablas 2x2 cuando se
disponia de un pequefio tamafio de muestra por casillas, se empleé la prueba exacta de
Fisher. Para la comparacion del recuento total entre grupos independientes se emple6
el test U de Mann-Whitney y para muestras emparejadas el Test de Wilcoxon.

En todos los casos de comparacion proporciones se empled una probabilidad del 95%
para determinar los intervalos de confianza. El riesgo relativo se empled para establecer
relaciones de dependencia entre variables cualitativas, considerando el estudio como

prospectivo. El nivel de significancia empleado en todos los casos fue para alfa = 0,05.
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CAPITULO 3

3 RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Determinacion de Clostridium perfringens en muestras de cortes finos de carne de
cerdo y res inoculadas con la cepa de Clostridium perfringens (Controles
positivos)

Los resultados fueron analizados de forma cuantitativa, es decir, por recuento de
unidades formadoras de colonias por gramo de alimento y se obtuvieron los siguientes

datos.

TABLA N°- 9: Clostridium perfringens en los controles positivos (Sin adicion de la

mezcla de acidos organicos)

Clostridium perfringens en los controles positivos (Sin adicién de la mezcla de
acidos organicos) en muestra de cerdo
DILUCIONES
10" | 10* | 10° | 10" | 10° TOTAL UFC Clostridium
muestra perfringens/g
1 200 15 7 0 0 7.4X10*
2 215 4 5 0 0 7.46X10*
Controles positivos (Sin adicion de la mezcla de acidos orgéanicos) en muestra
deres
DILUCIONES
10" | 10* | 10° | 10" | 10° TOTAL UFC Clostridium
muestra perfringens/g
1 188 25 1 0 0 7.13X10*
2 202 9 1 0 0 7.1X10*

El analisis de Clostridium perfringens mediante la técnica de recuento en placa en los
controles positivos sin adicion de la mezcla de los acidos organicos, present6 recuentos
similares de 10* en los 25g de muestra inoculada intencionalmente y en el duplicado. Lo

que indica la efectividad de la técnica para la determinacion de Clostridium perfringens.
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TABLA N°- 10: Clostridium perfringens en los controles positivos (Con adicion de la
mezcla de acidos organicos

Clostridium perfringens en los controles positivos (Con adicion de la mezcla de
acidos orgénicos) en muestra de cerdo

DILUCIONES
10" | 10° | 10° | 10* | 107 TOTAL UFC Clostridium
muestra perfringens/g
1 0 0 0 0 0 <1X10*
2 0 0 0 0 0 <1X10*

Controles positivos (Con adicion de la mezcla de 4cidos organicos) en
muestra de res

DILUCIONES
10t [ 107 | 10° | 10* | 10° TOTAL UFC Clostridium
muestra perfringens/g
1 0 0 0 0 0 <1X10!
2 0 0 0 0 0 <1X10!

En este caso el analisis de Clostridium perfringens mediante la técnica de recuento en
placa en los controles positivos con adicidn de la mezcla de &cidos organicos, presentd
ausencia de Clostridium perfringens en 25g de muestra, por lo que se verifico la eficacia

de los acidos organicos utilizados como tratamiento desinfectante de las canales de

cerdo y res.

3.2 Recuento de Clostridium perfringens en canales de cerdo y de res antes y después
del proceso de desinfeccion
Los resultados de los dos tipos de canales se analizaron de manera cuantitativa
(mediante el recuento de unidades formadoras de colonias/g de muestra) y cualitativa
(observacion de las pruebas bioquimicas), partiendo de los controles positivos antes y

después de la adicién de los acidos organicos, posterior a esto se realizo el andlisis del

recuento las UFC/g de Clostridium perfringens.
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TABLA N°- 11: Semanal: Recuento de Clostridium perfringens en canales de cerdo y de res

antes y después del proceso de desinfeccion

Numero de muestra | Antes de la Después de la
desinfeccion desinfeccion
Martes3/03/15 Miércoles4/03/15

8 4.3X10* <1X10*

12 5X10° <1X10*

16 2.5X10? <1X10*

17 4.8X10* <1X10*

CERDO 20 6.5X10° <1X10*
28 4X10° <1X10*

29 <1X10* <1X10*

34 3X10° <1X10*

38 1.25X10* 1x10*

42 2.35X10" 2x10"

Nuamero de muestra | Miércoles 4/03/15 Jueves 5/03/15

4 <1X10* <1X10*

9 <1X10* <1X10*
11 1x10* 6.5x10"

RES 19 <1X10* <1X10*
21 <1X10* <1X10*

26 <1X10* <1X10*

29 <1X10* <1X10*

41 <1X10! <1X10!

52 4.7X10* 1X10’

77 <1X10! <1X10!

En los resultados obtenidos en la primera semana se observo que 9 de las 10 muestras

de cerdo presentaron recuentos altos, en comparacion con las muestras de res que solo 2

de las 10 estuvieron contaminadas con Clostridium perfringens con recuentos similares a

las muestras de cerdo, pero después del tratamiento de desinfeccién en las muestras de

res la reduccion del recuento es significativa pero ain se detectaron recuentos hasta 107

en el caso de las muestras de cerdo después de la desinfeccién solo dos muestras

guedaron contaminadas con recuentos bajos.
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TABLA N°- 12: Semana2: Recuento de Clostridium perfringens en canales de cerdo y de res

antes y después del proceso de desinfeccion

Numero de muestra Antes de la Después de la
desinfeccion desinfeccion
Lunes 9/03/15 Martes10/03/15
5 <1X10' <1X10'
7 <1X10' <1X10'
10 <1X10' <1X10'
27 <1X10* <1X10'
CERDO 30 <1X10' <1X10"
33 3X10* <1X10'
39 <1X10* <1X10*
84 <1X10* <1X10*
101 <1X10" <1X10"
109 <1X10* <1X10*

Namero de muestra Viernes 13/03/15 Sabado 14/03/15

1 <1x10* <1x10*
5 <1x10* <1x10*
8 <1X10* <1X10*
RES 10 <1x10* <1x10*
11 1x10° 3X10*
16 <1x10* <1x10*
25 <1X10* <1X10*
26 2.4x10" <1x10*
30 <1x10* <1x10*
33 <1X10* <1X10*
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Los resultados obtenidos en la segunda semana muestran disminucién de contaminacion con

Clostridium perfringens en las canales muestreadas asi como en los recuentos de unidades

formadoras de colonias en los dos tipos de carne.

TABLA N°- 13: Semana3: Recuento de Clostridium perfringens en canales de cerdo y de res

antes y después del proceso de desinfeccion

Numero de muestra | Antes de la Después de la
desinfeccion desinfeccion
Martes17/03/15 Miércoles18/03/15
4 5X10° 2.3X10°
12 8x10° <1X10"
15 8.45X10* <1X10"
17 1X10° <1X10"
CERDO 19 1.5X10° <1X10"
21 3.65X10* <1X10"
27 5.25X10* 1.1X10?
37 1.5X10° <1X10"
39 1.65X10" <1X10"
40 1X10° <1X10"
Ndmero de muestra jueves 19/03/15 Viernes 20/03/15
1 <1X10' <1X10"
4 <1X10' <1X10"
8 1x10° <1X10"
RES 10 2X10° <1X10"
11 <1X10' <1X10"
16 <1X10' <1X10"
25 <1X10' <1X10"
26 <1X10' <1X10"
30 <1X10' <1X10"
33 <1X10' <1X10"
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El analisis de los resultados obtenidos indica que la contaminacion de las canales de cerdo
fue elevada en comparacién con las de res; luego del proceso de desinfeccién dos
muestras de cerdo presentaron recuentos por encima del nivel de rechazo (1x10°UFCI/g)
establecido por la normativa para recuento de sulfito reductores.

3.3 Frecuencia de muestras cérnicas positivas a Clostridium perfringens antes y
después del proceso de desinfeccion

En el gréfico 1 se analiza la frecuencia de muestras contaminadas antes y después del
tratamiento desinfectante en las canales de cerdo.

GRAFICO N°- 1: Frecuencia de contaminacién por Clostridium perfringens en las muestras de
cerdo antes y después de la desinfeccion. Se presentan diferencias significativas para P =
0,0001
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Se observa un 66.7% de contaminaciéon en las muestras de carne de cerdo, la misma
gue se redujo en cinco veces después del tratamiento con el agente desinfectante. Esto
indica que el tratamiento no es 100 % efectivo en la eliminacion total de esta bacteria en
las muestras de estudio, debido que un 13.3% de las muestras quedan positivas para
Clostridium perfringens después de la desinfeccion.

En el analisis de la frecuencia de contaminacion para las muestras de carne de cerdo si

se presenta diferencias significativas antes y después del proceso de desinfeccion.
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En el grafico 2 se analiza como se presentd el porcentaje de contaminacion de las
canales de res.

GRAFICO N°- 2: Frecuencia de contaminacion por Clostridium perfringens en las muestras de
res antes y después de la desinfeccién. No se presentan diferencias significativas con P =
0,236

N
o
o

15,0

10,0

5,0

Frecuencia relativa (%)

0,0
Antes de la desinfeccién Después de la
desinfeccién

Momento de la toma de muestra

Al llegar a la empresa, dos de cada diez muestras de canales de res resultaron positivas
para Clostridium perfringens pasando a ser la mitad de esta cantidad después del
proceso de desinfeccion. El grafico muestra que el 20% de las muestras estudiadas
resultaron positivas y el 10% resultaron positivas después de la desinfeccién. La prueba
estadistica empleada no indic6 diferencias significativas entre el porcentaje de
contaminacion antes y después del tratamiento desinfectante para el tamafio muestreal
empleado (Prueba exacta de Fisher; P = 0,236).

En los dos gréficos anteriores se observé la frecuencia relativa global de contaminacion

en las muestras investigadas.

La presencia de la bacteria en estudio antes y después del proceso de desinfeccion esta
determinada por algunas de las variables citadas en parrafos anteriores como la cantidad

de desinfectante utilizado y tiempo de refrigeracion de las canales.
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El comportamiento semanal del recuento promedio de esta bacteria en las muestras

investigadas se presenta en los gréficos 3y 4

GRAFICO N°- 3: Recuento promedio de Clostridium perfringens por semana y por tipo de

carne antes de la desinfeccién
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Estos datos sugieren que existe una variabilidad en el nimero de colonias entre semana.
Asi, las canales sin desinfectar tuvieron un recuento mayor fundamentalmente en la
primera y Ultima semana debido a que en estas semanas el proveedor de materia prima
céarnica fue el mismo y en la segunda semana de muestreo se traté de otro proveedor. Se
observa ademas que los recuentos promedios son bastante superiores en la carne de
cerdo en comparacién con las muestras de res. En ambos casos los valores promedios de

infeccion fueron relativamente bajos en la segunda semana.

e ———
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GRAFICO N°- 4: Recuento promedio de Clostridium perfringens por semana y por tipo de

carne después de la desinfeccién
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Los resultados después de la desinfeccion mostraron recuentos de colonias para la carne
de res superiores a los de cerdo en las dos primeras semanas, en la tercera semana no se
detect6 contaminacion por Clostridium perfringens en muestras de carne de res, pero si en
las canales de cerdo.

La presencia de Clostridium perfringens en alimentos de origen animal depende de un
gran numero de variables. Entre estas se pueden distinguir las referidas a la alimentacion,
cantidad de desinfectante aplicado, tiempo de desinfeccion, temperatura de conservacion y
manipulaciéon, humedad, tiempo de almacenamiento en frio, carencia de medidas
higiénicas al momento del sacrificio, estado de madurez de la carne entre otros (Drew et
al., 2004; Jia et al., 2009; Juneja et al., 2013; Craven et al., 2001; Chan et al., 2012). Por
ello no es de extrafar la variabilidad del recuento promedio de este microorganismo en la

materia prima cérnica observada entre las diferentes semanas de estudio.

3.4 Cuantificacion de Clostridium perfringens en muestras carnicas antes y después
del proceso de desinfeccion.
Los recuentos promedios de Clostridium perfringens segun el tipo de carne y el momento

de la toma de muestra, se presentan en la tabla 14.
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TABLA N°- 14: Recuentos promedios de Clostridium perfringens segun el tipo de carne y el
momento de la toma de muestra

Antes de la desinfeccion Después de la desinfeccion

Tipo de
P
carne N X . v .
Rango (min-max) | X Rango (min-max)

(UFC/g) (UFC/g)
Cerdo 30 | 1,3x10° | 0-8,4x10" 1,2x10" 0-2,3x10° 0,001
Res 30 | 1,7x10° 0-4,7x10" 6,5x10° 0-1,0x10° 0,028
P 0,001 o691 | e

P: probabilidad de error tipo I.

Algunas canales presentaron cargas microbianas relativamente elevadas, en el orden de
las 10* UFC/g en ambos productos antes del proceso de desinfeccion. Sin embargo,
estos valores aun estan lejos de los considerados riesgosos para la salud humana.
Segun manifiestan Tirado et al. (2005) la toxinfeccion se manifiesta por la capacidad de
esporulacién en el intestino cuando se alcanza una carga minima de 10° células por g de
alimento.

Por su parte el numero promedio de UFC/g es superior en las muestras de cerdo
respecto a las de res al momento de la recepcion, y en ambos casos se reducen a un

nivel tal después de la desinfeccion que no se presentan diferencias entre ellas.

3.5 Efectividad del desinfectante en el control de Clostridium perfringens
Se demostré en porcentaje la efectividad de la mezcla de acidos organicos utilizada para

el proceso de desinfeccion.

TABLA N°- 15: Efectividad del desinfectante en la eliminacion de Clostridium perfringens.

. Reduccién promedio de la 0/ RATwi o <
Tipo de carne carga microbiana (%) (%) Minimo (%) Maximo
Cerdo 99,7 95,3 100
Res 98,4 93,5 100

Se puede observar que el tratamiento desinfectante fue efectivo en la reduccién de
Clostridium perfringens, con porcentajes de eliminacién en el rango del 93,5 % al 100 % de
las UFC/g de los recuentos iniciales (Tabla 15). El promedio de efectividad fue
relativamente similar en ambos tipos de carne con promedios de 98,4 % y 99,7% para las

canales de res y cerdos respectivamente que inicialmente se detectaron contaminadas.
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A pesar de esto se debe observar que en ambos casos presentan contaminacion aun
después del tratamiento desinfectante el 6.7% y 3.3% respectivamente con recuentos por
encima del nivel de aceptacion segun la NTE INEN 2346-2010 consultada (3x10" UFC/g).

Una investigacion previa realizada en la misma empresa optimizando el efecto
desinfectante de diferentes mezclas de &cidos organicos sobre el crecimiento de
microorganismos coliformes totales, E. coli, Staphylococcus aureus y mesofilos aerobios,
indicoé una reduccién de la carga microbiana entre el 83,31 % y el 98,89% en muestras de
carne fresca de res, mientras en las canales de cerdo el efecto fue 86,31 % y 92,75 %
(Suquinagua Condo, 2012). Los resultados presentados en dicha investigacion también
indican una elevada efectividad del proceso de desinfeccion actual de la empresa para

reducir la carga microbiana y también la ocasionada por Clostridium perfringens.

TABLA N°- 16: Intervalos de confianza para el porcentaje de muestras contaminadas por

Clostridium perfringens antes y después del tratamiento desinfectante

. Porcentaje antes del tratamiento Porcentaje d'e spués del
Tipodecarne | N IC (95 %) tratamiento P
IC (95 %)
Cerdo 30 48,8 - 80,8 5,3-29,7 0,0001
Res 30 9,5-37,3 3,6 -34,5 0,2358

P: probabilidad de error tipo I.

Estos resultados sugieren que a la empresa pudieran estar llegando hasta un 80,8 % de
las canales de cerdo y un 37,3 % de las de res contaminadas con Clostridium perfringens

segun los margenes de error permitidos para este trabajo.

Los porcentajes de contaminacion para las canales de res reportados son bastante
inferiores a los presentados en la revision sobre el tema realizada por Troutt & Osburn
(1997) quienes aseguran que esta bacteria puede llegar infectar el tracto gastrointestinal
de hasta el 80 % de ganado vacuno. Estudios mas recientes sugieren que este
microorganismo afecta hasta el 92 % de los cerdos de engorde y el 67 % de ganado
vacuno (Kukier and Kwiatek; 2010), resultados méas cercanos a los obtenidos en la

presente investigacion.

En el ambito latinoamericano, si bien algunos estudios sugieren que la carne cruda
comercializada puede presentar elevados niveles de contaminacién por microflora entérica
(Cabrera Maldonado et al.,, 2013; Jiménez Edeza et al., 2012; Espino Stuard, 2006;

VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 61



3.6

B

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Gonzalez Hernandez y Vasquez del Cid, 2008; Méndez et al., 2011) son escasas las que
evallan la presencia de Clostridium perfringens. En este sentido solo se encontraron
resultados similares en Brasil donde Porfida Ferrera et al. (2012) indicaron que
aproximadamente 58,8 % de las carcasas de cerdo de las muestras obtenidas en los
mataderos de Sao Pablo (oscilando entre el 20 % y el 90 %), estuvo contaminada por esta

bacteria.

Otras investigaciones, esta vez desarrolladas Costa Rica indicaron que mas del 60% de
los establecimientos que vendian productos a base de carne tenian en algin momento
contaminacion por este microorganismo (Gutiérrez et al., 1999); mientras que en Peru el
100 % de las hamburguesas a base de carne que se preparaban de forma artesanal en la

ciudad de Truijillo también estaban afectadas (Alvarado Salinas et al., 2013).

Comportamiento de la frecuencia de canales de cerdo y res contaminadas por
semanay su intervalo de confianza al 95% de probabilidad
El analisis por semana indica un comportamiento muy variable, donde algunos dias de la
semana pueden llegar contaminadas el 100 % de las canales de cerdo y permanecer
afectadas después del proceso de desinfeccion hasta un 50 % de ellas (tabla 17). Esto
puede estar asociado a un elevado niamero de variables intervinientes. Por ejemplo, las
oscilaciones de temperatura a la que se procese y almacene la carne puede constituirse

en un factor importante para el desarrollo de este microorganismo (Cakmak et al., 2006).

TABLA N°- 17: Comportamiento de la frecuencia de canales contaminadas por semanay su

intervalo de confianza al 95 % de probabilidad

Porcentaje de contaminacion (IC 95 %)

Semana 1l Semana 2 Semana 3
Cerdo (n=10) (n=10) (n=10)
Antes de la desinfeccidn 90,0 10,0 100,0

(50,6 -98,2) | (1,8-40,4) | (72,3-100,0)
Después de la desinfeccidn 20 0,0 20,0

(5,7-51,0) (0,0-27,8) | (5,7-51,0)

Semana 1l Semana 2 Semana 3
Res (n=10) (n=10) (n=10)
Antes de la desinfeccidn 20,0 20,0 20,0

(5,7-51,0) (5,7-51,0) | (5,7—-51,0)
Después de la desinfeccion 20,0 10,0 0,0

(5,7-51,0) (1,8-40,4) | (0,0-27,8)
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Riesgo de contaminacién en las muestras de estudio.

Para comprender el significado de los resultados anteriores en el ambito epidemioldgico,
se obtuvieron los riesgos relativos (RR) referidos a que la carne que llega a la empresa y
sea destinada para otros procesos estuviera contaminada con recuentos superiores al
limite de aceptacion (30 UFC/g) dados por la NTE INEN 2346:2010

TABLA N°- 18: Riesgo de contaminacién antes y después de la desinfeccion por comparacion

de las proporciones de contaminacion de la carne del cerdo con la de res

0, 0,
Momen.tc?,de la % Cer.do % Rt.es RR IC (95 %) p
medicion contaminado contaminado
Antes de |a 66,7 20,0 3,33 156-712 | <005
desinfeccion
Después de |a 6,7 10,0 0,67 0,12-3,71 ns.
desinfeccién

3.8

P: probabilidad de error tipo I.; ns: no significativo.

Este analisis resume el valor del Riesgo relativo (y su intervalo de confianza) al comparar
las proporciones de contaminacién de ambos tipos de carne antes y después del
tratamiento descontaminante. Los resultados indican que al llegar a la empresa la carne
de cerdo posee 3,33 veces mas probabilidad que la carne res de presentar recuentos de
Clostridium perfringens superiores al limite de aceptacion. Por el contrario después del
proceso de desinfeccién no existe diferencia significativa de contaminacién entre los dos

tipos de carne.

La tabla anterior presenta valores globales tomando en cuenta los que sobrepasan el

limite de aceptacion establecidos en la norma ecuatoriana mencionada.

Frecuencia de contaminacion al final de la desinfeccion

La cantidad de muestras de cerdo que llegan contaminadas y las que persisten después
de la desinfeccidon no es la misma como el caso de las muestras res. Mientras en la
primera llegan veinte muestras con recuentos superiores al nivel de aceptacion y
persisten déspues del proceso de desinfeccion solo dos con estas caracteristicas (10 %),
en la segunda solo llegan seis muestras con recuentos elevados y quedan tres afectadas
(50 %), esto implica que el riesgo relativo es cinco veces mayor con respecto a que una
canal de res pasado el proceso de desinfeccion incumpla con la norma establecida con
relacién a la de cerdo (RR =5,00; IC-95,0 % = 1,07 — 23,30)
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GRAFICO N°- 1: Porcentaje de muestras que quedan contaminadas con recuentos superiores

al nivel de aceptacion en ambos tipos de carne, referidos al total de muestras que llegaron

afectadas a la empresa. RR: riesgo relativo res frente cerdo; IC-95,0%: Intervalo de Confianza
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Las diferencias entre los porcentajes de contaminacién segun el tipo de carne analizada
pueden estar asociadas a multiples factores, donde la dieta de ambas especies puede ser una
variable muy importante. Algunos estudios realizados en aves de corral sugieren que la fuente
de proteinas, el tipo y la composicion de aminoacidos empleadas en su alimentacion afectan la
susceptibilidad a infectarse con Clostridium perfringens (Drew et al., 2004; Jia et al., 2009;
Annett et al., 2002. No se descarta la posibilidad de que estas muestras estén afectadas por
distintas cepas de la bacteria con diferente grado de susceptibilidad al tratamiento

desinfectante (Guran et al., 2014).

Por ultimo los resultados de este trabajo indican que solo 2 de cada 30 muestras de cerdo (6,7
%; IC: 1,9 — 21,3 %) y 1 de cada 30 muestras de res (3,3 %; IC: 0,6 — 16,7 %) terminan el
proceso de desinfeccion con recuentos de Clostridium perfringens superiores al nivel de
rechazo del producto (1x10? UFC/g); lo cual no seria significativo tomando en cuenta que la
norma establece que solo se rechazaria el lote si una de cada cinco muestras analizadas
incumple con este requisito. Sin embargo, las dos muestras de cerdo con valores elevados

después de la desinfeccion se obtuvieron en la tercera semana sobre una muestra de 10
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canales (o sea, el 20 % de la muestra afectada), lo que sugiere que en este caso el lote no
cumplia con la especificacion.

Se debe recalcar que el analisis anterior solo es valido para el periodo de las tres semanas de

estudio lo que imposibilita hacer inferencias sobre un comportamiento permanente de las
variables analizadas.
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CONCLUSIONES

e Se determiné la prevalencia de Clostridium perfringens en materia prima carnica de la
Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA, la cual fue elevada en canales de cerdo (66,7%)
comparada con las de res (20%). ElI recuento de Clostridium perfringens en las
muestras analizadas antes del proceso de desinfeccion fue de un valor promedio de 10*
confirmando su presencia tanto en canales de cerdo y de res, dicho valor disminuyd
significativamente luego del proceso de desinfeccion encontrando valores por debajo
de 10° dentro de lo que la normativa Ecuatoriana permite para Clostridium sulfitos
reductores por lo tanto el tratamiento desinfectante es efectivo para reducir el contenido
de Clostridium perfringens en la materia prima carnica evidenciandose una reduccién

significativa del 99% para la carne de cerdo y un 98% para carne de res.

e Se determind el riesgo relativo (RR) mostrando la probabilidad de que una canal de
cerdo llegue contaminada a la empresa es 3,33 veces mayor en relacién con las
canales de res; sin embargo es cinco veces mas probable que las muestras de res que
llegan contaminadas terminen el proceso de desinfeccién con recuentos superiores a

los niveles de aceptacién que las canales de cerdo.
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RECOMENDACIONES

e Socializar los resultados con los directivos de calidad de ITALIMENTOS CIA LTDA para
que desarrollen las investigaciones necesarias por un periodo de mas tiempo para
determinar el verdadero nivel de riesgo microbioldgico de las canales de cerdo y res que

llegan a la empresa, asi como los puntos determinantes en ello.

e Los resultados del estudio no reflejan datos de la influencia de variables como nutricion,
crianza y sacrificio de ambas especie en los porcentajes de contaminacion segun el tipo
de carne, por lo que lo anterior no sobrepasa de ser una hipétesis tentadora para

futuras investigaciones.
¢ Implementar la técnica de manera periddica para el control de proveedores.

e Implementar la técnica para la deteccion y recuento de Clostridium perfringens en los

producto carnicos procesados en los que se exija este criterio microbioldgico.

e Realizar la trazabilidad de la materia prima carnica para garantizar el seguimiento y

control de la calidad a lo largo del procesamiento y en los productos terminados.

L
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GLOSARIO

1. ATP: EI Adenosin Trifosfato es la moneda energética del metabolismo, es
principalmente esta molécula la que intercambia la energia metabdlica en todos los
organismos vivos. Estructuralmente es un nucleotido formado por adenina unida a un
azucar de cinco carbonos (la ribosa) por el carbono nimero uno de esta ultima. El
carbono cinco de la ribosa une un conjunto de tres fosfatos en cadena mediante enlaces
fosfodiéster ricos en energia. Universal, E. |. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre

Universal en Espafiol

2. Cicloserina: Antibidtico que inhibe la formacion de la pared bacteriana. Es utilizado en
el tratamiento de la tuberculosis. Universal, E. I. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre

Universal en Espafiol

3. Compuestos heminicos: Componentes sanguineos que hacen referencia a la
mioglobina y hemoglobina. Universal, E. I. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre Universal

en Espaiiol

4. Enzimas catepsinicas: son enzimas con actividad proteolitica, se encuentra en tejidos
animales, catalizan la hidrdlisis de proteinas a polipéptidos. Se encuentran en muchos
tipos de células, incluyendo a todas las células de animales. Universal, E. I. (Ed.)

(2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol

5. Glucogeno: Principal hidrato de carbono almacenado en las células animales,
mayoritariamente en el higado y en menor cantidad en las células musculares. Se forma
a partir de la glucosa mediante el proceso de glucogénesis. El glucogeno es una
sustancia de reserva que se transforma en glucosa cuando el organismo necesita

energia. Universal, E. |. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol

6. Glucolisis: Es la via metabdlica encargada de oxidar o fermentar la glucosa y asi
obtener energia para la célula. Esta consiste de diez reacciones enziméaticas que

convierten a la glucosa en dos moléculas de piruvato, la cual es capaz de seguir otras
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vias metabdlicas y asi continuar entregando energia al organismo. Universal, E. |. (Ed.)

(2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol

Hipoxantina: Es una forma metabdlica de las purinas (adenina y guanina), se obtiene
por la desaminacion de la adenina. Universal, E. |. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre
Universal en Espafiol.

Lecitina: es un fosfolipido que, junto con las sales biliares, ayuda a la solubilizacién de
los 4cidos biliares en la bilis. Universal, E. |. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre

Universal en Espaiiol.

Lecitinasa C: Enzima que cataliza la hidrolisis de la lecitina. Universal, E. |. (Ed.)

(2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol

linea Z: Estriacion transversal (conjunto de estrias) estrecha, que corta en dos partes
iguales la banda | de los musculos esqueléticos. La distancia entre las lineas Z es la
longitud del sarcémero. También llamada disco intermedio, banda Z, disco Z. Universal,
E. |. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol

Lipoproteinas: Complejo macromolecular compuesto por proteinas y lipidos. Las
lipoproteinas son esféricas y estdn compuestas por un nicleo de grasas rodeado de
una capa externa polar. Al ser hidrosolubles el organismo las utiliza para transportar
grasas a todo el cuerpo a través de la sangre. Universal, E. | (Ed.)

(2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espariol.

Miofibrillas: Conjunto de miofilamentos de actina y miosina distribuidos muy
ordenadamente por el citoplasma de las células musculares. Universal, E. |I.

(Ed.)(2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol

Mioglobina: La mioglobina es una proteina cuya funcién principal es transportar el
oxigeno a los musculos; La mioglobina también esta considerada como un pigmento, ya
gue es la responsable del color rojo de los muasculos. Universal, E. I. (Ed.)

(2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol
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. Mucoproteinas: Compuesto presente en todos los tejidos conectivos y de sostén que

contiene polisacaridos combinados con proteinas, y que es relativamente resistente a la
desnaturalizacion. Universal, E. |. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre Universal en

Espafiol.

Musculos Maseteros: Es un musculo de la cara corto, cuadrilatero; Se inserta en el
borde inferior del arco cigoméaticoy en la cara externa de la rama del maxilar inferior
o mandibula, uniendo ambas estructuras 6Oseas. Su funciébn es cerrar y retraer
la mandibula. Universal, E. I. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol.

Neuraminidasa: Enzima que cataliza la escision del 4cido N-acetilneuraminico (forma
parte de las membranas y cubiertas de las células de los animales superiores) de los
mucopolisacéaridos. Universal, E. |. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre Universal en

Espafiol.

Proteinas del estroma: constituyen un 10-15 % del contenido total de proteinas del
musculo. Las dos proteinas principales del tejido conjuntivo son el colageno y la elastina
gue representan mas del 50 %de las proteinas del estroma. Universal, E. I. (Ed.)
(2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol

Proteinas del Sarcoplasma: Son un conjunto heterogéneo de varias centenas de
proteinas diferentes que contienen todas las enzimas que participan en la glicolisis asi
como numerosas enzimas asociadas al metabolismo de los glucidos y proteinas.

Universal, E. I. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol

Sarcomero: Es la unidad anatémicay funcional del musculo estriado. Esta formado
por actina y miosina. La contraccion del masculo consiste en el deslizamiento de los
miofilamentos finos de actina sobre los miofilamentos de miosina (miofilamentos
gruesos), todo esto regulado por la intervencion nerviosa y la participacion del calcio.

Universal, E. |. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol
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20. Sulfato de neomicina: Antibiotico aminoglucoésido, efectivo contra microorganismos

21.

22.

Gram negativos y muchos Gram positivos. Universal, E. | (Ed)
(2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol

Sulfato de polimixina: antibiético polipeptidico producido por una cepa de Bacillus
polymyxa. Su espectro de actividad se limita a las bacterias Gram-negativas. Universal,
E. I. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol

Sulfomioglobina: Coloracién formada por la adicién de sulfuro de hidrogeno y oxigeno
sobre mioglobina reducida, también de la incorporacion de azufre al grupo hemo vy la
reduccion de uno de los anillos pirrélicos. La produccion bacteriana (pseudomonas,
lactobacilos) de sulfuro de hidrégeno facilita el desarrollo de decoloraciones verdes en
la carne. Universal, E. I. (Ed.) (2008) La Enciclopedia Libre Universal en Espafiol
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ANEXOS
ANEXO 1. Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 0776: 2013: Carne y productos carnicos

Tabla de muestreo para productos mayores a 4,5 kg

Tamaiio del lote
(Numero de Unidades del lote)

Tamaio de la muestra
Unidades de Materia prima carnica

Menor a 90
91a150

151 a 280

281 a 500

501 a1.200
1.201 a 3.200
3.201 a2 10.00
10.001 a 35.000

UL lw W ww

Fuente: NTE INEN 0776 (2013):

Carne y productos carnicos
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ANEXO 2. Fragmento de la norma ISO 17604:2003 Microbiologia de alimentos y animales para

alimentacion: Muestreo de canales para andlisis microbiolégico, citada en el Diario Oficial de las

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Comunidades Europeas.

21.6.2001

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

L 165/51

PROCEDIMIENTO DE MUESTREO Y NUMERO DE MUESTRAS QUE SE TOMARAN

Se recogerdn muestras de entre 5 y 10 canales un mismo dia, cada semana. La frecuencia podrd ser de un muestreo cada
dos semanas cuando se obtengan resultados satisfactorios durante seis semanas consecutivas. El dia de la toma de
muestras cambiard cada semana, de modo que queden cubiertos todos los dias de la semana. El veterinario oficial
determinard la frecuencia con que se analizardn las canales en establecimientos de estructura reducida o de poca
capacidad, como los define el articulo 4 de la Directiva 64/433/CEE, y también en los establecimientos que no trabajen a
tiempo completo.

Se basard en su propio criterio de las normas de higiene de cada matadero en lo relativo al sacrificio. Se tomard una
muestra de cuatro localizaciones de cada canal transcurrida media jornada de sacrificio, antes de comenzar la refrigera-
cién. Se registrard la identificacion, la fecha y la hora de toma de cada muestra. Antes de proceder a su examen, se
mezclardn las muestras de las diversas localizaciones (por ejemplo, cadera, falda, pecho y cuello) de la canal que vaya a
examinarse. Si se llega a resultados inaceptables y las acciones de correccién no conducen a una mayor higiene, no se
mezclarin mds muestras hasta que se hayan resuelto los problemas de preparacion.
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ANEXO 3. NTE INEN 1529.2 Control microbioldgico de los alimentos. Toma, envio y

preparacion de muestras para el analisis microbioldgico.

b) Toma de muestras de canales vacunas y ovinas. Muestrear las canales con una de las siguientes
técnicas:

b.1) Hizopos o torundas. Con guantes estériles colocar la plantilla (ver 5.3.1.5) sobre la
superficie que se va a muestrear. Tomar asépticamente un hisopo, abrir un tubo gue
contenga el diluyente adecuado, humedecer el hizope y con  movimientos rotatorios
presionarle contra las paredes del tubo para retirar el exceso del diluyente. Friccionar
fuertemente el area de la superficie que se va a examinar, haciendo frotes paralelos con una
ligera rotacion del hisopo. Friccionar nuevamente la superficie haciendo trazos paralelos
perpendiculares a los anteriores, repetir tres veces este proceso humedeciendo cada vez el
hizopo. Cuidar que =& frote toda el area elegida. Regresar el hisopo al tubo vy con una tijera
esteéril o cualguier ofro implemento cortar o quebrar el palillo v dejar caer la cabeza dentro
del ubo, tapar el tubo con la tapa de rosca vy colocaro en un envase a prueba de agua,
acondicionar el envase con higlo picado o cualguier otro refrigerante disponible. Si el bastdn
no es de madera, agitar el hizopo n el tubo 10 veces hacia arriba y abajo. |dentificar la
muestra. Para realizar recuentos, utilizar la cantidad necesaria del diluyente para obtener
una dilucidn inicial de 107"

b.2) Tomas de muestras por diseccién. Con un escalpelo v pinza estériles tomar lonchas
superficiales muy delgadas de aproximadamente 2 mm de espesor de la herda del
sacrificio, region pectoral, costado, regiones sacro, anal, renal y cuello. De las canales de
cerdo, tomar a partir del cuello v del area situada defrdas de las orejas. Colocar las lonchas
en el frasco para muestras. Tomar una muestra no menor de 100 g.
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ANEXO 4. Composicion del medio selectivo Agar SPS.

Formula
Difco™ SPS Agar

Approximate Formula* Per Liter

TIYPEONE i s 12D
Yeast Extract oo 1000 g
Ferric Citrate . PP PPN | 8- S |
sodium Sulfite.. e e DB T
Sodium Thl-::-glj,.n:-::-llate 2. 0T g
Polysorbate 80 . ettt DO g
Sulfadiazine .. e e U120 g
PnlymymnBSulfate 001 g
Agar .. ‘ISCI Q

*Agfustad E.I'.ii"l:l.'_'il.'pp'emmed as .'equ'."ed o meetpe."ﬁ:l.mnm CtEra.

Directions for Preparation from
Dehydrated Product

1. Suspend 41 g of the powder in 1 L of purified water. Mix
thoroughly.

2. Heat with frequent agitation and boil for 1 minute to
completely dissolve the powder.

3. Autoclave ar 121°C for 15 minutes.

4. Test samples of the finished product for performance using
stable, typical control cultures.

Procedure

1. Dispense inoculum into sterile Petri dish.

4.

2. Pour medium cooled to 50-55°C over the inoculum.
3.

Gently but thoroughly mix the inoculum and medium.
Allow to solidify on a flat surface.
Incubate anaerobically ar 35 = 2°C for 24-48 hours.

Expected Results
Clostridinem perfringens will grow as black colonies with good
arowth.
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ANEXO 5. Medio de movilidad SIM

Formula
BEL™ SIM Mediunm
Approximate Formula®* Per Liter

Fancreatic Digest of Casein ... ... 2000 g
Peptic Digest of Animal Tisswe_ .. 6.1 (o]
Ferrous Ammoniurm Sulfate ... 0.2 [
sodium Thiosulfate . e 0.2 g
e 35 g

*Ackusfed snoiior suppdemended’ as reguired f0 meeT periorTTsanos crilevis.

Directions for Preparation from

Dehydrated Product

1. Suspend 30 g of the powder in 1 L of punfied warter. Mix
thoroughly.

2. Hearwith frequent agitation and boil for 1 minure to completely
dissolve the powder.

3. Dispense and avrtoclave ar 121°C for 15 minures.

4. Test samples of the finished product for performance using
srable, typical control culrres.

Procedure

Loosen caps, boil and cool before use. Using growrh from
a pure culmure, stab an mocularing needle rwo-thirds of the
distance to the bottom in the center of the tube. Incubate tubes
with loosened caps for 18-24 hours at 35 = 2°C in an aerobic
atmosphere.

e ———
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ANEXO 6. Medio selectivo caldo de Tioglicolato

Application

Thioglycollate Broth

For cultivation and lsolation of ooligate and fTaculiative anasmoic and
micrnoasmophilic bactena and for stenllty tests.

General Information

Bo culbure media comply with the recommiersdations of Unibed States Pharmacopsla 33V (2003), the Eurcpean
Pharmacopala and APHA {1992)

Mode of Action

The reducing agents thiogiycolate and cystine ensure an anasmblosis which |8 adeguabe even Tor tastidiows
anasmipes. The suhydnyl groups of these sustances also Inaciivate arsenle, mercury and other haayy metsl
compounds.

The thioglycollate media are thus sultable for the examination of materals which contain heavy meatals or heavy
metal presanvatives. The higher wiscosity of the Fluld Thioglycollabe kedlum prevents raphd uptake of axygen. Any
Increasa in he DarygeEn conient k= indicaled I]'!|' fthee resdoe Indicaior sodum ressazuin which -ﬂ‘mges- s colour o red.
Typical Composition {(gfiitmre)

Beptone from casaln 15,00 yeast exiract 5.0; D{+)jglucose 5 5; L-cystine 0U5; sodium chiornds 2 5 sodum
thicghycollate 0.5,

Preparation

Swcpend 20 g Thiogycolate Brothiltre, dispense Into tubes, sutoctave 15 min &t 121 “CL

pH: 7.1 £ 0.2 at 25°C.
The prepared medla are clear and yaliowish.
Storage

The culture media should aways be freshly prepaned.

Expermental Procedurs and Evaluation

Inoculate the cuthare medium with the sample matenal takirg care that the sample reaches the botbom of the tub=s.
In order 1o 2nsure anasrobiasis, e madum can thean De ovenayed with 1 cm of stenle Iquid paraln oF agar
salution.

Incubation: several days at Me optimal Incubation temperature (35-37°C).
AN3sTones s In the lomer Flﬂ't of the culTure.

Literature

American Public Heal Association: Compandium of methods Tor the microoloiogleal examination of foods. - 3
rd g (1092).

Ewopean Pharmacopela 1, Chapter WL 3.

Mgk et S407 Darrsledt, Caimay, Tel P - e Pags 1o 2
=01 S TRl

EWD WAl it 12 oo e fh £, 22540 oy e P et

Bk, BA 01821, LS4, +1-078-T15E4301
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Application

Unked Sabes Phamacopada 33001, Chapter “Microblal LUimit Tesis™, 2003.

T na I.. formation
L L 3| L clLILE

Product Ovdering Mo. Pack stze
Thikogiycoliate Broth 1.08150 0500 500 g
Thikogiycoliate Broth 1.05150.5000 Skg
Agar-agar puried 1.01614.1000 1kg
Parafin viscous 1.07150.1000 11

Juality control
Test strains Growth
Closindium sporogenss ATCC 11437 good
Closindium sporogenss ATCC 15404 good [anaerodic)
Bacllius subtlis ATCC 6632 good
Micrococous uieus ATCC 5341 good
PEEUIOMONAE 3sngnosa ATCC 9027 good
Bactanides vulgatus ATCC 3452 good [anaerodic)
Siaphylococcus aureus ATCC 6538 good
Escherichia coll ATOC 25922 good
Merck Kad, 84771 Darrslad], Caimay, Te 200a-e 38 Page 2ol 2
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ANEXO 7. Activacion de la cepa ATCC 13124 de Clostridium perfringens.

Abrir el sobre que contiene el
vial  con el liofilizado vy
reconstituir con el liquido de la
cepa ATCC13124 Clostridium

perfringens

2. Sembrar en estria en el medio
SPS, etiquetar.

3. De una colonia bien aislada se

inocula en 3ml de caldo de
tioglicolato, se incuban en
anaerobiosis 24-48 horas a
37°C

4. En una serie de tubos o Ependorfs

se afiade 0, 5ml de Caldo de
Tripticasa soya mas 0,5ml de

Glicerol al 20% mas 0,1-0,2ml caldo

de Tioglicolato que contiene C.

perfringens. Se almacena a -70°C.

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Incubar 46°C =
18h :
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ANEXO 8. Control positivo en carne de cerdo y res

Incubar a 46°C por

1. Se elige un tubo ependorf almacenado a o

-70°C con Clostridium perfringens vy
sembrar por estria en SPS.

\ 4

2. De las colonias aisladas colocar en un
tubo con caldo de tioglicolato y medir en
espectrofotbmetro a 625nm  hasta
alcanzar la concentracion 0.5 (0.08-0.1
abs) del patrén Mc farland. (1.5x10°
UFCl/g),

\ 4

3. Pesar 25¢g de carne de res e inocular
con el patron de C. perfringens en caldo
de tioglicolato.

4. Homogenizar con 225 ml de agua de
peptona 0.1% y homogenizar.

\ 4

5. Preparar las diluciones 10" (muestra +
Agua de peptona), 102,10°10®. Con
pipetas esterilizadas, tomar 1ml de la
dilucion anterior partiendo de la de 10"
y colocar en los tubos siguientes con
9ml de agua de peptona.

Incubar a 46°C por

180 N
rd

6. Siembra: De las soluciones anteriores
tomar 1 ml y sembrar por profundidad
en agar SPS.
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7. Recuento: De las siembras de las
diluciones, se toma las placas que
contengan entre 30 +10 colonias negras
y calcular el numero de UFC/gr muestra
(contar rapidamente antes que las
colonias empalidezcan).

l

8. Identificacion: Tomar como
minimo 5 colonias bien aisladas,
pinchar en el centro y hacer un
frotis tincién de Gram y observar los
bacilos. Si NO es posible la
identificacion, enriquecer las
colonias en caldo de tioglicolato,
incubar del 16-18h a 46°C sembrar
por estria en agar SPS e incubar
nuevamente a 46°C 18h y repetir
desde el paso 5.

9. Pruebas Bioquimicas

y

Prueba de motilidad: Positiva para
Clostridium spp., crece fuera de la zona de
picadura. Negativa para Clostridium
perfingens, crece solo en la zona de picadura
del medio.

Prueba de indol: Positivo para Clostridium
spp, coloracion rosada. Negativa para
Clostridium perfingens color amarillo.

UNIVERSIDAD DE CUENCA
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ANEXO 9. Patron Mc Farland
¢ H;SO, 0.18Mal 1% 0.05ml BaCl,.2H,0 + 9.95ml H,SO,
e BaCL2H,0 0.048M 1% equivale a 1.5x10% UFC/ml

e Preparacion del patron McFarland
(] HZSO4 0.18M al 1%
Riqueza: 95-97%
Densidad: 1.84g/
PM: 98g

gr de soluto
PM de soluto x L de disolucién

M= # moles por cada litro de solucién =

gr de soluto = 0.18M x 98ix 0.11
mol

gr de soluto= 1.764 g de soluto en una riqueza del 96%

gr de soluto= 1.837 g de soluto en una riqueza del 100%

m m
d=2 V=7
1.83
v = Tor = 0.99 ml de H,SO,en 100 ml
e BaCl,.2H,O 0.048M 1%
PM: 244g/mol

gr de soluto = 0.048M x 244~ x 0.11 = 1.17g de BaCl,.2H,0 en 100m|

e Mezcla del patrén:
0.05 ml de BaCl,.2H,0 0.048M + 9.95 ml de H,S0O,0.018M

Leido a una longitud de onda de 625nm y
absorbancia de 0.092

L
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ANEXO 10. Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 559 18:2013 Control microbiol6gico de

los alimentos Clostridium perfringens. Recuento en tubos por siembra en masa.

- E1E. 51 ST9ETY STaUES S 85I
105 771000 e ————— AL ON.O05-31%
Horma Técnica CONTEROL MICROBIGLOCGECO DE LGS ALIMENTOS HTE INEH
Ecuatoriana CLOSTERIDIUM PERFEINGENS 1625182013
Voluntaria RECUBHNTO EN TUBO POR SIEMBRA EN MASS Primara rovisicn
2093-08
1. OBJETO

1.1 Esia moemaa establece & procedimienio a ssguir para el recuenta =n huba por siembra =n masa
para delerminas = nidmeno de céjulas viabke=s de Clo=tnofum perfmngens, pressies Bem un gramao o
R imeo olbeco de moesira de almensa.
. AL CAMCE
21 Esie meioda =s il para sihsacdones =0 Que Se equisra de un meEtodo rapido y allamente
sedectivo
31 DEFIMICEOMES
31 1 Para los efeschos de et noemna, s= adoptan las souisnies defriciones:
31 1.1 Closiridism perfringens. Es una espedce bacieriana del géneso Slostrdivrr, que bers= foma
baglar, inmdwviles, =ssponilados, oon esporo central o subiermminal, capsulados, Gram. positrsos, Creoe
aburdarTiemente 8 434750 | o= pxpaoras. somn esisientes. al calor, frio y antissptions.
31 1.2 Aeocuenio de Closirdiom perfringens. Es a determinacian del momero de ofhdas. viabiles de S
Peaamngens gue, 3 parsr de un gramsa g cm® de alimento, se desamrolan sobre medios selecivos.
4 METODO DE ENSATD
A1 Fur i rmso o
411 Esfe melpdo == basa en ires camclerisbicas importantes ded Clostridiom perfimgens:  alta
tolranca a la poliminirs y necsmicne, poder reducior el sulfto ¥ su crecmiento phimo & 42457 La
wrilizactn de =sias caracensbcas para = culbtvo prmaria ioma nnecesaria realizar pruckas
corfrmatonas adcionales.
4.1.2 Fama efecto de esta norma, s= utiiza la Sonica de recuemio 2n fubos y =1 agar TSH que =
altamente selectiso para =l Clostridiasm p-erfrl'lﬁn.. Ltikzar =i agar-ripiosa=sulfifo-cidoserina, TEC,
para =l oulivo de dostridios esornados el calor o el
4.2 Roactivos y medics do cultivo
4. 21 Aequisitos bésicos. FPama gue= haya wniformidad =n los resulfados, s eossano gue los
ooemporeies de los meesdios sean de ona calid s menrrrm-ydzgmdn amalaon o, a SuU WEr, e cede
wrilizar me=dios complefos ceshidratados, reccrsSher y wilizados segon las irstrucciones  del
fabricante.
4.2 1.1 Composiddn y preparaccn de los medios de cadltivo y reactievos. Ver MTE INER 185251,
4.2 1.2 Agar TSN
4.2 1.3 Agar iniptosa-s uiffio-ockhoernma TS50
4.2 1.4 Agar peptona 0,1%

4.2 1.5 Medic Sk

e ormtfrrea)

DESCRIF TORES: okl cogia i Bers slirrsa ril £, Sornirol rry ol drg e, Syl S parringerts .
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MTE IREM 1852918 201 S50

4.2 1.6 Reacivo de kovacs

4.2.1.7 Tubo para & dagndstico de Gl Perdnngens (CPT)
4.2.1.8 Medic Scglcolalo fuda

4.2 1.9 Vaselima puida

4 2 7 Materiales. La vidrerna y uenslos que o= oilicen en los ensayos deiben ser de maienal nerde y
resisienie a eslenlizaoon repelidas, ademds, deben estar periectamenie limpios v esiénles.

4.2 71 Pipeias bacteriologicas de boca ancha graduactas =n 1700 de om®.

4.2 F 2 Tubos de ensayo de 22 men x 333 mm

4.2 F 3 Tubos de ensayo de 12 mm x 1353 mm

d.2 7 4 Frasoos con tpa de rosca para muesira

4.2 75 Jaras ane=nhices o oualguier ol equipo adecussdo para cultivo ansesnoios

d 3 76 incubador 26%C

4.2 2 7 Comtador de colonias

4.3 PFreparacion oo |a muesira

d 31 Tomar las muesiras segim la NTE IKER 16382

437 Las uncades de muesitas peecederas gue llegan al lzboratono ceben maniensrse en
refrigeradcn, antre 5°C + 3°C, por mo mas de 24 h. En peneral, las mueestras deben mantenerse en
lz= condiciores adecuadas al producio, hasia el momento del =xamen.

4 3.3 La unidad analitica delbe de provenir de una de muesira de por lo menos 100 g y @s=r preparada
segim la NTE INEN 16552

4.4 Procedimionto

441 Slembra

d.4.1.1 Em hubos que conlengan agar TS fundido y temperado enlre 44°C o 470, de cada diloodn
deomal, pipetear por duplicado wokimemnss. de 1 cm®, iniroduck=ndo la pipeta hasta el fondo y dejando
e la muesira al retirar |2 pipeia con movwmenio helicoidal asoendemnte. URlizar una nueva pipeta
ezl para caca dilucion

d.4.1.2 Poner los tubos en pie: en un bafio de agua fria para gue el agar se solidifique rapidamentes_

4.4.1.3 Cubrr la siemmbra con una capa de vaselima lipuda eskéril de 1 om de espesor (vaseiinas
parafina, agar al #%. parafinaj o porer los lubos &n una jamra anasrohica

4.4 1.4 incubar & 45°C por 1680 a 18 h.

4.4 7 Fecwernio oe coloniac

4.4 71 Elegir los dos fubos o la dilngtn gque contengan engre 30 2 10 colonias negras, comardas y
caicular =l nimen de unicdades formadoras de colonias (cflulas vegelativas y esporososh por Qramo o
cemimeso cobico de alimenio. Cuando la siembra ha sido =n placas, realzar al recuenba
mmediatamente despuss. fe abrirlas, antes que s colonias. empalidezcan.

d.4.72 Si paree de los lubos estdn compietamenie enmegreodos vy es dificl conlar s oolonios

aisladas caraciersticas, hacer & recuenio en ios dos fubos de la diloodn inmediata mas alta y, aun
ouando & nimero sea mersar de 18, anotar la media arbmética de =sios dos valones.

(Cannnwa)
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44723 5 fodos los fubos confenen mas de 40 colonias, confar en los fubos moeodasdos con
dilucian mas aka.

4424 5 mo hay desarmolic de colonias caracierisScas =n los fubos s=mbrados con mMuestras 0o
diluidas (hpudas) o oon la suspensidn inioal (107, anotar: “no se cbsenan las colonia™

4.4 3 Prehas confirmaiosas

£.4.3.1 Selecodn y purficacian de colomnias:

al De las colonias sospechosas contadas de 422, ssleccdonar al acar, ks bien aislacas, en oo
l'l:lrrEl'DTﬂHﬂEﬂ'ﬂﬂlzﬂ.lﬂ:lmﬂ-ﬂdﬂﬂ:tﬂ. con un minimo de cinco. evitando asalouier mooe,
oA e ceno de cada una de &stas y hacer un fods; Efrlo por e mésodo de Gram y veriicar

Ia presenda de stlo bacios Gram positivos, rechos: de exremos romos, solos o agrupados e&m

pares, de 08 a Z4um x 1.3 a 1850pm: esporos grandes, ovales, cenbrales o subteminakes. v ia
odula distendida (en condiciones normales de culfivo raramente espondan). Continuas con =i
rumeral 4.4.4 para verticar la no procduccon de inda en maovlidad

bl S o es posible s=lecdonar colonias scspechosas bien aisiadas, elegir gnco colonias
mooularias imdividualiments =n ubos que coniengas boglioodata fluida.

ol Imcubar los ubos en anasrcbcsis a 4550 durarse 15860 a 18 h

dl De este sub-oultivo, con un asa, sembrar enestria sobre la supsrficis s=ca de placas de agar TEC
e imoubaras en anescbiosis a $45°C durame 1860 a 18 h

=] De cada placa, sefecocionar por o menos, una oolonia bipice bien aisiada y confimmarda segin
444,

44,4 Prveha oe moviicad p prodivcoicen o ool
d.4.4.1 Con una aguja de oulbivo vy haciendo una picadura profunda en e fwba de diagndsico CPT,
sembrar indsidusimesnie cada una de las colonias punficadas §£.4.3.1). El wbo CPT conbierns ines
capas de medio de oultive de 2 om de alo cada una, la del fondo = de agar TSN o TSC, b del
medio de agar=agar y a la superior de medio S8
4.4 4.2 Poner los fubos sembrados en jaras arssrthicas = incufados a 26°C durani= 18 a 24 h
4443 Lectura de la movilidad: wer el v Spa de cregmiernio a io langa de la linea de sismbra. Si el
crecimisTio es difuso, fuera de la linea d= picadura, la movildad es positisa. El Sl Perfringens es
immitsal, crecerd salio a ko lango de la peadura sin ecdenderse fusm de slla.
4.4 4.4 Lectura de la prusha del indol: cubrir I3 superfice d=l medio con unas gotas de reacivo de
Fovacs. El aparecimi=nio de un color purpura indica una reaccian positiva. El CL Perfingens produce
FECTISN resgativa.
4 4.5 Inferpredacadn
4.4 51 Considerar comea Cl. Perfnngens a aquellas baclerias que producsn reacodn negatiem.
4.8 Calculos
4 6.1 Colomas Hpicas
4 5. 1.1 Producios diwsdes: si al sembrar 1 an® de las diucomnss scio se desarmolan colonia Siplcas.,
icular el nimeo (M} de unicedes fommadoras e colonias (UEC) por gramo o centimetro olibion de
muesira medianie la siguienbs eouacian:

o= {1)
En domde:
n = media arfmética de oolonias oorTtadas.

i = fachor de dilucodn {valor mverso de la dilsocn de la muestral

-3 20131070

e ———
VERONICA CATALINA RODAS BRAVO
MARIA GABRIELA RODRIGUEZ CORONEL Pagina 90



P, ]

: UNIVERSIDAD DE CUENCA
[y |

HTEIRENM 152918 201 34oe

4. 5.1.2 Productos liquidos no diluidos: Coando == siemiran alicootas de 1 om® de productios |iguidos:
na diluidos la ecuacion mue se aplica es:

N =m [

4.6.1.3 Colonias atipicas: cuanda se realizan prssbas complemeniarias, calcular M basandoses en el

mimero de s colonias atipicas confimmadas en relacon al ndmeno botal o= las colonias atipicas
oo o s

-I.&i.-le-:lLl:ln:d'.l:ln::p-nr;:nm' =i Al senbrar 1,0 cr® di= k3 dilucion 107 die I3 moessira, &n ura
de= los ubos s= desarmcdlan colonias Hpicas t en e oo, 20; ded wboe gue conbene las 26
selecoionar omco colomias § someterdas a confrmactn. S de &sias, iodas fueren bacilas Gram
pasitivos, inmdviles 2 imdol negativos, considerar a ks 25 colonias como de Cl. Perfingens. Si tres de
la= Oonoo colonias ssleodonadas del wbo gue comens s 50, tambeen presentaren estas
caracieristices, considerar oomea de Cl. Perfingens a 12 oolonias.

Caloula:
oW LT
m, =
"
13
Emn domde:
CT = mamers icéal de colonias atipcas cortadas
Cg = nimero de colonias alipicas sometidas a confinrm acion;
T = mumers de coonias atipicas confirmadas;
Fe = rmdmero iotal calculado de colonias afipices. corfrmadas
Sglicanca la formuia al ejemplo presentada se hens que
3= 20
= 12
i)
J= 20
ne = - 1
=11
La me=dia antrmética n es:
I+ 12
T- 1E5 mredomdear a TH (NTE INERW 52)
i
N= o f
Ly
N = 1H:x 10
18]
N o= 1H00 expresar coms LH = 107
{59

4. 5.1.5 Producios. ipuidos no diudos: Cuando se siemiran aliousias de 1 on® de producios. igudos
na diluidos la ecuacion gue e aplica es:

o= m {109

fCanbinwa)
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E INFORME DE RESULTADGS

51 Expresar gl resultaca como A de UFD de COF. Perfringenc'y o o' de procucia, wtilizando soko
dos difas signiicativas mulpcadas por 107, domde n es iz oerespondienses potencia de 10, Ej=mploc

Npde UFC de OF Perfringens

- = 1,8 = 10%
g o Cre

5 2 5i en los wbos de ka diucidn inicial (107} no hay colonias tlipicas, expeesar e resultacdo comao
mamero eshmado (6], de la sSpuismie manera:
Npde UFC de O Perfringens

=< 10 = 1ot
g o ce o

53 S5i mo hay colonias caracieristicas e=n los ubos ssmbrados con 1 on® de muesira no dilusa
{producis arginal liquido), expresar s resuliada de la siguients manemac:

Wy de WFC de O Per fingens

T o I s
& oom

54 En el imdarmme del enzayo, indicar la norma de referenca, temperatra de inoufaoon, esulbcos
aleridos, odas las condiciones operativas no especiicadas =n esta norma aguelas consideradas
omo opcionaies v los incddentes que puedan haber influenciado en =l resultada. Ademas, se debe

inciuir boda la infoemacitn necesana para la completa identificacocn de la muesira.

{Cormiraa)
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ANEXO 11. Bacteriological Analytical Manual (BAM)

BAM: Clostridium perfringens

January 2001

Bacteriological Analytical Manual

Chapter16
Clostridium perfringens

Authors: E. Jeffery Ehodehamel(ret.) and Stanley M. Harmon (ret.)

Plate count of viable Clostridium perfringens. Using aseptic technigque, place 25 g food sample in
sterile blender jar. Add 225 mi peptone dilution fluid (1:10 dilution). Homogenize 1-2 min at low speed.
Obtain uniform homogenate with as little aeration as possible. Using 1:10 dilution prepared above, make
serial dilutions from 10~ to 10= by transferring 10-90 ml peptone dilution fluid blanks. Mix each dilution
thoroughly by gently shaking before each transfer.
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ANEXO 12. Certificado de aprobacion de la Tesis “Determinacion de Clostridium
perfringens en la Empresa ITALIMENTOS CIA. LTDA ¢

¥ e ITALIMENTOS O Leas

—

LA ITALIANA

Cuenca, a 28 de abril del 2015

Yo, Ing. Javier Moscoso Caile, Jefe da Geslion y Aseguramienio de Calidad de

Alimentos La htaliana, en calidad de tulor
CERTIFICO

Que las Setioritas Verdnica Cataling Rodas Bravo con C1: 0104162110 y Maria Gabriela
Rodriguez Coronel con Cl: 0105837710, estudiantes egresados de la Universidad da
Cuenca, Facuitad de Ciencias Quirnicas, Escuele de Bioguimica y Farmacia, realizaron
en Jas instalaclones de ITALMENTOS CIA, LTDA., la lesls danominada
‘Determinacion de Cilostridium Perfringens en materia prima carnica en ia
empresa ITALIMENTOS CIA, LTDA", cumpliendo satisfactoriamente los objetivos

planteados iniciaimente,

Es todo lo que puedo afirmar en razén a kb verdad, pudiendo fas estudiantes tesistas

dar use en ko que mejor ke convenga.

.
wumm;.m.n‘cm‘.o”mmymamw PG 595 7 2660134 Tou 5037 004505 mentaQbickors com 6c  wwia BRokom) com
OFCINA QUIFD R N 133 Ramvymcs who ol g Sectoe Vislo e b Chilon ey 5075 2 6004506 / 503 26014505 ORCINA GUAAORL Cdla Ouiagae A bav Aguai Mo CF Sekiv 17 Wiy 590 4 6007306 / 593 4 (007907
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