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RESUMEN

La administracion de antibidticos en las aves, trae consigo consecuencias de reacciones
alérgicas o alteraciones de la microbiota intestinal, favoreciendo la seleccion de bacterias
resistentes, por lo que es indispensable evaluar la resistencia antimicrobiana en bacterias
procedentes de dichos alimentos. Los objetivos fueron: a) determinar la carga bacteriana
de mesofilas aerobias, Escherichia coli y la presencia de Salmonella sp en visceras de
pollo expendidas en tres centros de venta mercados Union y Dignidad, Laykakota y un
Minimarket de la ciudad de Puno y b) determinar la resistencia a los antibidticos
doxiciclina, oxitetraciclina, tetraciclina (tetraciclinas), ampicilina, amoxicilina — acido
clavulanico y cefalexina (beta — lactdmicos) en bacterias Escherichia coli y Salmonella
sp. La metodologia consistio en colectar 5 muestras de visceras en cada centro de venta,
la técnica de recuento en placa se utilizo para la cuantificacion de mesofilas aerobias y E.
coli, en agar APC y Endo respectivamente y la presencia de Salmonella sp se determiné
en agar XLD; la resistencia antibiotica se determind mediante el método de difusion en
agar con discos de sensibilidad. Los datos obtenidos fueron analizados mediante pruebas
de andlisis de varianza y pruebas de Tukey. Los resultados fueron: las bacterias mesofilas
aerobias fluctuaron de 6.36 x 10° a 8.42 x 10° UFC/g, E. coli de 3.66 x 10° a 5.38 x 10°
UFC/g y existio la presencia de Salmonella sp en las visceras de pollo; Salmonella sp fue
resistente a doxiciclina y oxitetraciclina y E. coli fue resistente a oxitetraciclina y
adicionalmente a doxiciclina y amoxicilina — acido clavulanico. Se concluye que las
visceras de pollo incumplen con la normatividad vigente y existe resistencia bacteriana a

los antibioticos.

Palabras clave: Antibidticos, bacterias aerobias, Escherichia coli, pollo, Salmonella,

resistencia bacteriana a antibioéticos, visceras.
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ABSTRACT

The administration of antibiotics in birds brings with it consequences of allergic reactions
or alterations of the intestinal microbiota, favoring the selection of resistant bacteria, for
which it is essential to evaluate antimicrobial resistance in bacteria from these foods. The
objectives were: a) to determine the bacterial load of aerobic mesophiles, Escherichia coli
and Salmonella sp in chicken viscera expended in three sales centers of the Unién y
Dignidad markets and Laykakota and Minimarket in the city of Puno, and b) to determine
resistance to antibiotics doxycycline, oxytetracycline, tetracycline (tetracyclines),
ampicillin, amoxicillin-clavulanic acid and cephalexin (beta-lactams) in bacteria
Escherichia coli and Salmonella sp. The methodology consisted of collecting 5 samples
of viscera in each sales center, the plate count technique was used for the quantification
of aerobic mesophiles and E. coli, in APC and Endo agar respectively and the presence
of Salmonella sp was determined in agar XLD; Antibiotic resistance was determined
using the agar diffusion method with sensitivity discs. The results were: aerobic
mesophiles fluctuated from 6.36 x 10° a 8.42 x 10° UFC/g, E. coli de 3.66 x 10° a 5.38 x
10° UFC/g and the presence of Salmonella sp existed in chicken viscera; Salmonella was
resistant to doxycycline and oxytetracycline and E. coli was resistant to oxytetracycline
and additionally to doxycycline and amoxicillin - clavulanic acid. It is concluded that
chicken viscera do not comply with current regulations and there is bacterial resistance to

antibiotics.

Key words: Antibiotics, aerobic bacteria, Escherichia coli, Salmonella sp, bacterial

resistance to antibiotics, organ meats.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los antibidticos, se aplican en la medicina veterinaria como promotores del crecimiento
de aves y contribuir al control y la erradicacion de las infecciones bacterianas que sufren,
para mejorar sus indices productivos, pero su uso indiscriminado sin respetar el tiempo
de prescripcion de los antibacterianos, origina resistencia a la penicilina y
multirresistencia a las ampicilinas, llegando a que la Comunidad Europea, prohibiera el
uso de promotores de crecimiento a los antibioticos tetraciclinas o p-lactamicos, los

cuales se administraban en veterinaria.

En el siglo XX, se inicio con la administracion de los antibidticos en la medicina humana
y animal (Aarestrup, 2004), en la produccién veterinaria como en la avicola, los
antibidticos son administrados en niveles subterapéuticos con la finalidad de lograr el
engorde de los animales y con fines preventivos de enfermedades veterinarias (Doyle,
2012), por tanto los antibidticos no solo tenia efectos terapéuticos sino también funciones
como promotores de crecimiento en animales sanos y a partir de los afios 60 se reportan
procesos de resistencia a la penicilina 'y en los 70 se tienen reportes de multirresistencia
a las ampicilinas (Toro, 2011). La administracion de antibioticos en las aves, es una
practica no regulada que carece de mecanismos de control y supervision, y ante su uso
inadecuado origina el desarrollo de cepas resistentes a los antibioticos, tanto de bacterias
patdgenas como no patdgenas (Mattar et al., 2009).

Los antibidticos como promotores de crecimiento se han empleado en dosis sub —
terapéuticas por mucho tiempo, sin embargo, fueron poco a poco restringidos, en razon
de que muchos de ellos se administran también en la medicina humana con fines curativos
(Vazquez & Olvera, 2012). Se desconoce el mecanismo de como los antibioticos
estimulan el crecimiento en animales, pero modifican cuantitativamente y
cualitativamente su flora microbiana intestinal, disminuyendo la poblacion microbiana
causante de enfermedades sub — clinicas, reduce la flora normal hospedera que compite
por los nutrientes, mejorando la productividad y reduciendo la mortalidad de los animales
(Falcon et al., 2010). Por lo tanto, en la investigacion se evalud la resistencia bacteriana

en Escherichia coli y Salmonella sp, sean estas patdgenas o no de las aves, en razon de
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que se quiso determinar si las bacterias presentes en las visceras de aves, poseerian
resistencia a los antibidticos que normalmente se administran en la salud pablica humana,
ya que actualmente a las aves se les administra antibidticos no siempre para el tratamiento
de infecciones, sino mas bien para lograr el engorde de los animales y como preventivos

de infecciones en las aves.

En los mercados de la ciudad de Puno, actualmente se vienen expendiendo carnes de
pollos, gallinas y pavos e inclusive menudencia y visceras de pollo, las cuales poseen una
procedencia generalmente de la costa peruana, desconociéndose la forma de produccion
de las aves y de los antibidticos que vendrian administrandose no solo para controlar sus
infecciones sino también para promover y lograr un adecuado crecimiento en menor
tiempo posible. Al respecto Albdjar (2015), en los mercados de Piura (Peru), encontro
higados de pollos comercializados con residuos de antimicrobianos, como son
tetraciclina, sulfametoxazol/trimetoprim y gentamicina, dandonos a conocer que durante
la crianza de las aves se les estaria administrando antibioticos para su mejor desarrollo y

proxima venta.

One Health o “Una Salud”, reconoce la salud humana y animal como interconectadas,
donde las enfermedades se difunden de los humanos a los animales y viceversa, por tanto,
recomienda disefiar y aplicar programas, politicas, leyes e investigaciones para lograr la
inocuidad de los alimentos, el control de zoonosis tales como la gripe, fiebre amarilla,
rabia, cisticercosis, leptospirosis, la peste, entre otras, y la resistencia a los antibidticos
(Ramon et al., 2018). La aplicacion rutinaria de antibiéticos en el alimento de animales
para el consumo humano, contribuyé a incrementar la generacion de bacterias resistentes
lo que conlleva a un problema mayor de salud puablica (Cota et al., 2014),
desconociéndose si las bacterias presentes en visceras de pollo expendidas en mercados
de la ciudad de Puno, poseen resistencia a los antibioticos administrados en la salud

publica.

Es por eso que se planted realizar el recuento bacteriano de mesofilas aerobias y
Escherichia coli, asi como determinar la presencia de Salmonella sp en visceras de pollo
expendidas en tres centros de expendio (mercados) de la ciudad de Puno y luego
determinar si las bacterias identificadas previamente posean o0 no resistencia a los

antibidticos tales como doxiciclina, oxitetraciclina, tetraciclina, ampicilina, amoxicilina -

14
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acido clavulanico y cefalexina y asi establecer la prevalencia de resistencia

antimicrobiana en bacterias procedentes de las aves de consumo humano.

Por tal raz6n esta investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1 OBJETIVO GENERAL

- Evaluar la calidad bacterioldgica y la resistencia antibacteriana de patdégenos
provenientes de las visceras de pollo expendidas en tres centros de venta de la
ciudad de Puno.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la carga bacteriana de meséfilas aerobias, Escherichia coli y presencia
de Salmonella sp en visceras de pollo expendidas en tres centros de venta
mercados Unidn Dignidad, Laykakota y un Minimarket de la ciudad de Puno.

- Determinar la resistencia a los antibidticos doxiciclina, oxitetraciclina, tetraciclina
(tetraciclinas), ampicilina, amoxicilina — &acido clavulanico, cefalexina (beta —
lactamicos) en bacterias aisladas e identificadas de las visceras de pollo.

15
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Nina (2019), analiz6 75 muestras de carne de pollo expendida en mercados, de los cuales
23 no cumplieron con los pardametros de calidad microbioldgica, en ellas se determind
que el 17.33% excedieron los limites permisibles de aerobias mesofilas, el 14.67% fue
positivo a Salmonella spp, analizadas; ademas, Moreno et al. (2018) indican que la
transferencia de la resistencia antimicrobiana se produce en forma bidireccional entre el
humano y el animal, evidenciandose que Staphylococcus aureus, Enterococcus sp,
Salmonella typhimurium, E. coli y Streptococcus sp son bacterias comunes en las
infecciones resistentes a los antibidticos en pequefios animales y sus genes de resistencia
de mayor prevalencia son gen blaTEM, CTX-M-1, mecA y clones como Tn5405-like;
asimismo, Arenas & Moreno (2018), indican que en Colombia usar antibioticos es muy
comun para aumentar la produccidn pecuaria, que resultaria en la emergencia de cepas
multidrogoresistentes, siendo los patdgenos resistentes a antibidticos mas reportados
Salmonella sp y Escherichia coli, debido al uso no terapéutico y excesivo de antibi6ticos
B-lactamicos, macrolidos y tetraciclinas, es posible encontrar trazas de antibioticos en
muestras ambientales y alimentos; por otra parte, Da Silva et al. (2017), evaluaron la
calidad de la carne de pollo de engorde en Brasil y reportaron que el recuento de aerobias
mesofilas y coliformes estuvieron dentro de los limites permitidos por la norma brasilefia,
pero el 50% de las muestras de pollo de corral y el 25% de pollo de engorde industrial

presentaron Salmonella spp.

Lavado (2017), estudio la carga bacteriana en carcasas de pollo de centros de beneficio y
comercializacion (Trujillo) y obtuvo diferencia altamente significativa en el grado de
contaminacion bacteriana de los sistemas de beneficio y los elevados recuentos de
aerobias mesofilas demuestran carencia de sistemas de beneficio tecnificado y de cadena
de frio y malas précticas sanitarias; a la vez, Zotta et al. (2016), evaluaron las muestras
de visceras bovinas y obtuvieron que el 84.2% de bacterias coliformes no presentaron
ningun factor de virulencia que los caracterice como productora de toxina Shiga (STEC)

0 como Escherichia coli 0157 y las menudencias de pollos presentaron el 95.5% de
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bacterias coliformes, sin genes que codifican a las toxinas Shiga 1y 2 (stx1, stx2) y el gen
rfbO157; asimismo, Rodriguez et al. (2016), determinaron la presencia de Campylobacter
y Salmonella en 76 muestras de pollo a la venta en el mercado de abastos, Campylobacter
spp en el 89% de las muestras analizadas y Salmonella en el 63%, los cuales se asocian
comunmente con productos de pollo; Arenaz et al. (2015), registraron en visceras de
pollos parrilleros recuentos de heterétrofos en placa, en higado oscilaron entre 45 x 10%y
14 x 10* UFC/mlI, en bazo se obtuvieron cifras entre 93 x 10% y 28 x 10* UFC/ml y, en
intestino, 14 y 40 x 10* UFC/ml, E. coli en 75 (100%) muestras analizadas; por otro lado,
Sanchez et al. (2015), en 10 clinicas encontraron bacterias potencialmente patogenas
multirresistentes a amoxicilina y cloranfenicol que pertenecian a 8 de 16 especies
aisladas, entre ellas Staphylococcus intermedius, Acinetobacter baumannii, Pantoea
agglomerans, Klebsiella pneumoniae y Burkhordelia cepacia, procedieron del piso de
consulta externa y la mesa de examen clinico; ademas, Alvarez (2013) indica que de un
total de 23 (21.67% del total) cepas de Escherichia coli aisladas de productos avicolas,
fueron pan — susceptibles y 78.33% mostraron resistencia a uno (22.50%) o mas (58.33%)
antimicrobianos, la mayor prevalencia de resistencia se observo para los grupos de

antimicrobianos mas frecuentemente usados en las explotaciones avicolas.

Palma (2013) realiz6 una evaluacion microbiologica de la carne de pollo en mercados de
Loja (Ecuador) y obtuvo que no hubo presencia de Salmonella spp, S. aureus en 56.05%
de carnes, E. coli en 40.53%, Clostridium sp en 5.35% Y las bacterias aerobias mesofilas
en un 49.4%; de igual modo, Zambrano et al. (2013), realizaron la determinacion de
Salmonella spp en centros de beneficio clandestino de pollos de engorde en Lima, en
hisopados cloacales de 170 aves, arrojé que el 23.5% de superficies corporales y el 32.4%
de los hisopados cloacales resultados positivas a Salmonella spp; asimismo, Pérez &
Serrano (2013), evaluaron la calidad microbioldgica de la carne de pollo (Gallus gallus)
expendida en Huancavelica y resultaron con coliformes totales 83.3% de avicola “Rocio”
y el 43.3% de avicola "La Chacra"; Salmonella spp se evidencio en ambas avicolas con
un 3.3% y 10% respectivamente; S. aureus, 86.7% Yy 96.7% en las avicolas “Rocio” y “La

Chacra”, respectivamente, concluyéndose que tienen un deficiente grado de higiene.

Molero (2012), realizé el analisis microbioldgico de canales de pollo en mataderos y
encontré que, de 30 muestras de contenido intestinal, el 100% fue positivo a Salmonella

sp; los recuentos de mesofilas aerobias oscilaron entre 3.98 x 10* a 4.80 x 108 UFC/g, la
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contaminacion de las canales con Salmonella, precisa realizar estudios epidemiologicos
en las granjas productoras, aplicar medidas de vigilancia, control y su erradicacién en la
produccion primaria; por otra parte, Carloni et al. (2011), manifiesta que el porcentaje de
resistencia frente a tetraciclinas en el entre 34% de las muestras de origen felino y 75%
de origen equino, las cepas de origen canino y felino tuvieron porcentajes de 27% de
caninos y 53% de felinos frente ampicilina/sulbactam y ante ciprofloxacina en 30% vy
67% respectivamente y multiresistencia en 29% en caninos y 67% en felinos; es mas,
Medina (2011), al administrar en conejos con doxiciclina originé un cambio en las
poblaciones de E. coli predominantes en la microbiota intestinal de los conejos,
favoreciendo un fenotipo de resistencia predominante a doxiciclinay eritromicina, debido

a la mutacion de genes gyrA y parC que revelaron la resistencia a fluoroguinolonas.

Camacho et al. (2010), aislaron de 82 muestras de visceras de pollo 152 cepas de
Salmonella spp y presentaron resistencia a cefalotina (41%), amoxicilina (38%), acido
clavulanico (38%), cefoxitina (36%) y ampicilina (26%), todos ellos betalactamicos, el
15% de los aislamientos fueron resistentes a estreptomicina y el 12% a tetraciclina; por
su parte, Molina et al. (2010) manifiestan que las bacterias aerobias mesofilas, coliforme
totales, E. coli y S. aureus, superaron significativamente los recuentos limites de
aceptabilidad, Salmonella enterica en 20% de las muestras y las serovariedades
Heidelberg (55.6%) y Enteritidis (22.2%) fueron las méas frecuentes, presentaron
multirresistencia y producian BLEE; asimismo, Junod (2010), analiz6 aislados de
Salmonella enterica de origen animal y de alimento, de 68 cepas aisladas de origen animal
y alimentario, se identificaron 9 serovares, el 54.68% de las cepas fueron resistentes a 1
0 mas antibidticos, la resistencia a multiples drogas fue observada en el 20.5% de las
cepas analizadas y el antibidtico que presentd la mayor tasa de resistencia fue

oxitetraciclina.

Velasquez (2006), determind en 66 muestras de carne de pollo en mercados de la ciudad
de Guatemala, que el 57.58% fueron positivos para Salmonella spp, concluyendo que la
carne de pollo est& contaminada y los consumidores y pone en peligro la salud capitalina;
por otro lado, Yang et al. (2004a), caracterizaron cepas de Escherichia coli aisladas de
carne de cerdos y pollos multirresistentes a los antibioticos, aislando 160 cepas de 89
muestras de carne de cerdo y 71 muestras de pollo y presentaron un 100% de resistencia

al &cido nalidixico, 98% a tetraciclina, 84% a sulfametoxazol, 79% a ampicilina, 77% a
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estreptomicina y el 76% a trimetropin con sulfametoxazol. En las fluoroquinolonas la
resistencia oscilo del 64% a la levofloxacina, 79% a ciprofloxacina, y 95% a la

difloxacina.

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Calidad bacteriol6gica

2.2.1.1 Calidad

Deriva de la palabra latin “quality ”, la cual significa valorar o catalogar a una cosa como
peor, igual o mejor que los demas, segln las propiedades que posee (Rodriguez, 2013).
La calidad inicia desde su proceso de control, pasando por un medio de inspeccion
(Rodriguez & Rodriguez, 2009).

2.2.1.2 Calidad de un derivado alimenticio

Segun el MINCETUR (2013), la calidad de alimentos que se brinda lo define como la
agrupacion de diversos requisitos sensoriales, fisicoquimicos y microbioldgicos, que
deberian congregar los alimentos procedentes de todo tipo para asi ser calificado como
apto para el consumo humano, como también tiene que precisar la aceptacion al cliente
(DIF, 2015).

2.2.2 Agentes antibacterianos

Doxiciclina

La doxiciclinaes un antibidtico que pertenece a las tetraciclinas, la cual evita el
incremento y propagacion de microorganismos Gram negativos (-) Gram positivos (+),
es util para tratar la neumonia asi como otras como la enfermedad periodontal, la rosacea,
el acné, la malaria, fue comercializado en distintas concentraciones de 40 a 200 mg, bajo
el nombre de otras marcas (Nelson & Levy, 2011).

Oxitetraciclina

La oxitetraciclina es un antibiotico dentro de las tetraciclinas, su uso se basa en
la apicultura mediante el Clorhidrato, es usado para contrarrestar a la mastitis, artritis,
neumonia, metritis, leptospirosis, anaplasmosis, enteritis, querato conjuntivitis, onfalitis
y otras infecciones en general, como también a la infeccion dada por caprinos, ovinos,

bovinos y porcinos, tiene actividad bacteriana en bacterias Gram negativas y positivas
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(Mensa et al., 2008).

Tetraciclina

Las tetraciclinas forman un conjunto de antibidticos, los cuales algunos son naturales y
otros son semi sintéticos, Son derivados quimicamente de la Naftacenocarboxamida
policiclica, la cual posee un nucleo tetraciclico por la cual se da el nombre de todo el
grupo. Las tetraciclinas de procedencia natural se adquiere de Streptomyces rimosus se
extrae la tetraciclinay la oxitetraciclina, como también se puede adquirir de la forma semi
sintética. Una de las caracteristicas mas importantes es su caracter anfotérico, la cual hace
que desarrollara sales en bases o &cidos con el solo uso de clorhidratos solubles (Mathers
etal., 2011).

Amoxicilina — Acido clavulanico

Es un antibidtico semi sintético procedente de la penicilina, es efectiva en contra de
distintos tipos de bacterias Gram positivas como negativas, fue el primer farmaco para
ser empleado en distintas infecciones de gravedad tanto en la medicina veterinaria como
también en la humana (Mensa et al., 2008). El &cido clavulénico es un inhibidor de B-
lactamasas que se mezcla en preparados antibidticos, usado para eliminar la resistencia
efectuada por microorganismos secretadores de [-lactamasa, como el Staphylococcus

aureus (Bertram et al., 1982).

Cefalexina (Beta — Lactamicos)

La Cefalexinaes un antibidtico perteneciente a las cefalosporinas, los cuales son
considerados pertenecientes a la primera generacion, su uso es para el tratamiento de
infecciones por bacterias en las vias respiratorias como la faringitis , neumonia, asi como
también lo producido en el oido y los huesos, su gran importancia radica en que se puede
usar en pacientes que son hipersensibles a la penicilina (Mensa et al., 2008).

Ampicilina

La ampicilina es una penicilina sensible a la penicilinasa, es eficaz contra gérmenes -
Gram positivos y Gram negativos. Su mecanismo de accion inicia al unirse a las proteinas
que ligan penicilinas ubicadas en las membranas citoplasmaticas de las bacterias, e
inhiben la sintesis del septo y pared celular de las bacterias, probablemente debido a la

acetilacion de las enzimas transpectidasas que se encuentran unidas a la membrana,
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desencadenando la rigidez de la pared celular, también inhibe la division celular y el

crecimiento (Bertram et al., 1982).

2.2.2 Bacterias mesofilas aerobias

Este grupo contiene a todas las bacterias que se desarrollan en temperaturas de hasta 35
°C £ 2 °C en distintas condiciones, el recuento de estas en la microflora refleja las
condiciones en las que estuvo expuesta, la calidad sanitaria de un alimento y las
condiciones higiénicas de la materia prima (Fonseca & Avina, 2008). Las bacterias
mesofilas aerobias en la piel de los pollos en el recuento deben ser cominmente menor a
16.000 UFC/cm? de las enterobacterias (Mulder, 1985). Los recuentos de las meséfilas se
realizan para monitorear la implementacion de Buenas Practicas de Manufactura, en tal
sentido indica el contenido microbiano de materiales crudos y sus ingredientes, la
eficiencia de su elaboracion y/o proceso, la higiene del equipo y utensilios y el tiempo -

temperatura de almacenamiento y de la distribucion (ANMAT, 2020).

Por lo tanto, las mesofilas indican la calidad de los alimentos, su elevado recuento se
atribuye a la manipulacion de los alimentos de venta ambulatoria (Campuzano et al.,
2015) y agrupan en dos generos importantes Bacillus y Sporolactobacillus formadores de
endoesporas, las especies no poseen un habitad definido y generalmente no provocan
enfermedades en el ser humano, por lo que son utilizados como indicadores de la calidad

del procesamiento (Vanderzant & Splittstoesser, 1992).

2.2.3 Escherichia coli

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género  : Escherichia

Especie : E. coli (Escherich, 1885) (Hold & Hendricks, 1994).

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo que posee un
metabolismo respiratorio y fermentativo, suele ser movil o inmdvil ya que posee flagelos

peritricos. Se encuentran en el tracto intestinal de los animales de sangre caliente y del
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hombre, estas llegan a colonizarse en el tracto gastrointestinal poseen un papel importante

de mantener fisiologia intestinal (Coguila & Concha, 2015).

E. coli se localiza en el tracto gastrointestinal de aves esparciéndose a una gran escala en
las heces, es un patégeno oportunista por los diversos factores de virulencia (Perello,
2009). Esto dafia consecutivamente a la produccion de derivados en la industria avicola
(Mantilla & Portacio, 2012). Existen diferencias entre los tipos de Echerichia coli, la gran

parte de ellos son inofensivos y algunos son patégenos (Marshall et. al, 2005).

2.2.4 Salmonella sp

La Salmonella es un bacilo Gram negativo que actia como un patogeno intracelular
facultativo (Ramirez, 2017). Habita en el tracto gastrointestinal de las aves por lo tanto
es posible encontrarlos sobre los huevos, y el ser humano lo puede adquirir por el
consumo de alimentos contaminados originando enfermedades infecciosas (Figueroa &
Verdugo, 2005). Contiene a poco més de 2500 diversidades seroldgicas, en cambio solo
algunas de los serotipos se dan en ciertos lugares del mundo. Los antigenos implicados
en la serotipificacion son: capsular (K), la cual es un antigeno termolabil que tiene la
capacidad de realizar fagocitosis, somatico (O), y antigeno flagelar (H) es proteico
(Mahmoud, 2012).

2.2.5 Visceras

Quito (1977) sefala que las visceras son consideradas todos los érganos interiores del
animal, como son: corazon, estomago, higado, bazo, intestinos, rifidén, pulmon entre otros,
y que desde el punto de vista nutricional estos poseen un gran contenido de minerales,
proteinas y vitaminas. Tales 6rganos se hallan en el interior del cuerpo del animal, y la
gran mayoria se sitla en la cavidad abdominal, en la cavidad pectoral, y en la cavidad

pélvica.

Quito (1977) sefiala que las visceras poseen proteinas en proporciones parecidas a la
carne, sin embargo, superan la concentracion de hierro, el higado posee selenio, vitamina
D, Ay B12. Las visceras proporcionan cantidades altas de purinas (componentes del ARN
y ADN en todas las células, tal composicién forma acido Urico). Las visceras con mas
contenido de purinas son el pancreas, el rifion e higado, ya que estos Organos estan

integrados por un gran numero células.
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Limites maximos permitidos para los principales antibioticos en carne de ave
Los limites maximos permisibles de antibiéticos para productos carnicos provenientes de

ave, los que se muestran en la Tabla 1, el cual se presenta a continuacion:

Tabla 1. Norma Sanitaria que establece los Limites Maximos de Residuos (LMR) de
medicamentos veterinarios en alimentos de consumo humano, establecidos por el
Ministerio de Salud del Perd (NTS N° 120-MINSA/DIGESA, 2016).

Principio activo Residuo marcador Especie Matriz LMR
animal (ng/kg)
Clortetraciclina Clortetraciclina Aves Musculo 200
Oxitetraciclina Oxitetraciclina Rifion 1200
Tetraciclina Tetraciclina Higado 600
Huevos 400
Amoxicilina Amoxicilina Todas las Musculo 50
especies Grasa 50
productoras Rifion 50
de alimentos Leche 4
Enrofloxacina Suma de Aves Musculo 100
enrofloxacion y de Piel grasa 100
ciprofloxacina Higado 200
Rifén 300

Lozano & Arias (2008), manifiestan que la carne debe estar libre de medicamentos
veterinarios para el consumo humano, en razdén de que se provocarian reacciones
alérgicas, cepas bacterianas resistentes y su transmision, lesiones Oticas, hepéticas y
renales, sordera congénita, afecciones endocrinas y la genotoxicidad y generacion de
anemia aplasica. Segun el MINSA (2010), considera a levofloxacino (fluoroquinolona),
y administrado en pacientes con tuberculosis multidrogoresistentes, pertenece a la familia
que la enrofloxacina y sus residuos presentes en la carne de pollo influiria su resistencia

al antibidtico en seres humanos (Villalobos, 2018).

2.2.5.5 Comercializacion de visceras
La comercializacion puede estar fraccionada en diferentes etapas dependiendo de la cifra
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de mediadores que interceden en los distintos procesos. Un excelente sistema de
comercializacion de carnes y de las menudencias es el sistema de comercializacién
compuesto que se diferencia en las varias fases de transporte y de produccion,
conservacion y beneficio, y la distribucion, la comercializacion y por Gltimo el consumo
(Figura 1). La venta de visceras en nuestro pais es muy desorganizada, en forma genérica
se podria decir que no se ha tecnificado, es costumbrista y en muchos casos
tradicionalistas (Télles, 1992).

4

Figura 1. Visceras de pollo fresco en el mercado (Saetung, 2019).

2.2.5.6 Contaminacion bacteriana de la carne y visceras de pollo

La carne y las visceras de pollo, estdn propensos a contaminarse con microorganismos
mediante los piensos y el agua de bebida en la granja (Glatz & Bolla, 2004). El tipo y el
nimero de microorganismos establecidos en las plumas y en la piel de las aves vivas, y
luego en las canales, influye el tipo y las condiciones de la cama en la que se crian las
aves, ya que se contamina con los excrementos y plumas, a pesar de ellos poseen
amoniaco y el pH que crean condiciones adversas para los microorganismos entre ellos
Salmonella; pero, la cama vieja, los excrementos y el pienso himedo son habitats

favorables para levaduras y el crecimiento de mohos (Cox & Pavic, 2010).

Por otro lado, los insectos se pueden constituir en reservorios y vectores de
microorganismos, los pelos, las heces de roedores entre otros pequefios mamiferos,
inducen a la propagacion microbiana dentro de los corrales (Lofton et al., 1962). Tanto
las aves silvestres o aves domesticas consiguen transmitir Salmonella y otros
microorganismos de una granja a granja, los reptiles, los anfibios, las mascotas entre otros

animales de granja son reservorios de algunos patodgenos, a ellos se adiciona que los
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trabajadores agricolas pueden lograr propagar los agentes infecciosos en sus botas o
equipos (ICMSF, 1998).

Los pollos jovenes contagiados transmiten rapidamente las bacterias Salmonella y
Campylobacter a otros miembros jovenes, siendo la dosis infectiva de Salmonella para
pollitos menos de 100 células; mientras que en aves de mayor edad se vuelven maés
resistentes (Snoeyenbos et al., 1969), sus plumas, las patas y las canales de las aves y el
tracto intestinal son consideradas como fuentes importantes de contaminacién bacteriana
(ICMSF, 1998). La carga microbiana que poseen las canales de aves de corral son la flora
natural de la piel, la flora transitoria de las plumas que se establecerian en la piel luego
durante el sacrificio, y las bacterias de la piel se adquieren durante el procesamiento
(Ordofiez & Garcia de Fernando, 2014). En la etapa de procesado, la contaminacion
bacteriana se origina por los equipos y el agua utilizadas en otras aves que también se
estan procesando, siendo minimo por los trabajadores (Mead et al., 1999), la incidencia
de Salmonella, es variable y esta influenciada por las condiciones de las aves entrantes,
su procesado, el muestreo entre otros (ICMSF, 1998). La prevalencia bacteriana puede
ser alta, pero el recuento de Salmonella en la canal es bastante bajo siendo menor de 100
UFC/100g de piel (Mulder & Dorresteijn, 1977).

2.2.6 Carga bacteriana en visceras de pollo en la normatividad peruana vigente

En la Norma Técnica Sanitaria NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01, se recomienda los
limites permisibles de la carga bacteriana en visceras de pollo (aves), bovinos, caprinos y
ovinos refrigeradas y congeladas, la cuales fueron consideradas para comparar con los
resultados en la investigacion y asi determinar la calidad sanitaria e inocuidad para los

alimentos de consumo humano.
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Tabla 2. Limites permisibles de agentes microbianos en visceras de aves y otras especies;
refrigeradas y congeladas (NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01).

- ; Limite por g
Agentes microbianos Categoria Clase n ¢
m M
Aerobias mesdfilas (30 °C) 2 3 5 2 10° 107
Escherichia coli 5 3 5 2 50 5x 10?
Salmonella sp 10 2 5 0 Ausencia/25¢g

En la Tabla 2, se presenta que los agentes microbianos aerobias mesofilas se encuentran
en la categoria 2, Escherichia coli en la categoria 5 y Salmonella sp en la categoria 10,
esto significa que mientras mayor sea la categoria, mayor es la capacidad de originar
cuadros infecciosos en los consumidores de dichos alimentos, por tanto, Salmonella seria
el microorganismo mas infeccioso por tanto no deberia estar presente en los alimentos, a
continuacion estd Escherichia coli, el cual originaria una infeccion moderada, y los
microorganismos aerobias mesofilas son poco infecciosos y representarian
contaminacion accidental por las manos, los utensilios, entre otros. Las clases 3 y 2
significan que las aerobias mesofilas y Escherichia coli podria tener tres resultados, como
son aceptable, medianamente aceptable y rechazable, presentando una flexibilidad al
realizar un analisis microbioldgico, sin superar el limite superior (M); mientras tanto, que
Salmonella sp esta dentro de la clase 2, vale decir que tendria dos resultados aceptable y
rechazable, si en caso se aisla el alimento es rechazable y si no se encuentra sera
aceptable; “n” es el numero de unidades de muestra seleccionadas al azar de un lote, y
“c” es el numero maximo de unidades de muestra rechazables en un plan de muestreo de
2 clases, 0 nimero maximo de unidades de muestra que puede contener un nimero de
microorganismos comprendidos entre “m” y “M” en un plan de muestreo de 3 clases.
Cuando se detecta un numero de unidades de muestra mayor de muestra mayor a “c” se
rechaza el lote; “m” es el limite microbioldgico que separa la calidad aceptable de la
rechazable. En general, un valor igual o menor a “m”, representa un producto aceptable
y los valores superiores a “m” indican lotes aceptables o inaceptables. “M” son los valores
de recuentos microbianos superiores a “M” son inaceptables, el alimento representa un
riesgo para la salud (NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01).

2.2.7 Resistencia antibacteriana
En la industria avicola la resistencia antimicrobiana estd asociada al mal uso de
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antibidticos y el incorrecto manejo de los controles en los tratamientos (Carvajal et al.,
2019). Las bacterias poseen la capacidad de producir distintos mecanismos de resistencia
lo que consiste en la fabricacion de ciertas enzimas bacterianas que imposibilitan el efecto
de los antibidticos (Daza, 1998). La bacteria posee sensibilidad cuando con una
concentracion apropiada de un antibacteriano recaiga en el sitio de la infeccion debe ser
por lo menos tres o cuatro veces mayor con respecto a la CIM (OMS, 2010). Tal
resistencia a los diversos antibioticos existentes es un problema muy grande en la salud
publica ya que impide y estropea la capacidad de poder realizar un control a las distintas
enfermedades que aquejan a la salud humana, es por eso que el déficit de la medicina la
cual da lugar al incremento de mortalidad (Calder6n & Aguilar, 2016). Los didametros

establecidos en la normatividad vigente del Peru se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Antibidticos y diametros criticos para Enterobacterias (INS, 2002).

L Contenido Diametro (mm)
Antimicrobiano

del disco  Resistente Intermedio Sensible

Doxiciclina 30 ug <10 11-13 > 14
Oxitetraciclina 30 ug <14 15-18 >19
Tetraciclina 30 g <11 12-14 >15
Ampicilina 10 pg <13 14 -16 >17
Amoxicilina— Acido clavulanico 20 ug <13 14 -17 > 18
Cefalexina 30 g <14 15-17 >18

2.2.7.5 Mecanismos de resistencia

La capacidad que tienen las bacterias frente a los antibidticos de resistir, inactivar o
disminuir a los efectos producidos por estos (Fernandez et al., 2003). La resistencia
presentada por microorganismos es a consecuencia de las mutaciones cromosomicas y
del intercambio genético con otras bacterias por medio de la transformacion,
transduccion, transposiciéon y conjugacion (Cabrera et al., 2007). Las bacterias, por su

enorme poder de adaptacion, poseen tipos de resistencias como:

a) Resistencia natural o intrinseca la cual es propia de las bacterias, se dio antes del
uso de los antibidticos, posee una caracteristica inherente (OPS, 2011). Eso ocurre

cuando las bacterias carecen de diana en un antibiotico la cual es la ausencia de pared
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en el Mycoplasma en correlacién a los betalactamicos (Garcia & Garcia, 1997).

b) Resistencia adquirida es considerada importante en la parte clinica, debido a las

trasformaciones de la carga genética y da lugar a la mutaciébn cromosomaética
(Martinez, 1997). EI fendmeno de la tolerancia también es considerado resistencia, a
pesar que la bacteria sea sensible a un antibioético (OPS, 2011).

Resistencia transmisible es considera la mas importante, la cual estd mediada por
integrones y plasmidos, que tiene la capacidad de pasar una bacteria por otra distinta
(Martinez, 1997).

Los mecanismos de resistencia que poseen las bacterias son (Mandell et al., 2010):

Alteracién enzimatica. Mediante la sintesis de enzimas que inactivan a los
antibioticos.

Disminucion de la permeabilidad de la membrana bacteriana. La membrana
externa de las bacterias Gram negativas, es rica en lipopolisacaridos, por tanto, es
menos accesible por los antibioticos hidrofobos, mutacion de las proteinas de
membrana.

Disminucion de la acumulacion del antibiotico y aumento de su eliminacion.
Mediante la expulsién activa del antibiético por proteinas de membrana,
disminuyendo su captacion y acumulacion.

Alteracién de los sitios diana. Mediante la capacidad para bloquear la sintesis
proteica y el crecimiento celular y disminuyendo la afinidad por medio de enzimas y
en los precursores de peptidoglucanos en la pared celular.

Proteccidn de los sitios diana. Mediante genes de resistencia que protegen a las
zonas diana.

Sobreproduccion de los sitios diana. Mediante la produccion de enzimas de unién.
Impedimento de la inhibicion del antibiotico. Mediante la mutacion
convirtiéendolas en auxotrofos.

Unidn al antibiotico. Originando sitios falsos de union.

Las bacterias pueden adquirir mas de un mecanismo de resistencia a la vez, es lo que se

denomina multirresistencia.
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2.2.7.6 Resistencia bacteriana a los antibioticos

Tabla 4. Principales bacterias que originan infecciones humanas que presentan mayor
resistencia a los antibidticos (Calderon & Aguilar, 2016).

Microorganismos Antibioticos

Escherichia coli Cefalosporinas, quinolonas, ampicilina, acido
nalidixico, trimetroprima — sulfametoxazol,

clindamicina, ampicilina/sulbactam

Enterococcus sp Vancomicina, ampicilina, ciprofloxacina,

cefalosporinas, aminoglucosidos

Staphylococcus aureus Penicilina, oxacilina, ampicilina, tremetroprima —
sulfametoxazol, ciprofloxacina, levofloxacina,
clindamicina, gentamicina, cefalexina,

ampicilina/sulbactam, vancomicina, macrolidos

Staphylococcus epidermidis  Levofloxacino, oxacilina, linezolid, clindamicina,

cefalexina

Streptococcus pneumoniae  Betalactamicos, cloranfenico, eritromicina,
tetraciclina, trimetroprima — sulfametoxazol,

fluoroquinolonas, penicilina, aminoglucésidos

Streptococcus pyogenes Betalactamicos, macrdlidos, aminoglucosidos,

sulfonamidas

Streptococcus agalactiae Vancomicina, aminoglucésidos

Acinetobacter sp Meropenem, imipenem, fluroguinolonas,
aminoglucosidos, trimetroprima — sulfametoxazol,
tetraciclinas, macrolidos, gentamicina, amikacina,

clindamicina

Pseudomonas aeruginosa Quinolonas, cefalosporinas tercera generacion,
carbapenémicos, macrolidos, aminoglucdésidos,

tetraciclinas, penicilina

Klebsiella pneumoniae Cefalosporinas, carbapenémicos, ampicilina,

gentamicina, amikacina

Neisseria gonorrhoeae Fluoroquinolonas, cefalosporinas, macrolidos,

carbapenémicos
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Micobacterium tuberculosis  Carbapenémicos, linezolid, estreptomicina,

cefalosporinas, penicilinas

Clostridium perfringens Clindamicina, cloranfenicol, penicilina

Moraxella cararrhalis y Betalactdmicos, macrolidos

Haemophilus influenzae

Shigella sp Ampicilina, cloranfenicol

Proteus sp y Salmonellasp  Ciprofloxacina

2.2.8 Una Salud o “One Health”

One Health o “Una Salud” describe el principio que reconoce la salud humana y animal
como interconectadas, donde las enfermedades se difunden de los humanos a los animales
y viceversa y deben enfocarse desde ambos aspectos. Con ello se debe disefiar y aplicar
programas, politicas, leyes e investigaciones para lograr mejores resultados de salud
publica, por tanto, el enfoque de “One Health” esta en la inocuidad de los alimentos, el
control de zoonosis tales como la gripe, fiebre amarilla, rabia, cisticercosis, leptospirosis,
la peste, entre otras, y la resistencia a los antibioticos (Ramon et al., 2018). Las bacterias
resistentes a los antibidticos que tienen origen en humanos, animales o el medio ambiente
lograrian propagarse de un pais a otro. La resistencia bacteriana a los antimicrobianos
traspasa fronteras geogréaficas o humano / animal. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMYS), la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE), vienen tomando medidas para minimizar la aparicion
y propagacion de la resistencia con los objetivos de asegurar que los antimicrobianos
sigan siendo efectivos y Utiles para el tratamiento de enfermedades en humanos y
animales, asi como promover el uso prudente y responsable de agentes antimicrobianos

y lograr asegurar el acceso mundial a medicamentos de buena calidad (FAO et al., 2016).

La aparicion y diseminacion de nuevos mecanismos de resistencia es considerado
importante por la “One Health”, y en el afio 2016, se identificé el nuevo gen mcr-1 que
otorga resistencia a colistina, iniciando la alerta epidemioldgica por la Organizacion
Panamericana de Salud (OPS & OMS, 2018). En estudios realizados en China en los afios
2011y 2014, reportan la presencia del gen mcr-1 en E. coli y K. pneumoniae en 78 (15%)
de 523 muestras originarios de carne cruda, 166 (21%) de 804 muestras oriundos de
animales y 16 (1%) de 1322 muestras procedentes de pacientes hospitalizados con
infeccion (Liu et al., 2016). Posteriormente, el mismo gen fue detectado en cepas
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bacterianas en todos los continentes, incluido Latinoamérica, donde E. coli y salmonellas
fueron portadoras y tuvieron como fuentes, los humanos, como también en carnes de

cerdos y aves (Scov & Monnet, 2016).

Recientemente se determind el gen optrA, que confiere resistencia a las oxazolidinonas,
cloranfenicol y florfenicol en Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, en muestras
humanas y animales (He et al., 2016), entre ellas muestras clinicas humanas y animales,
principalmente en cerdos y pollos para el consumo humano, a pesar de que no hay una
evidencia objetiva sobre la transferencia de genes optrA positivos entre animales y
humanos, se debe considerar que Enterococcus faecalis de humanos y cerdos poseen un
patrén similar por electroforesis en gel de campo pulsado y el mismo perfil evaluado por
secuenciacion multilocus (Ramon et al., 2018).

En Latinoamérica, existe una débil regulacion de la produccion y venta de antibioticos,
tanto en la salud publica, la agricultura y en ambito veterinario, donde se expenden sin
receta en muchos paises, llegando a un uso indiscriminado (Wirtz et al., 2013). Asimismo,
la difusion se generaliza de bacterias y genes resistentes en el medio ambiente y en los
sistemas alimentarios, es mas donde existe la presencia de contaminacion coliforme del
agua corriente existiria la transferencia de genes resistentes a los antibidticos en muchos
paises de la region, aunandose a ello el uso indiscriminado de antibioticos administrados
al ganado y en la acuicultura tanto para tratar y promover el crecimiento ha incrementado
la aparicién y expansion de patdgenos con resistencia a los antibidticos transmitidos por
medio de los alimentos (Singh, 2017). Actualmente el principal desafio a nivel mundial
es la falta de regulacion sobre la contaminacion en los procesos productivos o en la
manufactura de los antimicrobianos, proponiéndose los limites para la regulacion
medioambiental (Bengtsson & Larsson, 2016), y deben estar en funcion de las
concentraciones inhibitorias minimas de los antibidticos sobre las bacterias entre especies
y genotipos, siendo prioritario investigar la produccion de antibidticos y crear agencias
reguladoras para lograr emisiones aceptables de antibioticos al medio ambiente, tomando
en consideracion los riesgos para seleccionar microorganismos resistentes (Ramon et al.,
2018).

2.2.9 Genética bacteriana de la resistencia de antibioticos
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Los productores avicolas administran antibioticos para promover el crecimiento de las
aves y lograr potenciar la produccion, en forma incontrolada y que para evitar las
enfermedades aplican antimicrobianos, generalmente en dosis menores a las
recomendadas (Briz, 2006), de tal modo que los microorganismos se adapten e
incrementen la resistencia a los antibidticos (Soufi et al., 2011), en realidad la
introduccion descontrolada de antibidticos y la multicausalidad del origen de la
resistencia bacteriana puede deberse al consumo de antibidticos en la préactica avicola
(Laube et al., 2014). E. coli se encuentra en las heces de las aves y éstas estresadas y bajo
condiciones inadecuadas de manejo, la bacteria se convierte en un patdégeno oportunista,

ya que posee factores de virulencia, muchas veces en forma asintomatica (Perello, 2009).

La resistencia antimicrobiana en la produccion avicola se da gracias al uso indiscriminado
de antimicrobianos y la aplicacion incontrolada de los tratamientos, entre ellas cepas de
E. coli multirresistentes se diseminan entre las aves de corral (Hernandez et al., 2017),
dicha resistencia se realiza mediante la transferencia horizontal, entre los elementos
geneticos se citan a los transposones, los plasmidos, y los cassettes genéticos de
resistencia, aunandose los integrones importantes en la evolucién de los genomas
bacterianos, de los determinantes de resistencia a los antibioticos en Gram negativos
(Berglund, 2015). A pesar de todo en Colombia, Argentinay Per0 esta restringida la venta
de antibioticos entre ellos el cloranfenicol, olaquindox, nitroimidazoles y nitrofuranos
para administrarlos en animales para el consumo humano (Quesada et al., 2016); pero
algunos contintian siendo aplicados como promotores de crecimiento para evitar a nivel
intestinal sin bacterias patdgenas, generando que cepas de E. coli generen resistencia a
los antibidticos (Diaz et al., 2017).

Mainali et al. (2013), evidenciaron en bacterias el 100% de resistencia a las cefalosporinas
de primera generacion, relacionado con el uso de betalactamicos, asi como los malos
manejos de las aves (densidades altas, tratamientos de agua inadecuados, cambios en la
temperatura ambiental, entre otros), asi se facilita el intercambio de bacterias con genes
de resistencia, el cual puede ser al humano por el consumo de carne de pollo (Abreu et
al., 2013). La mayoria de bacterias E. coli aislados de muestras de alimentos no son
patdgenos, pero son reservorios de genes de resistencia a antibidticos (Pons et al., 2014),

éstos pueden transferirse directamente mediante conjugacion, o indirectamente por
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transformacion luego de la lisis bacteriana y la liberacién de ADN dentro del intestinal
(Levy et al., 1976).

La resistencia a las cefalosporinas es mediada por el gen AmpC ubicado en los plasmidos
(pPAmpC), reportado en el Perd, en muestras de hospitales (Rivera, 2012), debido al uso
indiscriminado de antibidticos, en el tratamiento y profilaxis (mayormente
aminoglucosidos, cefalosporinas, betalactamicos, quinolonas, macrolidos, tetraciclinas,
fenicoles y sulfonamidas) de animales en el Peri (MINSA, 2012), a pesar de ello en el
Per(, en veterinaria los antibiéticos mas utilizados son oxitetraciclina, penicilina y

cotrimoxazol, en granjas lecheras en el norte del pais (Redding et al., 2014).

Las Enterobacterias poseen plasmidos y poseen la multiresistencia antibiotica,
Citrobacter spp, Enterobacter spp, Proteus spp y Serratia spp poseen el gen
cromosomico de la B — Lactamasa de amplio espectro (Gali, 2010), inclusive poseen a
aminoglicésidos, tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, trimetoprim, macrélidos y
quinolonas (Carattoli, 2009). La presencia de bacterias resistentes en la produccion de
pollos, segun Petersen et al. (2006), indican que sus progenitores son el reservorio de las
bacterias y se transmite via la contaminacion de la céascara del huevo (transmision
vertical). E. coli, reduce o elimina la funcionalidad de enzimas nitrorreductasas NfsA y
NFsB y posee resistencia a nitrofuranos (Shanmugam et al., 2016), también posee
bombas de expulsion contra nitrofuranos, entre ellas la bomba de expulsiéon OgxAB (Ho
et al., 2015), que se encuentra en Klebsiella spp., detectada y codificada en plasmidos de
E. coli resistentes a olaquindox (Ruiz, 2019). Las mutaciones en los genes acrB, emrD,
yajR 0 macB, de las bombas de expulsion cromosomales, estdn implicadas con la
resistencia a nitrofuranos (Li et al., 2015). Salmonella entérica, aisladas de alimentos
carnicos, posee resistencia a nitrofuranos, y estan relacionados con la presencia de
mutaciones cromosomales en los genes snrA y cnr (Martines et al., 2020), por lo que
ciertas alteraciones producto de la evolucién bacteriana, podrian originar otros

mecanismos de resistencia a los antibioticos.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 TIPO Y DISENO DE ESTUDIO

La investigacion, estuvo enmarcada en un tipo de estudio descriptivo, en razén de que la
carga bacteriana de mesofilas aerobias, Escherichia coli y presencia de Salmonella sp,
fue representada en los recuentos bacterianos, sus analisis estadisticos y la interpretacién
de los mismos con antecedentes y el marco tedrico. Por otro lado, fue no experimental en
razon de que las bacterias Escherichia coli y Salmonella sp, fueron sometidos a diversos
antibidticos, y se contrastaron con lo recomendado en el Manual de Procedimientos para
la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion de Kirby
Bauer empleado por el INS (2002), a continuacion se evalu6 estadisticamente los halos
de inhibicion antibidtica de tal modo que se comprobo la hipotesis planteada que afirmaba
que las bacterias identificadas son resistentes a los antibiéticos. Y fue de corte transversal,
en razon a que los resultados se obtuvieron entre los meses de setiembre a noviembre del
2019. EIl disefio aplicado en la investigacion fue no experimental, en razon de que se
describird y explicara los mecanismos de resistencia y formacion de los halos de

inhibicion que originaron al disponer a las bacterias frente a los antibioticos.
3.2 ZONA DE ESTUDIO

Las muestras de estudio (visceras de pollo), a partir del cual se aislaron las bacterias,
procedieron de tres puntos de expendio de la ciudad de Puno (Figura 2). El mercado
Laykakota es el mas grande centro de abasto de alimentos de la zona sur de la ciudad de
Puno, por otro lado, el mercado Unidn y Dignidad, es el centro de abasto méas concurrido
por las amas de casa generalmente los dias sabados, en ambos mercados se expenden todo
tipo de productos alimenticios, entre carnes, verduras, tubérculos, entre otros, y el
Minimarket se ha denominado asi con la finalidad de guardar el nombre real de la empresa
privada y evitar asi perjuicios posteriores producto de la investigacion realizada, y
expende productos muy variados para el consumo humano, en buenas condiciones de
conservacion y gran variedad de productos envasados entre carnes, fideos, entre otros

productos.
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Figura 2. Zonas de muestreo de visceras de pollo.

3.3 POBLACION Y TAMANO DE MUESTRA

El tamafio de muestra estuvo definido por lo recomendado en la Norma Técnica Sanitaria
N° 071-MINSA/DIGESA-V.01. (2008), el cual indica la colecta de 5 muestras en un
establecimiento determinado, luego de su distribucién, 2 muestreos se realizaron en el
mes de setiembre, 2 muestreos en el mes de octubre y 1 muestreo en el mes de noviembre
del afio 2019.

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Determinacion de la carga bacteriana de mesdfilas aerobias, Escherichia coli
y presencia de Salmonella sp en visceras de pollo
a. Frecuenciay muestreo
Las cinco muestras analizadas de cada zona de muestreo (mercados Unién Dignidad,
Laykakota y un Minimarket) se distribuyeron entre los tres meses de muestreo, los cuales

tuvieron un espacio de tiempo de 15 dias.
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b. Determinacion de la carga bacteriana en visceras de pollo

Recuento de bacterias mesofilas aerobias

Método: recuento en placa.

Fundamento: los recuentos de las bacterias mesofilas aerobias se basan en el nimero de
colonias que se creceran en las placas de agar, que previamente fueron inoculadas con
porciones o cantidades pre determinadas de alimento, en este caso fueron muestras de
visceras de pollo, las cuales fueron diluidas e incubadas en condiciones ambientales
predeterminadas (ICMSF, 2000).

Procedimientos:

‘ AEROBDSIMES()F]LOS |

I ]
[1so4833 | [ AFvo0s051 |

10 g muestra +
90 ml agua peptona

| Diluciones decimales

102 102 104

[1m || [1m || [1m ]
30°C/ 72 h

Recuento de colonias

Figura 3. Recuento de bacterias aerobias mesofilas en visceras de pollo (ANMAT, 2020).

Las visceras se colocaron en bolsas estériles Ziploc con cierre hermético y se conservaron
en una caja de tecnopor acondicionada con bolsas de hielo para su transporte al
Laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNA
Puno. EI analisis microbioldgico se determind en Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) por g de muestra (Figura 3). Los pasos realizados se detallan a continuacion:
1) Una vez que las muestras estuvieron en el laboratorio se pesaron 10 g de visceras
y se colocaron en un matraz conteniendo 90 ml de agua peptonada debidamente
esterilizados, se agito tratando de cubrir toda la muestra con el agua peptonada,
obteniéndose asi la dilucion madre 10,
2) Para preparar las diluciones decimales, haciendo uso de una pipeta estéril se
extrajo 1 ml de la dilucion inicial (102) y se llevo al siguiente tubo conteniendo
9 ml de diluyente (1072), este procedimiento se repitio, transfiriendo 1 ml de la

dilucion 102 a un tubo con 9 ml de diluyente, preparando asi la dilucion 107,
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hasta obtener una dilucion de 10°®.

3) De la dilucion 10° se tom6 1 ml de cada dilucion y se deposito en placas Petri
vacias, limpias y esterilizadas, a cada placa se le agregé 20 ml de agar APC,
previamente esterilizado y luego fue incubado a 37 °C por 48 horas, agitando
suavemente con movimientos circulares horarios y antihorarios sobre la
superficie de la mesa a fin de mezclar el inoculo con el agar.

4) Luego se procedi6 con el conteo de colonias y el calculo de UFC/g, mediante la
siguiente ecuacién: UFC/g = nimero de colonias x factor de dilucion.

Recuento de Escherichia coli.

Método: recuento en placa.

Fundamento: los recuentos de Escherichia coli se basan en el nimero de colonias que
se creceran en las placas de agar Endo, que previamente fueron inoculadas con porciones
o cantidades pre determinadas de alimento (visceras de pollo), las cuales fueron cultivadas
hasta diluciones de 10 en condiciones ambientales predeterminadas (ICMSF, 2000).
Procedimientos:

Las muestras de visceras de pollo previa preparacién de diluciones, fueron cultivadas en
el medio de cultivo agar Endo, transfiriendo 1 ml de dilucion sobre la superficie de agar
Endo, y con un asa de Digralsky previamente esterilizada se extendio el indculo sobre la
superficie, se incubo por 48 horas a 37 °C, luego del proceso se contabilizé las colonias
de Escherichia coli, en el equipo cuenta colonias. Para la identificacion definitiva de
Escherichia coli, se realizaron la tincion Gram y pruebas bioguimicas de TSI, LIA, CS e
indol (Mendo, 2003). El recuento de colonias fue similar a las obtenidas para los

mesofilas aerobias.

Presencia de Salmonella sp. Cultivo por extension en agar.

Etapa de pre — enriguecimiento. Segun la metodologia seguida por Philip et al. (2003),
se pesaron 25 g de visceras de pollo y se colocaron en un matraz, luego se agregé de
medios de cultivo no selectivos como caldo lactosado, y se incub6 a 37 °C durante 24
horas.

Etapa de enriguecimiento selectivo. Esta etapa estimulé y favorecié el crecimiento de
Salmonella sp, inhibiendo la flora acompafiante en caldo tetrationado, donde la
selectividad se debe a la presencia de sales biliares y tetrationato inhibe el crecimiento de

de bacterias Gram positivas y algunas Enterobacterias (FDA, 2007), tal como lo
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recomienda la AOAC (Philip et al., 2003).

Etapa de aislamiento en medios selectivos. Esta etapa se logro la diferenciacion de
colonias de Salmonella sp, de otras bacterias, en el medio Xilosa, Lisina, Desoxicolato
(XLD), donde las colonias fueron rosadas con o sin centro negro (Philip et al., 2003).

c. Variables que se analizaron
- Variable independiente: Visceras de pollo contaminadas por bacterias
procedentes de tres centros de venta de la ciudad de Puno.
- Variable dependiente: Recuento de bacterias mesdéfilas aerobias, E. coli y

presencia de Salmonella sp (calidad bacterioldgica).

d. Aplicacion de pruebas bioestadisticas para contrastar hipétesis

Los tratamientos estuvieron conformados por los centros de expendio, se realizaron 5
repeticiones por zona. Los recuentos de colonias de las bacterias mesofilas aerobias y E.
coli fueron evaluados mediante un analisis de varianza y prueba de medias de Tukey
(P<0.05), con un nivel de confianza del 95%. Los softwares donde se realizaron los

analisis fueron el Infostat version estudiantil 2018 y el Excel 2016.

3.4.2 Determinacion de la resistencia a los antibidticos en bacterias aisladas e
identificadas de las visceras de pollo.

a. Frecuenciay muestreo

Las bacterias Escherichia coli y Salmonella sp previamente aisladas en agar nutritivo e

identificadas de las visceras de pollo, se distribuyeron frente a los antibidticos

tetraciclinas y beta — lactamicos en tres repeticiones, cada 15 dias durante 45 dias.

b. Determinacion de la susceptibilidad bacteriana a los antibio6ticos
Método: Kirby Bauer o difusion en agar con discos de sensibilidad.

Fundamento: el antibiograma disco — placa (Kirby Bauer) es uno de los métodos que el
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para
determinar la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos, en el cual se deposita en la
superficie del agar de una placa Petri inoculada con un microorganismo, y sobre ellos se
dispone discos de papel secante empapados con antibidticos, es cual serd absorbido por

el medio y el antibidtico se difunde al agar radialmente a través del espesor del agar
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origindndose una gradiente de concentracion, finalmente luego de 24 horas de incubacién
se visualizara halos de inhibicién microbiana que seran medidos con un vernier (Picazo,
2000).

Procedimientos:

Las bacterias previamente fueron diluidas a concentraciones del estandar 0.5 de
McFarland equivalente a una densidad bacteriana de 1.5 x 108 células/ml, y con un
hisopo embebido en la solucion anterior, estriando en tres direcciones sobre el medio de
cultivo Miiller Hinton por agotamiento. A continuacion, se colocaron en forma aséptica
los discos de sensibilidad de doxiciclina, oxitetraciclina, tetraciclina (tetraciclinas),
ampicilina, amoxicilina — acido clavulanico y cefalexina (beta — lactamicos). Los
cultivos de Escherichia coli y Salmonella sp se incubaron durante 24 horas a una
temperatura de 37 °C. La actividad antibacteriana fue determinada con la medida del
diametro de inhibicion producido alrededor de cada disco de antibidticos, los cuales
fueron contrastados con los diametros estdndares para determinar la respuesta
antimicrobiana (INS, 2002). Todos los ensayos fueron realizados por triplicado (Ochoa
etal., 2012).

c. Variables que se analizaron
- Variable independiente: Antibioticos tetraciclinas y beta - lactamicos.

- Variable dependiente: Resistencia antibacteriana en E. coli y Salmonella sp.

d. Aplicacion de pruebas bioestadisticas para contrastar hipoétesis.
Los tratamientos estuvieron conformados por discos de antibioticos tetraciclinas y
beta - lactamicos. Los datos obtenidos de los halos de inhibicion bacteriana
obtenidos por antibidtico entre los centros de expendio, fueron evaluados mediante
un analisis de varianza y prueba de medias de Tukey (P<0.05), para determinar

diferencia estadistica significativa.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARGA BACTERIANA DE MESOFILAS AEROBIAS, Escherichia coli Y
PRESENCIA DE Salmonella SP EN VISCERAS DE POLLO

Los recuentos bacterianos en visceras de pollo presentaron los siguientes resultados. Los
recuentos de bacterias mesofilas aerobias presentaron promedios entre 6.36 x 10°y 8.42
x 10% UFC/g, en el mercado Unidn y Dignidad los recuentos oscilaron entre 5.1 x 108 y
7.5 x 108 UFC/g, con una dispersion (CV) de datos del 17.28%, en el mercado Laykakota
variaron entre 5.9 x 10% y 8.4 x 10%° UFC/g con una dispersion de 12.78%, y en el
Minimarket oscilaron entre 7.7 x 10° y 10.1 x 10® UFC/g, con una dispersion de 11.74%
(Tabla 5).

Tabla 5. Carga bacteriana de mesoéfilas aerobias, Escherichia coli y presencia de
Salmonella sp en visceras de pollo de tres mercados de Puno, Laboratorio de Botanica

y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

) Repeticiones Cv
Bacterias Mercados Prom
1 2 3 4 5 (%)
Mesofilas Union Dignidad 56 75 51 61 75 6.36 17.28
aerobias (x Laykakota 78 77 80 84 59 756 1278
10% UFC/qg) -
Minimarket 77 101 80 85 78 842 1174
LP: 10° - 107
Escherichia ~ Unién Dignidad 34 35 51 31 32 366 2241
coli (x 10° Laykakota 51 50 68 48 52 538 1501
UFC/g)
LP: 50 - 5 x Minimarket 50 35 45 32 36 39 19.12
102

Salmonella  Unién Dignidad Neg Neg Neg Pos Pos Neg:3;Pos:?2

Sp LP: Laykakota Pos Neg Pos Neg Pos Neg:2;Pos:3
Ausencia / o
o Minimarket Pos Neg Pos Neg Neg Neg:3;Pos:?2
g
Donde: CV: coeficiente de variacion; Prom: promedio; Pos: Positivo; Neg: Negativo; LP: limite
permisible.
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Por otro lado, los recuentos de Escherichia coli presentaron promedios entre 3.66 x 10° y
5.38 x 10® UFC/g, en el mercado Union y Dignidad los recuentos oscilaron entre 3.1 x
108y 5.1 x 10° UFC/g, con una dispersion de datos del 22.41%, en el mercado Laykakota
variaron entre 4.8 x10° y 6.8 x10° UFC/g con una dispersion de 15.01%, y en el
Minimarket oscilaron entre 3.2 x 10® y 5.0 x 10 UFC/g, con una dispersion de 19.12%.

Mientras tanto, con respecto a la presencia de Salmonella sp, de 5 muestras evaluadas, el
mercado que presentd el mayor nimero de muestras positivas fue Laykakota con 3
positivos, mientras tanto que el mercado Union y Dignidad y el Minimarket, dieron

positivos 2 muestras.

4.1.1 Carga bacteriana de mesofilas aerobias

La Norma Técnica Sanitaria NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01, recomienda para
visceras de aves, bovinos, ovinos, caprinos, entre refrigeradas y congeladas, recuentos de
mesofilas que oscilen entre 10° (m) y 107 (M) UFC/g, en un maximo de dos muestras de
un total de 5 muestras colectadas de visceras de pollo, para un muestreo de tres clases. En
razén de que las cinco muestras colectadas se encuentran entre los valores m y M, las
visceras de pollo se constituyen en un riesgo para la salud, tal como lo manifiesta la NTS
N° 071. Asimismo, se observa que el recuento de mesofilas aerobias de la muestra del
Minimarket en la segunda repeticion supera el limite superior de la citada norma de

calidad de alimentos (Figura 4).

El andlisis de varianza realizado a los recuentos de bacterias mesofilas aerobias en
muestras procedentes de tres mercados de la ciudad de Puno, resultaron que si presentaron
diferencia estadistica significativa (F=5.15; gl=2; P=0.0243) (Tabla 10 — Anexos), y
segun la prueba de Tukey, los recuentos de bacterias mesofilas aerobias fueron mayores
en muestras de visceras del Minimarket (a), seguidos de Laykakota (ab) y finalmente de
Union y Dignidad (b), en razon de que segun las indicaciones de interpretacion del

software las letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (Figura 5).
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Figura 4. Comparacién del recuento de bacterias mesoéfilas aerobias en visceras de pollo
y los limites permisibles segin normatividad vigente, Laboratorio de Botanica y
Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.
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Figura 5. Prueba de Tukey del recuento de bacterias mesofilas aerobias en visceras de
pollo en tres mercados de Puno, Laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA

Puno, setiembre a noviembre 2019.

En la investigacion se determin0 valores de bacterias mesofilas aerobias en visceras de

pollo entre 6.36 x 10°y 8.42 x 10° UFC/g, estos resultados estan dentro de los valores

42

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

encontrados por Molero (2012), quien, al realizar el analisis microbiol6gico de carne de
pollo en mataderos, encontraron en el contenido intestinal, recuentos de bacterias
mesofilas aerobias que oscilaron entre 3.98 x 10* a 4.80 x 108 UFC/g. Los resultados
obtenidos en la investigacion no fueron aceptables segln la normatividad vigente (NTS
N° 071), estos fueron diferentes a los citados por Da Silva et al. (2017), quienes, en carne
de pollo de engorde en Brasil, reportaron recuentos de bacterias aerobias mesofilas que
estuvieron dentro de los limites permitidos por la norma brasilefia. Por otro lado, fueron
similares a los obtenidos por Nina (2019), quien, en carne de pollo expendida en
mercados, de un total de 75 muestras, en el 17.33% excedieron los limites permisibles de
bacterias aerobias mesofilas, lo mismo encontré Lavado (2017), quien al estudiar la carga
bacteriana en carcasas de pollo de centros de beneficio y comercializacion (Trujillo),
obtuvo elevados recuentos de aerobias mesofilas, de similar forma, Molina et al. (2010),
manifestd que las bacterias aerobias mesofilas, en pollo del area urbana de Mérida
(Venezuela), superaron significativamente los recuentos limites de aceptabilidad. En tal
sentido, con respecto a lo mencionado anteriormente, se puede aseverar que los recuentos
de bacterias mesofilas aerobias poseen un incremento en las muestras de productos
avicolas, superando en la mayoria de estudios los valores permitidos emanados en las
normas sanitarias vigentes, la razén de que se presente un recuento alto de bacterias
mesofilas aerobias, es que incluyen a toda la carga bacteriana presenta en las visceras al

momento del muestreo e indicard la falta de calidad higiénica de éstos productos.

En el estudio, la presencia de bacterias mesofilas aerobias se dio en la mayoria de las
muestras, por tanto, concuerda con Palma (2013), quien al realizar la evaluacion
microbiologica de la carne de pollo en mercados de Loja (Ecuador), obtuvo que las
bacterias aerobias mesofilas se determinaron en el 49.4% de las muestras. La presencia
de los altos recuentos de mesofilas aerobias se deberia a la carencia de sistemas de
beneficio tecnificado y de cadena de frio y malas précticas sanitarias, tal como se observa
en los centros de beneficios y comercializacion (Lavado, 2017). Por lo tanto, con respecto
a lo considerado anteriormente, se puede ver que no solo hay problemas en el Peru con el
problema de la produccion industrial o la calidad en la obtencion de los productos
avicolas, segun autores también se presenta en otros paises, donde el problema de la
calidad y el procesamiento de carnes de aves posee recuentos altos de bacterias mesofilas

aerobias, el cual muchas veces supera las normas sanitarias vigentes.
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La carga microbiana de mesofilas aerobias en visceras de pollo, superaron las cifras
recomendadas por la norma vigente, sus altos valores se deberian a que incluyen a todas
las bacterias, mohos y levaduras, con capacidad de crecer a 30 °C y 35 °C, inclusive en
rangos de temperaturas inferiores y mayores a los 30 °C (ICMSF, 2000), entre las
bacterias, también agrupan a dos géneros como Bacillus y Sporolactobacillus, quienes
forman endosporas, se encuentran en muchos alimentos ya que no poseen un habitad
definido, asi como también no provocan enfermedades en el ser humano (Vanderzant &
Splittstoesser, 1992), y como se encuentra por encima del limite inferior, indica que posee
un grado de contaminacién en las muestras (Moreno et al., 2000), asimismo refleja que
las condiciones en las que estuvo expuesta no fueron las ideales, la calidad sanitaria del
alimento y las condiciones higiénicas no fueron adecuadas (Fonseca & Avina, 2008). Por
lo visto, con respecto a lo analizado, la carga excesiva de las bacterias mesofilas aerobias
es muy importante para el control y calidad del producto, ya que no son considerados
como patdgenos, pero posee una gran variedad de diferentes tipos de microorganismos,
los productos avicolas deben tener la aceptabilidad del puablico a nivel de analisis

microbiologico mediante la evaluacion que son los pardmetros de calidad.

A nivel industrial, el recuento de bacterias mesofilas aerobias, es utilizado para
monitorear la implementacion de las buenas practicas de manufactura, y es un indicador
de la carga microbiana de los insumos crudos e ingredientes, la eficiencia del
procedimiento de elaboracion o proceso, la condicion de higiene de los materiales, los
equipos y utensilios y la relacion tiempo — temperatura del almacenamiento y la
distribucion; pero a veces por mas que se manipule correctamente, los recuentos de
bacterias mesofilas aerobias se incrementan y hacen que disminuya su calidad si son
almacenados por tiempo prolongado (ANMAT, 2020). Al igual que en la investigacion,
en alimentos de venta callejera es posible encontrar un elevado recuento de bacterias
mesofilas, lo que indicaria una mala manipulacion de los alimentos durante su
preparacion, malas practicas higiénicas en los lugares de venta ambulantes, haciendo que
el 100% de los alimentos fueron inaceptables segun el recuento de bacterias mesofilas
(Campuzano et al., 2015). Segun lo observado en la investigacién, se muestra que en
nuestra region de Puno la venta de carne de pollo o visceras no son tecnificadas es decir
no cumplen con las buenas practicas de manufactura y poseen accesos limitado a los
servicios sanitarios, presentando un riesgo de intoxicacion alimentaria, por lo tanto, hace

falta realiza la vigilancia o hacer controles esporadicos e inopinados por parte del
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municipio, para velar la calidad higiénicay sanitaria del producto a expenderse al publico.

4.1.2 Carga bacteriana de Escherichia coli

La Norma Técnica Sanitaria NTS N° 071, recomienda para visceras de aves, recuentos
de Escherichia coli entre 50 (m) y 5 x 10? (M) UFC/g, en un méaximo de dos muestras
positivas entre dichos limites (m y M) de un total de 5 muestras colectadas, para un
muestreo de tres clases, las cinco muestras colectadas superan los valores de M, por tanto,
para este pardametro microbioldgico, las visceras de pollo se constituyen en un riesgo para
la salud, asi lo manifiesta la NTS N° 071. Asimismo, se observa que el recuento de E.
coli sobrepasa el limite inferior (50 UFC/q) y el superior (500 UFC/g), en las repeticiones
1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente y los resultados estuvieron por encima de los limites
superiores (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion del recuento de E. coli en visceras de pollo y los limites
permisibles segun normatividad vigente, Laboratorio de Botéanica y Biotecnologia,
FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

El analisis de varianza realizado a los recuentos de E. coli en muestras procedentes de
tres mercados de la ciudad de Puno, resultaron que si presentaron diferencia estadistica
significativa (F=6.67; gl=2; P=0.0113) (Tabla 11 — Anexos), y segun la prueba de Tukey,
los recuentos de E. coli fueron mayores en muestras de visceras del mercado Laykakota
(@), sequidas del Minimarket (b) y el mercado Union y Dignidad (b), entre estos dos

Gltimos no existid diferencia estadistica significativa, en razéon de que segun las
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indicaciones de interpretacion del software las letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa, mientras que letras iguales no presentan diferencia estadistica

(Figura 7).

58.40+
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46.984
41.274
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35. d

Laykakota Minimarket Unién Dignidad
MERCADOS DE LA CIUDAD DE PUNO

RECUENTO DE Escherichia coli (UFClg)

Figura 7. Prueba de Tukey del recuento de E. coli en visceras de pollo en tres mercados
de Puno, Laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a

noviembre 2019.

En la investigacion las muestras de visceras de pollo, presentaron recuentos de
Escherichia coli entre 3.66 x 10° y 5.38 x 10° UFC/g, estos fueron superiores a los
reportados por Arenaz et al. (2015), quienes, en visceras de pollos parrilleros, sus
intestinos presentaron recuentos de 40 x 10* UFC/g de Escherichia coli en el 75 (100%)
de las muestras analizadas, su presencia también coincide con Palma (2013), quien al
realizar la evaluacion microbioldgica de la carne de pollo en mercados de Loja (Ecuador)
obtuvo que el 40.53% de las muestras presentaron E. coli. Los recuentos bacterianos,
superaron en todas las muestras el limite superior recomendado en la norma vigente, lo
cual no concuerda con lo determinado por Da Silva et al. (2017), quienes al evaluar la
calidad de la carne de pollo de engorde en Brasil reportaron que el recuento de coliformes
se encontro dentro de los limites permitidos por la norma de ese pais. En contraste,
coinciden con Molina et al. (2010), quienes, encontraron que los recuentos de bacterias
coliformes totales y E. coli, superaron ampliamente los recuentos de aceptabilidad y Zotta
etal. (2016), mencionan que las menudencias de pollos en un 95.5% presentaron bacterias

coliformes, lo cual también coincide con los resultados obtenidos en la investigacion. En

46

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

tal sentido, con respecto a lo mencionado anteriormente, se observa que los recuentos de
Escherichia coli poseen un incremento en las muestras de productos avicolas, que
sobrepasan las normas sanitarias vigentes, superando en la mayoria de estudios citados
por los autores, donde los altos recuentos bacterianos son a causa de la contaminacion
fecal, contaminacion cruzada, excesivas manipulaciones ya que E. coli presenta como su
habitat propio en el tracto intestinal y lo correcto es que no habite en otras zonas del

cuerpo en este caso del pollo.

La presencia de Escherichia coli en las muestras de visceras de pollo, manifiesta
contaminacion fecal, en razdn de que habita el tracto intestinal de los animales de sangre
caliente y del hombre (Coguila & Concha, 2015), también se encuentran en el tracto
gastrointestinal de las aves llegando a las heces, muchas veces es un patégeno oportunista
ya que pueden poseer diferentes factores de virulencia (Perello, 2009), el cual traeria
consigo la disminucion de la produccion de derivados en la industria avicola (Mantilla &
Portacio, 2012), por tanto existen Escherichia coli, tanto inofensivos y patdgenos
(Marshall et. al, 2005). Como es habitante regular y normal del intestino, es el mejor
indicador de contaminacion de alimentos con material fecal, con su presencia también se
sospecha la presencia de otras bacterias potencialmente perjudiciales o patdgenas para el
hombre en razén de que poseen un habitat en comun como la Salmonella sp (Michanie,
2003). Por lo tanto, de acuerdo a lo mencionado anteriormente, se puede apreciar que
Escherichia coli, posee la capacidad de ser perjudicial al hombre, logrando ser dafiino
para las aves en forma infecciosa originando muchas veces colibacilosis, de igual forma
actia como oportunista cuando las condiciones se dan como en aves enfermas, originando
pérdidas economicas y baja produccion, generando intoxicaciones alimentarias en sus

consumidores.

Con la presencia de E. coli, se afirma también que la calidad sanitaria de las visceras de
pollo esta comprometida a que se constituyan vehiculos de las enfermedades de
transmision alimentaria (ETA) (Hernandez et al., 2008), ademas es preocupante debido a
su comportamiento y su difusién, ya que se asocia a Salmonella sp, por lo que se sugiere
medidas preventivas bésicas para evitarlas (Ortega et al., 2009), por tanto debe de
extremarse la higiene del personal, sobre todo en portadores del microorganismo, se debe
evitar el consumo de éstos alimentos crudos o0 poco cocinados, ya que como las aves

defecan en el mismo lugar en donde consume sus alimentos y existe una alta probabilidad
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de contaminacion, ante una deficiente higiene de los mataderos en la etapa de
evisceracion primordialmente, el mantenimiento inadecuado de la cadena de frio en su
distribucion, en la manipulacién por los operarios, bajas condiciones higiénicas en el
punto de venta ya que podria existir contaminacion cruzada, por lo que se plantea la
necesidad de realizar inspecciones inopinadas en la cadena de produccion que
contribuyan al mejoramiento los aspectos sanitarios en la industria alimentaria
(Hernéndez et al., 2008). Por lo analizado, comprender que la ETA generada por el
consumo de carnes o alimentos contaminados, para ello las instituciones sanitarias
(municipio, el MINSA y el SENASA) deben de realizar controles sorpresivos para la
prevencion de ETAs, ya que, por revisiéon bibliogréafica, se reportd la presencia de
Escherichia coli productoras de toxina Shiga en carnes de pollo, para evitar ello se deben

cumplir con los protocolos y vigilancias en la inocuidad de estos alimentos.

Otro factor que influye la presencia de E. coli, vendria ser la venta de carne al menudeo
y la temperatura ambiental, ya que, durante la primavera y el verano, favorecen el
desarrollo microbiano y también a que las visceras constituyen una excelente fuente de
nutrientes y humedad otorgandoles una satisfactoria permanencia y multiplicacién de
muchos microorganismos patogenos (Gill & Lander, 2003). Con respecto a lo
mencionado anteriormente, en la region de Puno por ser de clima frigido, los productos
avicolas pueden durar mas en tiempo de almacenamiento y la reproduccion de
microorganismos se vuelve lenta, a comparacion en climas como la costa y selva, el
desarrollo de microorganismos es acelerado, por lo tanto, los productos avicolas deben

conservar los recuentos de E. coli que esté dentro de los parametros permitidos.

4.1.3 Presencia de Salmonella sp

La Norma Técnica Sanitaria NTS N° 071, recomienda para visceras de aves, la ausencia
de Salmonella sp en 25 g de muestra, por tanto, si en caso se confirmara la presencia de
la bacteria, las muestras evaluadas seran catalogadas como inaceptables, para un muestreo
de dos clases. Al encontrar una muestra positiva de presencia de Salmonella sp, se afirma

que las visceras de pollo son de riesgo para la salud (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de casos positivos de Salmonella sp en visceras de pollo en tres
mercados de Puno, Laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno,

setiembre a noviembre 2019.

Salmonella sp, estuvo presente en las visceras de pollo, de 5 muestras evaluadas, tres
fueron positivas a dicha bacteria en el mercado Laykakota, siendo equivalente al 60%,
estos resultados fueron superiores a los reportados por Nina (2019), quien en carne de
pollo expendida en mercados de Tacna, el 14.67 % fue positivo a Salmonella spp,
analizadas, asimismo a los citados por Da Silva et al. (2017), quienes evaluaron la calidad
de la carne de pollo de engorde en Brasil y el 25% presentaron Salmonella spp; también
fue superior a los registrados por Zambrano et al. (2013), quienes determinaron que
Salmonella spp se encontrd en 32.4 % de hisopados cloacales en el centro de beneficio
clandestino de pollos de engorde en Lima; y a los citados por Velasquez (2006), quien en
los mercados de la ciudad de Guatemala, el 57.58% fueron positivos a Salmonella spp en
muestras de carne de pollo. Por lo tanto, se puede comprender que Salmonella sp es un
problema a nivel mundial y generar muertes por ser patoégeno de trasmision alimentaria,
el cual muchos autores reportaron de todos los paises el problema que ocurre al hallar la
presencia de esta bacteria Salmonella sp y de no tener un buen sistema de sanidad o
también deficiencias en los criaderos de aves, se deberia de realizar una vigilancia y

controles epidemiol4gicos.

Por otro lado, fueron inferiores a los reportados por Rodriguez et al. (2016), quienes
determinaron que el 63 % de pollo a la venta en mercados de abasto, presentaron
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Salmonella; inclusive, Molero (2012), en carne de pollo en mataderos de Zulia
(Venezuela), encontr6 en muestras de contenido intestinal, el 100 % positivo a Salmonella
sp; en contraste Palma (2013), al realizar la evaluacién microbiolédgica de la carne de
pollo en mercados de Loja (Ecuador), obtuvo que ninguna muestra tuvo presencia de
Salmonella spp; de igual modo Pérez & Serrano (2013), al evaluar la calidad
microbioldgica de la carne de pollo expendida en Huancavelica, dos avicolas resultaron
positivas a Salmonella spp, con ello se afirma de que existio un deficiente grado de
higiene, por lo que indica contaminacién poniendo en peligro la salud pablica (Velasquez,
2006), en tal sentido, se debe realizar estudios epidemioldgicos en las granjas
productoras, asimismo aplicar medidas de vigilancia, control y erradicacion en la
produccion de aves (Molero, 2012). Ante estas aseveraciones, se puede observar que los
resultados reportados por otros investigadores, manifiestan que las infecciones por
Salmonella sp es un problema sanitario, no solo a nivel local si también a nivel
internacional, por malos procesos de tecnificado de manufactura y contaminacion
cruzada, los productos avicolas que posean Salmonella sp son peligrosos debido a que las
bacterias son muy invasivas y patdgenas, es por ello que las municipalidades deben de
realizar inspecciones higiénicas en mercados, y lograr en la poblacién las actitudes de
higiene de los alimentos y su conservacion, mediante charlas, el lavado de manos y en

cumplimiento de las normas y leyes sanitarias.

La salmonelosis que posee como etiologia a una especie de Salmonella, se constituye en
la zoonosis con mayor frecuencia en brotes de transmision alimentaria a nivel
internacional, incluyendo a los paises desarrollados (Gutiérrez et al., 2008), donde la
carne de aves o de pollo y sus derivados como las visceras son las fuentes principales
(FAO/ OMS, 2003). En el Peru, tan solo el 25% de la produccién avicola se realiza en
lugares acreditados (Malaga, 2011), el resto se realiza en establecimientos clandestinos
con condiciones sanitarias e higiénicas deficientes, como falta de agua o usan agua
contaminada, carecen de sistemas de refrigeracion, deficiente proceso de eviscerado,
entre otros, los cuales coadyuvarian con la contaminacion de los productos carnicos con
Salmonella spp (Heyndrickx et al., 2002). En tal sentido, con respecto a lo mencionado
anteriormente, se ve un punto muy delicado en el Per(, ya que no se ha logrado una
tecnificacion en la produccién avicola, y de no acatar las leyes o normas sanitarias en los
mercados, otra alternativa seria realizar vigilancias en los criaderos y mataderos de las

aves, los cuales deben de cumplir con las buena précticas de manufactura por parte de
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profesionales calificados en las empresas dedicadas a ello, en nuestro pais la gran mayoria
de personas realizan un comercio informal ambulatorio y carece de sistemas sanitarios y

falta de cultura.

Los puntos criticos de la contaminacion de las visceras de pollo y la carne de pollo son
en los procesos del eviscerado y el desplumado (FAO & OMS, 2003), en razén de que se
ponen contacto con las heces que proceden de los intestinos o de las plumas contaminadas
(Ponsa, 2005), utilizan agua contaminada o no analizada para el lavado de los canales,
(CCFH, 2007), aplican una inadecuada temperatura del agua de escaldado (Mosquera et
al., 2007) y realizan la acumulacion de pollos enteros sin eviscerar en los recipientes de
lavado sin agua potable, por todas estas ocurrencias, es que Salmonella sp se hace
presente en las carne de pollo, inclusive la falta de higiene en los trabajadores de los
centros de beneficio incrementan los riesgos de contaminacion (SENASA, 2007). En tal
sentido, con respecto a lo mencionado anteriormente, todo ello apunta a los inadecuados
procesos de produccion y el no cumplimiento de los protocolos sanitarios, con el objetivo
obtener productos avicolas en poco tiempo y generar mas ingresos, con una mentalidad
de lucro, pero no elaborar productos de calidad, el cual todo ello generaria la reproduccién

y propagacion de Salmonella sp y los perjudicados serian los consumidores.

La presencia de Salmonella sp es muy frecuente lo cual concuerda con los resultados
obtenidos por Dione et al. (2009), quienes al realizar el hisopado cloacal dieron positivo
a la bacteria, y también en pollos al final de la etapa de crecimiento, aislandose inclusive
en las heces de pollos broilers durante el transporte hacia el matadero. Salmonella seria
aislada debido a la contaminacion ambiental en los galpones de crianza y al estrés e
inmunosupresion que las aves sufren en su transporte alterando asi la poblacion
microbiana del intestino (OMS, 1988), pero las aves adquieren la bacteria a partir de los
insectos, los roedores, las aves silvestres, el ser humano y por la ingestion con alimento
contaminado (Pérez et al., 2008), el estrés del transporte, origina la multiplicacion de
bacterias intestinales, entre ellas Salmonella, de tal manera que se considera en un factor
importante para la contaminacion de la canal durante el beneficio de las aves (Adelantado
et al., 2008). Por lo analizado, se debe velar las condiciones de faenamiento sin provocar
sufrimientos en los pollos y se debe realizar en aves con bajo estrés, ya que se podria
presentar el establecimiento de Salmonella sp al incrementar el pH hacia la neutralidad,

en tal sentido seria bueno reforzar las capacidades de analisis de laboratorio para una
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vigilancia de este patdgeno, capacitaciones a los veterinarios para evitar la contaminacién
a los productos carnicos, una razén mas porque hacer estudios en los pollos, es que el
Per( se volvié el primer pais consumidor y productor de pollos seguido de Brasil y
Argentina.

Por lo interpretado anteriormente y en razdén de que los recuentos bacterianos
determinados en las visceras de pollo de tres centros de expendio de la ciudad de Puno,
superan lo estipulado en la NTS N° 071 enmarcado en la Resolucion Ministerial N° 591-
2008/MINSA, se acepta la hipotesis alterna, el cual afirma que “La carga bacteriana de
mesofilas aerobias, Escherichia coli y Salmonella sp en visceras de pollo expendidas en
tres centros de venta mercados Unién y Dignidad, Laykakota y un Minimarket de la
ciudad de Puno”.
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4.2 RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS EN BACTERIAS AISLADAS E
IDENTIFICADAS DE LAS VISCERAS DE POLLO

4.2.1 Resistencia a antibidticos en Escherichia coli

Escherichia coli, resulto presentar resistencia antibidtica a la oxitetraciclina, en bacterias
aisladas de los mercados Union y Dignidad y de Laykakota, donde los halos de inhibicién
variaron entre 8 y 9 mm y los resultados de resistencia al antibiético se catalogan al
obtenerse un diametro < 14 mm; mientras que fueron sensibles a doxiciclina, tetraciclina,
ampicilina, amoxicilina — acido clavulanico y cefalexina. Sin embargo, en bacterias E.
coli aisladas del Minimarket, aparte de ser resistente a la oxitetraciclina como en los
anteriores aislamientos, adicionalmente fue resistente a doxiciclina en el que se obtuvo
9.33 mm y se considera resistente a < 10 mm y a amoxicilina — acido clavulanico con un
promedio de 10.67 mm y se considera resistente < 13 mm (Tabla 6). Al evaluar la
dispersion de datos mediante el céalculo del coeficiente de variabilidad, estos oscilaron
entre 0.00% y 10%, lo cual indica que presentaron una baja dispersion de sus valores

obtenidos en las repeticiones con respecto a su promedio.

Tabla 6. Antibiograma en Escherichia coli frente a antibidticos, aislados en tres
mercados de la ciudad de Puno, Laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA

Puno, setiembre a noviembre del 2019.

Halo (mm)
Mercados Antibidticos Prom CV  Respuesta
Rl R2 R3
Doxiciclina (30 ug) 15 14 15 1467 3.94 Sensible
Oxitetraciclina (30 pg) 8 8 9 833 6.93 Resistente
Uniény Tetraciclina (30 ug) 21 21 20 20.67 279 Sensible
Dignidad Ampicilina (10 pg) 18 19 17 18.00 5.56 Sensible
Amox.—A.Clav. (20 ug) 26 28 26 2667 4.33  Sensible
Cefalexina (30 pg) 19 18 18 1833 3.15 Sensible
Doxiciclina (30 ug) 16 16 15 1567 3.69 Sensible
Oxitetraciclina (30 pg) 8 8 8 800 0.00 Resistente
Laykakota Tetraciclina (30 pg) 18 22 20 20.00 10.00  Sensible
Ampicilina (10 pg) 17 18 19 18.00 5.56 Sensible

Amox—A.Clav. (20 ig) 25 27 27 2633 4.38  Sensible
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Cefalexina (30 ug) 19 19 18 18.67 3.09 Sensible

Doxiciclina (30 pg) 10 9 9 933 6.19 Resistente
Oxitetraciclina (30 pg) 0O O O 000 0.00 Resistente

Tetraciclina (30 ug) 20 19 19 1933 299 Sensible

Minimarket
Ampicilina (10 pg) 14 15 14 1433 4.03 Sensible
Amox.—A.Clav. (20ug) 11 11 10 10.67 5.41 Resistente
Cefalexina (30 ug) 19 17 19 1833 6.30 Sensible
Donde: CV = coeficiente de variacion; Prom = promedio
30 28
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Figura 9. Comparacion de halos de inhibicion por antibidticos en E. coli segun valores
referenciales del INS (2002), Laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA
Puno, setiembre a noviembre 2019. Linea roja es el limite de resistenciay la linea

el limite de sensible.

En la representacion grafica, se observa los limites de los valores de resistencia (linea
roja) y la linea amarilla que indica el valor limite de la sensibilidad, dichos valores limites
fueron recomendados por el Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad

Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion del INS (2002), y que E. coli fue
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resistente a oxitetraciclina (barras verdes oscuras) en bacterias aisladas de los tres
mercados, asi como a doxiciclina y amoxicilina — &cido clavulanico en bacterias aisladas
del Minimarket (Figura 9).

Las pruebas estadisticas de andlisis de varianza realizadas a los valores de los diametros
de halos de inhibicion en E. coli segln la procedencia del mercado, arrojaron de que
existio diferencia estadistica significativa en los halos originados por los antibioticos
doxiciclina, oxitetraciclina, ampicilina y amoxicilina — acido clavulanico (P<0.05), y
luego de realizar la prueba de Tukey, los mayores didmetros de halos se determinaron en
bacterias aisladas de los mercados Laykakota (Layk) y Union y Dignidad (UyD) y los
menores en aquellas aisladas del Minimarket. Por otro lado, los halos obtenidos por los
antibidticos tetraciclina y cefalexina no presentaron diferencia estadistica significativa (P
>0.05) (Tabla 7).

En la investigacion se encontro que E. coli fue resistente a varios antibioticos, los cuales
concuerdan con los hallazgos de Alvarez (2013), quien indica que de 23 cepas de E. coli
aisladas de productos avicolas, el 78.33% mostraron resistencia a uno o0 mas
antimicrobianos, en especial a los antimicrobianos usados en la crianza avicola;
asimismo, a los obtenidos por Yang et al. (2004a), quienes caracterizaron cepas de E. coli
aisladas de carne de cerdos y pollos, y presentaron 100% de resistencia al acido
nalidixico, 98% a tetraciclina, 84% a sulfametoxazol, 79% a ampicilina, 77% a
estreptomicina y el 76% a trimetropin — sulfametoxazol. En otras Enterobacterias,
Sanchez et al. (2015), determiné que Klebsiella pneumoniae presentd multirresistencia a
amoxicilina y cloranfenicol. De tal modo, se puede apreciar que los antibidticos
administrados a las aves, son con fines de lograr un mejor crecimiento asi como también
impedir las enfermedades; pero éstos antibidticos son usados también por los humanos
en infecciones por Escherichia coli, el cual en la investigacion logré ser resistente a los
antibidticos a nivel fenotipico, esta bacteria tiene la capacidad de actuar como reservorio
de genes, pudiendo mutar y generar sus propios genes de resistencia y seria un problema

grande para la salud publica a un futuro.
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Tabla 7. Andlisis de varianza y prueba de Tukey de los halos de inhibicion (mm) de los
antibidticos sobre E. coli segun procedencia de mercado, Laboratorio de Botanica y
Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre del 2019.

Prueba de Tukey
Mayor © Menor ©

1 Doxiciclina (30 pg) <0.0001 Layk-UyD Minimarket
2 Oxitetraciclina (30 pg)  <0.0001  UyD - Layk Minimarket
3 Tetraciclina (30 ug) 0.4705 -- --

4 Ampicilina (10 pg) 0.0032 Layk - UyD Minimarket
5)
6

N/O Antibidbticos P-valor

Amox.— A. Clav. (20 ug) <0.0001  UyD — Layk Minimarket
Cefalexina (30 pg) 0.8503 - --

Una de las causas de resistencia a los antibioticos es la mala dosificacion y el tiempo de
administracion por el profesional pertinente, es asi que Medina (2011), al administrar en
conejos el antibiotico doxiciclina termind alterando las poblaciones de E. coli intestinal,
favoreciendo el origen de un fenotipo de resistencia que predomind a doxiciclina y
eritromicina, ello gracias a la mutacion de los genes gyrA y parC que favorecieron la
resistencia a fluoroquinolonas. Por otro lado, Moreno et al. (2018), indican que la
resistencia antibidtica se origina entre el ser humano y el animal, demostrandose de que
E. coli es comun en infecciones resistentes a antibioticos en animales menores y en ellos
se manifiesta la resistencia gracias a la prevalencia de los genes blaTEM, CTX-M-1, mecA
y Tn5405. La resistencia antibidtica encontrada en E. coli aisladas de visceras de pollo,
entonces indicaria que dichos antibidticos fueron aplicados durante su crianza, tal como
lo menciona Carloni et al. (2011), quienes aislaron bacterias resistentes a tetraciclinas en
el 34% de las muestras de origen felino y 75% de origen equino, 27% de caninos y 53%
de felinos frente ampicilina/sulbactama y multirresistencia en 29% en caninos y 67% en
felinos. En tal sentido, con respecto a lo mencionado anteriormente, se sabe que mediante
la zoonosis, es posible transmitir la resistencia de antibiéticos de los animales al ser
humano y viceversa, tal como lo indica la One Heatlh, el cual se logra a causa de la

conjugacion e intercambio de genes de resistencia.

La resistencia bacteriana a los antibidticos se origina por las mutaciones y la habilidad de

transferir horizontalmente su carga genética, en ellas los caracteres genéticos con la
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resistencia bacteriana (OMS, 2001). El antibidtico tetraciclina poseen su mecanismo de
accion al unirse a la parte 16 S de la subunidad 30 S del ribosoma bacteriano, por tanto,
inhibe la sintesis proteica al impedir la unién del aminoacil — tRNA en la posicion A del
ribosoma (Chopra & Roberts, 2001). Este antibiético es utilizado en los tratamientos en
humanos y veterinario, en este Gltimo es utilizado como un factor de crecimiento en aves
(Karami et al., 2006), razon por la cual probablemente resulté con resistencia a
oxitetraciclina y doxiciclina, ambas tetraciclinas. El mecanismo bacteriano de resistencia
a las tetraciclinas seria mediante sistemas de eflujo, y en E. coli y otros Gram negativos
serian codificados por los genes tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetl y tetY; asimismo, a la
resistencia como la proteccion ribosomal y la accion enzimética sobre las tetraciclinas las
cuales son codificados por diversos genes (Levy et al., 1999). Comprender que el uso
recurrente del antibi6tico tetraciclina, a mucha dosis logré la capacidad de generar a E.
coli resistente, sus mecanismos de defensa de generar enzimas en base a sus genes contra
los antibidticos, se constituyen en un problema futuro, en razén de que los antibiéticos
convencionales ya no serian efectivos en los tratamientos clinicos, por lo tanto, debe
regularizarse la administracion de los antibidticos especialmente para animales y no

juntarlos con los de uso humano.

Por otro lado, E. coli fue resistente al antibiotico amoxicilina — &cido clavulanico, éste es
un betalactamico semisintético, con actividad efectiva en Gram positivos y Gram
negativos, interfiriendo la produccion de peptidoglicanos de la pared celular bacteriana,
y su defensa ante el antibiotico es la produccion de betalactamasa, que hidrolizan el anillo
betalactamico y forma el acido peniciloico el cual no posee actividad antibacteriana pero
ante la presencia del acido clavulanico puede prevenirse su inhibicion (Guevara, 1992).

Las betalactamasas AmpC son enzimas cromosomales, poseen expresion inducible del
gen AmpC, el cual posee actividad frente a penicilinas, aminopenicilinas como la
amoxicilina — &cido clavulénico, pero también es activa contra las cefalosporinas
(cefalexina) (Hernandez et al., 2014), por tanto, se afirma que las bacterias E. coli aisladas
en visceras de pollo, poseerian los genes AmpC por su resistencia observada en algunos
de los antibioticos citados anteriormente. Asimismo, estas enzimas bacterianas son las
primeras reportadas que destruian a la penicilina en E. coli (Florez, 2013). El uso de
betalactamicos es de mucha importancia en el ambito clinico para los seres humanos y al
ser administrados a los animales se vendria cometiendo un gran error ya que E. coli puede

generar, mecanismos de resistencia produciendo la betalactamasa, los genes AmpC
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generan la formacion de enzimas tipo cefalosporinasas, el cual son considerados como
una resistencia natural propio de la bacteria y es capaz de destruir a la penicilina y
aminopenicilinas, por lo que seria interesante realizar un secuenciamiento genético en la

resistencia bacteriana en E. coli aislada de esta investigacion.

4.2.2 Resistencia a antibioticos en Salmonella sp

Salmonella sp, resultd presentar resistencia antibidtica absoluta a doxiciclina y
oxitetraciclina, ya que no formaron halos de inhibicion, en bacterias aisladas de los tres
centros de expendio (mercados Union y Dignidad, Laykakota y un Minimarket). Con los
restantes antibidticos, en bacterias aisladas del mercado Union y Dignidad, los promedios
de halos de inhibicion oscilaron entre 22.67 mm con cefalexina y 33 mm con amoxicilina
—&cido clavulanico. En bacterias aisladas del mercado de Laykakota, los halos promedios
de inhibicion fueron similares a los anteriores con cefalexina (22 mm) y amoxicilina —
acido clavulanico (32.33 mm) y en bacterias aisladas en visceras de pollo procedentes del
Minimarket, el menor promedio se obtuvo con ampicilina con 21 mm y el mayor
promedio con tetraciclina con 30 mm (Tabla 8). Al evaluar la dispersion de datos
mediante el calculo del coeficiente de variabilidad, estos oscilaron entre 0.00% y 24.05%,
lo cual indica que presentaron una moderada dispersion de sus valores obtenidos en las

repeticiones con respecto a su promedio.

En la representacion grafica, se observa los limites de los valores de resistencia (linea
roja) y la linea amarilla que indica el valor limite de la sensibilidad, dichos valores limites
fueron recomendados por el Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad
Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion del INS (2002), y que Salmonella sp
fue resistente a doxiciclina y oxitetraciclina (halos nulos o sin barras) en bacterias aisladas

de los tres mercados, el resto fueron sensibles (Figura 10).
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Tabla 8. Antibiograma en Salmonella sp frente a antibi6ticos, aislados en tres mercados
de la ciudad de Puno, Laboratorio de Boténica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno,
setiembre a noviembre del 20109.

Halo (mm)
Mercados Antibioticos Prom CV  Respuesta
R1 R2 RS
Doxiciclina (30 pg) 0O O O 000 0.00 Resistente
Oxitetraciclina (30 pug) 0 O O 000 0.00 Resistente
Uniény Tetraciclina (30 pg) 29 30 28 29.00 345 Sensible
Dignidad Ampicilina (10 pg) 23 22 26 2367 8.80 Sensible
Amox.— A. Clav. (20 ug) 34 32 33 33.00 3.03 Sensible
Cefalexina (30 ug) 24 21 23 2267 6.74 Sensible
Doxiciclina (30 pg) 0O O O 000 0.00 Resistente
Oxitetraciclina (30 pg) 0O O O 000 0.00 Resistente

Tetraciclina (30 pg) 28 28 27 2767 2.09 Sensible

Laykakota ___ i
Ampicilina (10 pg) 25 27 26 26.00 3.85 Sensible
Amox.—A. Clav. (20 pg) 33 31 33 3233 357 Sensible
Cefalexina (30 ug) 24 22 20 22.00 9.09 Sensible
Doxiciclina (30 ug) 0 0O 0 000 0.00 Resistente
Oxitetraciclina (30 pg) 0 0O 0 000 0.00 Resistente
. Tetraciclina (30 pg) 26 34 30 30.00 13.33  Sensible
Minimarket

Ampicilina (10 pg) 22 21 20 21.00 4.76 Sensible
Amox—A.Clav. (20 ug) 16 26 24 22.00 24.05  Sensible
Cefalexina (30 ug) 24 22 20 22.00 9.09 Sensible

Donde: CV = coeficiente de variacion; Prom = promedio
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MERCADOS DE LA CIUDAD DE PUNO
Figura 10. Comparacién de halos de inhibicion por antibiéticos en Salmonella sp, segin
valores referenciales del INS (2002), Laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB
—UNA Puno, setiembre a noviembre 2019. Linea roja es el limite de resistencia y la linea

el limite de sensible.

Las pruebas estadisticas de analisis de varianza realizadas a los valores de los didmetros
de halos de inhibicion en Salmonella sp segun la procedencia del mercado, arrojaron de
que existio diferencia estadistica significativa en los halos originados por los antibi6ticos
ampicilina y amoxicilina — &cido clavulanico (P<0.05), y luego de realizar la prueba de
Tukey, los mayores didmetros de halos se determinaron en bacterias aisladas de los
mercados Laykakota (Layk) y Union y Dignidad (UyD) y los menores en aquellas
aisladas del Minimarket. Por otro lado, los halos obtenidos por los antibi6ticos tetraciclina
y cefalexina no presentaron diferencia estadistica significativa (P > 0.05), mientras que

para doxiciclina y oxitetraciclina no hubo halo alguno (Tabla 9).
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Tabla 9. Analisis de varianza y prueba de Tukey de los halos de inhibicién (mm) de los
antibidticos sobre Salmonella sp, segin procedencia de mercado, Laboratorio de Botanica

y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre del 2019.

Prueba de Tukey
Mayor © Menor ©

N/O Antibidbticos P-valor

Doxiciclina (30 pg) -- -- --

1

2 Oxitetraciclina (30 pg) -- -- -

3 Tetraciclina (30 pg) 0.5281 -- --

4 Ampicilina (10 pg) 0.0160 Layk - UyD Minimarket
5
6

Amox.— A. Clav. (20 ug)  0.0093  UyD — Layk Minimarket
Cefalexina (30 pg) 0.8813 - --

En la investigacion obtuvimos que la bacteria Salmonella sp aislada de visceras de pollo,
resultaron ser resistentes a los antibi6ticos doxiciclina y oxitetraciclina, lo cual concuerda
con Camacho et al. (2010), quienes, en muestras de visceras de pollo, aislaron 152 cepas
de Salmonella spp resistentes a cefalotina, amoxicilina, &cido clavulanico, cefoxitina,
ampicilina, estreptomicinay a tetraciclina; asimismo, a lo mencionado por Junod (2010),
quien aislé Salmonella enterica de origen animal y en alimento, el 54.68% de las cepas
resultaron resistentes a uno o mas antibiéticos, y al igual que en ésta investigacion, se
presentd la mayor frecuencia de resistencia a oxitetraciclina. Salmonella typhimurium
posee una transferencia de resistencia antimicrobiana bidireccional entre el humano y el
animal, siendo comun en infecciones de pequefios animales, donde los genes de mayor
prevalencia son el blaTEM, CTX-M-1, mecA y Tn5405 (Moreno et al., 2018). Asimismo,
Carloni et al. (2011), indica que la resistencia bacteriana a tetraciclinas se presenta en
muestras de origen felino y equino, frente a ampicilina/sulbactan y ciprofloxacina,
inclusive existe la presencia de multirresistencia. Se debe considerar que Salmonella sp
es resistente a los antibidticos tetraciclinas y betalactdmicos, el cual es reportado por estos
investigadores y el problema radicaria en el empleo de antibidticos en diferentes
composiciones y tipos a nivel internacional, presentando carencias en normas legales que
no hacen cumplir con las vigilancias en el uso desmedido de antibioticos, por lo tanto se
desconoce el impacto que generaria mediante la zoonosis o el consumo humano de carnes

de aves contaminas con Salmonella.
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La resistencia bacteriana a las tetraciclinas (doxiciclina y oxitetraciclina), esta mediada
por dos mecanismos, tales como el sistema de excrecion activa de la tetraciclina (Morejon
et al., 2003) y la disminucion o pérdida de la permeabilidad celular, tal como sucede con
la doxiciclina, minimizando el transporte activo por la membrana celular, los cuales son
generados por genes cromosomicos y extracromosomicos (plasmides) (Meuer, 2002). La
resistencia a un antibidtico, se originaria por los factores como el uso y mal uso en
medicina humana, su introduccidn en clinica veterinaria, su uso en calidad de promotores
de crecimiento en animales de produccion y su aplicacion en la agricultura, el cual se
debié a la adquisicion bacteriana de los genes tet (tetraciclina) y/o genes otr
(oxitetraciclina), entre comensales y patdgenas (Chopra & Roberts, 2001). En tal sentido,
con respecto a lo mencionado anteriormente, se puede observar la capacidad de respuesta
de los genes que posee Salmonella sp, el cual genera genes resistentes que podrian mutar
frente a los antibidticos o a nuevos antibidticos, como es el uso de las tetraciclinas que se
emplea en gran medida durante la crianza para lograr el mayor desarrollo y comercio de

estas aves de consumo en Perd, por tanto seria un problema en la salud publica.

Por otro lado, Yang et al. (2004b), manifiestan que la resistencia a tetraciclina se realiza
mediante tres mecanismos: eflujo activo, proteccion ribosomal e inactivacion enzimaética,
presentes tanto en Gram negativos y positivos. La primera resistencia transferible a
tetraciclina, se determind primero en Shigella dysenteriae en el afio 1960 (Akiba et al.,
1960), y en ella interactian 24 genes los cuales codifican las bombas de eflujo y 11 genes
codifican las proteinas de proteccion ribosomal (Roberts, 2005), entre ellos se citan a las
proteinas TetM, TetO, TetQ, y TetS, quienes bloquean la union de la tetraciclina a la
subunidad 30 S del ribosoma (Chopra & Roberts, 2001). Desde nuestro punto de vista,
esta investigacion apuntaria mas realizar estudios moleculares de las bacterias, como son
la secuenciacion de genes de resistencia y de virulencia, a pesar de que a nivel cultural se

visualiza la resistencia a los antibio6ticos, en bacterias de visceras de pollo.

Por lo interpretado anteriormente y en razon de que existio resistencia en E. coli frente a
oxitetraciclina, doxiciclina y amoxicilina — acido clavulanico y en Salmonella sp a
doxiciclina y oxitetraciclina, segun los halos de inhibicion bacteriana (INS, 2002), es que
se acepta la hipotesis alterna, el cual afirma que “Las bacterias aisladas e identificadas de

visceras de pollo son resistentes a los antibioticos (beta — lactamicos)”.
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V. CONCLUSIONES

- Lacarga bacteriana de mesofilas aerobias oscil6 entre 6.36 x 10%y 8.42 x 10° UFC/g,
Escherichia coli varié entre 3.66 x 10° y 5.38 x 10% UFC/g y la presencia de
Salmonella sp de 5 muestras colectadas, tres llegaron a ser positivas en visceras de
pollo expendidas en tres centros de venta de la ciudad de Puno, y al superar los
valores de referencia estipulados en la NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01, no se

encuentran aptos para el consumo humano.

- Entre las bacterias aisladas de visceras de pollo, Escherichia coli presentd resistencia
a oxitetraciclina, formando halos de inhibicion promedios entre 0.00 y 8.33 mm, a
doxiciclina con halo promedio de 9.33 mm y a amoxicilina — acido clavulanico con
halo promedio de 10.67 mm, presentando diferencia estadistica significativa
(P<0.05) entre los halos de inhibicion antibidtica y Salmonella sp fue resistente a
doxiciclina y oxitetraciclina, no presentando halos de inhibicion, en ambos casos
superaron los didmetros establecidos por el INS (2002), por tanto las bacterias
presentaron resistencia a los antibioticos.
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VI. RECOMENDACIONES

- Realizar la determinacion de antibioticos utilizados como promotores de crecimiento
en la produccion de aves, presentes en la carne y visceras de pollos y gallinas,
expendidas en los mercados de la ciudad de Puno.

- Realizar la identificacién molecular de especies de Salmonella sp aisladas de visceras
de pollos y gallinas, para determinar su potencial efecto patoldgico en los

consumidores.

- Realizar experimentos con bacterias ATCC para realizar comparaciones con las

bacterias aisladas en la carne y visceras de pollos y gallinas.
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ANEXOS

Figura 11. Transporte de muestras, separacion de visceras y pesado, Laboratorio de
Botéanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Figura 12. Enriquecimiento de las muestras y preparacion de diluciones para recuentos
bacterianos, Laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a

noviembre 2019.

Figura 13. Cultivo y recuento de bacterias mesofilas aerobias en agar APC en visceras
de pollo, Laboratorio de Botéanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a

noviembre 2019.
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Figura 14. Colonias y recuento de E. coli en agar Endo en visceras de pollo, Laboratorio
de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Figura 15. Colonias y pruebas bioquimicas TSI (A/A), LIA(K/K), CS (-) e Indol (+) de
E. coli, Laboratorio de Botéanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a
noviembre 2019.

Figura 16. Proceso de tincidbn Gram y observacion de bacterias al microscopio,
Laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre
2019.
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Figura 17. Crecimiento de Salmonella sp en agar XLD y pruebas bioguimicas TSI (K/A,
H2S), LIA (K/K), CS (+), UREA (-) e Indol (-), Laboratorio de Botanica y Biotecnologia,
FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

-~ 3 > -

Figura 18. Turbidez de estandar 0.5 McFarland y prueba de Antibiograma, Laboratorio
de Boténica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Figura 19. Resultados de las pruebas de susceptibilidad bacteriana en E. coli en agar
Miller Hinton, Laboratorio de Botéanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno,
setiembre a noviembre 2019.
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Figura 20. Resultados de las pruebas de susceptibilidad bacteriana en Salmonella sp en
agar Muiller Hinton, Laboratorio de Botanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno,
setiembre a noviembre 2019.

Tabla 10. Andlisis de varianza y prueba de Tukey del recuento de bacterias meséfilas
aerobias en visceras de pollos de tres mercados de la ciudad de Puno, Laboratorio de
Botéanica y Biotecnologia, FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.
Variable N R? R?2 Aj CV

Mesdbfilas 15 0.46 0.37 13.69
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1070.53 2 535.27 5.15 0.0243
Mercados 1070.53 2 535.27 5.15 0.0243
Error 1247.20 12 103.93
Total 2317.73 14

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=17.20169
Error: 103.9333 gl: 12

Mercados Medias n E.E.
Minimarket 84.20 5 4.56 A
Laykakota 75.60 5 4.56 A B
Unién Dignidad 63.60 5 4.56 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Tabla 11. Analisis de varianza y prueba de Tukey del recuento de E. coli, en visceras de
pollos de tres mercados de la ciudad de Puno, Laboratorio de Botanica y Biotecnologia,
FCCBB — UNA Puno, setiembre a noviembre 2019.

Variable N R? R? Aj CV
Ecoli 15 0.53 0.45 18.36
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 844.13 2 422 .07 6.67 0.0113
Mercados 844.13 2 422.07 6.67 0.0113
Error 759.20 12 63.27
Total 1603.33 14

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=13.42088
Error: 63.2667 gl: 12

Mercados Medias n E.E.
Laykakota 53.80 5 3.56 A
Minimarket 39.60 5 3.56 B
Unién Dignidad 36.60 5 3.56 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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