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RESUMEN

CARDOSO LUNA GRECIA MADELEINE. Efecto de la administracion de un
bacteriofago en el prechiller sobre el conteo de mesdfilos y coliformes en canales
de pollo de engorda. (Bajo la direccion de: Dra. Cecilia Rosario Cortés y Dra. Maria
del Pilar Castafieda Serrano).

Los productos avicolas pueden contaminarse, lo cual representa un riesgo para la
salud, la vida de anaquel y la calidad del producto, debido a esto, el objetivo del
trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de un bacteriéfago en el prechiller para
el conteo en placa de mesofilos aerobios y coliformes totales en las canales de pollo
como indicador de contaminacién microbioldgica. Para ello, se utilizaron 45 canales
de pollo Ross 308 divididas de manera aleatoria en tres grupos: 5 canales de grupo
negativo, 5 de grupo positivo inoculado con Salmonella Enteritidis y 5 de grupo
experimental inoculado con Salmonella Enteritidis y con uso del bacteriofago en el
prechiller, el cual en su formulacién va acompanado por una cepa de Bacillus
subtilis, se realizaron tres repeticiones por cada grupo. Las canales fueron
sumergidas en el agua del prechiller durante 15 minutos, se llevo a cabo el lavado
de las canales a partir del cual se hicieron diluciones décuples seriadas, las cuales
fueron sembradas en agar métodos estandar para conteo de mesofilos y en agar
rojo violeta bilis para coliformes, dejando en incubacién de 24 a 48 horas a 37 °C.
En relacion con el conteo de mesdfilos, se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre los grupos a las 24 horas de medicién, el grupo negativo con
5.49 UFC/ml log1o, seguido por el grupo positivo con 6.03 UFC/ml logio y grupo
experimental con 7.11 UFC/ml log1w. A las 48 horas se presentaron resultados
semejantes. Respecto al conteo de coliformes totales no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre las lecturas a las 24 y 48 horas. La presencia de
Bacillus subtilis en el producto genera un conteo de mesofilos alto, por lo que su uso
en planta de procesamiento no es recomendable, ya que puede modificar los
conteos y con ello afectar la determinacion de la vida de anaquel, por lo que se

sugiere hacer una reformulacion del producto eliminando al Bacillus subtilis.



1. INTRODUCCION

El sector avicola es posiblemente el de mayor crecimiento y el mas flexible de la
ganaderia, en gran medida se debe a que la carne de pollo es considerada uno de
los alimentos mas saludables para el consumo humano, por su alto aporte proteico
(22%) y bajo contenido de lipidos (4 a 5%). Sumado a ello, un precio relativamente
mas bajo frente a las demas carnes, hacen del pollo la segunda carne mas preferida
luego del cerdo a nivel mundial.’ 2 Actualmente, nuestro pais es el sexto lugar en
produccion de pollo, con 3 550 000 toneladas detras de paises como: Estados
Unidos, Brasil, China, India y Rusia. La produccién pecuaria en México representa
el 63.3% donde 6 de cada 10 kg producidos son alimentos avicolas como pollo,
huevo y pavo.' Los productos avicolas son de gran importancia para la alimentacién
en nuestro pais, puesto que son alimentos accesibles, y poseen un alto contenido
nutricional. Las entidades del pais con la mayor produccién de carne de pollo en
2020 fueron: Veracruz, Aguascalientes y Querétaro." La comercializacién de pollo
en México se lleva a cabo de la siguiente manera: vivo 37 %, rosticero 37 %,
mercado publico 9 %, supermercado 3 %, piezas 11 % y productos de valor
agregado 3 %."

La carne y los productos avicolas son facilmente contaminados por
microorganismos, que pueden tener consecuencias importantes en el deterioro y la
calidad de éstos.3 Dicha contaminacion es indeseable pero inevitable, y depende de
la calidad microbiologica de las canales utilizadas como materia prima. Las practicas
de higiene durante la manipulacion, el tiempo y la temperatura de almacenamiento
afectan de forma importante al crecimiento microbiano.* Existen diversas
definiciones sobre lo que implica la vida de anaquel, una de las mas aceptadas la
define como un determinado tiempo bajo condiciones de almacenamiento
conocidas, posterior a la manufactura y envasado de los alimentos. Durante este
tiempo, el producto debera conservar sus caracteristicas de calidad sensorial,
quimica, fisica, funcional y microbioldgica, cumpliendo con todas las declaraciones
de contenido nutrimental que aparecen en su etiqueta, cuando se almacena en

condiciones adecuadas.®



El enfriamiento es crucial para mantener la calidad microbiologica final de una canal,
ya que puede reducir el crecimiento microbiano y maximizar tanto la seguridad del
producto como la vida de anaquel.® Algunos investigadores observaron que la carga
microbiana total en canales de pollo puede ser reducida en los sistemas de
enfriamiento por inmersion, debido al efecto de lavado de contra corriente del flujo
de agua fria por agitacion y la cloracion. Asimismo, la cadena fria se define como la
exposicidn continua a una temperatura dada, en este caso, tiene el objetivo de
reducir el crecimiento bacteriano con la finalidad de maximizar la vida de anaquel
de las canales. Por lo tanto, la carga microbiana total dada por factores de manejo
de canales en el rastro y la posibilidad de contaminacién de éstas, asi como, el
manejo de cadena de frio determina la vida de anaquel.® Uno de los indicadores
que se utilizan para determinar que la vida de anaquel de la carne de pollo se ha
terminado, es la presencia de mal olor y limo. Bilgili (2001) reportd que éstos se
desarrollan cuando el nimero de bacterias alcanzan aproximadamente 107 a 108
UFC/cm? en canales frescas de pollo. Los productos con una carga bacteriana inicial
de 10* UFC/cm? presentara limo en 16 dias a una temperatura de almacenamiento
de 0 °C, en 5 dias a una temperatura de almacenamiento de 5 °C y so6lo 2 dias
cuando se almacena a 10 °C. Estudios han reportaron que la vida util en
almacenamiento a temperaturas de 0 °C es mejor que el almacenamiento a4y 7

°C, retrasando asi su deterioro.”

La deteccion en el laboratorio de los microorganismos patogenos puede ser
complicada, lenta y costosa. Por esas razones, las normas en materia de alimentos
generalmente establecen la calidad microbioldgica en términos de microorganismos
indicadores. Estos son organismos (o0 grupos) que advierten oportunamente de un
manejo inadecuado o contaminacion que incrementan el riesgo de presencia de
microorganismos patdégenos en alimentos. Ademas, de que su deteccion en el
laboratorio es mas sencilla, rapida y econdémica.? ® 1 Actualmente, la utilizacién de
mesofilos aerobios y coliformes totales es una herramienta para el control de calidad
en productos de origen animal, debido a que, un alto conteo es indicador de malas
practicas de higiene y también una inadecuada temperatura de almacenaje.? El

recuento de los primeros indica el grado de contaminacion de una muestra y las



condiciones que han incrementado o reducido la carga microbiana. Este grupo es
un indicador importante en alimentos frescos, refrigerados y congelados, como la
carne de ave.® Por su parte, las bacterias del grupo coliforme se definen como:
bacilos cortos, Gram negativos, anaerobios facultativos, no esporulados, que
fermentan la lactosa a 35 °C, en menos de 48 horas, con produccién de acido y gas;
que incluye los géneros: Escherichia, Enterobacter, Klebsiellay Citrobacter. Durante
mucho tiempo se consideraron evidencia de contaminacion fecal, pero se ha
demostrado que muchos de ellos pueden vivir e incluso crecer en el suelo, el agua
y otros ambientes. Actualmente, se consideran un excelente indicador de la
eficiencia de los procesos de desinfeccion, asi como de calidad sanitaria en agua,
vegetales y diversos productos procesados.? °

Un pollo de engorda infectado que llega a la planta de procesamiento puede ser la
fuente de contaminacion de muchas otras canales. Algunos microorganismos
presentes en el intestino de los pollos de engorda, como Salmonella spp.,
Campylobacter spp. y coliformes, representan una amenaza para la salud publica.'®
Las canales pueden estar contaminadas con microorganismos de deterioro que
reducen la vida util de los productos carnicos, pero en la planta de procesamiento
se realizan intervenciones para tratar de disminuir la contaminacion microbiana de
la canal, particularmente de patdégenos y bacterias de descomposicion,
principalmente en el enfriamiento, dado por el prechiller y chiller, como la adicién de
ciertas sustancias. Otra alternativa puede ser el uso de bacteridfagos, los cuales
son virus que sélo infectan y llevan a cabo el proceso de replicacion dentro de
bacterias destruyéndolas y liberando grandes cantidades de viriones que perpetuan
el ataque, pero no todos los fagos pueden ser utilizados con fines terapéuticos, dada
su capacidad de supervivencia en el medio y la especificidad.'"'® Estos
bacteriéfagos se han aplicado en biologia molecular e investigacion clinica,
principalmente en el tratamiento de infecciones bacterianas (fagoterapia) y contra
Pseudomonas, Staphylococcus, Escherichia y Mycobacterium, resistentes a
antibidticos.' Las investigaciones indican que dada la especificidad de los fagos
sera necesario hacer mezclas de ellos para el control de bacterias, por ejemplo E.
coli o S. Enteritidis. Aunque los fagos pueden tener un potencial importante en la



terapéutica avicola, quiza sea mas relevante su papel en la prevencion de
enfermedades o la eliminacion de Salmonella spp. y Campylobacter spp. de la carne
de pollo."3

Los bacteriofagos son un grupo de virus ampliamente distribuidos en la naturaleza,
su ciclo de vida esta estrictamente asociado con las bacterias. La efectividad y
seguridad del uso de bacteriéfagos en comparacion a los antibidticos, se debe en
parte a la especificidad por bacterias particulares, por lo que no se causa dafo al
microbioma comensal. Estos fueron usados, primeramente, en humanos vy, luego,
se adapto esta tecnologia a los animales.'* Rodriguez (2017) menciona las
experiencias practicas que han tenido en granjas utilizando bacteri6fagos, ademas
de otros efectos positivos como la ganancia de peso y una conversidn alimenticia
mas eficiente, todo ello, con una mejora en las ganancias para el productor y un
mejor retorno de inversién.'

Kim et al. (2015) realizaron estudios en gallinas infectadas con Salmonella spp. en
donde el uso de bacteriéfagos especificos para esta bacteria, disminuyeron las
poblaciones no solo de Salmonella spp., sino también encontraron una reduccién
de poblaciones de Escherichia coli en el tracto gastrointestinal de las gallinas, sin
afectar el comportamiento productivo y calidad del huevo.

Morales y Olamendi (2020) mencionan que un bacteriofago utilizado para el control
de Salmonella Enteritidis; tendra un efecto contra E. coli y Clostridum perfringens
tal como lo indican en su estudio en el que administraron el bacteriéfago durante
ocho semanas observando un aumento gradual de la pigmentacion de las yemas
en las aves tratadas y una disminucion de la mortalidad que se reflejo con dos mas
huevos por ave alojada. Tal producto es utilizado en la produccion primaria, ya que
es aplicado en la dieta para el control de bacterias patégenas como E. coli,
Salmonella spp., Clostridum perfringens y Staphylococcus spp., y este permite
controlar de manera natural las bacterias en el tracto gastrointestinal de los
animales, se ha administrado en la dieta de aves, cerdos y terneros, pero hasta la
fecha no se ha evaluado la efectividad de este producto en los rastros.'#16.17



Justificacion

Los bacteriéfagos son especificos, es decir, cada uno reconoce un receptor
diferente que le permite adherirse a bacterias especificas.'® Utilizando un
bacteriofago que fue disefiado para el control de Salmonella Enteritidis, se
contempla el efecto que tiene este bacteriofago contra otras bacterias, ya que en
estudios previos se menciona que pudiera tener un efecto sobre otras poblaciones

bacterianas. 4 16. 21

Objetivo general

Evaluar el efecto de un bacteri6fago administrado en el agua del prechiller en la
reduccion de los indicadores sanitarios: mesofilos aerobios y coliformes totales de
la carga microbiolégica de canales de pollo.

Objetivos particulares

- Tomar muestras de agua antes y después de sumergir las canales en
el prechiller.

- Someter las canales de pollo a un prechiller con el bacteriéfago
previamente disuelto en el agua.

- Realizar lavados de las canales de pollo.

- Llevar a cabo diluciones de las muestras obtenidas del lavado de las
canales y de las muestras de agua.

- Realizar el conteo de mesofilos aerobios y coliformes totales.

- Elaborar el analisis de datos.

- Evaluar la adicién del bacteriofago.



Hipotesis

La administracidon de un bacteriofago en el prechiller sera capaz de reducir la

concentracion de bacterias mesofilas y coliformes en canales de pollo.

2. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo fue realizado en el Departamento de Medicina y Zootecnia de Aves de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM (DMZA) con apoyo del
Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Avicola (CEIEPAV)
de la UNAM.

— Obtencion de las canales de pollo.

Se trabajé con 45 canales de pollo Ross 308 de cinco semanas de edad
provenientes del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion
Avicola (CEIEPAv) de la UNAM, las cuales fueron procesadas en la planta de
procesamiento del mismo CEIEPAv. Las 45 canales de pollo evisceradas se
trasladaron en cajas con hielo hacia el Departamento de Medicina y Zootecnia de
Aves (DMZA) como se puede observar en la figura 1.



Figura 1. Transporte de canales del CEIEPAv al DMZA.

Una vez en el DMZA, las canales fueron divididas de manera aleatoria en tres
grupos: grupo 1 testigo negativo, grupo 2 testigo positivo y grupo 3 experimental
(con uso del bacteriéfago), se utilizaron cinco canales en cada grupo y se realizaron
tres réplicas del experimento. Un resumen de lo anterior se puede encontrar en el

cuadro 1.

Cuadro 1. Disefo experimental.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

L. Testigo Testigo _
Caracteristicas _ - Experimental
negativo positivo
Numero de canales 5 5 5
Numero de réplicas 3 3 3
Inoculacién No Si Si
Aplicacion del bacteriofago en el
] No No Si
agua de prechiller




El tamafo de muestra se determind con base en el plan de muestreo sugerido por
la Comision Internacional sobre Especificaciones Microbioldgicas para los
Alimentos (ICMSF por sus siglas en inglés), el cual depende de la gravedad
relativa del peligro para la calidad alimentaria o para la salud del consumidor en
funcién de los microorganismos implicados y de la posibilidad de destruccion,
supervivencia o multiplicacion de los mismos durante la manipulacién normal del
alimento. Bajo estos criterios, la ICMSF clasifica a los indicadores sanitarios de la

siguiente manera, cuadro 2:

o Mesodfilos aerobios: tienen que ver con descomposicion. Se escoge el caso
3 (PM3, n=5, c=1), dado que el riesgo puede aumentar en los siguientes
segmentos, en el caso del pollo, existe el riesgo de que se rompa la cadena
fria.?

e Coliformes totales: son indicadores sanitarios. Se escoge el caso 6 (PM3,
n=5, c=1), ya que es un indicador de contaminacién en la canal por un mal

eviscerado o contaminacion fecal.??

Cuadro 2. Planes de muestreo sugeridos por el ICMSF para las diferentes combinaciones

de riesgo a la salud y condiciones de uso.

Después del muestreo, el alimento sera manipulado y
consumido en condiciones tales que el riesgo asociado con el
microorganismo:

Riesgo a la salud Se reduce No se modifica Se incrementa
Sin riesgo directo, Caso 1 Caso 2 Caso 3

vida de anaquel, PM3,n=5,¢c=3 PM3,n=5,¢c=2 PM3,n=5,c=1
descomposicion.

Bajo, indirecto Caso 4 Caso 5 Caso 6
(Indicadores PM3,n=5,c=3 PM3,n=5,c=2 PM3,n=5c=1
sanitarios).

Moderado, directo, Caso 7 Caso 8 Caso 9

extension limitada. PM3,n=5,¢c=2 PM3,n=5,c=1 PM3,n=10,c =1
Moderado, directo, Caso 10 Caso 11 Caso 12
extension amplia. PM2,n=5,c=0 PM2,n=10,c=0 PM2,n=20,c=0
Severo, directo. Caso 13 Caso 14 Caso 15

PM2,n=15,c=0 PM2,n=30,c=0 PM2,n=60,c=0
Fuente: ICMSF (2002) Microorganisms in Foods 7. Microbiological Testing in Food Safety. Kluwer
Academic/Plenum Publishers. E.U.A.
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— Obtencion del bacteriéfago.

El producto utilizado, ademas del bacteriéfago, contiene en su formulacién Bacillus
subtilis a una concentracion de 107> UFC/g.
Se realizaron estudios previos para saber la concentracidon propia del bacteriéfago

en el producto el cual arrojé una concentracioén de 10%6 UFP/m.

— Preparacion del inéculo.

Se trabajo con una cepa de Salmonella enterica serovariedad Enteritidis donada por
el Dr. Gerardo Nava Morales de la Universidad Autbnoma de Querétaro, la cual fue
aislada a partir de un rastro de pollos. En una prueba piloto llamada procedimiento
operativo estandar, la cual es una prueba de control de calidad del producto, tanto
para verificar la presencia del bacteriéfago como para determinar la susceptibilidad
bacteriana a este, se demostré que la cepa empleada era sensible a la accion del
bacteriéfago. Esta prueba piloto se resume en el cuadro 3.

Cuadro 3. Procedimiento operativo estandar.
Dia 1
- Salmonella Enteritidis se incub6 en 10 ml de TSB (caldo soya tripticaseina)
durante 12 horas a 37 °C a 200 rpm.
Dia 2

Ajuste de bacteria

- Del cultivo anterior, se afiadieron 2 ml en un tubo Falcon estéril mas 30 ml de
TSB y se incubd por 2 horas a 37 °C a 200 rpm, para alcanzar una D.O de 600
nmy 0.5 a 0.6 de absorbancia.

Ajuste del bacteriéfago

- Se disolvieron 3 g del bacteriéfago en 30 ml de PBS y se homogenizé por 10
minutos. Posteriormente, se filtré el bacteriéfago por un filtro grueso estéril.

- Se centrifugo el bacteriofago a 4 000 rpm durante 5 minutos.

- Se recupero el sobrenadante y se volvio a filtrar con un filtro grueso estéril.
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- El bacteriofago se centrifugd nuevamente a 4 000 rpom durante 5 minutos.

- El sobrenadante del bacteriéfago fue filtrado una vez mas por un filtro fino estéril
de 0.45 micras y después por uno de 0.22 micras.

- De la ultima filtracion se obtuvo 1 ml con el cual se hicieron cuatro diluciones
décuples seriadas.

Ensayo en placa

- En tubos eppendorf estériles se agregaron 200 pl del cultivo bacteriano y 200 pl
de cada dilucion del fago correspondiente. Al control negativo se agrego, de igual
manera, 200 pl del cultivo bacteriano y 200 ul de PBS.

- Los cultivos se incubaron por agitacién durante 20 minutos a 37 °C.

- En tubos Falcon estériles se afiadieron 3 ml de top agar estéril y se mezclé con
200 pl de los cultivos anteriores respectivamente.

- Se vertié cada mezcla en placa de agar Muller- Hinton, para formar una capa
uniforme.

- Se dejo solidificar la capa superior de agar a temperatura ambiente durante 10
minutos.

- Posterior a la solidificacion, se dejo en incubacion a 37 °C durante 24 horas.

Dia 3

- Transcurridas las 24 horas se observo la formacion de placa de bacteriofagos.

- Los resultados se encuentran en la figura 2.

Fuente: CTCBIO INC. Standard operating procedure. A method to examine the susceptibility of

bacteria to our product. E.U.A.
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Figura 2. Resultado del prdiiento operativo s anr para la determinacion de sensibilidad de

la cepa de Salmonella enterica serovariedad Enteritidis al bacteriéfago en agar Miller-Hinton.

Para preparar la cepa de S. Enteritidis se incubd durante 24 horas a 37 °C con
agitacion a 200 rpm en 30 ml de caldo infusion cerebro corazén, posteriormente se
procedio a realizar el lavado de la bacteria, el cual consiste en centrifugar por 15
minutos a 2 500 rpm para obtener una pastilla bacteriana, el sobrenadante se
decantd y se agregdé 30 ml de PBS para realizar de nuevo una centrifugacion y
obtener la pastilla bacteriana, con esta ultima se realizo el ajuste de la bacteria en
el espectofotometro a 450 nmy 1.050 de absorbancia para lograr una concentracién
de la bacteria de 10° UFC/ml.2® Después, mediante tres diluciones décuples
seriadas se llego a una concentracion de 10° UFC/ml, para lograr una concentracion
de por lo menos dos logaritmos por debajo de la concentracion del bacteriéfago
utilizado en el agua de prechiller.?4 2%
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— Inoculacion de las canales.

Una vez obtenido el inéculo se colocd en un frasco aspersor de vidrio previamente
estéril, para facilitar la inoculacion de las canales, las cuales fueron asperjadas con
1 ml de la dilucion en la cavidad celémica y posteriormente se mantuvieron a

temperatura ambiente durante 20 minutos.

— Prechiller y lavado de las canales.

El bacteriéfago administrado y disuelto en el agua del prechiller del grupo
experimental se agregé previo a la toma de temperatura y muestreo del agua, se
afadio 660 g por 20 litros de agua, esto con base en el procedimiento operativo
estandar y a la cantidad recomendada por el producto. El bacteriéfago fue afiadido
en el prechiller, ya que es el lugar donde estan todas las canales sumergidas en
una temperatura éptima para su activacion (Avila E. et al, 2018).

Se colocaron las canales en el agua del prechiller durante 15 minutos y usando un
remo por cada grupo, previamente lavado y desinfectado con cloro, se simul6 el
movimiento constante en el que éstas se encuentran (Owens et al., 2010), figura 3;
posteriormente, se realizé el lavado de las canales, para ello, se coloco cada canal
en una bolsa de plastico individual estéril con 100 ml de solucion amortiguadora de
fosfato (PBS) y se realizé un lavado durante 1 minuto cubriendo el interior y el

exterior de la canal mediante frotamiento manual, como se observa en la figura 4.2°

. ; 4 7
Figura 3. Canales en prechiller en movimiento con Figura 4. Lavado de canal con en bolsa
ayuda de un remo. de plastico estéril.
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Posteriormente se tomd 1 ml del agua de lavado y se realizaron seis diluciones
décuples seriadas en tubos con PBS, de acuerdo con la NOM-110-SSA1-1994.

— Muestreo del agua del prechiller.

Se tomaron muestras del agua de prechiller de los tres grupos (testigo positivo,
testigo negativo y experimental) antes y después de introducir las canales y se
realizaron seis diluciones décuples seriadas. Se sembraron tres gotas de 10 ul cada
una en una placa de agar métodos estandar (ME) y tres gotas de 10 ul cada una en
una placa de agar rojo violeta bilis (RV), esto por cada dilucion, se incubaron las
placas a 37°C para su lectura a las 24 y 48 horas.

— Monitoreo de temperatura del agua del prechiller.

Mientras las canales estaban en el prechiller, se estuvo monitoreando la
temperatura del agua a los 0, 5, 10 y 15 minutos, esto para observar bajo que
temperatura se mantenia el bacteriéfago, ya que la temperatura del agua oscila
entre 7 a 12 °C (Avila et al., 2018), logrando una temperatura en la canal de por
arriba de los 36 °C (Quintana, 2011).

— Conteo de mesoéfilos aerobios y coliformes totales.

Para el conteo de colonias, se tomaron en cuenta aquellas diluciones que tenian
crecimiento de entre 30 y 300 colonias. En la figura 5 se muestra un diagrama de
esta etapa.
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Figura 5. Diagrama de obtencion, siembra, incubacién y lectura de las muestras en agares para
conteo de mesdfilos aerobios y coliformes totales.

— Analisis de datos

Los grupos (1: testigo negativo, 2: testigo positivo y 3: experimental) fueron

comparados en cada hora de muestreo (24 y 48 horas) por separado.

Los datos de los mesdfilos y coliformes obtenidos de la transformacion de logaritmo
base 10 de las UFC fueron analizados a través de un Andlisis de Varianza (ANOVA)
para un Disefio Completamente al Azar (DCA), complementariamente, se utilizé el
ajuste de Welch para el ANOVA con heterogeneidad de varianzas como método de

confirmacion de los resultados.

Para los datos de las muestras de agua se opté por un ANOVA para un disefio
factorial 3X2, donde el primer factor fueron los grupos (1, 2 'y 3) y el segundo factor
la variable lavado que corresponde al momento en que se tomé la muestra de agua

(previo a sumergir las canales en el prechiller y posterior a ello).



16

En aquellas variables donde existio diferencia estadistica significativa se empleo la
prueba de Tukey para realizar la comparacién multiple de las medias. Se fijé un nivel
de significancia a = 0.05 en todas las pruebas estadisticas utilizadas.

Se estimaron Intervalos de Confianza al 95 % para la media a través de la técnica

de Bootstrap (n = 5 000) para confirmar los resultados.?®

El procesamiento y analisis de los datos se realiz6 con el paquete estadistico R (R
Core Team [2017]. R: A language and environment for statistical computing. R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).?°
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3. RESULTADOS

— Resultados de lavado de canales.

Mesofilos

En el cuadro 4 se muestran las estadisticas descriptivas para UFC/ml log1o de los
conteos de mesodfilos en lavados de canales registrados a las 24 y 48 horas.

Cuadro 4. Estadistica descriptiva de mesofilos en los lavados de canales a las 24 y 48
horas.

s Tamario . Desviacion - . ‘o

Medicion Grupo de Media estandar Minimo Mediana Maxima
muestra

24 horas 1 15 5.49 0.26 5.17 5.43 5.95

2 15 6.03 0.63 5.17 6.30 6.75

3 15 7.11 0.22 6.85 7.04 7.52

48 horas 1 15 5.59 0.26 5.22 5.60 5.95

2 15 6.05 0.63 5.19 6.30 6.75

3 15 7.13 0.21 6.87 7.05 7.52

Los resultados para las UFC/ml log1o de los conteos de mesofilos en lavados de
canales registrados a las 24 y 48 horas se muestran en el cuadro 5 y figura 6. Se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre los grupos a las 24 horas
de medicion (P < 0.001), el grupo negativo presento las mediciones mas bajas con
5.49 UFC/ml log+o0, seguido por el grupo positivo con 6.03 UFC/ml log1o, el grupo
experimental fue el que presentd los valores mas altos 7.11 UFC/ml log1o. A las 48
horas se presentaron resultados semejantes (P < 0.001), en los cuales el grupo
negativo presento los valores mas bajos con 5.59 UFC/ml log1o en comparacion con
el grupo positivos 6.05 UFC/ml log1oy el grupo experimental 7.13 UFC/ml log1o.
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Cuadro 5. Resultados de los conteos de mesdfilos en lavados de canales a las 24 y 48
horas.

Medicion Grupo Media* EEM IC95%B_Inf 1C95%B_Sup
24 horas 1 5.49a 0.107 5.37 5.62
P <0.001 2 6.03b 0.107 5.73 6.34
3 7.11c 0.107 7.01 7.22
48 horas 1 5.59a 0.107 5.46 5.72
P <0.001 2 6.05b 0.107 5.74 6.36
3 7.13c 0.107 7.04 7.24

*Diferentes literales indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.001, Prueba de Tukey).
EEM: Error Estandar de la Media; 1C95%B_Inf e IC95%B_Sup: Limite Inferior y Superior del Intervalo de
Confianza 95% para la media calculado mediante la técnica de Bootstrap (n = 5000).

A Medicion a las 24 horas B Medicion a las 48 horas
8 8

UFC/ml log10
[<2]
©
——
(2]
®
—l—

. . . 4 . x -
Testigo Testigo Experimental Testigo Testigo Experimental
Negativo Positivo Negativo Positivo

Las barras de error indican el intervalo de confianza del 95% para la media
Diferentes literales indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05, Prueba de Tukey).

Figura 6. Resultados de lectura a las 24 y 48 horas. A) Logaritmo base 10 de las UFC/ml de
mesdfilos de lavados de canales a las 24 horas y B) Logaritmo base 10 de las UFC/mI de mesofilos
de lavados de canales a las 48 horas.
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Coliformes

En el cuadro 6 se muestran las estadisticas descriptivas para UFC/ml log1o de los
conteos de coliformes en lavados de canales registrados a las 24 y 48 horas.

Cuadro 6. Estadistica descriptiva de coliformes en los lavados de canales a las 24 y 48
horas.

Tamafio Desviacion
Medicion Grupo de Media . Minimo Mediana Maximo
estandar
muestra
24 horas 1 15 4.85 0.37 5.37 5.00 5.29
2 15 5.32 0.83 5.73 5.48 6.40
3 12 5.13 0.90 7.01 5.29 6.49
48 horas 1 15 4.89 0.39 4.05 5.03 5.43
2 15 5.29 0.79 4.21 5.12 6.29
3 11 5.10 0.90 4.03 5.30 6.22

*Fueron descartados del analisis 7 muestras (3 de 24 horas y 4 de 48 horas) debido a que no fueron
detectados conteos.

No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los grupos a las 24
horas de medicion (P = 0.211), ni a las 48 horas (P = 0.309), cuadro 7 y figura 7.

Cuadro 7. Resultados de los conteos de coliformes en lavados de canales a las 24 y 48
horas.

Medicion Grupo Media* EEM IC95%B_Inf 1C95%B_Sup
24 horas 1 4.85 0.187 4.66 5.02
P=0.211 2 5.32 0.187 4.92 5.74

3 5.13 0.209" 4.64 5.61
48 horas 1 4.89 0.182 4.69 5.07
P =0.309 2 5.29 0.182 4.89 5.67

3 5.10 0.212° 4.59 5.61

*La ausencia de literales indica que no se encontraron diferencias estadisticas significativas (P > 0.05).
'Fueron descartadas 7 muestras debido a que no presentaron conteos y podrian generar sesgos (n=12 a 24h 'y
n=11 a 48h).

EEM: Error Estandar de la Media; 1C95%B_Inf e 1C95%B_Sup: Limite Inferior y Superior del Intervalo de
Confianza 95% para la media calculado mediante la técnica de Bootstrap (n = 5000).
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A Medicion a las 24 horas B Medicion a las 48 horas
8 8

o0
jo)
o0

UFC/ml log10
(3}
©
—
(3]
il ®
——

3
Testigo Testigo Experimental Testigo Testigo Experimental
Negativo Positivo Negativo Positivo

Las barras de error indican el intervalo de confianza del 95% para la media
Literales iguales indican que no se encontraron diferencias estadisticas significativas (P>0.05).

Figura 7. Resultados de lectura a las 24 y 48 horas. A) Logaritmo base 10 de las UFC/ml de
coliformes de lavados de canales a las 24 horas. y B) Logaritmo base 10 de las UFC/mI de coliformes
de lavados de canales a las 48 horas.

— Resultados de muestras de agua.
Mesdfilos

Es importante resaltar que la adicion del bacteriofago en el agua del grupo
experimental fue previa a la toma de muestra del agua del prechiller.

El cuadro 8 muestra las estadisticas descriptivas para el logaritmo base 10 de las

UFC/ml de los conteos de mesofilos en muestras de agua a las 24 y 48 horas.
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Cuadro 8. Estadistica descriptiva de mesofilos en muestras de agua a las 24 y 48 horas.

Desviacion

Medicion Grupo Lavado Media estandar Minimo Mediana Maximo

24 horas 1 Pre 1.81 1.57 0.00 2.52 2.89
1 Post 5.32 0.74 4.73 5.07 6.15
2 Pre 0.88 1.53 0.00 0.00 2.65
2 Post 4.72 0.61 4.03 4.99 5.16
3 Pre 6.93 0.04 6.91 6.91 6.98
3 Post 6.95 0.38 6.65 6.81 7.38

48 horas 1 Pre 2.63 0.27 2.35 2.65 2.89
1 Post 5.42 0.68 4.83 5.28 6.16
2 Pre 2.65 1.56 0.00 2.35 2.95
2 Post 4.81 0.66 4.07 5.01 5.35
3 Pre 7.02 0.06 6.95 7.03 7.06
3 Post 6.97 0.37 6.68 6.84 7.38

Se encontro interaccion entre el grupo y el momento de muestreo del agua tanto a
las 24 (P =0.01) como a las 48 horas (P < 0.001). Las UFC/ml log1o de los mesofilos
en el agua incrementd en las muestras tomadas después de sumergir las canales
no inoculadas en comparacion con las muestras basales (1.81 vs 5.32 UFC/ml
logi0), ese mismo comportamiento se repiti6 en las muestras tomadas a los
prechiller del grupo donde las canales fueron inoculadas (0.88 vs 4.72 UFC/mi
log1o). Sin embargo, en el agua de los prechiller donde se utilizo el bacteridfago la
carga bacteriana no incremento después de sumergir las canales inoculadas (6.93
vs 6.95 UFC/ml log1o). Los resultados a las 48 horas muestran el mismo patrén que
a las 24 horas, cuadro 9 y figura 8.
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Cuadro 9. Resultados de los conteos de mesdfilos de muestreo del agua a las 24 y 48
horas.

Medicion  Grupo  -2¢29° ¢ wegia  EEM 1C95%B_inf 1C95%B_Sup
24 horas 1 Previo 1.81a 0.572 0.00 2.89
Posterior 5.32b  0.572 4.73 6.15
2 Previo 0.88a 0.572 0.00 2.65
Posterior 4.72b  0.572 4.03 5.16
3 Previo 6.93b 0.572 6.91 6.97
Posterior  6.95b  0.572 6.65 7.38
48 horas 1 Previo 2.63a 0.27 2.35 2.89
Posterior  5.42b 0.27 4.83 6.16
2 Previo 2.65a 0.33 2.35 2.95
Posterior  4.81b 0.27 4.07 5.35
3 Previo 7.02¢c 0.27 6.95 7.06
Posterior  6.97c 0.27 6.68 7.38
Probabilidad 24 horas 48 horas
Grupo <0.001 <0.001
Lavado <0.001 <0.001
Grupo*Lavado 0.01 <0.001
frlljjilzggle)rwtes literales entre las interacciones indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05, Prueba de

EEM: Error Estandar de la Media; 1C95%B_Inf e 1C95%B_Sup: Limite Inferior y Superior del Intervalo de
Confianza 95% para la media calculado mediante la técnica de Bootstrap (n = 5000).
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A. Medicidén a las 24 horas

Lavado
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M post p

UFC/ml log10
b

0- S T T
Testigo Testigo Experimental
Negativo Positivo
Las barras de error indican el intervalo de confianza del 95% para la media.
Diferentes literales indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05, Prueba de Tukey).

B. Medicién a las 48 horas

Lavado

M prep
& postp

UFC/ml log10
b

Tes{igo Tes{igo Experi‘mental
Negativo Positivo

Las barras de error indican el intervalo de confianza del 95% para la media.
Diferentes literales indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05, Prueba de Tukey).

Figura 8. Resultados de lectura a las 24 y 48 horas. A) Logaritmo base 10 de las UFC/ml de
mesofilos en muestra de agua y B) Logaritmo base 10 de las UFC/mI de meséfilos en muestra de
agua.
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Coliformes

El cuadro 10 muestra las estadisticas descriptivas para el logaritmo base 10 de las
UFC/ml de los conteos de coliformes en muestras de agua a las 24 y 48 horas.

Cuadro 10. Estadistica descriptiva de coliformes en muestras de agua a las 24 y 48 horas.

Medicion Grupo Lavado Media D:sst\;iralg:':n Minimo Mediana Maximo

24 horas 1 Pre 0.68 1.18 0.00 0.00 2.05
1 Post 5.14 0.80 4.24 5.47 5.72
2 Pre 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 Post 4.44 0.63 3.7 4.73 4.87
3 Pre 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 Post 4.29 1.29 2.89 4.52 5.44

48 horas 1 Pre 0.68 1.18 0.00 0.00 2.05
1 Post 5.16 0.78 4.27 5.49 5.72
2 Pre 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 Post 4.47 0.62 3.75 4.77 4.89
3 Pre 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 Post 4.36 1.20 3.09 4.52 5.46

No se encontré interaccion entre los grupos y el momento de muestreo del agua
tanto a las 24 (P = 0.981) como a las 48 horas (P = 0.989). Tampoco fueron
detectadas diferencias entre los grupos independientemente del momento de
muestreo a las 24 horas (P = 0.246) ni a las 48 horas (P = 0.241). Sin embargo, si
fueron encontradas diferencias en cuanto a los valores de las UFC/ml logio de
coliformes antes y después de sumergir las canales en los prechiller
independientemente del grupo (24 horas: P < 0.001 [0.23 vs 4.62 UFC/ml log1o]; 48
horas: P <0.001 [0.23 vs 4.66 UFC/ml log1o]). Los resultados completos se muestran
en el cuadro 11 y figura 9.
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Cuadro 11. Resultados de los conteos de coliformes de muestreo del agua a las 24 y 48
horas.

Medicion Factor Media* EEM 1C95%B_Inf 1C95%B_Sup
24 horas Grupo 1 2.91 0.338 1.02 4.78
2 2.22 0.338 0.62 3.99
3 2.14 0.338 0.48 3.96
Lavado  Previo 0.23a 0.276 0.00 0.68
Posterior  4.62b 0.276 4.05 5.15
48 horas Grupo 1 2.92 0.326 0.96 4.77
2 2.24 0.326 0.63 3.89
3 2.18 0.326 0.51 4.00
Lavado  Previo 0.23a 0.266 0.00 0.68
Posterior  4.66b 0.266 410 5.18
Probabilidad 24 horas 48horas
Grupo 0.246 0.241
Lavado <0.001 <0.001
Grupo*Lavado 0.981 0.989

*Diferentes literales entre factores indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05, Prueba de Tukey).
EEM: Error Estandar de la Media; 1C95%B_Inf e IC95%B_Sup: Limite Inferior y Superior del Intervalo de
Confianza 95% para la media calculado mediante la técnica de Bootstrap (n = 5000).
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Las barras de error indican el intervalo de confianza del 95% para la media.

Diferentes literales indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05, Prueba de Tukey).

Figura 9. Resultados de lectura a las 24 y 48 horas. A) Logaritmo base 10 de las UFC/ml de
mesofilos en muestra de agua y B) Logaritmo base 10 de las UFC/ml de meséfilos en muestra de

agua.

— Monitoreo de temperatura del agua del prechiller.

Con respecto al monitoreo de temperatura en el agua del prechiller se muestran los

resultados en el cuadro 12, en el cual se puede observar que las condiciones de

temperatura del agua fueron similares en los tres grupos.

Cuadro 12. Temperatura del agua mientras las canales estaban sumergidas en el prechiller

de los diferentes grupos.

Tiempo (minutos)

Grupos

0

5

10 15

19.7°C 18.8°C 18.5°C 18.6°C
18.4°C 18.3°C 18.1°C 18.0°C
19.0°C 18.5°C 18.3°C 18.2°C
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4. DISCUSION

El presente estudio tuvo la finalidad de evaluar la acciéon de un bacteri6fago
adicionado en el agua del prechiller para conocer su efecto sobre el conteo en placa
de indicadores sanitarios como fueron mesdfilos aerobios y coliformes totales. En la
industria avicola durante el procesamiento los bacteriéfagos se han usado en el
lavado, en el chiller, por aspersion después del enfriamiento y via oral 12 horas
antes de la matanza (Zbikowska et al., 2020; Deitch, 2014; Hungaro et al., 2013;
Gongalves et al.,, 2014), en nuestro conocimiento, este es el primer trabajo en el
cual se evalua la aplicacion de los bacteriéfagos en el prechiller; ya que previamente
se han empleado tanto para prevenir como para tratar enfermedades bacterianas,
como desinfectante sobre superficies (Ornellas et al., 2017), inclusive, son utilizados
en la industria alimenticia como en carne molida de res y aves de corral (Hsu et al.,
2002) o como aditivo en el alimento de pollos como lo menciona Osorio (2015); de
hecho, el producto que se emple6 en este trabajo fue disefiado para la adicion en

el alimento.

Con respecto a los mesdfilos aerobios, es importante considerar que un nivel de
contaminacion inicial de 10* a 10° UFC/ml puede ser aceptable (Castarfieda et al.,
2013). Gonzalez et al. (2014) refieren que el crecimiento microbiano es la principal
causa del deterioro de la carne, por lo que el tipo y el numero de microorganismos
son factores importantes que inciden en la velocidad de alteracién; como
consecuencia de ello, se presentan cambios sensoriales indeseables en el olor y la
apariencia que son determinantes en la aceptacion y vida util; cuando la alteraciéon
microbiolégica de la carne es detectada por la aparicidon de olores, sabores o

apariencia anomalos, normalmente desagradables, se dice, a nivel general, que
. , 6 . L g .
tiene mas de 10 UFC/ml; se acepta que recuentos de bacterias mesofilas aerobias

10’ UFC/ml son el punto aproximado a partir del cual la carne termina con su vida
de anaquel. Dainty et al. (1992) determinan que la vida util esta limitada por el
crecimiento microbiano que conduce a malos olores cuando los numeros alcanzan
alrededor de 107 UFC/g — 108 UFC/g. Russell (1996), reportd una media de 4.0 —
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47 y 3.4 logio UFC/ml para mesofilos aerobios y coliformes totales,
respectivamente, en canales, obtenidas del sistema de enfriamiento por inmersion.
Cason (2006), reporté una media 3.1 logio UFC/mlI para coliformes totales, en
canales obtenidas por el mismo sistema de enfriamiento. Northcutt (2005), reportd
los niveles de bacterias que se encuentran en las canales después del lavado de
4.6 log1o UFC/ml de enjuague para las bacterias aerdbicas totales y 3.6 log1o UFC/m
para coliformes. En el caso de nuestro trabajo, las canales al estar en contacto con
Bacillus subtilis contenido en el producto comercial aumentd la concentracion de
mesofilos aerobios a las 24 horas de 7.11 log1o UFC/ml y a las 48 horas de 7.13
log10 UFC/m, por lo cual interfiere con la concentracion real presente en la canal. El
producto contiene Bacillus subtilis dentro de su formulacion el cual incremento el
conteo de mesdfilos de la canal. En el pollo este microorganismo sirve como
probiotico, mismo que ha sido utilizado desde 1986 para mejorar el rendimiento
productivo en pollos de engorda (Medina-Saavedra et al., 2017); sin embargo, este
mismo Bacillus subtilis interfirid6 con los conteos realizados; el bacteriéfago ya se
tiene estandarizado para aplicar en el alimento, pero no para la planta de
procesamiento. En nuestro trabajo no se logré encontrar un efecto sobre los conteos
de coliformes, no hubo una diferencia estadistica con respecto al grupo
experimental y los grupos testigos. Lau et al. (2010) y Atterbury et al. (2007)
mencionan que cuando no se obtienen resultados positivos en parametros
productivos u otros indicadores, se puede deber a la incapacidad de proliferacion
de los bacteriofagos, ya sea por la falta afinidad por la temperatura, que la bacteria
objetivo no esté presente o por errores de dosificacion. Wernicki (2017) y Kazi et al.
(2016) mencionan que otras circunstancias como la especificidad para actuar sobre
bacterias seleccionadas y la capacidad de infectar solo una especie, serotipo o cepa
también podrian afectar el funcionamiento de los bacteriéfagos, en el caso de
nuestro trabajo, probablemente las cepas presentes en las canales de pollo no eran
sensibles a este bacteriofago.

En las muestras de agua de los prechiller incremento la concentracion después de
sumergir las canales debido a que la canal de pollo posee tres tipos generales de

microorganismos que pueden contaminar la canal afectando la vida de anaquel, los
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cuales constituyen la poblacidn microbiana de las aves de corral: la biota natural de
la piel, la transitoria de las plumas que pasa a la piel en el momento del sacrificio, y
los contaminantes a la piel que se adquieren durante el procesamiento, y por lo
tanto, esta pudo diluirse en el agua incrementando su conteo inicial (Cox et at.,
2010). Cason et al. (2004) mencionan que los pollos sanos llegan a las plantas de
procesamiento con muchos millones de bacterias, tanto internas como externas, las
bacterias del tracto intestinal se separan de la canal cuando se extraen las visceras,
pero en el transcurso del procesamiento, algunas de esas bacterias pueden escapar
y contaminar el resto de las canales y el equipo. Owen et al. (2010) refieren que el
paso del prechiller en si mismo sin ningun desinfectante tiene poco efecto en la
reduccion de microorganismos en las canales de pollos de engorda, ya que su
funcidn principal es permitir una transicion gradual de la temperatura de la canal
antes de entrar al chiller. Normalmente los bacteriéfagos son activos a diferentes
temperaturas, aunque diversos resultados demuestran una mejor actividad de
bacteriéfagos a la temperatura de crecimiento de su hospedador, esto no dificulta
su aplicacion a bajas temperaturas (Hungaro et al., 2013), sin embargo, el que se
encontraba contenido en el producto podia actuar en una temperatura por arriba de
7 °C; en el presente estudio durante el monitoreo de temperatura del prechiller, se
mantuvo en condiciones similares en los tres grupos, con respecto a que la
temperatura del agua pudiera explicar la falta de respuesta del producto sobre el
conteo de los coliformes.

5. CONCLUSIONES

No se obtuvieron resultados concluyentes que evidencien impacto del bacteriéfago
en los indicadores sanitarios analizados, en gran medida a la presencia de Bacillus
subtilis en la formulacién del producto. Por ello, se recomienda redisefiar el producto
para su uso en planta de procesamiento sin la adicion del Bacillus subtilis, ya que
modifica el conteo de mesdfilos y, por lo tanto, la manera de determinar la vida de

anaquel.
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