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Anélisis comparativo de Enterobacteriaceae, prevalencia, y cuantificacion de Salmonella por
el sistema SalQuant para el biomapeo en instalaciones comerciales de procesamiento
avicola

Valeria Isabel Larios Carranza

Resumen. En la industria avicola hoy en dia se requiere conocer no solo la prevalencia de
patégenos como Salmonella, sino también la concentracion en la cual el patdgeno esté presente y
su relacién con otros microorganismos indicadores. En este experimento se trabajé con el sistema
BAX® SalQuant para cuantificar Salmonella en diferentes etapas del proceso. Se recolectaron 214
enjuagues de canales pollo (400 mL) de dos plantas procesadoras en dos estaciones (Pre-
enfriamiento y Post-enfriamiento). Se determind la prevalencia y se estimo los Logio UFC/mL de
Salmonella en enjuagues de canales de pollo. EI método SalQuant obtuvo buenos resultados, 95.5%
de sensibilidad, 96.9% de especificidad, comparado con el método oficial BAX System, utilizando
tiempos de enriquecimiento menores que los métodos actuales. Se obtuvieron concentraciones
medias de Enterobacteriaceae de 2 Log UFC/mL y concentraciones de Salmonella abajo de 2.5
Log UFC/mL. Se redujeron los niveles de Salmonella y Enterobacteriaceae, ambas plantas
terminaron en 0.00 Log UFC/mL inmediatamente después de pasar por las zonas de enfriamiento
y post-enfriamiento. Las zonas con mayor contaminacion fueron las zonas después del eviscerado
donde ocurren enjuagues solo con agua en rangos de 2 a 3.99 Log UFC/mL de Enterobacteriaceae
con porcentajes de 81 a 87% de prevalencia de Salmonella. Se concluyé que el método SalQuant
es eficiente y mas rapido que los métodos actuales para la enumeracion de Salmonella.

Palabras clave: Enjuagues de pollo, enumeracion, sistema BAX.

Abstract. The poultry industry nowadays requires to know not only the prevalence of pathogens
such as Salmonella, but also the concentration and its link with other indicator microorganisms. In
this study, the BAX® SalQuant system was used to quantify Salmonella at different stages of the
processing chain. 214 chicken carcass rinses (400 mL) were collected from two processing plants
in two stations (Pre-chill and Post-chill). The prevalence was determined and Salmonella was
estimated from chicken carcass rinses in Log10 CFU/mL. The SalQuant method got good results,
95.5% sensitivity, 96.9% specificity, compared to the official BAX System method, using shorter
enrichment times than current methods. Mean Enterobacteriaceae of 2 Log CFU/mL and
Salmonella concentrations below 2.5 Log CFU/mL were obtained. Salmonella and
Enterobacteriaceae levels were reduced, both plants finished at 0.00 Log CFU/mL immediately
after passing through the chill and post-chill zones. The areas with the highest contamination were
after evisceration where only occurs water rinses in ranges from 2 to 3.99 Log CFU/mL of
Enterobacteriaceae with percentages of 81 to 87% of Salmonella prevalence. It was concluded that
the SalQuant method is efficient and faster than current methods for the enumeration of Salmonella.

Key words: BAX® system, chicken rinses, estimation.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) son de los riesgos principales con los que
la industria alimentaria combate diariamente. En la industria de los alimentos para garantizar que
los productos finales sean seguros para el consumo humano, constantemente se utilizan pruebas de
rutina al igual que intervenciones antimicrobianas. La contaminacion por patdgenos en los
alimentos causa mucha preocupacién hacia los consumidores. Salmonella, perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae, es una de las principales causas bacterianas de enfermedades
transmitidas por los alimentos en los Estados Unidos. Las aves de corral y los productos avicolas
se asocian comunmente con la Salmonella (Akil y Ahmad 2019).

Salmonella spp. es una bacteria comdn encontrada en el tracto gastrointestinal de las aves de corral
que ha causado 1.2 millones de enfermedades, 23,000 hospitalizaciones y 450 muertes cada afio en
los Estados Unidos. Sin embargo, cabe recalcar que la mayoria de estas mismas enfermedades,
hospitalizaciones y muertes son causadas por alimentos (Akil et al. 2019). Salmonella spp. causa
una gran preocupacion para la salud publica, por lo tanto, es necesario el control de esta bacteria
(Bailey et al. 2020). Las intervenciones son necesarias en las lineas de procesamiento, para reducir
la contaminacion por este patdgeno ya que estas controlan el riesgo de tener mas personas
infectadas con el patégeno debido al consumo de productos avicolas (Bailey et al. 2020).

La resistencia por parte de especies de Salmonella a antimicrobianos ha aumentado en todo el
mundo (Aljindan et al. 2020). El aislamiento persistente de Salmonella entérica en muestras de
canales de pollo se ha relacionado con un brote activo de salmonelosis en humanos (Nair et al.
2018). Segun Painter, en el 2013 hubo alrededor de un 33% de casos de salmonelosis relacionados
con los alimentos y el 58% de ellos provienen de productos avicolas (Painter et al.2013).

Las técnicas moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR “por sus siglas en
inglés que significan Polymerase Chain Reaction”), son usadas para la deteccion de Salmonella.
La técnica de PCR puede obtener resultados positivos o negativos en 24 horas a comparacion con
los métodos de cultivo tradicionales que requieren de 5 a 7 dias, e implican enriquecimiento no
selectivo, enriquecimiento selectivo, aislamiento selectivo y confirmacion serolégica y bioquimica
(Koyuncu et al. 2010). A pesar de que los resultados de prevalencia (presencia 0 ausencia) son
significativos, aun se desconoce los niveles de Salmonella en las canales de aves de corral. Este
tipo de metodologias (prevalencia) no expone completamente la contaminacion por el patégeno en
las canales de pollo.

La industria avicola avanza impulsandose hacia métodos de cuantificacion como la confirmacion
del cultivo. Sin embargo, estos métodos ya se estan volviendo obsoletos. El sistema “BAX®”
funciona amplificando o replicando fragmentos de ADN bacteriano para mejorar la deteccion, lo
cual hace que el método sea simple y rapido para la deteccion de bacterias patdgenas en los
alimentos (Belete et al. 2014).

El sistema “BAX® SalQuant” es un nuevo método de enumeracion para Salmonella, puede
proporcionar resultados cuantitativos dentro de 6 horas posteriores a la incubacion de los enjuagues
de canales de aves de corral en todas las etapas de la cadena de procesamiento.



Para el control de Salmonella en instalaciones avicolas, las nuevas regulaciones requieren que se
controlen las operaciones de procesamiento, implementando procedimientos escritos para asegurar
que las canales de aves contaminadas con materia fecal visible no ingresen al enfriador (9 CFR
381.65 inciso (f)). Los establecimientos oficiales para aves de corral hacen muestreos frecuentes
por cada 22,000 canales y como minimo una vez durante cada semana. Los reportes diarios de estas
actividades son exigidos en inspecciones y requeridos para el mantenimiento y control del estado
microbioldgico de la canal (9 CFR 381.65 inciso (g)). Actualmente, en los establecimientos de
procesamiento de aves de corral se realizan biomapaeos de E. coli genérica, muestreando distintos
sitios a lo largo de la cadena de procesamiento, ya que este organismo indicador rastrea la
contaminacién fecal (9 CFR 381.65 inciso (g)). Existen otros microorganismos que se pueden
utilizar para el biomapeo dentro de la cadena de procesamiento, como los coliformes, y las
enterobacterias.

Es necesario conocer los niveles de Salmonella en productos terminados de aves de corral
destinados a los supermercados. La estimacion de los niveles de Salmonella seria beneficiosa para
examinar la cadena de procesamiento e identificar areas problematicas. Los objetivos de este
estudio fueron:

e Crear un modelo de ajuste lineal utilizando el sistema BAX® SalQuant que pueda estimar la
cantidad de Salmonella por mL de enjuague.

e Evaluar el modelo con enjuagues de canales de pollo a lo largo de la cadena de procesamiento
de aves de corral y su relacion con los niveles de enterobacterias como grupo indicador.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio

El proyecto se llevo a cabo en el mes de enero, en el Laboratorio del Centro Internacional de
Excelencia en Seguridad Alimentaria (ICFIE sus siglas en inglés) en la Universidad de Texas Tech,
ubicada en la ciudad de Lubbock, Texas, Estados Unidos.

Descripcion de proceso y zonas de muestreo

Las plantas procesadoras de aves de corral cuentan con una linea de proceso efectiva. El
procesamiento de las aves de corral comienza con la recepcion de materia prima, que en este caso
es el animal vivo y entero. Al ave se le corta la vena yugular y la arteria carétida para que se
desangre durante un periodo de tiempo estipulado, dependiendo del tamafio y especie del pollo. El
ave es sometida a temperaturas de 50 °C de agua caliente, que suaviza la piel del animal para
facilitar el desplumado (Koyuncu et al. 2010). Las patas del ave se remueven al igual que la cabeza
y luego proceden a extraer las visceras. Cabe recalcar que este proceso es inspeccionado por el
departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus siglas en ingles). Al terminar,
después que la canal de pollo ha sido limpiada se pre-enfria y entra por ultimo a la fase de post-
enfriamiento.

Para realizar este proyecto, dos plantas (I y I1) procesadoras de aves de corral fueron seleccionadas.
Estas procesadoras cuentan con un proceso dividido en ocho etapas o estaciones por las que pasa
el pollo antes de ser comercializado y disponible para la venta. Sin embargo, este proyecto se
enfoca solo en dos etapas pre-enfriamiento y post-enfriamiento. En la etapa de pre-enfriamiento se
dividio en cuatro zonas designadas A (enjuague con agua), B (previo al acido peracético), C
(después del acido peracético), y D (enjuague con agua por dentro y fuera). La etapa de post-
enfriamiento se dividio en dos zonas E (enfriamiento 1.5-4.4 °C) y F (re-colgado 4.4 °C) (Figura
1).

Toma de muestras

Para este estudio se recolectaron 214 muestras de dos procesadoras de canales de pollo. En la planta
| se recolectaron 154 muestras y en la planta Il 60, debido a que la planta | procesa una mayor
cantidad de canales a comparacion de la planta 1. Las canales de aves fueron escogidas al azar por
el personal y luego colocadas en bolsas estériles (37.5 x 50 cm) para enjuagar con 400 mL de agua
de peptona tamponada (BPW sus siglas en inglés). Las muestras de enjuague se depositaron en
frascos de plastico estériles de aproximadamente 1000 mL, que luego fueron transportados al
laboratorio.
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Figura 1. Diagrama de linea de procesamiento de aves. Las equis representan los puntos de

muestreo.

Zonas: A (enjuague con agua), B (previo al &cido peracético), C (después del acido peracético), D

(enjuague con agua por dentro y fuera), E (enfriamiento 1.5 - 4.4 °C) y F (re-colgado 4.4 °C).

Desarrollo de la curva SalQuant para cuantificacion de Salmonella en enjuagues de canal de
pollo

Preparacion del indculo. Se utilizé la cepa Salmonella enteritidis 13076, esta se inocul6 en un
tubo con 9 mL de BHI (“Brain Heart Infusion en inglés™), se incubd a 37 °C durante un periodo de
24 horas para obtener aproximadamente 9 Logio UFC/mL en el tubo. Luego, se hicieron ocho
diluciones de 1mL (10°-10? Log10 UFC/mL) en tubos de 9 mL con BPW (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de inoculacion y diluciones de Salmonella enteritidis 13076. Se inoculd de los
dos altimos tubos (1 Log-2 Log).

Inoculacién de enjuagues para SalQuant. Se utilizaron los enjuagues de canales (400 mL) del
punto de muestreo de post-enfriamiento (Zonas E - F) de la planta 1, considerando que son los



puntos con menor contaminacion de Salmonella. Se mezclaron todos los enjuagues en un frasco de
vidrio esterilizado de 2000 mL. Luego se colocaron porciones de 30 mL de esa misma mezcla en
13 bolsas estériles de “Whirl-Pak®” con filtro (tres repeticiones por cada nivel de inéculo y un
control negativo). En cada una de las bolsas con enjuague, se afiadidé una proporcion de 100 pL 6
317 uL dependiendo del nivel del inoculo (Figura 3). Se agregd 30 mL de caldo BAX MP con
novobiocina (40 mg/L) a todas las muestras ya inoculadas y se mezclaron agitdndolas
manualmente.

Concentracion
deseada del inoculo )
(Log UFC/30mL) de enjuague

Volumen a inocular en 30 mL

0.0 |mmp [ 100 L de 1 Log UFC/30 mL
0.5 | == | 317 uL de 1 Log UFC/30 mL
1.0 | == | 100 il de 2 Log UFC/30 mL
1.5 | mmp | 317 L de 2 Log UFC/30 mL

Figura 3. Inoculacion de Salmonella enteritidis 13076.

Cuantificacion de Salmonella por SalQuant. Usando ya las muestras homogenizadas (enjuague
con medio BAX MP con novobiocina), se incubaron a 42 °C durante 10 y 12 horas. Cada hora
estipulada (10 y 12 horas) tiene un control negativo. Previo a correr las muestras en BAX®, se
transfirieron 5 pL de estas (cinco lisados) en pequefios tubos de plastico con 200 uL del reactivo
de lisis. Los tubos se calentaron a 37 °C por 20 minutos, pasaron a una temperatura mas alta de 95
°C por 10 minutos y al final se dejaron enfriando por 5 minutos en un blogue frio. Al finalizar este
proceso las muestras son corridas en el sistema BAX®. Al terminar, se registraron y analizaron los
valores positivos del ciclo umbral. Los resultados se expresaron en células/30 mL de enjuague.

Cuantificacion de Salmonella por el NUmero Mas Probable (NMP). Se colocaron 40 mL de
mezcla de enjuagues de las canales de pollo en cinco tubos de plastico estériles de 50 mL, uno por
cada nivel de inoculacion (Figura 3) mas un control negativo. De cada tubo inoculado se utilizaron
nueve tubos (tres vacios y seis con 9 mL de BPW) para cada nivel de inoculacion (0.0, 0.5, 1.0 y
1.5 Logio UFC/30 mL) y un control negativo con muestras no inoculadas del enjuague mezclado.
A los tubos vacios se les agreg6 10 mL del enjuague y a los restantes 1mly 0.1 mL (Figura 4). Esta
enumeracion se condujo bajo la técnica del Numero Mas Probable para combinaciones de series
de tres tubos por dilucion usando cantidades de 10, 1 y 0.1 mL (Tabla 1, de la Guia de Laboratorio
de Microbiologia Apéndice 2.05 (USDA y FSIS 2014). Se incubaron a 37 °C durante 24 horas,
después se corrio en el sistema BAX® para determinar presencia o ausencia.

Analisis de datos. Se elabord una curva de regresion lineal en IMP® v.14.3.0. La curva lineal se
comparo por cada nivel de inoculacion. Se crearon curvas de regresion lineal para cada tiempo de
incubacién (10 y 12 h). Se estimd R-Cuadrado (R?) y el Error cuadratico medio de cada tiempo de
incubacion.
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Figura 4. Esquema método de namero mas probable (NMP).

Validacion de la curva de SalQuant en muestras de enjuague de pollo

Se utilizaron 214 muestras de enjuague (400 mL) de las estaciones de pre-enfriamiento (Zonas A-
D) y post-enfriamiento (Zonas E-F) de las plantas I y Il. A cada muestra de enjuague se le
determind: cuantificacién de Salmonella usando la curva de SalQuant; Presencia/ausencia de
Salmonella por BAX®; cuantificacion de Salmonella por el NMP; y recuentos de enterobacterias.

Cuantificacion de Salmonella usando la curva de SalQuant. Se inici6 agregando 30 mililitros
de los enjuagues de cada zona en una bolsa “Whirl-Pak®” mezclada después con 30 mL de “BAX
MP” precalentado a 42 °C con 40 mg/L de novobiocina e incubadas a 42 °C durante 6 y 18 horas.
Después de cada tiempo de incubacion se corrieron las muestras por el sistema “BAX®” para
Salmonella. Las muestras de 6 horas de incubacion se procesaron a través de la ecuacion de ajuste
lineal del desarrollo de la curva para estimar Salmonella y después corridas en el sistema BAX®
para determinar presencia/ausencia. Los resultados se expresaron en Log UFC/mL mediante la
ecuacion.

Para el NMP, se realiz6 como se describié previamente, serie de tres tubos con porciones de
muestras de 10, 1 y 0.1 mL. Las muestras se incubaron a 37 °C hasta cumplir las 24 horas, para
realizar la prueba de prevalencia con el sistema BAX. Cada muestra tiene su recuento por el método
de nimero mas probable (NMP) para evaluar los niveles de Salmonella.

Recuentos de enterobacterias. En cada enjuague se determind el recuento de enterobacterias,
utilizando diluciones decimales del enjuague y sembrando en 3M™ placas petri (Conteos para
Enterobacteriaceae) con el medio Rojo Bilis Violeta mas glucosa. Se incubaron a 37 °C por 24
horas, se contaron los datos, y fueron registrados.



Disefio experimental y anélisis estadistico

Se realizaron dos regresiones lineales, utilizando el método de cuantificacion SalQuant y los ciclos
positivos del umbral en el PCR. Se estimé el R-Cuadrado (R?) y el Error cuadréatico medio por cada
tiempo de incubacion a través del programa estadistico JMP® v.14.3.0. Para el anélisis
microbioldgico en los diferentes puntos de muestreo se utilizé un Disefio Completamente al Azar
(DCA) tomando en cuenta dos factores (Dos plantas procesadoras y seis zonas de muestreo). Se
hizo una separacion de medias LSMEAN segun los niveles de enterobacterias y cuantificacion de
Salmonella de las muestras positivas entre plantas y zonas usando el programa estadistico SAS®
version 9.4. Para comparar la diferencia entre métodos (SalQuant y BAX®) se realizd también la
prueba de Mc Nemar en SAS®. Las prevalencias de Salmonella en cada planta se compararon
mediante una prueba de Chi cuadrado y para determinar la relacion entre Salmonella y
Enterobacteriaceae de las muestras se hizo un anélisis de correlacion. En todos los analisis se usd
un nivel de significancia de 0.05.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo de la curva SalQuant para cuantificacion de Salmonella en enjuagues de canal de
pollo

La deteccion de Salmonella spp. es realizada por métodos convencionales y automatizados, son
distintos en cuanto al tiempo de emision de los resultados (Burgos y Alberti 2018). EI modelo de
ajuste lineal con el método de cuantificacion SalQuant, comparé exitosamente la diferencia entre
tiempos de incubacion (10 y 12 horas), considerando los siguientes factores: el nimero de ciclos
que se dieron por valores positivos en el sistema BAX® y el nivel de inoculacion de las muestras.
El sistema BAX® para Salmonella esta certificado por la metodologia oficial e internacional
AOAC 2013.02 (AOAC) para detectar Salmonella en diversos alimentos y en ambientales
superficies.

En la Figura 5 se muestran las curvas de cuantificacion entre los dos tiempos de incubacion del
enriquecimieto de la muestra (10 y 12 horas). El ajuste del modelo fue muy bueno, ya que en la
linea de regresion de 12 horas se obtuvo un R? de 0.82, expresando que el 82% de los datos se
ajustaron al modelo lineal. El cuadrado medio del error del modelo fue de 0.93 y demostro la
diferencia entre los valores. EI 64% de las observaciones en la regresion lineal de 10 horas se
ajustaron al modelo y se obtuvo un RMSE de 0.98 que indica las dispersion de mis datos con
respesto a la curva.

Entre mas alto son los valores positivos del ciclo umbral en el PCR menor es la concentracion del
indculo y viceversa, entre mas bajos sean los valores positivos del ciclo, mayor es la concentracion
del patogeno. El equipo realizé mas ciclos con muestras incubadas por 10 horas que con las de 12
horas, ya que la concentracion de la bacteria era menor y requeria méas tiempo para llegar al umbral
de deteccion durante ese periodo de incubacion (Figura 5).

En estudios previos de pollo molido crudo no reportaron diferencia significativa entre lotes con los
métodos de deteccion para Salmonella: el sistema BAX® y el método de NMP con un nivel de
referencia de < 0.03 UFC/g por el total de lotes (Silbernagel et al. 2003). La contaminacion de
Salmonella en las plantas avicolas se controla a medida las canales cruzan por las estaciones de
lavado y desinfeccion con antimicrobianos. Sin embargo, algunos autores sugieren que los
antimicrobianos no sean utilizados para controlar la infeccion de Salmonella en las canales de ave
de corral debido a que el tratamiento es limitado y puede enmascarar la bacteria en muestreos
(Guillon 2019).
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Figura 5. Curva de regresion lineal para el nivel de inoculo y ciclos del umbral (CT Value).
Comparacion de los tiempos (10 y 12 horas) segln los ciclos del sistema BAX® por nivel de
inoculacion. El nivel de inoculacion esta expresado en Log UFC/30mL.
RMSE (Error cuadratico medio en espafiol) es una medida de dispersion que indican que tan
concentrados estan los datos alrededor de la linea de regresion.
CT Values (valor del ciclo umbral en espafiol) es el nimero de ciclos en que la fluorescencia que
genera el sistema BAX® cruza el umbral y la muestra da positivo.

En la Figura 6 se reporta el estimado de concentracion de Salmonella que se obtuvo por medio de
la ecuacion del método SalQuant en cada nivel de inoculacion con la comparacion de regresion
lineal que se obtuvo de acuerdo a los tiempos (10 y 12 horas). La bacteria llego a ser detectada por
el equipo en menos tiempo, cuando la concentracion del indculo era mayor (1.5 Log UFC/30mL).
Los dos tiempos de incubacidn obtuvieron un R? de 0.66 en 10 horas y 0.69 en 12 horas por lo
tanto, demuestran que el 66 y 69% de los datos se ajustaron al modelo lineal. Estos resultados
evidencian que no hay una diferencia elevada entre tiempos de incubacién. EIl RMSE midi6 la
cantidad de error entre los datos, siendo a las 10 horas de 0.31, obteniendo después una reduccién
a las 12 horas con 0.24 lo que significa que los valores son mas cercanos entre si.

El experimento basado en el tiempo de incubacion de 12 horas fue mas efectivo en cuanto a la
cuantificacion de niveles bajos de Salmonella, ya que pudo alcanzar la deteccion y el estimado de
Salmonella en la muestra con una concentracion de 0.0 Log UFC/30mL con menos ciclos por parte
del equipo a comparacion del de 10 horas. Sin embargo, el tiempo de incubacion de 10 horas fue
mas eficiente en tiempo con las otras concentraciones (0.5,1.0,1.5 Log UFC/30mL) ya que detecto
la bacteria y obtuvo un estimado de estas en menos tiempo.
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Figura 6. Regresion lineal de valores inoculados y valores estimados con el modelo. Comparacion
de los tiempos (10 y 12 horas) por la ecuacion del método SalQuant y el nivel de inoculacion
(expresado en Log UFC/30 mL). R%(10): 0.66 y R?(12): 0.69.

Los resultados rapidos de estos métodos son necesarios e importantes para la salud pablica. Asi
mismo, estudios mencionan que los métodos de deteccion rapida mantienen el enfoque de
identificar metabolitos, genes y reacciones especificas de la bacteria, de esa manera reducen el
tiempo de espera en comparacion a metodos convencionales, con un periodo de tiempo mayor
(Burgos et al. 2018).

Validacion de la curva de SalQuant en muestras de enjuague de pollo

Existen diferentes metodologias para evaluar el estado microbiologico de las aves de corral durante
su procesamiento. Los métodos convencionales para deteccion de bacterias se basan en el
desarrollo del microorganismo en medios de cultivo (Burgos et al. 2018). La Guia de Laboratorio
de Microbiologia del USDA, MLG 4.10 (USDA y FSIS, 2014) son las regulaciones oficiales que
se utilizaron para la recoleccién de muestras de este estudio al igual, que la guia del FSIS (Food
Safety and Inspection Service) para pruebas microbianas (USDA-FSIS 2015). La identificacién
bioguimica de Salmonella se realiza generalmente junto con una confirmacién serolégica (Burgos
et al. 2018). En las dos plantas procesadoras de canales de aves se obtuvieron 81 muestras positivas
y 127 muestras negativas por medio de los resultados de prevalencia en BAX®. Asi mismo, se
obtuvieron 62 muestras positivas por el método SalQuant y 152 negativas (Cuadro 1). Segun
estudios ademas de las intervenciones o antimicrobianos utilizados en las canales de pollo entero
las buenas practicas de manufactura (BPM) y los procesos operativos estandarizados de
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sanitizacion (POES) permiten obtener un producto final que cumple los requisitos de higiene
(NACMCF 2014).

Cuadro 1. Presencia de Salmonella en las plantas | y 11.

Planta # Positivas # Positi(\@/as # Negativas SalQuant  # Negaté)vas
SalQuant 6 horas BAX 6 horas BAX

El método SalQuant es mejor que los métodos convencionales y comparandolo con el PCR se
obtuvieron buenos resultados, tomando en cuenta que son cercanos a los valores predictivos 95.5%
(+) y96.9% (-) con 100% de sensibilidad, 96.9% de especificidad, 32.5% de tasa de falsos positivos
y un 0% de falsos negativos. Al evaluar los datos y aplicar la prueba de Mc Nemar se determind
que no existe diferencia significativa entre los métodos evaluados (P < 0.05) por lo tanto, no se
rechaza la hipotesis nula e indica que las sensibilidades de las pruebas son iguales. Experimentos
previos similares a la metodologia demuestran que el método “Assurance GDS System” obtuvo
sensibilidad de 85 a 81% de especificidad, 19% tasa de falsos positivos y un 15% en la tasa de
falsos negativos y no presento diferencia estadistica (Burgos et al. 2018). Segun los resultados este
tipo de método completa, pero atn no reemplaza el sistema BAX® o métodos oficiales.

En el Cuadro 2 se interpreto de forma breve los resultados del método SalQuant y las pruebas de
presencia 0 ausencia por zonas de las dos plantas procesadoras. Las dos Ultimas zonas (E y F)
poseen una cantidad menor de positivos de acuerdo que estdn mas desinfectadas y limpias debido
a las intervenciones del sistema HACCP (Analisis de Peligros y puntos Criticos de Control) por las
que pasa la canal en la linea de produccion (FSIS 2015). Altas cargas de contaminacion por
microorganismos, pueden ser la causa de problemas gastrointestinales en los consumidores finales
(Rosas et al. 2012). Las cargas microbianas altas atribuyen a que los programas de limpieza,
sanitizacion y manejo de procedimientos no estan siendo aplicados correctamente (Cetin et al.
2006).

El método SalQuant resultd ser muy eficiente y preciso ya que no se diferencia mucho de los
resultados que obtuvo el sistema BAX®. Romero y colaboradores en el 2014 realizaron un estudio
comparativo en el que se concluyé que el PCR en tiempo real es una prueba muy Gtil en el tamizaje
para la deteccion de Salmonella spp. en carne molida ya que obtuvo los mismos valores de
sensibilidad y valor predictivo positivo que el método convencional ISO 6579 (Romero et al.2014).
Segun los resultados obtenidos (Cuadro 2) el método SalQuant obtuvo el mismo porcentaje de
positivos en cada zona de las dos plantas a comparacion del BAX®.

11



Cuadro 2. Presencia de Salmonella en las plantas (I y Il) por zonas (A-F) por medio de los métodos
SalQuant y BAX®.

Zonas # Positivas # Positivas # Negativas # Negativas
(P1+PI1) SalQuant 6 horas BAX® SalQuant 6 horas BAX®
A 23 23 2 2
B 22 22 4 4
C 13 14 8 7
D 24 26 9 7
E 1 1 26 26
F 1 2 81 80
Total 84 88 130 126
% Positivos (39%) (41%) (61%0) (59%0)

Planta I: 154 muestras recolectadas debido a un mayor procesamiento de canales de ave.

Planta I1: 60 muestras recolectadas debido a un menor procesamiento de canales de ave.

Zonas: A (enjuague con agua), B (previo al &cido peracético), C (después del acido peracético), D
(enjuague con agua por dentro y fuera), E (enfriamiento 1.5 - 4.4 °C) y F (re-colgado 4.4 °C).

El analisis de contaminacion por BAX® y SalQuant en las dos plantas reportd un total de cuatro
falsos negativos que desmintié el sistema BAX®. Sin embargo, se debe recalcar que la diferencia
entre el total de muestras positivas por ambos métodos fue diferente en solo una muestra, resultando
positiva en el BAX® y negativa en SalQuant. Asi mismo, el sistema BAX® pudo aclarar y desmentir
los falsos negativos para confirmar la presencia de bacteria en las muestras (Cuadro 3). Las cuatro
muestras negativas por SalQuant presentaron niveles de enterobacterias de 2.34, 2.82, 1.70 y 0.0
Log UFC/mL las cuales fueron de las zonas C, D y F. Sin embargo, estas mismas muestras
presentaron una concentracion de 0.0 Log UFC/mL para Salmonella.

Cuadro 3. Falsos positivos y negativos por el método SalQuant en la planta I y 11.

Planta Falsos positivos Falsos negativos
I 0 1
I 0 3

Total 0 4

Los puntos de muestreo con mayor contaminacion de Enterobacteriaceae fueron las zonas Ay D
en la estacion de pre-enfriamiento (Cuadro 4) con rangos de enterobacterias de 2a2.99 Logy 3 a
3.99 Log/mL. En la linea de procesamiento la contaminacion compromete la inocuidad del
producto final es por eso, que las plantas procesadoras informan el estado microbioldgico de todas
las canales dentro de la produccion.
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Cuadro 4. Resumen de concentracion de Enterobacteriaceae (EB) en zonas de muestreo.

Total muestras

EB Log/mL (%) A B C D E F
<1 108 (50.5%) 1 0 0 0 26 81
1a1.99 24 (11.2%) 0 8 2 13 1 0
2a2.99 48 (22.4%) 8 8 14 17 0 1
3a3.99 30 (14.0 %) 15 8 4 3 0 0
>4 4 (1.9 %) 1 2 1 0 0 0
Total 214 25 26 21 33 27 82

Planta I: 154 muestras recolectadas debido a un mayor procesamiento de canales de ave.

Planta I1: 60 muestras recolectadas debido a un menor procesamiento de canales de ave.

Zonas: A (enjuague con agua), B (previo al acido peracético), C (después del acido peracético), D
(enjuague con agua por dentro y fuera), E (enfriamiento 1.5 - 4.4 °C) y F (re-colgado 4.4 °C).

Al realizar la separacion de medias, en los recuentos de Enterobacteriaceae para las dos
instalaciones de Estados Unidos se encontraron diferencias significativas entre plantas y zonas con
una reduccién de 2.9 Log UFC/mL en la planta 1 y en la planta 2 se obtuvo 3.5 Log UFC/mL desde
la primera estacion a la Gltima. Investigaciones previas con metodologias similares indicaron tener
niveles 2.99 £ 0.38 y 0.12 + 0.30 Log UFC/mL en las estaciones de re-colgado y post-enfriamiento
(Handley et al. 2018) Asi mismo, comparando los niveles de enterobacterias con estudios previos,
se reportd diferencia significativa con medias de 5.57 £ 0.93 y 4.27 £ 0.58 Log UFC/mL en Estados
Unidos y Honduras en el area de re-colgado con reduccion de 5.24 Log UFC/mL y 2.25 Log
UFC/mL (Pulinario 2019).

En el Cuadro 5 se muestra que durante el procesamiento la mayoria de las muestras de enjuague
de canal positivas a Salmonella spp. tienen concentraciones de mas de 2 Log UFC/mL al igual, que
mayor contaminacion en la estacion de pre-enfriamiento. Sin embargo, también se encontraron
muestras positivas a Salmonella spp. con recuentos de <1 UFC/mL. Los mataderos para aves se
considera un punto critico de contaminacion en la carne de pollo cruda que recae en el
procesamiento de canales de pollo. De acuerdo con estudios previos, la contaminacion fecal
durante la evisceracion es muy congruente. Sin embargo, investigaciones han demostrado
resultados de enterobacterias de 2 Log UFC/canal después del enfriamiento (Projahn et al. 2018)

Las Enterobacteriaceae cominmente se encuentran en aves como parte de su microflora, hacen
los microambientes intestinales méas resistentes (Ray 2004). Sin embargo, este microorganismo
también puede adherirse al alimento posterior al proceso tal como demuestra en la zona D.

La Figura 7 representa la cantidad de muestras positivas y concentracion que se obtuvo de
enterobacterias, promediadas de cada zona por las dos plantas. El recuento de enterobacterias
muestra una mayoria de muestras positivas arriba de los 2 Log. La contaminacion visible en aves
previo al matadero es de mucha importancia, ya que influye de manera continua en el
procesamiento. Estudios independientes desarrollaron un equipo para cepillar las plumas del pollo
previamente al escaldado y reducir la contaminacién (Projahn et al. 2018).
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Cuadro 5. Resumen de muestras positivas a Salmonella segin concentracion de
Enterobacteriaceae (EB) en zonas de muestreo.

Cuadro 5. Resumen de muestras positivas a Salmonella segin concentracion de EB
Enterobacteriaceae en zonas de muestreo

EB Total Muestras positivas
Log/mL muestras Salmonellaaotal (%) A B C D E F
<1 108 4 (3.7%) 1 0 0 0 1 2
1a1.99 24 15 (62.5%) 0 5 1 9 0 0
2a2.99 48 39 (81.25%) 8 7 10 14 0 0
3a3.99 30 26 (86.67%) 13 8 2 3 0 0
>4 4 4 (100 %) 1 2 1 0 0 0
Total 214 88 (%) 25 23 14 26 1 2

Planta I: 154 muestras recolectadas debido a un mayor procesamiento de canales de ave.

Planta I1: 60 muestras recolectadas debido a un menor procesamiento de canales de ave.

Zonas: A (enjuague con agua), B (previo al &cido peracético), C (después del acido peracético), D
(enjuague con agua por dentro y fuera), E (enfriamiento 1.5 - 4.4 °C) y F (re-colgado 4.4 °C).
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Figura 7. Relacion de recuentos de Enterobacteriaceae y prevalencia de Salmonella en enjuagues
de canal de las plantas | y I1.

Planta I: 154 muestras recolectadas debido a un mayor procesamiento de canales de ave.

Planta I1: 60 muestras recolectadas debido a un menor procesamiento de canales de ave.

Zonas: A (enjuague con agua), B (previo al acido peracético), C (después del &cido peracético), D
(enjuague con agua por dentro y fuera), E (enfriamiento 1.5 - 4.4 °C) y F (re-colgado 4.4 °C).

La Figura 8 demuestra los resultados de Salmonella y Enterobacteriaceae de las dos plantas
avicolas, mostrando las concentraciones de bacteria por cada zona de las estaciones (pre-
enfriamiento y post-enfriamiento). Las instalaciones de aves de corral pueden reducir la
contaminacién por patdgenos durante el muestreo determinando areas de impacto microbioldégico
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a lo largo de la cadena (FSIS 2015). Al tratarse de un alimento como pollo crudo entero, es
sumamente importante que al pasar la etapa de enfriamiento los niveles de Enterobacterriaceae
sean inferiores al limite m&ximo permitido (<10,000 UFC/mL) y en este caso supera el limite las

zonas de la estacion de pre-enfriamiento (NACMCF 2014).

La parte de enfriamiento en el procesamiento se considera como punto critico de control para la
industria avicola. La etapa de post-enfriamiento se considera un punto critico de control para la
reduccion de enterobacterias (Kim et al. 2017). En estudios previos se han analizado canales de
pollo fresco y sus niveles microbioldgicos dentro de la etapa de post-enfriamiento y debido al uso
de concentraciones de cloro en los tanques la flora bacteriana disminuye grandemente (Rothrock
et al. 2016). El analisis de correlacion fue significativo y determind una correlacion positiva baja
para enterobacterias y SalQuant de 0.36, entre mayor sea la concentracion de enterobacterias mayor

es la concentracion de Salmonella (Figura 8).
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Figura 8. Relacion de recuentos de Enterobacteriaceae y niveles de contaminacion de Salmonella

en enjuagues de canal de las plantas 1 y I1.

Enterobacteriaceae constituye una familia diversa de bacterias Gram negativas y entre estas se
encuentra la Salmonella. Las enterobacterias se reproducen de forma rapida bajo condiciones
aerobias y anaerobias. A pesar de que estas bacterias se pueden hallar en diferentes tipos de
alimentos se encuentran principalmente en productos derivados de la carne ya que forman parte de

su microbiota intestintal (Ruiz et al. 2018).
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En la Figura 9 se determind que la contaminacion de las canales de ave por enterobacterias
disminuye en las dos plantas a medida pasan por cada zona. Sin embargo, la planta Il present6
mayor contaminacion por la bacteria al principio tomando en cuenta que esta planta procesa una
menor cantidad de canales de ave y que se tomaron una menor cantidad de muestras que la planta
I. Segln el andlisis estadistico de separacion de medias LSMEAN se demostré diferencia
significativa entre plantas (I y Il) y zonas (A-F). Analisis de experimentos pasados con carne de
cerdo, res y pollo reportaron que la familia Enterobacteriaceae abarca 14 de 17 géneros
bacterianos. Aunque cabe destacar que el género bacteriano mas frecuente en muestras de pollo es
Escherichia con un 95.3% ( Ruiz et al. 2018).
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Figura 9. Comparacion de Enterobacteriaceae por zonas en las plantas | y II.

Planta I: 154 muestras recolectadas debido a un mayor procesamiento de canales de ave.

Planta I1: 60 muestras recolectadas debido a un menor procesamiento de canales de ave.

Zonas: A (enjuague con agua), B (previo al acido peracético), C (después del &cido peracético), D
(enjuague con agua por dentro y fuera), E (enfriamiento 1.5- 4.4 °C) y F (re-colgado 4.4 °C).

En la Figura 10 se observo que el proceso, ya finalizado llega a reducir las concentraciones de
Salmonella en ambas plantas. Las plantas | y Il presentaron niveles de contaminacidn similares
segun las zonas a excepcion de las zonas en la estacion de pre-enfriamiento (Zonas A, By C) ya
que la planta Il mostré6 mayor contaminacion de Salmonella al inicio de la cadena. Sin embargo,
gradualmente se redujo la cantidad de bacterias en las dos plantas logrando alcanzar un 0.00 Log
UFC/mL por parte del método SalQuant lo cual cumplié con la descontaminacion prevista por
parte del proceso. Se demostré por parte del analisis estadistico de separacion de medias LSMEAN
que hubo una diferencia significativa en la contaminacion de Salmonella en las plantas | y |1 al
principio del proceso (zonas A y B), al igual, que entre las zonas por planta.
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Figura 10. Comparacion de niveles de Salmonella por el método SalQuant segun la zona de
muestreo en las plantas I y Il (214 muestras).

Planta I: 154 muestras recolectadas debido a un mayor procesamiento de canales de ave.

Planta I1: 60 muestras recolectadas debido a un menor procesamiento de canales de ave.

Zonas: A (enjuague con agua), B (previo al acido peracético), C (despueés del &cido peracético), D
(enjuague con agua por dentro y fuera), E (enfriamiento 1.5 - 4.4 °C) y F (re-colgado 4.4 °C).

La planta | obtuvo una reduccion completa de Salmonella en las ultimas zonas a diferencia de la
planta Il que todavia posee de 5-10% de Salmonella numéricamente (Figura 11). Se reporté un
porcentaje mas alto del patdgeno en la planta Il con un porcentaje inicial de 100% de prevalencia
y la planta I con 87% segun la grafica. Estos porcentajes altos se mantuvieron (Zonas A-D), hasta
llegar a la estacion de post-enfriamiento (Zonas E y F). En la planta I ocurrié un rebrote de
Salmonella del 50% en la zona D, el cual se interpret6 indicando un punto de contaminacién en la
estacion de pre-enfriamiento.

Las intervenciones se han utilizado ampliamente en muchos paises como parte de los programas
nacionales de control para Salmonella, ya que se han asociado con reducciones significativas en la
prevalencia de patdgenos (FAO 2009). Acido citrico (9000 ppm), Agua clorada (25 ppm), Didxido
de cloro (5ppm; Hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio), Acido lactico, Clorito de sodio
acidificado (750ppm) y Fosfato trisdédico (Expertos consideran no utilizarlo porque es raramente
usado en procesamiento de aves de corral) son los antimicrobianos utilizados en la industria avicola
(FAO 2009). La diferencia en descontaminacion que obtuvieron las dos plantas puede ser debido
a que no detectaron la bandada de pollos con Salmonella previo al proceso de evisceracion
provocando un nivel mayor de bacteria en la estacion.
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Investigadores federales creen que la Salmonella se ha extendido a instalaciones de evisceracion y
procesamiento, quiere decir que pueden ser persistentes en poblaciones grandes de aves, en sus
entornos y alimentos (Gonzélez et al. 2019). Rodriguez y colaboradores (2016) determinaron en
su estudio que el porcentaje de Salmonella es mayor en pollo congelado (54%) que en pollo fresco
(46%). La carne de pollo ha sido identificada como uno de los vehiculos alimenticios para
Salmonella spp. por lo tanto, la herramienta HACCP es implementada en las operaciones donde se
conoce normalmente el aumento de contaminacion como; escaldado, desplumado, y evisceracion.
Estas representan un gran riesgo de la ruptura intestinal (Figurall).
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Figura 11. Comparacion de porcentaje de prevalencia de SLM (Salmonella) por zonas en las
plantas I y I1.

Planta I: 154 muestras recolectadas debido a un mayor procesamiento de canales de ave.

Planta I1: 60 muestras recolectadas debido a un menor procesamiento de canales de ave.

Zonas: A (enjuague con agua), B (previo al acido peracético), C (después del &cido peracético), D
(enjuague con agua por dentro y fuera), E (enfriamiento 1.5 - 4.4 °C) y F (re-colgado 4.4 °C).

La aplicacion de acido peracético (PAA sus siglas en inglés) se usa cominmente a niveles de 500
a 700 ppm (Walsh et al. 2018). En la planta 11, zona C no disminuyo la contaminacion
numéricamente después de la aplicacién del antimicrobiano a comparacion de la planta I (Figura
11). Sin embargo, se comprobd por la prueba de chi- cuadrado que, si hubo diferencia significativa
entre las dos plantas reportando las zonas A, B y C estadisticamente diferentes y las zonas D, E y
F estadisticamente iguales. Estudios han documentado los resultados posteriores a la aplicacion del
acido peracético en solucion de 2000 ppm por 30 segundos obteniendo una reduccion significativa
en la canal (Lilard et al. 1983). Se mostrd que los establecimientos seleccionados necesitan un
mejor control en la capacitacion de los operarios ya que las canales de ave en las zonas finales no
alcanzan el 0% de prevalencia. El problema en la contaminacion de pollos es que las canales no
son del todo uniformes en tamafio y algunas pueden ser dafiadas por la maquinaria de evisceracién
presentando altos porcentajes de prevalencia (FAO 2009). Conocer los niveles exactos de
Salmonella en la industria avicola es fundamental y beneficioso ya que puede prevenir con mayor
seguridad la infeccidn del patdgeno y de esa manera evitar posibles demandas hacia la empresa.
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4, CONCLUSIONES

El método SalQuant obtuvo buenos resultados ya que detectd la presencia y ausencia de
Salmonella y el estimado en 214 muestras de acuerdo con la curva de regresion lineal de
enjuagues inoculados.

El nuevo modelo predictivo funciond y es aplicable a las condiciones normales de operacion.
Salmonella spp. esté presente en las canales de pollo independientemente de la concentracion
de Enterobacteriaceae que contengan.

Se determiné que los niveles mas altos de Salmonella se encontraron en la zona A debido a que
la canal se ha lavado solo con agua hasta ese punto y el antimicrobiano todavia no ha sido
aplicado y la otra zona es la D, ya que la canal todavia no entra a la sala de enfriado para detener
la multiplicacion de patégenos.
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5. RECOMENDACIONES

Evaluar previamente el efecto de intervenciones en la cadena de procesamiento para que la
empresa conozca el porcentaje de Salmonella en la planta y de esa formar permitir
resultados mas claros a futuro.

Monitorear las zonas de proceso para evitar la contaminacion cruzada y que esta repercuta
en el producto final afectando los analisis microbioldgicos.
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1. ANEXOS

Anexo 1. Separacion de medias LSMEAN para enterobacterias por plantas y zonas.

Planta | Planta 11
Zona - :

Media £ DE Media £ DE
A 2.9 +0.84AW 3.5+ 0.498%
B 2.6 + 0.82Awx 3.1+ 0.79Ax
C 2.5 + 0.66" 2.6 +0.39%
D 2.1 +0.59% 2.3+ 0.64%Y
E 0.1 +£0.43% 0.0+ 0.00%
F 0.0+ 0.27% 0.0+ 0.00%

AB Las medias con diferentes letras presentan diferencias significativas entre plantas (P < 0.05).
W% as medias con diferentes letras presentan diferencia estadistica entre las zonas de cada planta
(P <0.05).

Zonas: A (enjuague con agua), B (previo al acido peracético), C (después del &cido peracético), D
(enjuague con agua por dentro y fuera), E (enfriamiento 1.5- 4.4 °C) y F (Re-colgado 4.4 °C).

Anexo 2. Analisis de varianza (ANDEVA) para Salmonella de las dos plantas procesadoras.
The SAS System

The GLM Procedure

Dependent Variable: LOG

Source DF | Sum of Squares | Mean Square | F Value | Pr=F
Model 11 3723223037 338474822 | 118.55 <0001
Error 202 h7.G728888 D 2BSR004

Cormrected Total | 213 4200051825

R-Square Coeff Var Root MSE  LOG Mean

0.86587T6 | 41.008456  0.524331 1.200187
Source DF Type | 55  Mean Square | F Value | Pr>=F
PLANTA 1 1.5190832 1.5190832 5.32 | 0.0221
ZONA 5|368.0403276 | 728020655 | 257.81 | <.0001
PLANTA*ZONA | 5 27628829 0.5625786 1.84 | 0.02900
Source DF | Typelll 55  Mean Square F Value | Pr=F
PLANTA 1 1.8470223 1.8470223 577 | 0.0172
ZONA 5| 308.0203749 | 61.2040750 | 21437 <0001
PLANTA*ZONA | &5 27628020 0.5525786 1.84  0.0200
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Anexo 3. Tabla de contingencia.

Coun BA
t X

Bpo Bne

S g

SalQuant  Spos 84 0
Sneg 4 126
Total 88 126

Sensibilidad = Verdaderos positivos

Verdaderos positivos+Falsos negativos

Verdaderos negativos

Especificidad =

Verdaderos negativos+Falsos positivos

Total

84
130
214

Anexo 4. Separacion de medias LSMEAN para Salmonella por plantas y zonas.

Zona Planta | Planta 11
Media £ DE Media £ DE
A 0.0 + 0.05" 1.3+0.738"
B 0.1 +0.32AW 0.6 + 0.485
C 0.0 + 0.04" 0.3 +0.72"
D 0.1+ 0.44"™Y 0.0+ 0.04%
E 0.1 +0.00% 0.0+ 0.0142
F 0.0+ 0.00% 0.0+ 0.00%2

AB Las medias con diferentes letras presentan diferencias significativas entre plantas (P < 0.05).
¥ _as medias con diferentes letras presentan diferencia estadistica entre las zonas de cada planta

(P < 0.05).

Zonas: A (enjuague con agua), B (previo al acido peracético), C (después del &cido peracético), D
(enjuague con agua por dentro y fuera), E (enfriamiento 1.5- 4.4 °C) y F (Re-colgado 4.4 °C).
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Anexo 5. Andlisis de correlacion para EB (enterobacterias) y Salmonella (SalQuant).
The SAS System

The CORR Procedure
2 Variables: | EB SALQUANT

Simple Statistics

Variable N Mean  Std Dev Sum | Minimum | Maximum
EB 214 | 1.30019 | 1.42083 | 278.24000 0 448000
SALQUANT 214 | 0.10659 | 0.37725  22.81000 0 232000

Pearson Correlation Coefficients, N = 214

Prob > |r| under H0: Rho=0
EB SALQUANT

EB 1.00000 0.36159

<.0001

SALQUANT 0.36159 1.00000
<.0001

Anexo 6. Prueba de Mc Nemar en el programa estadistico SAS.

The FREQ Procedurs

Frequency Tabla of salguant by bax
Percant bax
Row Pet
Cal Pet salguant TEE pos | Total
neg 126 4 130
58.83 1.87 | 6073
96.92 ana
100.00 455
pos 0 B4 B4
0.00 | 38.25 | 3925
0.00 | 100.00
0.00 | 9545
Tatal 126 a3 214

58.83 | 41.12 | 100,00

Statistics for Table of salquart by bax

MeNemar's Test
Statistic (S) 4.0000
DF 1
Asymptatic Pr> 5 | 0.0455
Exact Pr>=§ 0.1250

Simpla Kappa Coafficient
Kappa 09611
ASE 00182
§5% Lower Conf Limit | 0.3234
95% Upper Conf Limit | 0.9988

Sampls Size = 214
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Anexo 7. Prueba de chi-cuadrado en porcentajes de prevalencia de Salmonella.
The SAS System

The FREG Procedure

Frequency Table of planta by zona
Row Pot

zona

planta A B c D E F | Total

1 B8 &0 53 74 a 2 297
2963 | 26.94 | 17.85 | 24.92 | 0.00 | 0.67
2 100 100 100 80 8 6 404

2475 2475 2475 2228|198 149
Total 188 180 153 164 & & 10

Statistics for Table of planta by zona

Statistic DF Valus | Prob
Chi-Square 5 12.9566  0.0238
Likelihood Ratic Chi-Square 5 16.0177 | 0.0068

Mantel-Haenszel Chi-Square 1 28844 0.0894
Phi Coefficient 0.1360
Contingency Coefficient 0.1347
Cramer's ¥V 0.1360

WARNING: 33% of the cells have expected counts less

than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Sample Size = 701
The SAS System
The FREQ Procedure

Frequency Tabla of planta by zona
Row Pct

Zona

planta A B G D E F | Total

i &8 B0 53 74 0 2 47
2963 2694 1785 2492 000 067
2 100 100 100 80 B 6 404

2475 2475 2475 2228 108 149
Total 188 | 180 153 164 B & 701

Statistics for Table of planta by zona

Statistic DF Value | Prob
Chi-Square 5| 129566 0.0238
Likelhood Ratio Chi-Square 5| 160177  0.0068

Mantel-Haenszel Chi-Square 1 28844  0.0894
Phi Coefficient 0.1360
Contingency Coefficient 01347
Cramer's V' 0.1360

WARNING: 33% of the cells have expected counts less

than 5. Chi-Square may not be a valid test

Sample Size = 701
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Anexo 8. Probabilidad de chi-cuadrado entre zonas (A-F) de las plantas | y II.

Chi-cuadrado

Zonas (Planta | + Planta I1)

Probabilidad

mmooOw>

0.0169
0.0257
0.0404
0.2989
0.2903

0.2951
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