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RESUMEN

Morales, J. 2002. Evaluacion microbioldgica de seis productos lacteos y seis productos
carnicos elaborados en Zamorano. Proyecto Especial del programa de Ingeniero
Agrénomo. Zamorano, Honduras. 53 p.

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud, € 64% de las intoxicaciones e
infecciones por aimentos en Latinoamérica son causados por bacterias. Salmonella,
Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes son patégenos importantes
asociados con enfermedades transmitidas por alimentos. Los métodos rapidos, como los
ensayos de enzima ligada inmunosorbente (ELISA), son dternativas para evaluar la
inocuidad de los alimentos. El objetivo fue evaluar la calidad microbioldgica de seis
productos lacteos. leche semi descremada, leche chocolate, helado, crema écida, queso
cabafia, queso crema, y seis carnicos. jamon virginia, jamoén de cerdo, salami imperial,
mortadela, chorizo espafiol y hot-dog, utilizando pruebas rpidas y computos en placa. Se
analizaron tres muestras por producto durante tres semanas. Se utilizdé € método rapido
de ELISA del Sistema Reved® (Neogen Inc.) para la deteccién de Salmonella spp.,
Escherichia coli O157:H7 y Listeria spp. Las muestras positivas por Salmonellay E. coli
0157:H7 se analizaron por metodos tradicionales hasta llegar a una identificacion con el
Sistema APl 20E. En las pruebas de ELISA con productos lacteos se obtuvo una positiva
(6%) para Listeria spp. en crema &cida. En los productos cérnicos se obtuvieron siete
muestras positivas (39%) para Listeria spp. y tres se encontraron en el chorizo espafiol.
Una muestra de jamon virginia fue Salmonella spp. positiva. No se aidlé Salmonella, pero
se identificaron las bacterias E. coli y Enterobacter cloacae. Los coOmputos para
mesofilos aerobios y coliformes totales mostraron que la leche semi descremada y leche
chocolate cumplen las normas establecidas. Las plantas requieren implementar o mejorar
los programas de control. Se recomienda hacer un andlisis en cada etapa del proceso de
estos productos paraidentificar los puntos criticos y aplicar las medidas correctivas.

Palabras claves: ELISA, infeccion, inocuidad, intoxicacion, microorganismo.

Abdlino Ritty, Ph. D.
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Nota de prensa

¢ SON INOCUOSLOSPRODUCTOS QUE CONSUME?

En Zamorano se reaizd un estudio para evaluar la calidad microbiologica de seis
productos lécteos. leche semi descremada, leche chocolate, helado, crema écida, queso
crema, queso cabafia y; seis productos carnicos: jamon virginia, jamon de cerdo, salami
imperia, mortadela, chorizo espafiol y hot-dog, tomando como criterio de evaluacion, la
presencia de tres nicroorganismos patdégenos importantes, y el computo en placa de
unidades formadoras de colonias.

L os resultados de las pruebas de ELISA (Sistema Reveal) utilizadas, mostraron gque estos
productos estan libres de Salmonella spp. y E coli O157:H7, que son bacterias capaces de
causar graves enfermedades en € humano. S6lo una muestra de jamon virginia resultd
presuntiva positiva para Salmonella spp., sin embargo, las bacterias aidadas e
identificadas con las pruebas bioquimicas API 20E fueron E. coli y Enterobacter cloacae.

Una muestra de crema écida resulté contaminada con Listeria spp., representando un 6%
de incidencia del patdgeno en productos lacteos. En cambio, en los productos carnicos se
obtuvieron siete muestras positivas para Listeria, tres de ellas pertenecientes a chorizo
espariol. Esto representa un 39% de incidencia en los productos cérnicos. El jamén de
cerdo fue d Unico producto carnico que resulto libre de Listeria spp.

En los computos en placa, solo laleche semi descremada y la leche chocolate cumplieron
con las normas microbiolégicas en todas las muestras analizadas, 1os demas productos
resultaron con una carga microbiana e evada en aguna de sus muestras.

El estudio determiné que las Plantas de Zamorano necesitan implementar o0 mejorar los
programas de control. Para ello se recomendd hacer un andlisis en cada etapa del proceso
de estos productos para identificar |o puntos criticos y aplicar medidas correctivas.

Lic. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

En la planta de l&cteos de Zamorano se lleva un buen control de calidad de la leche cruda
gue ingresa como materia prima. Las pruebas que se realizan continuamente son las
sensoriales. acidez titulable, porcentgje de grasa, gravedad especifica, solidos totales y
solidos no grasos. Se redlizan también pruebas microbiolégicas para recuento de
mesofilos agrobios y coliformes totales.

La planta también cuenta con un plan basado en los principios de “Andlisis de Pdigros y
Puntos Criticos de Control” (HACCP, sigla en inglés), para las lineas de proceso de leche
pasteurizada y leche chocolate, o cua ayuda a mantener la inocuidad en este producto.
También, Romero (2000) realizé un estudio para € establecimiento de HACCP en los
productos de helado y yogur, determinando la pasteurizacion como e tnico punto critico
del procesamiento del helado y la pasteurizacion junto con e envasado como los puntos
criticos del procesamiento del yogur.

Ademas, se han realizado recuentos de mesofilos aerobios para otros productos
terminados como € efectuado en € afio 2000 en € cual los resultados mostraron que los
productos elaborados en la planta cumplian con las normas microbiol 0gicas establecidas
parae computo de mesifilos aerobios totales.

En diciembre del 2001 se redlizaron andlisis microbiologicos para en €l laboratorio de
microbiologia del “Centro de Evauacion de Alimentos’ (CEA) a productos terminados
elaborados en la planta de carnicos. Los productos analizados fueron mortadela, chorizo
espanol, jamon de cerdo, carne molida de res, salami y jamoén virginia. Los andlisis a cada
producto incluyeron computo de coliformes totales, computo de E. coli y computo de S.
aureus. Los resultados indicaron que los productos cumplian con las normas establecidas
excepto en € caso de la carne molida de res.

En otro andlisis realizado una semana posterior a de productos terminados por €l CEA, se
comprobd que algunos de los equipos de la planta de carnicos presentaban un nimero
elevado de coliformes totales y de mesofilos aerobios. También la sala de procesamiento,
sacrificio y e saon de ensefianza mostraron niveles arriba de lo aceptable



en e computo de mesofilos aerobios y coliformes totales; en especial € salon de
ensefianza debido al inadecuado disefio del techo por donde se puede dar € ingreso de
polvo. Esto va en detrimento de la calidad de los productos terminados ya que estan
expuestos a cantidades dtas de microorganismos.

En cuanto a la detecciébn de microorganismos patdgenos especificos en productos
terminados listos para e consumo, no se realiza un control rutinario en ninguna de las dos
plantas, lo cual dificulta conocer lainocuidad de dichos productosy aumenta el riesgo de
poner en & mercado un producto no apto parad consumo.

1.2 DEFINICION DEL PROBLEMA

La Zamoempresa de Lacteos y Carnicos no es solo un lugar de ensefianza préctica para
los alumnos de la Institucion. Es una empresa que busca un mejoramiento continuo de sus
productos para competir en un mercado mas amplio y alavez mas exigente. Sin embargo,
este cambio no solo implica optimizar los procesos de produccion sino que incluye
adoptar normas de control de calidad més edtrictas.

Las Plantas de Lacteos y Cérnicos trabgjan dentro de lo posible bgjo un sistema de
Buenas Practicas de Manufactura (BPM), pero para implementar un sistema HACCP se
requiere de un esfuerzo continuo que complemente las BPM y los Procedimientos
Esténdares de Operacion (PEO) que se estan gplicando.

A pesar de la gran diversidad de microorganismos capaces de causar “Enfermedades
Transmitidas por Alimentos’ (ETA), € presente estudio esta dirigido hacia la
investigacion y deteccion ce la presencia de tres géneros de bacterias en seis productos
elaborados en la planta de |acteos y carnicos de Zamorano.

1.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Es necesario contribuir a la gradual implementacion de sistemas de control de
calidad que garanticen la inocuidad de los alimentos elaborados en Zamorano en
beneficio dela salud del consumidor.

Determinar la presencia de estos patdgenos en los alimentos es de suma importancia
cuando estamos considerando la inocuidad como un factor que afecta la calidad de los
productos y que tiene serias implicaciones como riesgo para la salud humana. Sin
embargo, la deteccion de estos microorganismos por métodos tradicionales es muy
complicada ya que requiere de medios selectivos, gran cantidad de equipo de cristaleria,
se necesita un lugar adecuado para asegurar que las muestras y diluciones no se
contaminen y lo mas importante, requiere como minimo 5 dias para obtener los
resultados. Por tanto e método convenciona se convierte en un método ineficaz para las
empresas aimentarias que no pueden retener sus productos hasta que se obtengan los
resultados de los andlisis, especialmente s estos productos son perecederos.



Esta necesidad por identificar los microorganismos presentes en los alimentos ha llevado
a que grandes compafiias desarrollen métodos rapidos de deteccion para ser usados en la
industria de alimentos. Es asi, que ahora las técnicas basadas en inmunologia o en
biologia molecular como e de Ensayo Inmunosorbente de Enzima Ligada (ELISA, siglas
en inglés) y la Reaccion en cadena de Polimerasa (PCR, siglas en inglés) respectivamente,
son herramientas Utiles en @ control de calidad de los productos.

Segun Porta (1999), los métodos tradicionales para deteccion de microorganismos
patdgenos, especiadmente Salmonella, en condiciones normales de muestreo tienen 70%
de efectividad. Es decir, dan 30% de fal sos resultados negativos, mientras que las técnicas
de ELISA tienen una fiabilidad muy proxima a 100%, lo cua permite implementar un
programa de monitoreo y control estricto que facilita € uso de dos herramientas bésicas:
el andlisis estadistico y e método de diagndstico eficaz. Sin embargo, segin Gunther
(1990), se recomienda que todas las pruebas positivas de ELISA sean confirmadas
posteriormente mediante métodos de cultivo clésicos.

Escherichia coli 0157:H7, Salmonella y Listeria monocytogenes han sido asociados con
importantes brotes de ETA en Estados Unidos y en Latinoamérica. Por esta razon, el
estudio fue enfocado en estos tres géneros.

1.4LIMITANTESDEL ESTUDIO

Los métodos rapidos para deteccion de microorganismos patdgenos son mas
eficientes que los métodos tradicionales y son una herramienta de gran utilidad
cuando se implementa un sistema exigente de control de calidad. Sin embargo estas
pruebas son mas mstosas que los métodos convencionales. Por ello e numero de
andlisis que se realizé en € estudio fue reducido debido al limitado presupuesto
asignado. Esto también determiné a que solo se evalle la calidad final del producto
dejando de lado los analisis dentro del procesamiento, por tanto los resultados
obtenidos fueron muy generales pero serviran de base para futuras investigaciones

En caso de obtener resultados positivos en los andlisis con las pruebas de ELISA,
solo se podra hacer pruebas bioquimicas confirmatorias para Salmonellay para E.
coli. En el caso obtener resultados positivos de Listeria, no se podra hacer pruebas
confirmatorias ya que no se dispone de los medios de cultivo selectivos necesarios en
el CEA. Sin embargo, se recurrio a un laboratorio externo para confirmar por lo
menos una de las muestras positivas obtenidas

Ademas de los andlisis para la deteccion de los tres tipos de patdgenos por medio de
ELISA, se redizaron los andlisis de rutina tales como recuento total de mesofilos,
recuento de coliformes y recuento de hongos por medio de métodos tradicionales con €l
fin obtener una mejor evaluacion microbiolégica de los seis productos lécteos y seis
productos carnicos utilizados en € estudio.



1.5 0OBJETIVOS

15.1 Objetivo general

Evaduar la calidad microbiol égica de sais productos € aborados tanto en la planta de
l&cteos como en la planta de carnicos de Zamorano y determinar S estos productos

cumplen con las normas microbiol gicas establecidas en Honduras.

1.5.2 Objetivos especificos

Utilizar métodos répidos (Sistema Reveal®, Neogen) para detectar microorganismos
patogenos especificos como Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7 y Salmonella
pp. en los productos saleccionados para la investigacion.

Evaluar la caidad microbiolégica de los diferentes productos por medio de las
pruebas de computo total de mesofilos o psicréfilos aerobios, andlisis de
microorganismos indicadores como el computo de coliformes totales y computo de
mohosy levaduras.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 ENFERMEDADESTRANSMITIDASPOR ALIMENTOS
2.1.1 Definicién

Segun Miller (1998), ETA se llaman a aquellas enfermedades que se generan por €l
consumo de alimentos que contienen una cantidad suficiente de microorganismos
patogénicaos, 0 de sustoxinas, que afectan ala sdud del individuo.

Una intoxicacién se presenta cuando € microorganismo responsable se multiplica en el
alimento produciendo y liberando a medio una toxina que a ser ingerida produce la
enfermedad. En cambio, la infeccion se presenta cuando e microorganismo causal es
ingerido causando un proceso patolégico determinado requiriendo de un mayor tiempo
parala manifestacion de sintomas en d individuo.

La intoxicacién ocurre cuando las enterotoxinas producidas por € crecimiento de
microorganismos en el alimento, son ingeridas y afectan directamente a cuerpo humano.
Estas toxinas pueden ser termo lébiles como en e caso de la toxina producida por
Clostridium botulinum, o termo estables como en el caso de la producida por
Saphylococcus aureus (Miller, 1998).

Las infecciones pueden presentarse de tres maneras. Una ocurre cuando el
microorganismo ingerido penetra la mucosa intestinal y coloniza € tracto gastrointestinal

produciendo un efecto negativo en e cuerpo humano; este tipo de patdégenos pertenecen a
género de la Salmonella, Shigella, y algunas cepas enteropatogénicas de Escherchia coli.
Otra forma de infeccion es cuando € microorganismo vigja del tracto gastrointestinal

hacia otros tejidos del cuerpo, por gemplo la Trichinella spiralis que ataca el tejido
muscular. El Udltimo tipo de infeccion ocurre cuando se liberan toxinas en el tracto
intestinal debido a la multiplicacion del microorganismo ingerido; este tipo de infeccién
es causado por Vibrio cholerae, Clostridium perfringens algunas cepas enterotoxigénicas
de Escherichia coli.

Las ETA son producidas por bacterias, virus, hongos y parasitos. Entre las principales
bacterias responsables de estas alteraciones estén: Saphylococcus aureus, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, distintas especies de Salmonella, Bacillus cereus,
Vibrio parahaemolitycus, Vibrio cholerae, especies del género Shigella, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Compylobacter spp (Marth, 1986)
(Anexo 1).



2.1.2 Problemas actualesrelacionados con lasETA

Segin Kaferstein et al. (1999), las ETA son causadas por un amplio rango de
microorganismos y la severidad de estas enfermedades puede variar desde un simple
malestar hasta una enfermedad cronica con tratamiento de por vida. Esto representa un
serio problema ya que su verdadera incidencia en la salud publica y sus consecuencias
econdmicas no son completamente apreciadas debido a que sdlo un pequefio porcentagje de
casos son reportados a los centros de salud y de ellos, un pequefio grupo de casos son
investigados. En los paises desarrollados menos del 10% de los casos son reportados, sin
embargo este porcentaje esta aumentando; mientras que en los paises en desarrollo €l

ndmero de casos reportados no llega a 1%.

Segln la Organizacion Panamericana de la Salud, desde e afio 98 hasta € 2001 se
produjeron en Latinoamérica 1,891 brotes que afectaron a 64,248 personas, de los cuales
68 personas fallecieron. Los aimentos principales relacionados con estos brotes fueron €
agua, las carnes rojas, pescados, lacteos, huevos y hortalizas, de los cuaes los lécteos
produjeron € 38.71% de las muertes. Ademés, de todos los agentes etioldgicos, las
bacterias causaron € 66.44% de | os brotes de estas enfermedades (Anexo 2).

Miller (1998) sostiene que los paises industrializados también han experimentado un
aumento en el nimero de epidemias provocadas por estos microorganismos y algunas de
las razones de este aumento pueden ser:
- Mejores métodos de deteccion e identificacion han contribuido a aumentar el nimero
de casos reportados.
El estilo de vida puede estar incidiendo sobre el nimero de casos presentados debido a
que la gente come mas fuera de casa, esta constantemente vigjando, y consume con
més frecuencia platos exdticos.
A medida que la gente se algja del conocimiento del manejo correcto de |os alimentos,
ellos desarrallan técnicas incorrectas ddd mangjo de los mismos.
Las tendencias alimenticias de consumir alimentos provenientes de restaurantes, y en
forma preparada y refrigerada, implica que e aimento debe ser manipulado por mas
personas antes de que llegue a consumidor final. Esto aumenta e riesgo de
contaminacion del alimento ya sea por una manipulacién incorrecta del mismo o por
un inadecuado mang o de latemperatura.
Muchos productos nuevos son disefiados para que € consumidor los conozca como
alimentos sin aditivos. Estos pueden ser pasteurizados y amacenados bajo atmosfera
controlada. Pero si ellos no son bien manejados en algun punto. Esporas termo
resi stentes pueden sobrevivir y proliferarse y producir enfermedades.
Los microorganismos estédn desarrollando cepas resistente a antibidticos lo cual
contribuya al incremento de incidencias de estos patégenosy dificulta el control de los
mismos.

Enfermedades como la Listeriosis y Toxiplasmosis son particularmente peligrosas durante
el embarazo ya que pueden ser fatales para € feto o causar severas deformaciones a
mismo. Kaferstein et al, (1999) sostienen que estos nifios corren un riesgo congenital
cerebral y dafios oculares muy severos. Estas enfermedades pueden producir dafios



cronicos como desorden del sistema inmunoldgico, enfermedades cardiovasculares,
desordenes en d sitemarend eincluso la posibilidad de cancer.

En paises en desarrollo una de las principales implicaciones que tienen las ETA es €
efecto en e estatus nutricional de infantes y nifios. Las diarreas ocasionadas por estos
microorganismos pueden conducir a la desnutricion que en casos severos provoca un
deterioro del sistema inmune o debilitamiento del cuerpo para resistir atague futuros de
diarreas y otras enfermedades infecciosas. Muchos de estos nifios no pueden resistir al
circulo vicioso creado entre lainfeccion y manutricion.

El problema de alimentos contaminados, a igua que € crecimiento de microorganismos
patdgenos es fuertemente agravado por la fata de conocimiento acerca de las medidas
basicas de alimentos seguros, mala coccién de los aimentos e inadecuadas condiciones de
amacenamiento. Ademas, e répido incremento poblacional combinado con la
migraciones masivas a las areas urbanas, han llevado a la formacion de centros urbanos de
ata densidad poblacional en muchos paises. Este incremento en la poblacion urbana ha
ocurrido més rgpido que el desarrollo de infraestructura relacionada a la salud, incluyendo
la sanidad bésica, e inevitablemente ha llevado a un incremento del riesgo en cuanto a
contaminacion delosdimentosy agua (Kaferstein et al., 1999).

2.2 DESCRIPCION DE LOS MICROORGANISMOS EVALUADOS EN EL
ESTUDIO

2.2.1 Escherichia coli

Es un bacilo gram-negativo, residente del intestino de animales de sangre caliente. Por
mucho tiempo se utilizé a este microorganismo como un indicador de la sanidad de los
alimentos, pero luego se descubrid la existencia de cepas capaces de causar enfermedades
entéricas. En efecto, este tipo de E. coli, es ahora conocida como e agente etiolégico
causal de diarrea y enfermedades gastrointestinales en paises en desarrollo y en otras
areas con pobres condiciones sanitarias (Miller, 1998).

Algunos serotipos de E. coli pueden sobrevivir a periodos prolongados de
refrigeracion pero son muy sensibles a inactivacion por calor. La refrigeracion de
carnes precocidas se ha identificado como un a forma de mango eficiente para
reducir € riesgo deinfeccion por este microor ganismo.

Seguin Miller (1998), los sintomas varian significativamente y dependen del tipo de E. coli
patogénico. Cuatro tipos han sdo identificados:

E. coli enteropatogénicas (EPEC) causan un repentino ataque con severos calambres
abdominaes, postracion de lapersonay  diarrea sanguinolenta.

E. coli enterotoxigénicas (ETEC) produce toxinas que causan de una leve a severa
diarrea con profunda deshidratacion y conmocién sin fiebre. Ciertas toxinas termo-
|abiles y termo-estables pueden ser encontradas en este tipo.



E. coli enteroinvasiva (EIEC) penetra € epitelio y causa fiebre, escalofrio, dolor de
cabeza, dolores musculares, calambres abdomindes, y unadiarrea pdiday profusa

E. coli enterohemorragica (EHEC) causa cambios en el colon, similares alos de colitis.
La verocitotoxina es € agente causal y resulta en una diarrea sanguinolenta y severos
dolores abdominales. En agunos casos puede producir € Sindrome hemolitico

urémico. Puede presentarse vomito y € sindrome usualmente demora siete dias en

adultos pero es mas largo en nifios. Sin embargo la toxina puede crear una situacién de
tratamiento de por vida (Miller, 1998).

Seguin Notermans y Mead (1999) de todos los serotipos de E. coli capaces de producir la
verocitotoxinael méas importante esd E. coli O157:H7 € cua se puede encontrar en una
gran cantidad de alimentos especialmente en carnes de res con coccion incompleta, leche
Y jugos no pasteurizados, salami, lechuga, yogur, emparedados, agua entre otros.

Los sintomas iniciales causados por E. coli O157:H7 generamente ocurren uno o dos
dias después de ingerir e alimento contaminado. Estos comienzan con una leve diarrea
sin sangre que puede ser seguida de moderados dolores abdominales y una leve fiebre. La
diarrea incrementa en intensidad durante las siguientes 24 a 48 horas y pasa a una fase de
diarreas sanguinolentas acompafiado de severos dolores abdominales y deshidratacion por
un periodo de 4 a 10 dias. El sindrome hemolitico urémico se puede presentar
aproximadamente una semana después de los sintomas gastrointestinales y sus sintomas
caracteristicos son la destruccién de glébulos rojos en la sangre (anemia hemolitica
angiopética), disminuciéon del contenido de plaquetas en la sangre (trombocitopenia),
perdida de la formacion de orina (oligo-anurid), y una falla renal aguda (Buchanan y
Doyle, 1997).

Se estén desarrollando nuevos medios de cultivo para aidlar E. coli O157:H7 y estos
medios incluyen sales de bilis y antibidticos para proveer selectividad a medio. Los
métodos usuales no son eficientes para aidlar este serotipo ya que tiene un crecimiento
pobre a44°C (Notermansy Mead, 1999).

2.2.2 Listeria monocytogenes

Es un bacilo Gram-positivo no esporulado. La Listeria monocytogenes es una bacteria
teltrica, muy extendida en € ambiente. Es muy resistente a medio exterior, pudiendo
sobrevivir varios afios a 4°C. Es huésped de seres vivos, encontrandose de 5 a 30% en €
intestino de los animales y humanos. También, se encuentra en los peces y los
invertebrados.

La L. monocytogenes es una bacteria que se desarrolla bien entre —2.5y los 4°C. La
congelacion (-15°C) no la destruye pero si detiene su crecimiento. Es resistente a medios
&cidos por lo que su crecimiento puede darse a pH bajo. Tiene también ciertaresistencia a
los nitritos, pero puede ser destruida con la pasteurizacion. Es aero-anaerobia facultativa
(Marth, 1986).



Es & agente causante de la Listeriosis, enfermedad comuan en € hombre y en numerosas
especies animales. Es responsable de producir abortos, septicemias y meningitis. La
infeccién se produce esencialmente por via digestiva. Las personas més sensibles son las
mujeres embarazadas, |os recién nacidos, las personas de edad avanzada y 1os que hayan
tenido una disminucion de sus defensas inmunoldgicas como los enfermos de cancer,
leucemia, diabetesy ciertas enfermedades rendes.

Todos los aimentos son potencialmente sospechosos. Particularmente, los vegetales
crudos, las carnes rojas, pescado, salsas, leche entera, leche con chocolate, quesos blandos,
quesos fermentados, productos |acteos que no han recibido un proceso de pasteurizacion y
todos |os dimentos que se comercidizan listos para consumir.

Esta muy bien establecido que cualquier producto fresco de origen animal o vegetal puede
albergar un nimero variable de L. monocytogenes. La prevalencia de este organismo en
leche y productos lacteos ha recibido atencion debido a brotes epidémicos. En un estudio
realizado en Holanda en 1988, 4.6% de 829 muestras de queso blando elaborados a partir
de leche cruda fueron positivas para Listeria monocytogenes (Jay, 2000).

L. monocytogenes es muy importante en alimentos congelados listos para consumir, por
esta razon se ha buscado métodos para identificar y aislar este microorganismo. Su
aislamiento es particularmente dificil en el caso de alimentos que tienen una ata
contaminacion con otros microorganismos 1o que usualmente lleva a una inadecuada
siembra de este patdgeno. Uno de los métodos més cortos incluye la incubacion en un
cultivo enriquecido con nutrientes por mas de seis meses a cuatro grados centigrados para
promover el crecimiento de Listeria a expensas de microorganismos competidores. Sin
embargo este sistema es demasiado lento para ser incorporado como un método de
andlisis rutinario para alimentos. Hoy en dia varios medios conteniendo agentes selectivos
como é&cido nalidixico y acriflavina permiten a cultivo ser incubado a altas temperaturas
por periodos mucho més cortos. La selectividad de estos medios puede ser favorecida por
subcultivos dentro de un segundo medio enriquecido (Notermansy Mead, 1999).

2.2.3 Salmonella spp.

Es un bacilo gram negativo, no esporulado, generalmente movil debido a los flagelos
periféricos, aunque pueden exidtir cepas inmoviles.

La temperatura Optima de crecimiento en condiciones experimentales es de 37°C. El pH
del substrato, asi como € tiempo de incubacion, influyen en la temperatura de crecimiento,
éstas se dan aun pH de 7 a8 (Marth, 1986).

El mayor reservorio de esta bacteria, es €l tracto intestinal de los animales. La Salmonella
puede permanecer en muchos alimentos debido a su simple requerimiento nutricional y a
la gran habilidad para crecer en condiciones aerébicas y anaerdbicas. Sin embargo este
microorganismo tiene un amplio rango de pH y temperatura ala cud pude sobrevivir.

Los alimentos asociados con esta bacteria son: carnes crudas, leche y productos |acteos,
pescado, camarones, aves de corral, huevos, ensaladas, coco, cacao, chocolate. Otros
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alimentos relacionados con este patdgeno son: ensaladas, sandwiches, bocaditos de carne
y sasas recdentadas.

Salmonella es encontrado en una gran variedad de productos carnicos debido a la
contaminacion cruzada que se puede dar por la inadecuada desinfeccion de los equipos y
utenslios utilizados en el proceso de estos productos (Miller, 1998).

La enfermedad causada por esta bacteria se llama Salmonellosis, pero existen tres tipos de
esta enfermedad:

Fiebre entérica. El ggemplo clasico eslafiebre Tifoidea. El periodo de incubacion es
de 7 a 14 dias. La sintomatologia comienza con malestar, anorexia y dolor de cabeza,
seguido por una fiebre que paulatinamente va subiendo hasta alcanzar los 40°C. El

pulso se hace mas lento a medida que la fiebre aumenta produciéndose con frecuencia
hemorragias nasales.

Durante la primera semana existe un estado de postracion del enfermo, acompafiado a
veces de diarrea aunque es més comun € estrefiimiento. En las primeras dos semanas
es también comun la aparicion de manchas rosaceas en la piel y la temperatura dta se
mantiene. En casos graves @ paciente entraen un estado de delirio.

En algunos casos la Salmonella permanece en los tejidos del hospedador después de la
recuperacion constituyéndose en portador. El 3% de los casos eliminan S. typhi por las
heces durante mas de un afo después de la recuperacion. El estado de portador es
menos frecuente con S, paratyphi y su duracién es mucho mas corta (Marth, 1986).

Gastroenteritis. Este tipo de Salmonellosis tiene un periodo de incubacion de 3 a 72
horas después de la ingestion del producto contaminado. Los sintomas de esta
enfermedad son: nauseas, vomito, dolores abdominales y diarreas que normamente
aparecen de forma repentina. Estos sintomas suelen ir precedidos de dolor de cabezay
escalofrios. Otros sintomas relacionados con esta enfermedad son: heces acuosas,
verdosas y de olor insoportable, postracion, debilidad muscular, desfallecimientos,
fiebre moderada, intranquilidad, crispacion y somnolencia (Marth, 1986).

Septicemia. Se caracteriza por fiebre alta remitente y por las presencia de los
microorganismos en la sangre. Con este tipo de enfermedad los patdgenos se puede
localizar en cuaquier tgjido del cuerpo produciendo abscesos localizados en las
regiones pélvicay perineal, colecigtitis, pielonefritis, endocarditis, meningitis, artritis
y neumonia. Uno de los microorganismos mas encontrados en este tipo de enfermedad
es S. choleraesuisLamortalidad en este tipo de Salmonellosis es del 5 a 20% (Miller,
1998).
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2.3 ANALISISY CONTROL DE ALIMENTOS

2.3.1 Generalidades del Sistema de Andlisis de Peligros 'y Puntos Criticos de Control
(HACCP)

El HACCP entr6 en d &readelainocuidad de dlimentos d ser desarrollada de manera
conjunta entre la Administracion parala Aeronauticay € Espacio (NASA), laboratorios
del Ejército de los Estados Unidos y la Compafia Pillsbury quienes acomienzos de los
ahos 70, iniciaron su aplicacion en la produccién de aimentos con requerimientos de
“cero defectos’ destinados alos programas espaciales de laNASA. En 1971 d ssema
fue oficiamente presentado durante la primera Conferencia Naciona de Proteccion de

Alimentos en Estados Unidos (Pearson y Dutson, 1996).

El sistema HACCP es una filosofia cuyo objetivo principal es garantizar la inocuidad de
los alimentos para el ser humano. Se diferencia de los métodos cléasicos que en lugar de
simplemente corregir los problemas después de su ocurrencia, HACCP los anticipa
procurando evitar su incidencia en la medida de lo posible, 0 manteniendo € peligro
dentro de pardmetros aceptables para la salud del consumidor. Por tanto HACCP es un
Sistema preventivo mientras que los otros son correctivos (Corlett, 1998).

La informacién sobre las caracteristicas de crecimiento y sobrevivencia de los
microorganismos patégenos son de muchisima importancia para € establecimiento de los
puntos criticos de control o para € disefio de la linea de proceso para un producto
dimenticio seguro.

Los métodos répidos para deteccion de patdgenos son muy utilizados dentro de HACCP
especialmente en el desarrollo de informacion para una apropiada evaluacion del riesgo,
para evaluar desviaciones y hace correcciones y en la verificacion de los procesos
incluyendo chequeo del producto, determinando efectos de cambio y monitoreando a los
proveedores. Ademas, estos métodos son usados indirectamente para determinar los
puntos criticos de control y pueden ser utilizados en la evaluacion de la eficacia de la
limpieza (Fung, 1995).

En Estados Unidos, € Servicio de Alimentos Seguros e Inspeccion (FSIS, siglaen inglés)
esta continuamente proveyendo sistemas mejorados que ayuden a garantizar la inocuidad
de los alimentos. El primer paso importante para alcanzar esta meta se logro en julio de
1996 con la publicacion del registro federal de la regulacion final para la reduccion de
patogenos y sistemas HACCP. Esta regulacion requiere que las plantas implementen
sistemas de control basados en procesos cientificos como un medio de prevenir riesgos,



establecer estandares para la inocuidad del aimento, y establecer programas de
evaluacion gque aseguren € cumplimiento de esos estandares. Bajo HACCP, las plantas
identifican y evallan los peligros sobre la seguridad del alimento que podrian afectar sus
productos y establecen controles necesarios para prevenir esos peligros o para
mantenerlos dentro de limites aceptables.

2.3.2 Generalidades de los métodos microbiol 6gicos par a anélisis de alimentos

Generalmente, la cantidad exacta de microorganismos presentes en un aimento
contaminado es desconocida, y € nimero de organismos detectables dependera de las
caracteristicas del método utilizado. La mayoria de los métodos analiticos utilizados para
la deteccion de microorganismos en alimentos estan basados en es uso de cultivos
selectivos. La selectividad es obtenida por bs agentes quimicos que son adicionados al
medio de aislamiento y por las condiciones apropiadas para dicho cultivo (incubacion,
temperatura, atmosfera). Estos factores permiten el crecimiento del organismo estudiado y
al mismo tiempo suprime el crecimiento de otros. Pero, no todos |os microorganiSmos
indeseados en ese cultivo son inhibidos y alguno de ellos puede afectar las reacciones
tipicas del organismo que estamos estudiando. Por esta razon son muy necesarias las
pruebas confirmatorias (Notermansy Mead, 1999).

2.3.2.1 Exactitud de los métodos microbiolégicos. La exactitud de un método envuelve
los Sguientes aspectos.

Recuperacion del microorganismo requerido. El estado fisioldgico de una bacteria en
el aimento puede variar desde un microorganismo completamente viable hasta uno
muerto, incluyendo organismos lesionados (incapaces de crecer en e cultivo) e
incluso organismos viables pero no cultivables en medios convencionales. La
proporcién de microorganismos recuperados en un medio puede ser muy diferente
para una poblacion lesionada en comparacion con la recuperacion de una poblacién
cuyas células son mayormente viables. Por tanto la forma més directa de evaluar la
recuperacion que tiene un medio es a través del andlisis de una 0 méas suspensiores
puras del organismo para el cual se utiliza dicho medio. Algunos tipos importantes de
lesion pueden ser inducidos para imitar el estado fisiologico de los microorganismos
en e aimento. Estas lesiones dependen del tipo de alimento e incluye dafios causados
por calentamiento, secado, acidificacion entre otros.

Capacidad inhibidora. La deteccién especifica de ciertos microorganismos usual mente
depende de las condiciones selectivas y de las sustancias inhibidoras incorporadas al
medio de adamiento. La capacidad inhibidora esta dirigida hacia los
microorganismos indeseables en ese cultivo y esto no deberia tener un efecto adverso
sobre e organismo buscado.
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Sensibilidad y especificidad. La sensibilidad de un método puede ser definida como la
proporcion del microorganismo de interés que puede desarrollarse bago las
condiciones del método y dar reacciones caracteristicas del mismo. La especificidad es
reflgjada en la proporcion de organismos no deseables que dan una reaccion. Se debe
seleccionar métodos con alta sensibilidad y especificidad. Si 1a especificidad es baja
las pruebas confirmatorias se vueven esenciales (Notermansy Mead, 1999).

2.3.2.2 Precison de los métodos microbiolégicos. Los principios generales para
determinar la precision de los métodos microbiol 6gicos estan dados por dos parametros
importantes:

Repetibilidad. Es definida como la aproximacion entre los resultados obtenidos por €
mismo método y usando materia idéntico dentro del mismo laboratorio y realizado
por lamisma personay con € mismo equipo.

Reproducibilidad. Es definida como la aproximacion entre los resultados obtenidos
con e mismo método en material idéntico, pero en diferentes laboratorios y realizados
por diferentes personas usando su propio equipo (Notermansy Mead, 1999).

2.3.3 Métodos répidos para deteccion e identificacion de patdgenos

La necesidad de desarrollar métodos rapidos para deteccién, identificacion y enumeracion
de microorganismos en alimentos es cada vez mayor. Estos métodos ayudan a reducir €l
tiempo para la obtencion de resultados y son més faciles de redlizar, que la mayoria de
métodos tradicionales. Muchos métodos rapidos de deteccion e identificacion han sido
desarrollados y puestos en el mercado, mientras que los métodos para la enumeracién son
mas limitados.

La microbiologia clinica inici6 € uso de los métodos rapidos en los afios 60 y pero se
acelero su uso en los afos 70. Esto resultd en el desarrollo y comercializacion de kits y
sistemas de diagndstico los cuales hoy en dia son usadas como pruebas de rutina
Técnicas mas recientes como ELISA, sistema de PCR, pruebas de ADN/ARN han sido
estudiadas y aplicadas a una gran variada de pruebas microbiol 6gicas.

La microbiologia de alimentos empezo su desarrollo 10 afios después de la clinica pero en
los afios 90 estuvo a pocos pasos de ésta y se presume que pronto la microbiologia de
alimentos estard a la par de la clinica debido a los grandes esfuerzos de los paises
indugtrializados por utilizar estas tecnologias en laindugtria de dimentos (Fung, 1995).

Los méodos inmunolégicos para deteccion de patdgenos estén basados en la formacion
de anticuerpos los cuales son sustancias complejas formadas por € contacto con un
material foraneo llamado antigeno. El desarrollo de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra especificas fracciones antigénicas del microorganismo o su toxina han permitido la
aplicacion de varias técnicas in € campo de la microbiologia de alimentos. Estos tipos de
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reacciones inmunol6gicas usados en andlisis microbiol 6gicos incluyen: immuno-difusion,
aglutinacion, immunofluorescencia, inmuno ensayos de enzima (EIA, sigla en inglés) y
ELISA (Giese, 1995).

El método de ELISA méas conocido es € de “sandwich” (porgue € antigeno queda
atrapado entre dos moléculas de anticuerpo) es uno de los métodos mas usados. Los
anticuerpos pueden tener la misma especificidad o pueden estar dirigidos a diferentes
sitios antigénicos en e microorganismo. La presencia del microorganismo en la muestra
analizada produce una reaccion antigeno-anticuerpo, que es visuadizada a través del
cambio de color producido por la enzima ligada a anticuerpo la cua es liberada a
producirse dicha reaccion (Giense, 1995).



3. MATERIALESY METODOS

3.1 RECURSOSTECNICOS
3.1.1 Ubicacién dd estudio

El estudio se rediz6 con € objeto de evaluar la condicién microbiolégica de seis
productos perteneciente a las plantas de lacteos y carnicos de la zamoempresa ZELACA
en e Zamorano (vale del Yeguare, Honduras). Los andlisis de estos productos se llevaron
acabo en d laboratorio de microbiologiadel CEA en Zamorano.

3.1.2 Condicionesy equipamiento del laboratorio

Este laboratorio se encuentra a poca distancia de las plantas de lacteos y carnicos, lo cua
facilité d tradado de las muestras.

Posee el equipo y los materides indispensables tales como:

Autodave
Bolsas estériles
Bdanza de precisiéon
Cdentador para bafio maria.
Camaradeflujo laminar
Equipo de cristderia extéil:

- Platos de Petri

- Pipetas

- Erlenmeyers

- Frascos de dilucién
Homogeneizador de muestras (“ Stomacher”)
Incubadoras
Medios de cultivo
Microscopio
Pinzas, cuchillosy cucharas etériles
Solucion diluyente (Buffer de fosfato 0 agua peptonada a 0.1 %)
Termdmetros
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3.2 PRODUCTOSEVALUADOS

Para la evaluacion microbiol6gica se escogieron seis productos pertenecientes a cada una
de las plantas mencionadas. La eleccion de estos productos se realizd consultando a los
gerentes de cada planta quienes propusieron los productos sobre los cuaes ellos tenian
mayor interés.

El estudio se dividio en dos etapas, |as cuales fueron asignadas a cada una de las plantas.
Laprimeraseredizo en la planta de Lacteos y la segunda en la planta de Carnicos.

Los productos a ser evauados fueron los siguientes:

Etapall Etapall

L acteos: Cérnicos.
L eche pasteurizada - Jamdn Virginia
Leche chocolate - Jamdn de cerdo
Helados - Sdami imperid
Cremaécida - Mortadela
Queso Cabaria - Chorizo espafiol
Queso Crema - Hot-dog

Las variables que se evaluaron en cada uno de estos productos fueron:
- Presenciade E. coli O157:H7.

Presencia de Listeria spp.

Presencia de Salmonella spp.

UFC/ml 0 g de mesdfilos aerobios totales.

UFC/ml o g de coliformes totales.

UFC/ml o g de mohosy levaduras.

UFC/ml o g de psicréfilos.

3.3TOMA DE MUESTRAS

La muestra consistié en € producto terminado y empacado, listo para ser comercializado,
el cual fue obtenido del dltimo lote producido al momento de readizar € andlisis. Este
producto fue elegido d azar ddl total de unidades producidas en ese lote.

Cada producto seleccionado se analizd por un periodo de tres semanas. Al ser seis
productos por planta, se analizaron 18 muestras por planta resultando un total de 36
muestras entre ambas plantas.

La muestra de cada producto fue recolectada e inmediatamente transportada a laboratorio
para ser mantenida en condiciones de refrigeracion a 4°C hasta e momento de efectuarse
e andissdd mismo.
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Los andlisis se reaizaron, dentro de las 24 horas después de recolectar la muestra. La
muestra de cada producto se recolectd y analizé semanalmente dando como resultado seis
muestras andizadas por semana

La planta de l4cteos trabaja utilizando un sistema calendarizado y continuo de produccion,
lo cua facilitod la toma de muestras durante la semana. En cambio, la planta de carnicos
trabgja en base a pedidos por lo tanto las semanas de muestreo no fueron consecutivas ya
gue los productos no estuvieron disponibles semanalmente. Los andlisis se realizaron con
una semana de por medio para tener disponibilidad de productos.

34METODOLOGIASMICROBIOLOGICASUTILIZADAS
3.4.1 Méodos répidos de Ensayo | nmunosor bente de Enzima Ligada (EL1SA)

Los métodos répidos basados en la técnica de ELISA fueron utilizados para detectar los
microorganismos patdgenos descritos anteriormente. Para la realizacion de los andlisis se
siguieron las instrucciones proporcionadas en el manual para el usuario proporcionada por
la compafiia productora de dichas pruebas.

Para la deteccion de microorganismos patogenos se utilizo:

- Dos cajas completas de Pruebas de ELISA tipo Reveal® para Listeria monocytogenes,
con 20 pruebas cada uno. A
Dos cagjas completas de Pruebas de ELISA tipo Revea® para Salmonella, con 20
pruebas cada uno. )
Dos cajas completas de Pruebas de ELISA tipo Revea® para E. coli O157:H7 con 20
pruebas cada uno.
Sistema API 20E (la cual consiste en las pruebas bioquimicas para identificacion de
enterobacterias).

Las pruebas de ELISA utilizadas en el estudio pertenecen al sistema Reveal® de la casa
comercid Neogen, cuyo distribuidor oficia en Honduras es €l Laboratorio Agrobiotek.

El método de ELISA es especifico para €l patdgeno que se investiga, por tanto cada cgja
contiene los cultivos selectivos apropiados para asegurar € crecimiento del patégeno en
caso de que éste se encuentre presente en la muestra (Anexo 3).

El sistema viene equipado con un dispositivo especial para detectar la presencia o
ausencia del microorganismo investigado. Una muestra del cultivo enriquecido se coloca
en e puerto redondo del dispositivo de deteccion. El inéculo se difunde a través de la
membrana hacia una zona de reaccion que contiene anticuerpos del  microorganismo
especifico marcados con oro coloidal (para E. coli y Salmonella) o con latex azul (para
Listeria). Cada bacteria forma un complejo con los anticuerpos marcados y migra a través
del dispositivo hasta encontrar una segunda linea de anticuerpos especificos para €l
mismo microorganismo. Cuando esto ocurre, una linea aparece en la ventana de |a prueba
(zona T) debido a la concentracion de oro ligado en esta zona. También, se debe
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desarrollar una linea de control la cua asegura que la prueba esta trabajando
correctamente, siendo equivalente a un control positivo incorporado. Los procedimientos
para cada uno de |os microorganismos estan descritos en los anexos 4, 5y 6.

3.4.2 Computos estandar es en placa

Los recuentos de mestfilos aerobios totales, coliformes totales, hongos y psicréfilos
fueron redlizados de acuerdo a los métodos tradicionales seleccionandose la técnica de
“Pour Plate’ (Vaciado en placa), descrito en el Compendio de métodos para € andlisis
microbiol égico de dimentos (Vanderzant y Splittstoesser, 1992), (Anexo 7).

L os recuentos microbiol 6gicos fueron comparados con las normas fijadas por la Division
de Control de Alimentos del Minigterio de Salud Pablica de Honduras (Anexo 8).

Los medios de cultivo utilizados en d andisis fueron:
Agar Méodos Estandar
Agar Papa Dextrosa
Agar VidetaRojo Bilis

3.4.3 Investigacion y aisamiento de E. coli en muestras positivas por prueba rapida
del sistema Reveal®

Para el aidamiento de E. coli se recomienda utilizar e método del NUmero Mas Probable
(NMP) descrito por Ratto (1982), hasta la etapa de identificacion (Anexo 9). Para la
confirmacion de E. coli O157:H7 se debe hacer uso de antisueros especificos. En € caso
de tener un aislamiento e identificacion de E. coli se acudiria a un laboratorio externo para
redizar serologia

Los medio de cultivo utilizados en este método son:
Caldo Verde Brillante
Agar EosnaAzul de Metileno

3.4.4 Investigacion y aidamiento de Salmonella spp. en muestras positivas por
prueba rapida del sistema Reveal®

Seguin la metodologia descrita por Ratto (1982), se recomienda confirmar la presencia de
Salmonella spp. por medio de los métodos convencionales aislando la bacteria en cultivos
selectivos, identificandolo a través de pruebas bioquimicas, y confirmando el serotipo con
antisueros especificos (Anexo 10).

Los medios de cultivo utilizados en este método son:
Caldo lactosado (pre-enriquecimiento no sdectivo)
Caldo Tetrationato (selectivo)

Cado Sdenito Cidtina (sdlectivo)
Agar Verde Brillante
Agar Salmonella-Shigella
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 PLANTA DE LACTEOS
4.1.1 Méodosréapidos de EL | SA para deteccion de patdégenos

Se redlizaron un total de 54 andlisis de pruebas rapidas a productos |acteos, repartidas en
18 pruebas para cada patégeno especifico, E coli O157:H7, Listeria spp. y Salmonella spp.
Cada uno de los seis productos fue investigado por la presencia de cada patdgeno en las
tres muestras analizadas. Los andlisis dieron 100% resultados negativos en cuanto a la
presenciade E. coli O157:H7 y Salmonella spp. en todos los productos evaluados (Cuadro
1).

Cuadro 1. Resultados de las pruebas de ELISA en productos lacteos.

Producto Lote E. Coli O157:H7 Listeria spp. Salmonella spp.

L. semi descremada 121101
L. chocolate 121101
Helado 141101
C. Acida 141101
Q. Crema 171101

Q. Cabaiia 171101 - - -
L. semi descremada 201101
L. chocolate 201101
Hedado 211101

C. Acida 211101 +

Q. Crema 211101
Q. Cabaiia 211101
L. semi descremada 290102
L. chocolate 290102
Helado 300102
C. Acida 290102
Q. Crema 290102
Q. Cabana 300102

No. total de andlisis 18 18 18

No. de muestras positivas 0 1 0

Por centaje de positividad (%) 0 5.55 0

Lote. Fechaen que seredizd d andiss delamuestra
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Por otro lado, en la deteccion de Listeria, una de las muestras de crema &cida
correspondiente a la segunda semana de andlisis (lote 211101) dio positivo, lo cua indicd
que existia la presencia de alguna especie de este género en el producto (Anexo 11). Sin
embargo, por razones explicadas en la seccion de materiales y métodos, este resultado no
pudo ser confirmado por medio de las pruebas bioquimicas, por tanto no se pudo conocer
el tipo de Listeria presente en este producto. Este resultado positivo representa el 5.55%
del total de pruebas para Listeria.

Se ha reportado que Listeria es capaz de crecer en un pH de 4.1 a 9.6 y a temperaturas
minimas de 0.5 a 3°C, por lo tanto su presencia dentro de un producto como la crema
acida puede deberse a esta caracteristica de la bacteria.

Seglin la corporacién Neogen, un resultado positivo con € sistema Reved® puede
obtenerse de cualquier especie de Listeria y no necesariamente de L. monocytogenes, que
es la Unica especie patogénica al humano. Sin embargo, un resultado positivo con este
método es indicativo que la sanidad o las précticas de manufactura deben modificarse
para reducir al méximo la probabilidad de que L. monocytogenes esté presente en el
dimento.

4.1.2 COmputos estandar es en placa para € conteo microbiol égico.

4.1.2.1 Leche semi descremada. Los resultados obtenidos tanto para mesofilos aerobios
como para coliformes totales, demostraron que la leche semi descremada de la planta
cumple con las rormas establecidas y que por tanto su calidad microbiologica es muy
buenay no representa un riesgo para la salud publica (Cuadro 2).

Para e computo de coliformes totales todos los resultados obtenidos mostraron una
cantidad menor a 10 UFC/ml, lo cual confirma que e control establecido para €l
procesamiento de este producto es eficiente. Esto también puede ser favorecido por €
diferente procesamiento que lleva la leche semi descremada ya que en su elaboracion, la
exposicion d ambiente es menor que en la elaboracion de otros productos.

Cuadro 2. CoOmputos estandares en placa paraleche semi descremada.

Mesofilos aerobios totales | Coliformes totales
Semanas Lote (UFC/ml) (UFC/ml)
VR: 50x10° VR: 30
1 121101 60x10 <10e
2 201101 53x10 <10e
3 290102 27x10° <10e
VR. Valor dereferencia segin Divisién de Control de Alimentos del Ministerio de Salud Pablica de Honduras.

e. Valor estimado.

4.1.2.2 Leche chocolate. EI computo de coliformes totales para la leche chocolate di6
resultados menores a 10 UFC/ml en todas las muestras analizadas, |o cual esta por debagjo
de la norma que permite hasta 30 UFC/ml (Cuadro 3).
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En cuanto a los resultados obtenidos del computo de mesofilos aerobios se encontré que
la muestra perteneciente a la tercera semana de andlisis (lote 290102) tenia una carga
microbiana levemente superior alo permitido. La explicacion para esta elevada carga no
se puede definir en base a estos resultados ya que los factores que influyen en la calidad
microbioldgica de un aliento son muchos y estan distribuidos a lo largo de la cadena de
produccion. Por lo tanto, a tener un resultado final en e producto microbiano solo nos
permite saber si e producto cumple o0 no, con las normas. Sin embargo se sugiere
considerar la calidad de ingredientes como la cocoa en polvo, ademéas de los PEOS y
BPM.

Cuadro 3. CoOmputos estandares en placa para leche chocolate.

Mesofilos aerobiostotales| Coliformestotales
Semanas L ote (UFC/ml) (UFC/ml)
VR: 10x10* VR: 30
1 121101 21x10 <10 e
2 201101 31x10° <10e
3 290102 24x10* <10e

4.1.2.3 Helado. Los andlisis de este producto tuvieron mayor variacion gque los anteriores
tanto parae computo de mesofilos aerobios como para coliformes totales.

La muestra perteneciente a la primera semana (lote 141101) cumplioé con todas las normas
establecidas, mientras que la muestra de la tercera semana (lote 300102) tuvo una carga
superior a la norma tanto en mesofilos aerobios como en coliformes totales lo cual
demuestra que el producto elaborado dentro de ese lote no cumplié con la calidad
microbiologica establecida por la division de control de alimentos. Por otro lado la
muestra de la segunda semana (lote 211101) tuvo una cantidad elevada de mesofilos
aerobios, pero una cantidad por debgjo de lo permitido de coliformes totales (Cuadro 4).
Egtas dos muestras reflgjan que hay puntos de control en el proceso que no se mangjaron
correctamente.

Cuadro 4. CoOmputos esténdares en placa para helado.

Mesofilos aerobiostotales| Coliformestotales
Semanas Lote (UFC/g) (UFClg)
VR: 50x10° VR: 100
1 141101 18x10 <10e
2 211101 12x10* <l0e
3 300102 13x10% 53x10




4.1.2.4 Crema acida. Para este producto se realizaron computos de coliformes totales y
hongos. La muestra perteneciente a la segunda semana (lote 211101) tuvo un nivel
superior a la norma tanto para coliformes totales como para hongos y fue la misma
muestra en la cual se obtuvo un resultado positivo para Listeria spp. No se puede
descartar que mientras mas elevado es el nUmero de microorganismos indicadores, mayor
es e riesgo potencid de que un microorganismo patdgeno esté presente en € dimento.

Las muestras de las semanas uno y tres también tuvieron un elevado nimero de hongos,
especialmente la muestra de la semana tres (lote 290102) que reportd 3400 UFC/g, siendo
lo permitido 100 UFC/g. (Cuadro 5). Se debe tener en consideracion que el pH bagjo del
producto favorece @ crecimiento de mohosy levaduras.

Cuadro 5. CoOmputos estandares en placa para crema &cida.

Coliformes totales Mohosy levaduras
Semanas Lote (UFCl/g) (UEC/g)
VR: 100 VR: 100
1 141101 <10e 26x10
2 211101 57x10 88x10
3 290102 <10e 34x10?

4.1.2.5 Queso crema. La cantidad de coliformes totales en este producto fue superior alo
permitido en todas las muestras analizadas ya que su valor excedio de 30 UFC/g. Por €
contrario, el computo de hongos, cuyo limite es 100 UFC/g, estuvo dentro de lo permitido
en todas las muestras evaluadas aunque la variabilidad en los resultados de cada muestra,
fue muy notoria (Cuadro 6).

La carga microbiana elevada en el computo de coliformes totales puede ser producto de
un proceso inadecuado, €l cual es afectado por el personal, por la inexperiencia de los
estudiantes que participaron en la elaboracion de este producto, o por € ma
funcionamiento o limpieza de algun equipo dentro del proceso.

Cuadro 6. CoOmputos estdndares en placa para queso crema.

Coliformes totales Mohosy levaduras
Semanas Lote (UFC/g) (UFC/g)
VR: 30 VR: 100
1 171101 20x10 60
2 211101 24x10 <10e
3 290102 55x10 20
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4.1.2.6. Queso cabafia. Los resultados obtenidos para este queso estuvieron dentro de lo
permitido tanto para el conteo de hongos como para € de microorganismos psicrofilos
excepto por la muestra de la tercera semana (lote 300102), que tuvo una carga elevada de
psicréfilos de 440 UFC/g siendo d méaximo permitido 100 UFC/g (Cuadro 7).

Cuadro 7. Computos estdndares en placa de queso cabaria.

comares | Lote M Oh‘ziﬁze;g;‘d“ras Psicréfilos (UFC/g)
VR: 10 VR: 100
1 171101 <10e <10e
2 211101 <10e <10e
3 300102 <10e 44x10

En general 1a mitad de las muestras tomadas en la planta de lacteos cumplieron con todas
las normas microbiolégicas establecidas; las tres muestras de leche pertenecen a este
grupo. Mientras que todas las muestras de crema acida'y queso crema tuvieron problemas
con aguno de sus computos 0 ambos.

El nimero elevado de mesofilos aerobios, psicrofilos y hongos estan relacionados con
contaminacion ambiental, mientras que los cdmputos de coliformes se asocian mas al

manipuleo 0 manejo del alimento en el proceso de elaboracion. Productos como el helado
y la crema &cida tienen un computo elevado de mesofilos aerobios y hongos
respectivamente por 1o que se puede presumir de una contaminacion ambiental posterior
al tratamiento térmico. Esta carga microbiana elevada en d helado puede deberse a la
incorporacion del aire durante el batido y en la crema écida ala exposicion del producto al
ambiente durante € tiempo que dcanza d pH requerido.

Segun los andlisis realizados por Romero (2000), € ambiente de la planta de lacteos, tanto
en € laboratorio como en la sala de procesamiento, es inadecuado (Anexo 12). Esto
aumenta € riesgo potencial de contaminacion de los productos especialmente de aquellos
que son expuestos d ambiente como en e caso de la eaboracion de crema éciday quesos.

El queso crema en cambio mostré una carga elevada de coliformes totales, por tanto se
puede presumir de un ma mangjo del producto a momento de su elaboracion ya sea
porque € tratamiento térmico no elimind los microorganismos 0 porgue éstos ingresaron
al aimento en una etapa posterior debido a manipuleo inadecuado de operadores o
estudiantes.

La concientizacion de los estudiantes en cuanto a la higiene y buenas practicas de
manufactura, tiene un efecto importante dentro de la calidad del producto. Debido a que la
participacion de los estudiantes en estos procesos es sumamente necesaria para la
formacion de los mismos, se debe programar talleres de capacitacion gque incentiven al
estudiante a poner en practicalos BPM y PEO.
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4.2 PLANTA DE CARNICOS
4.2.1 Méodosrépidos de EL | SA para deteccion de patbégenos

4.2.1.1 Deteccion de E. coli O157:H7. Las muestra de mortadela correspondiente a la
primera semana de andlisis (fecha 13/02/02) (Cuadro 8) fue la tnica en la cual se obtuvo
un resultado débil positivo con la prueba de ELISA reportandose como un falso positivo
ya que la banda formada por la muestra en el dispositivo fue casi imperceptible en la zona
de deteccion (zona t) pero fue muy notoria en la zona de control por tanto se descarta €l

hecho de que € dispositivo haya estado en mala condiciones.

4.2.1.2 Deteccion de Listeria spp. Se obtuvieron resultados positivos para Listeria en la
mayoria de los productos. El jamoén de cerdo fue el Unico producto que dio resultados
negativos enlas tres muestras andizadas (Cuadro 8).

Las muestras de mortadela y salami imperia analizadas e 13 y 14 de febrero
respectivamente, al igua que las muestras de jamén virginiay hot-dog analizadas el 26 de
febrero resultaron postivas. Del mismo modo, las tres muestras de Chorizo espariol
dieron resultados positivos para la deteccidn de este microorganismo con las pruebas de
ELISA del sistema Reveal® (Anexo 13). En resumen, estas pruebas positivas representan
un 39% del total de pruebas realizadas para la deteccion de Listeria.

Segun Jay (2000), en un estudio realizado en Estados Unidos por un periodo de 39 meses
se logré detectar L. monocytogenes en un 7.1% de 1,727 muestras de res cruda. También
se determino que un 2,8% de las carnes listas para consumir de 4,105 planta procesadoras
resultaron positivas para e microorganismo.

Esta considerable cantidad de pruebas positivas, independientemente de la especie de
Listeria a la que pertenezcan, deja entrever que la planta de Cérnicos de Zamorano tiene
problemas de contaminacion.

El vehiculo de ingreso de este microorganismo a la planta de procesamiento puede
cambiar en e tiempo debido a diferentes factores, entre ellos la estacién del afio, los
cambios en las corrientes de aire y la calidad del agua. Por lo genera las areas mas
susceptibles a la contaminacion con Listeria son los pisos, paredes, cielos rasos, canales,
trampas de basura, cubetas, pozos de agua especialmente en el drea de refrigeracion, areas
donde la materia prima y € producto terminado se cruzan, mangueras, cuchillos, y todas
las superficies que estan en contacto con € dimento.

4.2.1.3 Deteccion de Salmonella. El jamén Virginia analizado €l 12 de febrero del 2002
fue la tnica muestra que dio un resultado positivo para este microorganismo.



Cuadro 8. Resultados de las pruebas de ELISA en productos carnicos.

Producto | Fecha | E.Coli O157:H7 | Listeria spp. |  salmonella spp.
Jamén Virginia 12022002 - - +*
Jamon Cerdo 14022002 - - -
Mortadela 13022002 falso + * + -
Salami_Imperia 14022002 - + -
Chorizo Espariol 14022002 - + -
Hot - Dog 14022002 - - -
Jamon Virginia 26022002 - + -
Jamon Cerdo 26022002 - - -
Mortadela 26022002 - - -
Salami_Imperial 26022002 - - -
Chorizo Espariol 26022002 - + -
Hot - Dog 26022002 - + -
Jamon Virginia 13032002 - - -
Jamon Cerdo 13032002 - - -
Mortadela 13032002 - - -
Salami_Imperial 13032002 - - -
Chorizo Espafiol 13032002 - + -
Hot - Dg 13032002 - - -
No. total de andlisis 18 18 18
No. de muestras positivas 0 7 1
Por centaje de positividad (%) 0 39 5.55
* Salieron negativas en las pruebas bioquimicas de confirmacion APl E20

4.2.2 Computos estdndar es en placa para e conteo microbiol 6gico

Los limites permitidos para mesofilos aerobios en productos carnicos no han sido fijados
por €l Ministerio de Salud Publica de Honduras. En cambio, las normas para el nimero de
coliformes totales s esta establecido y debe ser menor a 100 UFC/g en cualquiera de estos
productos.

Sin embargo, se reaizo € conteo de mesofilos aerobios para poder analizar mejor la
condiciéon microbioldgica de estos productos y poder apreciar que tan variable es la
caidad del mismo en cuanto ainocuidad.

4.2.2.1 Jamén Virginia. La muestra de jamon virginia correspondiente al 12 de febrero
del 2002 fue la Unica muestra que tuvo un niimero elevado de coliformes totales (Cuadro
9) y fue la misma muestra que resultd positiva para la deteccién de Salmonella. Esto
demuestra que a medida que € nimero de microorganismos aumenta en e alimento €
riesgo de contaminacion con microorganiSmos patdgenos es también mayor.

En cuanto a la cantidad de mesofilos aerobios, esta muestra tuvo el conteo més ato
comparado con las otras dos muestras andlizadas, o cual indica nuevamente que la
cdidad microbiol6gica dd lote d que pertenece esta muestra no fue satisfactoria.
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Cuadro 9. Computos estandares en placa de jamon virginia.

Mesofilos aerobios totales| Coliformes totales
Semanas Lote (UFC/g) (UFClg)
VR: --- VR: 100
1 120202 48 x 10° e 11 x 10
2 260202 31x 10° 10
3 130302 15 x 10* 10

4.2.2.2 Jamon de cerdo. La muestra correspondiente al 14 de febrero del 2002 (primera
semana de andlisis) mostré un nivel elevado de coliformes totales, mientras que las
deméas muestras tuvieron un conteo inferior a 10 UFC/g. En cuanto a la cantidad de
mesofilos aerobios este producto resultd con el conteo mas alto en la segunda semanay su
conteo mas bgjo se encontré en la tercera semana. Este producto fue el Unico que dio
resultados negativos en todas las pruebas de deteccion de patdgenos (Cuadro 10).

Cuadro 10. Cémputos estandares en placa de jamon de cerdo.

Mesofilos aerobiostotales| Coliformes totales
Semanas Lote (UFC/g) (UFC/g)
VR: --- VR: 100
1 140202 49 x 10* 38x 10
2 260202 89 x 10* <10e
3 130302 12 x 10* <10e

4.2.2.3 Salami imperial. En la primera semana el conteo de coliformes fue superior alo
permitido. De la misma manera esta muestra fue la que tuvo e mayor nimero de
mesofilos aerobios y fue la que dio positiva para la deteccion de Listeria en las pruebas de
ELISA, lo cua indica que este producto no tenia la calidad microbiolégica adecuada
(Cuadro 11).

En cuanto a las dos muestras restantes, € nimero de coliformes totales estuvo dentro de
lo permitido notdndose un descenso en la tercera semana. De la misma forma el nimero
de mesofilos aerobios también fue disminuyendo de la primera a la tercera muestra en
forma progresiva.
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Cuadro 11. Cdmputos estdndares en placa de sdlami imperidl.

Mesofilos aerobios totales| Coliformes totales
Semanas Lote (UFC/g) (UFClg)
VR: --- VR: 100
1 140202 40 x 10%e 58 x 10
2 260202 13 x 10* 40
3 130302 81 x 10° <10e

4.2.2.4 Mortadela. Las muestras correspondientes a la primera 'y segunda semana (13 y
26 de febrero, respectivamente) mostraron cantidades superiores a las permitidas en
coliformes totales. Del mismo modo e nivel de mesdfilos aerobios fue mayor en la

primera semanay su nimero fue reduciéndose progresivamente en las siguientes semanas
(Cuadro 12).

La muestra de la primera semana ademas de ser la de mayor carga microbiana, dio un
resultado positivo para Listeria (sin tomar en cuenta el resultado reportado como falso
negativo para E. coli O157:H7 por las razones anteriormente expuestas). A pesar de que la
prueba no se llegd a confirmar, dicho resultado es indicativo de que la elaboracién de este

producto fue inadecuada y por tanto su flujo de proceso debe ser supervisado con mayor
detenimiento.

Cuadro 12. Cémputos estdndares en placa de mortaddla.

Mesofilos aerobios totales| Coliformes totales
Semanas Lote (UFC/g) (UFClg)
VR: --- VR: 100
1 130202 11 x 10* 19x 10
2 260202 96 x 10° 20 x 10
3 130302 55 x 10° <10e

4.2.25 Chorizo espaiol. Las tres muestras de este producto tuvieron cantidades
inferiores a limite establecido para coliformes totales, sin embargo todas dieron
resultados positivos para la identificacion de Listeria, por lo tanto existe €l riesgo de la
presencia de L. Monocytogenes, gque es patogénica a humano (cuadro 13). Esto indica,
que ha pesar de que se utiliza la determinacién de microorganismos indicadores como los
coliformes, los bgos niveles de étos, no excluyen la presencia de patdgenos especificos.

En cuanto a la cantidad de mesdtfilos aerobios, € nimero mas ato se obtuvo en la primera
muestray lareduccién fue progresivad igua que en los otros productos.
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Cuadro 13. Cémputos estandares en placa de chorizo espafiol.

Mesofilos aerobios totales| Coliformes totales
Semanas Lote (UFC/g) (UFClg)
VR: --- VR: 100
1 140202 57 x 10° 10
2 260202 21 x 10 <10e
3 130302 73x 10° 10

4.2.2.6 Hot-dog. La muestra de la primera semana (14 de febrero) fue la Unica en la que
se obtuvo un resultado ligeramente superior a limite permitido de 100 UFC/g. Mientras
gue el conteo de mesotfilos aerobios [levo e mismo patron de los productos anteriores. La
muestra de la segunda semana (26 de febrero) fue la que dio positiva para Listeria 'y no
fue precisamente la que contuvo la carga microbiana mas dta (Cuadro 14).

Cuadro 14. Cémputos estdndares en placa de hot-dog.

Mesofilos aerobios totales| Coliformes totales
Semanas Lote (UFC/9) (UFClg)
VR: --- VR: 100
1 140202 21 x 10° 11x 10
2 260202 26 x 10° <10e
3 130302 79 x 107 <10e

En términos generales, solo la mitad de los las muestras evaluadas cumplié con todas las
normas microbioldgicas. El resto de muestras tuvieron problemas ya sea con € computo
de placas o con la deteccidn de microorganismos patdgenos.

Para tener un pardmetro de comparacion, se complemento la norma del Ministerio de
Sdud con los limites utilizados en Espafia para productos carnicos de similar elaboracion.

Estos computos muestran una proporcion similar de cargas elevadas de mesofilos
aerobios y coliformes totales, reflgando también, la contaminacién ambiental y €l
inadecuado proceso que puede exigtir en la planta.

El ambiente de la sala de procesamiento y los equipos utilizados para la elaboracion de
estos productos también influyen sobre esta variabilidad en la carga microbiana. Uno de
los equipos mas propensos a contaminacion es el molino ya que por éste pasa toda la
materia prima carnica. En el andlisis realizado por el CEA a ambiente y equipos de la
planta de cérnicos, se obtuvieron cargas microbianas elevadas en e molino y en la mesa
de trabajo en lo que respecta a la sala de procesamiento. Del mismo modo, el ambiente de
edta sala también tenia una carga ligeramente e evada de mesofilos aerobios.
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La planta de carnicos tiene mayor riesgo de contaminacion ambiental en la saa de
procesamiento debido a acceso libre entre el rastro, la sala de desposte y la sala de
procesamiento. Ademés €l paso continuo de bandegjas desde € rastro hasta la sala de
proceso son agentes de contaminacion cruzada.

La ubicacién de las plantas dentro de Zamorano pueden favorecer en gran medida a la
contaminacion ambiental de la s mismas debido a la cercania de éstas con €l establo,
potreros y a la calle de tierra. También la planta de concentrados ubicada a frente de la
de l&cteos es una de las que més puede contribuir a la contaminacién ambiental debido a
la cantidad de polvo que se levanta de ésta.

El disefio de ambas plantas no son los adecuados debido a los diferentes accesos que
tienen las salas de procesamiento. Ademas, en la planta de carnicos, la puerta que separa
el sadn de ensefianza con la sala de procesamiento no esta cubierta de vidrio lo cud

permite € libre acceso de esporas.

El amacenamiento de materia prima y producto terminado es también otro factor que
influye en la calidad microbiolégica. Por gemplo, los recipientes de los condimentos
utilizados en productos carnicos no estan bien limpios.

Se debe cuidar la contaminacion cruzada dentro de las plantas y entre ellas, por tanto en la
planta de lacteos se deberia analizar las ventgjas de adquirir un cutter para la elaboracion
de ciertos quesos que requieren de ese equipo y que en la actualidad tiene que recurrir a

cutter de la planta de carnicos. También el almacenamiento de envases de productos
l&cteos en la bodega continua al corral del rastro representa un riesgo de contaminacion

muy fuerte.

Por ultimo, se debe considerar también que la presencia de estudiantes en las labores de
ambas plantas puede favorecer la variabilidad de las cargas microbianas dentro de los
productos. Esto puede deberse a la falta de experiencia del estudiante en la gecucién de
los procesos gue se llevan acabo en las plantas o por el desconocimiento de ellos acerca
delosBPM y SOP.

Junto con los computos microbianos también se realizaron controles de agua peptonada al
0.1% y controles de cada unos de los diferentes medios utilizados obteniéndose cero
crecimiento de bacterias 0 de hongos.

43 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE PATOGENOS QUE DIERON
RESULTADOSPOSITIVOSPOR ELISA

4.3.1 Planta de | acteos

No serealiz6 aislamiento e identificacion para E. coli O157:H7 y Salmonella ya que no se
obtuvieron positivos. En lo referente a Listeria positiva en la crema acida no se pudo
realizar estos andlisis debido a que € laboratorio de alimentos del CEA no cuenta con los
medios de cultivo selectivos 'y pruebas bioquimicas paraidentificacion.



4.3.2 Planta de car nicos

4.3.2.1 Aislamiento e identificacién de E. coli O157:H7. Para confirmar este resultado
obtenido en la mortadela se utilizo la técnica del “Numero més probable” (Anexo 9), sin
embargo no se pudo lograr € aisamiento del microorganismo ya que en el primer paso de
esta técnica, con €l medio Brilla (caldo verde brillante-bilis-lactosa) no hubo crecimiento
de ningun tipo de microorganismo y por tanto no se pudo efectuar € aislamiento en medio
EMB ni laidentificacion por medio de las pruebas bioquimicas AP 20E.

La no-deteccion del patégeno por medio de la técnica del Numero mas probable puede ser

explicada por dos razones:

- La cantidad de células del microorganismo era tan bagja en € aimento, que no se
encontrd dentro del fragmento de muestra utilizada (11g) para € NUmero mas
probable, pero si estuvo presente en la muestra utilizada para la prueba de ELISA.
Esto se debe a que las cdlulas del patdgeno no estdn completamente dispersas en €l
alimento ya que € crecimiento puede darse en un solo punto de la muestra. En
alimentos solidos por lo general € patdégeno queda atrapado en lugares especificos de
adimento (Anexo 14).

El patégeno en realidad no estuvo presente en €l aimento y la débil banda formada en
el dispositivo se debid a que €l dispositivo requeria mas tiempo del recomendado para
llegar atemperatura ambiente antes de ser utilizado.

La Corporacion Neogen asegura que la mayoria de los casos reportados como falsos
positivos en deteccion de E. coli O157:H7 y en Salmonella con las pruebas Revea®, en
realidad no son falsos positivos sino que las técnicas tradicionales son inadecuadas para
aidar € patégeno de interés. Para resolver este problema la misma casa ha desarrollado
una prueba confirmativa basada en esferas magnéticas las cuales son cubiertas con los
anticuerpos del patdégeno de interés. Estas esferas son mezcladas con una porcion de la
muestra enriquecida y todas las células de este microorganismo seran capturadas por esta
particula. Este método reduce notoriamente @ nimero de supuestos falsos positivos.

Hasta la fecha en Honduras no se ha reportado e aisamiento de E. coli O157:H7 en
ningun alimento, por lo que se reportaria € resultado como falso positivo 0 negativo. Es
importante recalcar que siempre se debe continuar con € monitoreo de este
microorganismo para descartar su presencia en los productos.

4.3.2.2 Aisamiento e identificacion de Listeria spp. La posibilidad de identificar la
especie de Listeria en un laboratorio externo se explord con la gerencia de la
zamoempresa de lacteos y carnicos a obtener 7 positivos de los 18 andlisis realizados
para este organismo. El costo dd andisis fue de L.400 por muestra.

Solamente la Ultima muestra analizada de chorizo espafiol que dio positivo en las pruebas
de ELISA se envi6 a un laboratorio externo (Laboratorio Agrobiotek) para ser aidada e
identificada. Este laboratorio reportdé e aiddamiento e identificaciéon de Listeria
monocytogenes.
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4.3.2.3 Aidamiento e identificacion de Salmonella spp. Se utilizd € método clasico
para aidar Salmonella siguiendo los tres pasos béasicos de enriquecimiento no selectivo,
enriquecimiento selectivo y siembraen placas de medios sdlectivos.

En las placas sembradas se encontraron dos colonias presuntivas de ser Salmonella, sin
embargo, a redizar las pruebas bioquimicas APl 20E |os microorganismos aislados e
identificados fueron Escherichia coli y Enterobacter cloacae. Esta Ultima bacteria ya fue
anteriormente aislada en un experimento realizado por Vaca (2001) a desarrollar un
nuevo producto e cual consistia en una salchicha elaborada a partir de carne de pavo
mecanicamente deshuesada

Debido a la complgiidad de las pruebas API, los resultados obtenidos estan
complementados con un rango de eficiencia de la prueba que va desde una idertificacion
regular hasta una excelente identificacion. En €l caso de los microorganismos aislados, las
pruebas resultaron ser excelentes identificaciones en ambos casos (Anexo 15).
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5. CONCLUSIONES

No se obtuvieron resultados positivos para E. coli O157:H7 y Salmonella spp. en ninguno
de los productos l&cteos y carnicos evaluados en € estudio.

Solamente una muestra de crema &cida resulto positiva para Listeria spp. Esta representa
el 6% dd total de muestras andlizadas en esta Planta.

En la planta de carnicos se obtuvieron siete muestras positivas para Listeria spp. Tres
fueron de chorizo espaiiol; las cuatro restantes fueron de mortadela, salami imperid,
jamon virginia y hot-dog. Estas muestras representan € 39% del total de pruebas para
Listeria redizadas alos productos carnicos

Se confirmo la presencia de Listeria monocytogenes en una muestra de chorizo espafiol
andizada por un laboratorio privado.

Segun los coOmputos esténdares realizados en la planta de lacteos se encontré que la leche
semi descremada y la leche chocolate cumplen con las normas microbiologicas
establecidas. Por € contrario, hay otros productos como la crema aciday € queso crema
gue no cumplen con las normes.

En los productos cérnicos, por lo menos una de las tres muestras de cada producto, no
cumplié con las normas microbiolégicas establecidas, reflgiando la fata de un control
microbiol égico efectivo en los procesos de eaboracion.

El reducido nimero de pruebas de ELISA, y las limitantes del estudio, no permitieron
definir con exactitud cual es el factor o los factores que influyen en mayor porcentge
sobre la calidad microbiol 6gica de estos productos. Sin embargo, se pudo comprobar que
falta mejorar los procedimientos para € uso correcto de BPM y SOP a igual que €
control microbiol 6gico eficaz.



6. RECOMENDACIONES

Se debe capacitar continuamente a persona (empleadosy estudiantes) en la aplicacion de
los BPM y PEOS para que tomen conciencia de la importancia de estos procedimientos y
gue comprendan la gran responsabilidad que tienen a ser parte de este proceso productivo.

Para tener un control mas exhaustivo y permanente se puede hacer uso de métodos
rapidos que puedan detectar en cuestion de minutos si un equipo esta limpio o no. A la par
del andlisis de los equipos se debe analizar continuamente el ambiente de la sala de
produccion, de las bodegas y cuartos de amacenamiento del producto terminado.

Para todos estos andlisis es muy importante disefiar un plan de muestreo que permita
obtener resultados significativos y de los cuales se pueda hacer inferencia estadistica de
tal manera que sean un respaldo a momento de tomar una decisién determinada o hacer
ingpecciones. Esto implicatambién llevar un registro ordenado de los mismos.

Es indispensable equipar un laboratorio microbiolégico donde se pueda llevar a cabo un
programa de control de calidad continuo tanto de los productos terminados como de las
operaciones que se redizan en las plantas. Zamorano cuenta con un laboratorio
microbiologico de alimentos, sin embargo este tiene muchas limitaciones siendo la
principal, la fata de medios de cultivo selectivos y la falta de un técnico de laboratorio
que trabgje permanentemente en estos andisis.

Se recomienda la incorporacion de un etiqueta adhesiva a empague en la cua se indique
el mang o adecuado dd producto por parte del consumidor (Anexol6).

Debido a las limitaciones de este estudio, principalmente en lo referente a la reducida
disponibilidad de las pruebas de ELISA y a la falta de medios selectivos para redlizar 1os
andlisis confirmatorios, se recomienda realizar un estudio complementario enfocado a
andisis del ambiente de las plantas a igual que de los equipos. D&l mismo modo se
deberia realizar un estudio microbioldgico segmentado en cada una de las etapas del
procesamiento empezando por determinar la calidad de la materia prima, hasta finalizar el
proceso. De esta manera se podra detectar cua es el factor que esta afectando la calidad
dd producto findl.

Para asegurarse que € producto llegue en las condiciones deseadas a las manos del
consumidor, también se recomienda realizar un estudio adicional dedicado a evaluar toda
la cadena de comerciaizacion analizando el manipuleo del producto desde que sdle de la
planta hasta que es adquirido por & consumidor en los diferentes puntos de venta.



Se recomienda que como politica institucional se apoyen y realicen todos los esfuerzos
necesarios para garantizar la caidad y especidmente la inocuidad de los productos
elaborados en las plantas de Zamorano.
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Anexo 1. Bacterias asociadas con enfermedades transmitidas por alimentos.

Cuadro 15. Caracteriticas de bacterias importantes causantes de ETA

L .ooa
Transmicion por:

Reservorios personaa  Multiplicacion en
Bacteria importantes agua alimento  persona alimentos Alimentos asociados
Bacillus cereus suelo - + - + arroz cocido, carne
cocida, vegetales,
pudines
Brucella spp. ganado, ovejas, cabras - + - + leche y productos lacteos
Campylobacter jejuni aves, perros, gatos, + + + b leche, pollo
ganado, cerdos, aves
silvestres
Clostridiumbotulinum suelo, mamiferos, aves, - + - + pescado, carne,
peces vegetales
Clostridium perfringens suelo, animales, - + - + polloy carnes cocidas,
humanos frijoles
E. coli enterotoxigénica humanos + + + + ensaladas, vegetales
E. coli enteropatogénica humanos + + + + leche
E. coli enteroinvasiva humanos + + + quesos
E. coli enterohemorragica ganado, aves, cabras + + + + productos carnicos,
productoslacteos
Listeria monocyt6genes ambiente + + - + quesos, |leche,productos
carnicos
Mycobacterium bovis ganado - + - - leche
Salmonella typhi y paratyphi humanos + + + + productoslacteos,
productos carnicos,
mariscos, vegetales
Salmonella (otras especies) humanos, animales + + + + carne, pollo, huevos,
productos|acteos,
chocolate
Sguella spp. humanos + + + + papas, huevos, ensaladas
Saphylococcus aureus - + - + jamon, pollo, ensaladas,
productos de panaderia,
helados, quesos
Vibrio cholerae humanos, vida marina + + + + ensaladas, mariscos
Vibrio parahaemolyticus vida marina - + - + pescado, cangrejo,
mariscos
Vibrio vulnificus vida marina + + - + mariscos
Yersinia enterocolitica agua, animales + + - + leche, cerdo, pollo

silvestres, cerdos,
perros, aves

¢ Lamayoria de infecciones entéricas agudas muestran un incremento de transmision durante el verano y/o meses hiimedos, excepto
infecciones de Yersinia enterocolitica la cual muestra un incremento en los meses mas frios.

P Se ha observado multiplicacion bajo ciertas circunstancias.

¢ Latransmision vertical de embarazada a su feto ocurre frecuentemente.

+=9
-=no
*=rao

Fuente: Kaferstein et al (1999)
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Anexo 2. Datosreportados por la Organizacién Panamericana dela Salud.

Cuadro 16. Alimentosinvolucrados en brotes epidemiol 6gicos.

Alimento brotes % enfer mos % fallecidos %
agua 296 18.59 11375 19.95 7 11.29
carnesrojas 257 16.14 16915 29.67 2 3.23
pescados 185 11.62 2114 3.71 2 3.23
| acteos 143 8.98 3099 5.44 24 38.71
huevo-mayonesa 137 8.61 3321 5.82 1 161
carne de aves 98 6.16 4708 8.26 0 0
hortalizas 39 2.45 1507 2.64 3 4.84
bebidas 19 1.19 550 0.96 4 6.45
frutas 11 0.69 143 0.25 1 161

Cuadro 17. Agentes etiol 0gicos causantes de | os brotes.

Agente etiol6gico brotes % enfermos % fallecidos %
Salmonella sp 302 22.72 12662 25.59 9 15
Hepatitis A 202 15.2 3899 7.88 2 333
Saphylococcus aureus 188 14.15 7454 15.06 1 167
Escherichia coli 79 5.94 4652 9.4 0 0
Salmonella enteriditis 38 2.86 1942 3.92 0 0
Salmonella typhi 14 1.05 461 0.93 1 167
Clostridiumbotulinum 2 0.15 12 0.02 1 1.67

Cuadro 18. Locales de ocurrenciainvolucrados en los brotes.

Loca brotes % enfermaos % fallecidos %
vivienda 646 36.77 6092 10.32 16 41.03
otros 376 214 18611 31.52 14 359
escuda 298 16.96 15242 25.82 0 0
comedor 268 15.25 13601 23.04 5 12.82
restaurante 115 6.55 3211 544 3 7.69
unidad de salud 37 211 1703 2.88 1 256
pto. Cdlgero 17 0.97 578 0.98 0 0

Cuadro 19. Brotes seguin € tipo de agente.

Agente etiol6gico %
bacterias 66.44
virus 15.8
toxinas marinas 9.63
quimico 3.61
toxina vegetal 2.48
parésito 2.03

Datos reportados desde € ario 98 al 2001
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Anexo 3. Pruebasde EL | SA utilizadas para la deteccidn de patdgenos.

Pruebas para la deteccion de E. coli O157:H7.

Pruebas para la deteccion de Listeria spp.

Pruebas para la deteccion de Salmonella spp.
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Anexo 4. Procedimiento de ELISA para deteccion deE. coli O157:H7.

Preparacion y enriquecimiento de la muestra:

1. Hidratar un el medio “Reved® 20" con 225 ml de agua destilada estéril a 36°C en una
bolsa stomacher. Agregar 25 g (0 25 ml) de muestray homogenizar en el Stomacher

por dos minutos.

2. Incubar la bolsa a 36°C por 20 hr. Asegurarse de que la bolsa no este fuertemente
cerrada ya que € intercambio de aire es necesario para € crecimiento del

microorganismo.

Uso del dispostivo Reved:

1. Sacar € dispositivo del refrigerador para que se mantenga a temperatura ambiente e

identificarlo correctamente antes de usarlo.

2. Con € gotero pléstico transferir 5 gotas del tubo de ensayo al puerto del dispositivo y
observar los resultados durante 15 min. Observaciones después de este tiempo pueden

dar resultados incorrectos.

-

Tomar lamuestra

| J

'

Pesar 25 gr de
muestra

{ Dispositivo “Reveal” para

J

'

Identificar el dispositivo con
el nombre de la muestra

[

Frasco “ Reveal 20 hour”
de ELISA

225 ml de agua destilada

[ estéril a36°C £ 1

:

Bolsa esteril
“Stomacher”

l

Homogenizar la muestra
por 2 min.

l

Incubar a36°C + 1 por
20 hr.

Aplicar 5 gotas del

cultivo en el circulo del

l

[

Observar €l resultado luego
de 15 min.

Figura 1. Flujograma de ELISA paraladeteccion de E. coli O157:H7
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Anexo 5. Procedimiento de EL | SA para deteccion delisteria.

Preparacion y enriquecimiento de lamuestra:

1. Hidratar un frasco de “Half Fraser Broth” con 225 ml de agua destilada estéril a
temperatura ambiente en una bolsa stomacher. Agregar 25 g (0 25 ml) de muestra 'y
homogenizar en e Stomacher por dos minutos. Incubar la bolsaa 30°C por 21 hr.

2. Hidratar un frasco de “BLEB” adicionando 10 ml de agua destilada estéril. Retirar la
bolsa stomacher de la incubadora y transferir 0.1 ml al frasco hidratado de “BLEB”.
Incubar este frasco a 30°C por 21 hr.

3. Retirar € frasco de la incubadora sin mover y transferir dos mililitros de la region
superior del cultivo a un pequefio tubo de ensayo. Colocar € tubo en bafio maria a
80°C por 20 min. Enfriar atemperatura ambiente.

Uso del dispostivo Reved:
1. Sacar € dispositivo del refrigerador para que se mantenga a temperatura ambiente e
Identificarlo correctamente antes de usarlo.
2. Con €l gotero pléstico transferir 6 gotas del tubo de ensayo a puerto del dispositivoy
observar los resultados durante 20 min. Observaciones después de este tiempo pueden
dar resultados incorrectos.

Tomar la muestra Frasco “Half Fraser” 225 ml de agua destilada
deFl ISA

v I [
Pesar 25 g de muestra +—pp»|  Bolsaestéril para 4J
v )
Homogeneizar la 10 ml de agua destilada
muestra por 2 min.

v v

Incubar a30°C por 21 [ Frasco “BLEB” de ELISA ’
Tomar 0.1 mldd cultive Incubar a 30°C por
21 hr

Tomar 2 ml en tubo de J

ensayo y calentar a 80°C por
e ~ 20 min.
Dispositivo “Revea” para
I o .

Listeria a T® Ambiente Enfriar a T° Ambiente

I T v
Identificar el dispositivo con el Aplicar 6 gotas del
nombre de la muestra cultivo en circulo del ¢
disnositivo

Observar el resultado luego
de 20 min.

Figura 2. Hujograma de ELISA para deteccion de Listeria.
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Anexo 6. Procedimiento de EL1SA para deteccion de Salmonella.

Preparacion y enriquecimiento de la muestra:

1. Hidratar un frasco de “Revive’ con 200 ml de agua destilada estéril a 42°C en una
bolsa stomacher. Agregar 25 g (0 25 ml) de muestra'y homogenizar en el Stomacher

por dos minutos. Incubar la bolsa a 36°C entre dos y cuatro horas.

2. Hidratar un frasco de “Selenito-cistina” con 200 ml de agua destilada estéril a 42°C.
Retirar la bolsa stomacher de la incubadora y adicionar a éste e medio “Selenito-
cigtina’ hidratado. Incubar la bolsa 42°C entre 18y 24 hr.

Uso ddl dispostivo Reved:

1. Sacar € dispositivo del refrigerador para que se mantenga a temperatura ambiente e

identificarlo correctamente antes de usarlo.

2. Con € gotero plastico transferir 5 gotas del tubo de ensayo a puerto del dispositivo y
observar los resultados durante 15 min. Observaciones después de este tiempo pueden

dar resultados incorrectos.

[Tomarlamuestra ’

v

Pesar 25 g de
muestra

[

200 ml de agua destilada

Bolsa estéril para

:

~
Dispositivo “Revea” para
Salmonella a T° Ambiente

/

v

Identificar el dispositivo con el
nombre de la muestra

.

Homogeneizar la
muestra por 2 min.

v

Incubar a36°C £ 1

-

Frasco “Seenito-Cistina’
L deELISA

14

Mezclar suavemente

v

Incubar a 42°C + 1por
18- 24 hr

v

Aplicar 5 gotas del

-
200 ml de agua destilada

cultivo en circulo del
dispositivo

v

[

Observar € resultado luego

de 15 min.

J

Figura 3. Flujograma de ELISA paraladeteccion de Salmonella
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Anexo 7. Procedimiento de los computos estandares en placa para la enumeracion de

N

~w

o U

0.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

micr oor ganismos.

Desinfectar € areade trabgo con fenol o formaldehido.
Derretir el medio de cultivo en agua hirviente, luego colocar en bafio de agua a
45°C.
Ajugtar latemperaturadel agua de dilucion entrelos 15y 25°C.
Identificar los platos de petri indicando el nimero de la muestra, e factor de
diluciony lafecha
Agitar lamuestra en caso de tratarse de un producto liquido.
Desinfectar con alcohol a 70% e extremo del recipiente por donde va a ser
abierto € producto.
Tomar 25 ml o0 25 g de la muestra dependiendo s €l producto es liquido o sdlido
respectivamente y diluirlaen 225 ml de agua de dilucion para obtener una dilucion
de 1:10.
Transferir un mililitro de esta dilucién a un frasco con 99 ml de agua de dilucion
para obtener un factor de 1:1000. De la misma manera continuar realizando las
diluciones necesarias hasta obtener € factor de dilucion adecuado parala muestra.
Preparar €l nimero de diluciones de tal manera que en un plato de petri el numero
de colonias bacterianas fluctte entre 25 y 250.
Transferir un mililitro de cada una de las diluciones a los platos de petri
debidamente identificados utilizando una pipeta para cada dilucion. Realizar estas
sembras por duplicado.
Agregar entre 15 y 20 ml del medio de cultivo a 45°C en cada plato. Para
mesofilos aerobios y psicroéfilos se debe utilizar el medio PCA (Plate Count Agar),
para coniformes totales se requiere VRBA (Violet Red Bile Agar) y para hongos
e utiliza PDA (Papa Dextrosa Agar).
Mezclar el medio de cultivo con la muestra de forma lenta con cinco movimientos
rotativos en direccion de las agujas del reloj, cinco en sentido contrario, cinco en
linea recta de izquierda a derecha y finamente cinco en la forma que se inici6 €
mezclado.
Degar los platos en reposo hasta que los medios solidifiquen. En el caso del VRBA
se debe colocar otra capa de medio después de que la primera solidifique para
favorecer |as condiciones anaerobias que requieren estos microorganiSmos.
Invertir los platos, excepto los de PDA, para evitar que € agua de condensacion
facilite d crecimiento de colonias esparcidas debido ala dta humedad
Incubar alatemperatura requerida para cada tipo de microorganismos.

a. Paramesofilos aerobios totales. 35—-37°C por 24-48 horas.

b. Paracoaliformestotaes. 35° por 24 horas.

c. Parahongos. a T° Ambiente por 2-5 dias.

d. Parapsicréfilos: 4°C por 4-5 dias.

Se debe llevar siempre un control del medio de cultivo (placa de petri solamente con €
cultivo) y un control del agua de dilucion (paca de petri  con medio de cultivo y agua de
dilucion)

Fuente: Vanderzant y Splittstoesser, 1992
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Ministerio de Salud Publica de Honduras

Cuadro 20. Normas microbioldgicas para computos estandares en placa.

Andlisis micr obiol6gico

Productos M esofilos aer obios Coliformestotales Mohos/levaduras  Psicrofitos
UFC/ml UFC/g UFC/ml UFC/g UFC/g UFC/g

Leche semi descremada 50,000 30

Leche chocolate 100,000 30

Helado 50,000 100-1,000

Crema écida 100 100

Queso Cabafia 10 100

Oueso Crema 30 100

Jamén Virainia 100

Jamon de cerdo 100

Salami imperia 100

Mortadela 100

Chorizo espafiol 100

Hot-dog 100
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Anexo 9. Procedimiento del NUmero Mas Probable para € aidamiento deE. coli.

Materidesy reactivos.

WoNoOrWDNE

Placas de petri estériles

Bafio maria u horno paratemperar € aguaa45°C

Mecheros

Incubadoraa 35°C

Pipetasde1ly 10 ml

Cuatro tubos con 9 ml de agua peptonada a 0.1%.

12 tubos con 10 ml de caldo Laurel Triptosa con campana de Dirham.
Fenol o formaldehido

Alcohal etilico d 70%.

10 12 tubos con caldo Bilis lactosa verde brillante 2% (BRILLA)con campana de Dirham.
11. Placas con Agar Violeta Rojo Bilis (VRBA).
12. Placa con Agar Eosinaazul de metileno (EMB) y Agar nutriente en tubo

Procedimiento

Prueba presuntiva:

1.

2.

o

©

o N

9.

Mezclar bien la muestra. Realizar la diluciones 10-1 hasta 10-3. En caso de sospechar
una mayor carga microbiana redlizar mas diluciones.

Tomando |as pipetas estériles, inocular |os tubos con caldo Lauril Triptosa (LST) con
un mililitro de cada dilucion de lamuestra

Homogenizar rotando | os tubos entre las palmas de las manos.

Incubar os tres sets de tres tubos por 24-48 horas a 35°C.

Examinar los tubos a las 24 horas para observar formacion de gas. Esto indica que €
tubo es positivo

Después de la primera lectura, reincubar los tubos negativos por 24 horas adicionales.
Observar produccién de gas en cuaquier cantidad.

Agitar cada tubo de caldo LST con produccion de gas y transferir una asada de la
suspension a tubo con caldo BRILLA para coliformes totales. Marque
convenientemente los tubos para poder detectar facilmente la dilucién a la que
corresponde.

Incubar por 48 horas a 35°C.

10. Tomar una asada de los tubos con caldo BRILLA positivos e inocular en un medio

con EMB. Esta placa se incuba por 24 horas a 35°C.

11.Redlizar la identificacion por medio de pruebas bioquimicas de las colonias

sospechosas aidadas en la placa.



Murmeraclon de colilormes = Colllormes fecales — E. Coil
Destarmiinneién del numaro mis probabibe (MMP) o

Figura 4. Diagrama de flujo del Méodo del Numero Més Probable.

Fuente: Ratto, 1982
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Anexo 10. Procedimiento para e aidamiento e identificacion de Salmonella spp.

1

2.

Tomar 25 ml o g de la muestra seguin sea liquido o solido respectivamente y adicionar
225 ml de caldo L actosa 0 agua peptonada amortiguada.
Inocular un mililitro del cultivo efectuado en 10 ml de caldo Selenito-Cistinay en 10
ml de caldo Tetrationato. Incubar a 35-37°C durante 18-24 horas.
Se puede inocular 10 ml en 100 ml de Caldo Tetrationato llevado a incubacion en
bafio de agua a 42-43°C durante por 1o menos 24-48 horasy 10 ml en 100 ml de caldo
Sdenito-Cigtina llevado aincubacion a 37°C durante por o menosdos dias.
transferir una asada de cada uno de los dos medios selectivos a la superficie de una
placa con medio Agar Verde Brillantey Agar Sdmondla- Shigdla
Redlizar laidentificacion de Sdmonela que incluye tres fases:

a. Comprobacion de las colonias seleccionadas mediante pruebas

bioquimicas.
b. ldentificacion seroldgica por medio de antisueros.
c. Tipificacion de bacteriofagos

Investigacion de Salmonella

.1'|

i |

Figura 5. Diagrama de flujo dd Méodo convenciond paraaidamiento de Salmonella
Fuente: Ratto, 1982.
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Anexo 11. Muestra de crema écida podtiva para Listeria spp. con prueba de ELISA.

Banda positiva

Prueba positiva

Banda de control

Prueba negativa

Anexo 12. Analisis de ambiente de la planta de lacteos

Cuadro 21. Muestreo ambiental de la planta de |acteos

Inc. NUumero incontable de colonias

Fuente: Romero, 2000

PCA 26-May | 29-May 2-Jun Promedio | Resultado M uestr eo ambiental
Lab.1 48 21 11 26.7 Insuficiente UFC Clase
Lab.2 Inc. 59 16 Inc. Muy malo 0-3 Bueno
Proc. 1 16 103 3 40.7 Malo 4-9 Suficiente
Proc. 2 22 120 4 48.7 Malo 10-29 Insuficiente
PDA 26-May | 29-May 2-Jun Promedio | Reaultado 30-90 Mao
Lab.1 10 19 11 13.3 Insuficiente >90 Muy malo
Lab.2 3 37 14 28.0 Insuficiente
Proc. 1 24 22 14 20.0 Insuficiente
Proc. 2 47 42 9 32.7 Malo
VRBA 26-May | 29-May 2-Jun Promedio | Resultado
Lab.1 0 0 0 0.0 Bueno
Lab.2 0 0 1 0.3 Bueno
Proc. 1 0 0 0 0.0 Bueno
Proc. 2 0 0 0 0.0 Bueno

Referencias
Lab. 1 Laboratorio enentre oficinay laboratorio principal.
Lab. 2 Laboratorio principal con muebles deensefianza.
Proc. 1 Sal6n de proceso cerca de los cuartos frios.
Proc. 2 Salén de proceso cerca de los bafios y vestidores.
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Anexo 13 Muestras de productos car nicos positivas para Listeria spp. con las

pruebasde ELISA

Jamon virginia

Mortadela
(13/02/02)

(26/02/02)

Hot-dog

Chorizo espafiol
(14/02/02)

(26/02/02)

Salami imperia
(14/02/02)

Chorizo espariol
(26/02/02)

Chorizo espafiol
(13/03/02)

Anexo 14. Digtribucion de los microor ganismos patogénicos en un alimento

contaminado.
Co 0T O=_ o
-] o ™

) — O.oo O
OCjD o =CO SO0 O

O — 0O = —
o o0 — O _°©

O o O Oc: >

O = = = =

- Microorganismos no patogénicos

-
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Anexo 15. Aidamiento eidentificacion de la muestra de jamon virginia presuntiva
positiva de Salmonella spp., con la prueba bioquimica API 20E.

Baultado de la primera col onia sospechosa de Salmonella spp.
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I-_{;,J_,I_l.ila.]'f: : 'R i I i 1 A2 1.- i
|G ARE @ E O ST Wl [} LIT" T ¥ ¢ i B M [T VI T N et} TR 1 | ™ ol | F
.f_.'_'[' * i;_.- i .!. ! 5 s |:J1 r:, ' 2_ 1 'y "
g U545 A E
i T e ey Py e g R
Eschoricha cola
Besultado de la segunda colonia sogpechosa de Salmonella spp.
grouer, B4 0 Tesis fes B Mosales
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Tabla de resultados para identificacion de enterobacterias por € sstema APl 20E.

TABLA DE LECTURA

REBULTADOS
TESTS SUBSTRATOR CANT | REACCIONESENMAS
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mﬂmmmﬁ Fﬂi:lmu
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prantsice (PTG}
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Anexo 16. Modédo de la etiqueta recomendada para € manego apropiado del
producto por parte del consumidor.

Ejemplo de una etiqueta para e chorizo espaiiol.

Instrucciones para el manejo de este producto:

Este producto ha sido elaborado con carnederesy cerdo inspeccionaday
aprobada. Sin embargo, para evitar dafiosen € productoy proteger su
salud, siga las siguientes instrucciones de mangjo.

1. Mantenga € producto en refrigeracion a 4°C, o congelado.

2. Mantenga los productos car nicos separ ados de otros alimentos.

3. Lavebien losutensliosy la superficie dondeva a preparar €
producto.

4. Cocine a unatemperatura interna de 72°C.

5. S nohaconsumido todo € producto, refrigere e residuo
inmediatamente.

6. Unavez abierto e empaque, consuma € producto dentro delos

siguientes 7 dias

Este esun modelo base, € cua puede variar dependiendo del producto en € que sevaya
autilizar.
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Anexo 17. Resultado de confirmacién de Listeria monocytogenes en muestra de
chorizo espaiiol.

Apariado Postal 4461, Teguolgalpa, Honduras, G.A

_Tal.' (804) M?Z; Fax: (504} 232-0?53_, Tegudcigalpa
; &Ci R_'Q_BI OTE K Tel {504) 552-8809; Fax: (504) 5&2—?’;;% f::u Pu;::f:r!:
LABORATORIOS ~ -

ANALISIS DE LABORATORIO
INFORME DE RESULTADOS

Remite: Dra. Elsa Banigntas
Empresa: B lomorgno

Fecha de Toma de Muestras: 27 de Marzo, 2002

Fecha: 04 de Abil, 2002

Andlisis solicitados: invastinaclédn de Foecle de | lstardn
.I. i |
Lcadigo |Muesta |AngBsis {Resultados |
% * iistetta sp EP_OSFW\.‘C
(280421 | Chotizo Tamorano i ]
| i _DIDENTIRCACION DE ESPECTE: Listeria monocylogenes |

B £ GROBIOTEK

Labaratorios
TR -l 0

L

BIOTECNOLOGIA AL SERVICIO DE LA AGROINDUSTRIA
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