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Resumen

Los brotes de Aftosa registrados en el Uruguay durante 2001 modificaron los requisitos de
importacion por parte del USDA que comienza a exigir a Uruguay que las medias reses sean
mantenidas en camara durante 36hs a temperaturas entre +42C y +10°C. Este tiempo de
maduracidn seria necesario para garantizar la acumulacién de acido lactico, producto de la glicdlisis
anaerobia, que rige el descenso del pH a nivel muscular a valores <5.8 inactivandose asi el virus. Sin
embargo, al cumplirse con estos requisitos se estarian creando condiciones que permitirian la
proliferacién bacteriana incluyendo patdgenos que pudieran estar presentes — E.coli 0157:H7, L.
monocytogenes, Salmonella spp-.

Diversos métodos permiten acelerar la glicélisis post mortem, siendo la estimulacion eléctrica de
bajo voltaje (LV-ES < 100v) el mas utilizado. La LV-ES permitiria reducir el tiempo de maduracién y
continuar con las siguientes etapas de produccidn, disminuyendo el riesgo de proliferacion
bacteriana y reduciendo la probabilidad de encontrar patdgenos.

En este trabajo se estudio el efecto de la aplicaciéon de LV-ES sobre el descenso del pH de las medias
reses. Se analizd el crecimiento potencial de bacterias patdgenas utilizando herramientas de
Microbiologia Predictiva. También se estudid la supervivencia de bacterias en la superficie de las
medias reses mediante el recuento de microorganismos indicadores como E.coli genérica, coliformes
y mesofilos.

Los ensayos fueron realizados in situ en las instalaciones frigorificas. Se realizé el seguimiento a 66
novillos donde a un 50% se le aplicd LV-ES en la playa de faena inmediatamente luego del degtello.
Durante un periodo de 36hs se tomaron, a distintos tiempos, medidas de pH, temperatura superficial
y muscular (/. dorsi) en las medias reses almacenadas en cdmara. Se evidencié un descenso de pH
incrementado en las primeras horas post mortem en aquellas media reses con estimulacion, llegando
a valores menores a 5.8 incluso antes de las 24 horas.

Las curvas de crecimiento predictivas de patdgenos fueron generadas con los portales Combase y
PMP. Se demostré que aun en condiciones de bajas temperaturas y pH, los m.o son capaces de
sobrevivir. Las condiciones fisicoquimicas permitirian que en 36 horas de crecimiento en medio
liquido, E.coli 0157:H7 y Salmonella spp alcanzaran los maximos valores de densidad poblacional y
que L. monocytogenes continuara en fase de crecimiento. Por Ultimo, se evalud el crecimiento de
m.o indicadores a 12hs y 30hs post mortem. A pesar de no existir diferencias significativas entre
ambos valores, se observd que los m.o fueron capaces de sobrevivir.

Se concluyd que las actuales condiciones de maduracidn son innecesarias dado que el pH <5.8 ya se
alcanza a las 24hs con LV-ES. Los recuentos de m.o indicadores muestran que una maduracién

prolongada no afectaria la capacidad de supervivencia de patdgenos si estos existieran.



1-Introduccion

A raiz de los brotes de fiebre Aftosa surgidos en el pais en el afio 2001, se comienza una
campafa de vacunacion intensiva contra el virus, donde el Ultimo brote es registrado en Agosto
de ese afo.

Como consecuencia de ello, y una vez retomado el comercio de carnes con Norteamérica, el
Departamento de Agricultura de EEUU (USDA), establece nuevos requisitos para la exportacion
de este producto hacia ese pais (USDA, 2002).

Los mismos, suponen mantener la res, luego de faenada y eviscerada, a temperaturas de
camara de entre +4°C-+10°C por 36hs, durante el proceso de maduracion y el establecimiento
del rigor mortis.

Estas exigencias son plenamente justificables, dado que con ellas se busca asegurar que se
lleven a cabo los procesos metabdlicos que dirigen el descenso del pH a valores por debajo de
6 y con ello se asegura la inactivacion del virus de la aftosa.

Sin embargo, las consecuencias para la industria carnica, que conlleva la aplicacién de este
criterio son evidentes, no sélo en términos locativos, gasto energético o alterando la dinamica
del propio frigorifico, sino por sobretodo porque atentan contra la inocuidad de las carnes.
Ademas de nuestro pais, EEUU importa carnes de Australia y Nueva Zelanda, ambos paises
libres de Aftosa sin vacunacién. Cuando un estudio comparé nuestras carnes con las
provenientes de estos paises, se evidenciaron recuentos mayores de microorganismos
patégenos en carnes uruguayas (Bosilevac, J.M. 2007).

Procesos de maduracion alternativos, como los propuestos por la normativa de UE y que
suponen una maduracion de 24hs a temperaturas de camara entre +2°C y +4°C, permiten
alcanzar igualmente valores de pH menores a 6.

Se pone en evidencia que las condiciones exigidas por el USDA son un factor de riesgo

potencial para el crecimiento de bacterias patégenas.



El descenso del pH durante la maduracién no solo es importante debido a la inactivacion del
virus sino que su velocidad de descenso es uno de los factores que determina la terneza de la

carne, siendo ésta una de las caracteristicas mas importantes de calidad sensorial.

Por ello, se han buscado formas de acelerar el descenso del pH que permitirian a su vez reducir

el tiempo de maduracion.

Entre ellas se han estudiado los efectos de la aplicacion de la estimulacion eléctrica

inmediatamente después del degiello sobre la terneza de la carne.

De lo anterior expuesto se desprende, que uno de los principales intereses de la industria
carnica es encontrar métodos que permitan acelerar el descenso del pH, acortando los tiempos
de maduracion, interrumpiendo asi la proliferacién de bacterias patégenas. De ésta manera se
lograria la unificacion de criterios de exportacion de carnes hacia EEUU y UE a la vez de

incrementar la competitividad frente a otros paises exportadores.

2- Aspectos sobre el Virus de la Fiebre Aftosa o FMDV (Foot and Mouth

disease virus)

En la actualidad, el virus de la fiebre aftosa es endémico en regiones de Asia, Africa y América
del Sur y se encuentra erradicado de Australia, Nueva Zelanda, Islandia y América del Norte

entre otros(OIE, 2007).

Infecta principalmente a los miembros del orden Artiodactila (mamiferos ungulados, como por
ejemplo: cerdos, bufalos, ovinos), siendo el ganado, en casi todo los paises afectados, el
principal hospedero (OIE, 2007).

El FMDV es un virus ARN miembro del género Aphthovirus de la familia Picornaviridae del que
existen siete serotipos — A, O, C, SAT-1, SAT-2, SAT-3, ASIA-1 — los cuales no presentan

inmunidad cruzada entre ellos; es decir la infeccidon por uno de los serotipos no previene la



infeccién por otro de los serotipos indicados, pudiendo un mismo animal presentar infeccién por
varios de ellos (OIE, 2007).

Se lo considera altamente infeccioso y de gran transmisibilidad, la misma ocurre por contacto
directo o indirecto con animales o materia infectada (saliva, leche, materia fecal) por via oral,
respiratoria o por lesiones en la piel.

El periodo de incubacién en el ganado puede variar de dos a siete dias, dependiendo de la
dosis infectiva del virus y de la ruta de infeccion. Durante este tiempo el virus replica en el area
de naso-faringe. Unas horas después de la infeccién el virus llega a la sangre y se esparce
hacia los pulmones, los ganglios linfaticos, musculos, etc (Sutmoller, 2001).

La enfermedad se manifiesta por fiebre alta, aparicion de Ulceras en la boca y ampollas en las
pezufias y la ubre. El animal enfermo deja de alimentarse, le cuesta mantenerse en pie y
disminuye su produccién de leche, también puede tener abortos, no aparease y disminuir su
peso (OIE, 2007).

En condiciones de refrigeracion o congelamiento el virus es capaz de persistir y s6lo se inactiva
con temperaturas superiores a 50°C. Sobrevive en nddulos linfaticos y en la médula 6sea a pH
neutro pero es destruido en el musculo luego de establecido el rigor mortis cuando se alcanzan
valores de pH menores a 6 (www.oie.int/eng/maladies/fiches/a_a010.htm#5).

Las restricciones que se aplican al comercio internacional del ganado cuando el virus es
detectado, han llevado a los paises exportadores a la aplicacién de medidas preventivas como
forma de controlar los brotes.

Dentro de las medidas de control utilizadas esta la vacunacion, actualmente practicada en
nuestro pais. Las vacunas son obtenidas a partir de virus inactivados. A pesar de estar
vacunado, un animal igualmente puede contraer el virus y presentar o no sintomas de la
enfermedad. Es por ello que resulta necesaria ademas la vigilancia de animales post-
vacunacion y el demostrar la ausencia del virus de modo de re-adquirir el status “libre de

aftosa”.



Nuestro pais mantiene el status de pais libre de Aftosa con vacunacion, desde el afio

2005(http://www.oie.int/esp/info/es_fmd.htm#Liste#Liste).

3- Procesos bioquimicos post mortem en musculo esquelético

Luego del sacrificio del animal, los dos procesos bioquimicos con mayor importancia comercial
para la industria carnica son el rigor mortis y la maduracion, que llevan a la transformacién del

musculo en carne.

El rigor mortis se caracteriza por la rigidez y la inextensibilidad de los musculos, el proceso de

contraccién que ocurre es igual al del masculo vivo pero en este caso irreversible.

Las cabezas de miosina quedan unidas a las fibras de actina como consecuencia del
agotamiento del ATP (Bandman, 1992). En el musculo vivo, este nucleétido induce un cambio
en la conformacion de la cabeza de miosina que la hace menos afin al flamento de actina

permitiendo el desplazamiento a lo largo del filamento.

La etapa de rigor no se alcanza simultdneamente en todas la fibras musculares sino que

depende de las reservas de glucdgeno existentes en cada una de ellas.

El proceso que guia el establecimiento del rigor mortis es el agotamiento del ATP y la

acumulacion de acido lactico genera un descenso del pH.

Al cesar el aporte de oxigeno y nutrientes al musculo, éste debe pasar al metabolismo
anaerobico para transformar sus reservas de energia en forma de glucégeno, en ATP a fin de

mantener la integridad y temperatura muscular. (Zimerman, 2006).

El nivel de glucégeno presente en el musculo puede verse influenciado por factores tanto
hereditarios como de alimentacion o stress que sufre el animal antes del sacrificio. El descenso
del pH dependera tanto del nivel de glucégeno en el muasculo como del tipo de fibras

musculares presentes, que pueden ser de contraccién rapida (blancas, fibras anaerdbicas)



alcanzando valores de pH 5.5 o lentas (rojas, fibras aerébicas) con valores de pH que no baja
de 6.3 (Zimerman, 2006).

La maduracion comienza una vez que se estableci6 el rigor mortis y corresponde a una etapa
de conservacion de la carne refrigerada a fin de obtener su ablandamiento. En general, ocurre
por la degradacion de proteinas estructurales (protedélisis).

Este ablandamiento es consecuencia, principalmente, de la acciébn de enzimas como las
calpainas | y Il (calcio dependientes) que debilitan la unién de la actina al disco Z y de la
catepsina L, que ataca el complejo actinomiosina y las troponinas (Hollung et al, 2007).

Las calpainas resultan activadas debido a la alta concentracién de Ca*? en el citosol, como
resultado del fallo en el bombeo de éste hacia el reticulo por falta de ATP. La actividad de estas
enzimas es pH dependiente y disminuye cuando éste es menor a 6.2. Sin embargo, la
aplicacién de ES junto con un régimen de enfriamiento rapido de la carcasa permite que la
actividad de esta enzima no se vea afectada por el descenso del pH (Hwang et al, 2003). Las
catepsinas, normalmente estan confinadas a lisosomas y son liberadas por la disrupcion de la
membrana del lisosoma activandose en el citosol debido al descenso del pH (Hollung et al,
2007).

Tanto la tasa de enfriamiento de la carcasa como la velocidad de descenso de pH son dos
variables criticas para el establecimiento del rigor mortis y el proceso de maduracién, cuya
interaccion determina la calidad de la carne (Simmons et al, 2006).

La terneza Optima se obtiene cuando el rigor mortis ocurre a temperaturas de 15°C (Hwang et
al, 2003). Pero si la acidificacion no se da de forma correcta, por ser muy rapida o muy lenta, el
establecimiento de la etapa de rigor mortis se vera afectado desencadenando problemas de
calidad en la carne.

Los problemas de calidad mas caracterizados son: carnes PSE (pale, soft, exudatives) y carnes
DFD (dark, firm, dry) y sus nombres hacen referencia a las caracteristicas fisicas que presentan

los musculos cuando son comparados con carnes normales.
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3.1Carnes DFD

El pH se mantiene por encima de 6, el animal llega con muy poco glucégeno disponible. No se
alcanza el punto isoeléctrico de las proteinas, las que tienden a aumentar la capacidad de
enlace y por ende la capacidad de retener agua que queda dentro de las estructuras
miofibrilares. Estas carnes son ademas oscuras, de consistencia firme y secas en su superficie

(Zimerman, 2006).

3.2Carnes PSE

El pH disminuye rapidamente a valores por debajo de 6 cuando la temperatura es todavia alta.
El stress agudo al que es sometido el animal en los instantes previos al sacrificio (debido a
peleas, agresiones) que hace que el glucégeno sea consumido, acumulandose acido lactico en
el musculo. Este acido no puede ser eliminado dado que el sacrificio es inmediato luego de su

produccion (Zimerman, 2006).

Estas condiciones llevan a la desnaturalizacion de proteinas y a la pérdida de retencion de agua

la que es eliminada hacia el espacio intercelular (Simmons et al, 2006).

De lo anterior se concluye que un manejo adecuado del animal previo a su sacrificio en
conjunto con regimenes de enfriamiento adecuados, es crucial para asegurar la calidad de la
carne ya que de éste dependeran las reservas de glucdgeno en el musculo y por ende el nivel

de descenso de ph.
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4-Estimulacion eléctrica como practica para descenso del pH

Hasta el momento, el uso de la estimulacién eléctrica se ha limitado a acelerar la glicolisis post

mortem como forma de mejorar la terneza de la carne.

Al acelerarse la glicélisis se previene el acortamiento del musculo por frio (contractura severa a
temperaturas bajas con pH alto y que muchas veces impide el ablandamiento) ya que la etapa
de rigor se alcanza a temperaturas mas elevadas. La practica de estimulacion eléctrica de bajo
voltaje (LV-ES< 100v) busca emular las condiciones bioquimicas y fisiol6gicas del tejido
muscular vivo tratandolo con impulsos eléctricos que induzcan la contraccion muscular. Debe
ser llevada a cabo durante la primera hora luego del sacrificio de modo de que aln exista cierta
actividad nerviosa en los tejidos que permita transmitir el impulso (Hollung et al, 2007).

Los vinculos de la terneza con la estimulacion no estan del todo claros pero si se observa
mayor terneza y en tiempos mas tempranos en aquellas reses estimuladas. Segun Hwang et al
(2003), esto es consecuencia del balance de fibras que entraron en rigor y las que no.

La utilizacion de LV-ES trae aparejado cambios fisicos en las miofibrillas, incide sobre la tasa
de protedlisis y la actividad enzimatica (Hwang et al, 2003), permitiendo, asi, mantener la
calidad sensorial de la carne, su terneza o color por ejemplo (Brito et al 2006).

En reses que fueron estimuladas se observé un aumento en la velocidad de degradacién de las
fiboras musculares, evidenciada por el aumento de la degradacion de proteinas de alto peso
molecular como la titina y nebulina, ademas de troponina T (Bandman, 1992). La titina y la
nebulina son proteinas que intervienen en la elasticidad de la miofibrilla por lo que su
degradacién podria contribuir a reducir la resistencia de la misma.

El aumento de la protedlisis podria deberse, como se ha propuesto, a la liberacion de proteasas
lisosomales, como la catepsina, hacia el citosol o a la accién de p- calpainas debido al aumento
de Ca' intracelular a raiz de la estimulacion, entre otras posibilidades(Hollung et al, 2007). Si

bien la liberacion de estas enzimas se ve acelerada con la estimulacion, no existen aln, bases
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suficientemente solidas que vinculen la protedlisis con el aumento de terneza (Hwang et al,
2003).

La contraccién muscular bajo los efectos de la LV-ES da lugar a la degradacion acelerada de
ATP vy, como fue indicado con anterioridad, para compensar esta descomposicién se consume
de forma acelerada glucdgeno bajo metabolismo anaerobio que lleva a la formacion de acido
lactico y al descenso del pH.

Investigaciones llevadas a cabo en alpacas, demuestran que, efectivamente, la aplicacion de
estimulacion eléctrica, permite reducir el valor del pH por debajo de 6 en las primeras 24 horas
luego del sacrificio (Guerrero et al, 2004). Otra investigacion reciente, esta vez aplicando ES en
los musculos aductor y longissimus dorsi de bovinos, obtuvo resultados que verifican un
descenso de pH mas marcado en comparacion con aquellos masculos no estimulados (Hollung
et al 2007). Observaron ademas, que los distintos masculos, de un mismo animal, respondian
de manera diferencial a la aplicacion de la estimulacion.

Como consecuencia de la estimulacion eléctrica y del acido lactico producido seria posible
alcanzar valores de pH por debajo de 5.8 e inactivar el virus de la Aftosa en un tiempo menor.
Por otro lado, el rigor mortis también se estableceria en tiempos menores dando un comienzo
anticipado a la etapa de maduracion.

Si lo anterior expuesto sucede, una estadia de 36 horas de las medias reses en camara se
volveria innecesaria.

Mientras el proceso de descenso de pH ocurre, las temperaturas superficiales de las medias
reses aun son lo suficientemente altas y podrian permitir el crecimiento microbiano en la
superficie. Patdgenos como E. coli 0157:H7, Salmonella spp y Listeria monocytogenes pueden
crecer dentro del rango de temperatura y pH alcanzado durante la maduracion de la media res,
por lo que el disminuir el tiempo de camara y por ende adelantar etapas posteriores de
produccioén contribuirian a disminuir el riesgo potencial de encontrar estos patdégenos en el

producto final.
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Las requerimientos exigidos a Uruguay, si bien son exitosos para inactivar el virus de la fiebre
Aftosa, no consideran las consecuencias sobre otro tipo de microorganismos patégenos. La
seguridad que se intenta alcanzar con estas medidas para el virus de la Aftosa, puede estar
introduciendo condiciones que permitan la proliferacion de otros patégenos por encima de los

valores minimos establecidos.

5-Microorganismos patdégenos en alimentos vy afecciones en humanos

Si bien todos los alimentos pueden ser causales de enfermedades vinculadas con bacterias
patdégenas, las carnes y sus productos particularmente, son una fuente importante de
infecciones humanas (Norrung.B et al , 2007).

Asi, la ingesta de microorganismos patdgenos como de sus toxinas, aun en dosis pequefias,
puede derivar en enfermedades mayoritariamente gastrointestinales, siendo crucial asegurar la
inocuidad y calidad de las carnes (MacDonald et al, 1999).

En general, la causa principal de infecciones o intoxicaciones se da por el consumo de
alimentos contaminados, particularmente por coccién inadecuada de carne molida, por ejemplo.
Las enfermedades asociadas a patdgenos en alimentos se clasifican en tres tipos:
intoxicaciones, infecciones y toxicoinfecciones. Las intoxicaciones son debidas a la ingesta de
alimentos con toxinas preformadas que resultan del crecimiento de la bacteria. Por otro lado, las
infecciones son causadas por la ingesta de alimentos que contienen bacterias viables, como
Salmonella y Listeria, que luego son capaces de establecerse y crecer en el hospedero. Por
ultimo, las toxicoinfecciones, son el resultado de la produccion de toxina una vez dentro del
hdesped, por ejemplo E.coli 0157:H7 (Inst. of Food Technology, 2004).

Los principales patégenos que han sido asociados a cuadros clinicos debidos al consumo de

alimentos son E. coli 0157:H7, Salmonella spp y Listeria monocytogenes (Germini et al, 2009).
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5.1-E.coli O157:H7

Es un bacilo gram-negativo de la familia Enterobacteriaceae, con flagelos pericitricos. En su
nomenclatura, la “O” hace referencia a antigenos somaticos mientras que “H” corresponde a
antigenos flagelares.

Este patdégeno corresponde al serotipo mas comun de las cepas enterohemorragicas
procedentes de animales y que producen una toxina denominada shiga (Gill and Hamer, 2001).
En la literatura es coman que se las denomine como cepas EHEC -enterohemorragic E.coli- o
STEC -shiga toxic-producing E.coli (Ahmad and Zurek, 2006).

Si bien el grupo de cepas EHEC esté integrado por otros serotipos, -O111 -026 -0103 -0145,
no esta demostrado que éstos provengan de animales.

Se lo considera uno de los patégenos de alimentos mas importantes debido a su baja dosis
infectiva (< 10 ufc) (Carney et al, 2006).

El ganado es considerado, como un reservorio asintomatico importante de este patdégeno
(Ahmad and Zurek, 2006).

La contaminaciéon es comin que ocurra durante el eviscerado o la remocion del cuero donde
bacterias presentes en los intestinos o en el pelaje pueden alcanzar la carcasa. Una vez alli, el
patégeno puede esparcirse por la manipulacion durante la produccion lo que incluso puede
hacer aumentar la contaminacién en el producto final (Carney et al, 2006).

En humanos, E.coli O157:H7 es la principal causa de diarreas agudas, sanguinolentas y en
fases mas avanzadas, del sindrome urémico hemolitico (SUH) (Gadea et al, 2004).

En el caso del SUH, el patégeno, prolifera en la luz del colon del hospedero sin invadir la
mucosa y produce dos toxinas Shiga, Stx1 y Stx2, principales factores de virulencia, codificadas
por los genes stx1 y stx2, respectivamente, localizados en profagos (Ahmad and Zurek, 2006)
Estas toxinas son capaces de ingresar al medio interno y unirse a sus receptores de las células
endoteliales, renales o neurales, luego ingresan a estas células y desarrollan la patogenia
interfiriendo con el funcionamiento normal del ribosoma (Gadea et al, 2004). La severidad de los

sintomas esta correlacionada con la cantidad de toxina ingerida (Ahmad and Zurek, 2006).
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Si bien la letalidad en la fase aguda es baja, pueden persistir en nifios secuelas a nivel
neurolégico, hemodinamicas o renales que con el tiempo lleven a la necesidad de un
tratamiento dialitico crénico o transplante renal.

La prevalencia para E.coli O157:H7 en carcasas vacunas es del 3% y del 2.4% en los recortes
de carnes que luego son utilizados en productos de carne molida (Carney et al, 2006). En

Uruguay, la prevalencia es 0.0137% en el producto final de exportacién (Gil et al, 2004).

5.2-Salmonella spp

Es un bacilo gram-negativo que pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son méviles debido
a la presencia de flagelos pericitricos.

Presenta diferencias en cuanto a la especificidad del hospedero; mientras algunos serotipos no
tienen una estricta adaptacion a un hospedero y son capaces de producir enfermedades con
diversas caracteristicas en distintas especies animales y en el hombre, otros serotipos si son
especificos, como S.gallinarum para las aves o S.typhi en el caso del hombre.

Las Salmonelosis humanas, son probablemente las zoonosis mas comunes, siendo los
alimentos la via mas comun de contagio.

Se las clasifica en dos grandes grupos: por un lado, las debidas a serotipos estrictamente
humanos, que causan habitualmente sindromes tifoideos con presencia de bacterias en la
sangre, y las debidas a serotipos ubicuos, que provocan diarrea, vomitos y fiebre. La duracién y
entidad de esta enfermedad es variable, dependiendo del estado general del hospedero (Inst. of
Food Technology, 2004).

La infeccién comienza cuando la bacteria ingresa a las células epiteliales del [limen del intestino
por un proceso de endocitosis. Citotoxinas presentes en la pared celular bacteriana
aparentemente facilitarian el ingreso a la célula. La translocacion del endosoma permite que la
bacteria sea liberada en la lamina propia. La secrecion de la enterotoxina genera un eflujo de

agua y electrolitos hacia el liumen intestinal provocando diarreas.
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Aquellas especies de Salmonella no tifoide, generalmente solo provocan respuesta inmune a
nivel intestinal, sin embargo especies de Salmonella tifoide(S. typhi, S. paratyphi,) y otras cepas
muy virulentas(S. dublin y S. choleraesuis) pueden invadir otros tejidos mas profundos a través
de los vasos linfaticos o los capilares provocando una respuesta inmune mas severa(lnst. of
Food Technology, 2004).

En aquellas salmonelosis que no presenten complicaciones, no se recomienda el uso de

antibioticos debido que tiende a prolongar la etapa de portador.

5.3-Listeria monocytogenes

Es un bacilo gram-positivo, de la familia Listeriaceae, aerobio y movil a 25° C pero inmovil a 37°
C por inactivacion del flagelo. Es considerada una bacteria sapréfita y oportunista.

Se encuentra muy ampliamente distribuida, pudiéndosele aislar de suelos, aguas residuales,
vegetales y de una gran variedad de muestras procedentes de ensilados, plantas en
descomposicion, insectos, pajaros, ambientes domésticos, entre otros.

Su presencia en casi cualquier ambiente hace que el alimento pueda ser contaminado con
posterioridad a su procesado o luego de un tratamiento listericida (Inst. of Food Technology,
2004).

Dos caracteristicas son destacables de L. monocytogenes: el ser una bacteria psicroétrofa,
capaz de crecer a temperaturas de 4° C y el de estar asociada a nichos ecoldgicos donde existe
poca competencia (Valero et al, 2006).

Si bien no se encuentra adaptada al hombre como hospedador, es capaz de utilizar multiples
vias de infeccion (contacto con la piel, vias respiratorias), siendo la ingesta de alimentos
contaminados la principal ruta de transmision de la enfermedad.

La Listeriosis es causada principalmente por Listeria monocytogenes, pudiendo presentarse
como una afeccién del sistema nervioso central (meningitis, encefalitis), septicemia u

ocasionalmente como gastroenteritis febril (Gill.C, Hamer. D, 2001).

17



Mientras que solo el 0.1/% de las ETAs son debidas a L.monocytogenes el 27% de las muertes
son causadas por esta bacteria (Inst. of Food Technology, 2004).

Si bien el modo de infeccién no es bien conocido, se sugiere que el intestino delgado es el sitio
de invasién primario. Luego, la infeccion de células fagociticas, como macréfagos, permitiria la

invasién de otros 6rganos y prolongaria el periodo de incubacion de la enfermedad.

5.4- Sistema Nacional VETA

El recuento de patdégenos se vuelve critico a la hora de asegurar la inocuidad del producto
estableciéndose como punto de control en técnicas de HACCP y estableciendo los gobiernos y
entidades politicas regulatorias.

Controles relacionados con la inocuidad también involucran microorganismos indicadores como
coliformes o mesdfilos aerobios. Por ejemplo, dado que E. coli esta vinculada con
contaminacién fecal, el hecho de realizar analisis de rutina para este microorganismo permite
poder estimar la contaminacioén debida a otros microorganismos de origen fecal (Lindblad et al,
2007).

Desde 1995, nuestro pais cuenta con el Sistema VETA (Vigilancia Epidemiolégica de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos) e integra a todos los actores involucrados en el
tema: Ministerio de Salud Publica, Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, Intendencias
Municipales, Facultades de Medicina, de Agronomia, de Ciencias, O.S.E. Uno de sus objetivos
fue la inclusion de las E.T.A. (enfermedades transmitidas por alimentos) en la lista de
enfermedades de natificacién obligatoria, a fin de identificar precozmente la ocurrencia de
episodios de estas enfermedades y permitir una investigacion oportuna.

Hacia el afio 1999, la situacion del Uruguay era la siguiente: se habian registrado en el pais 33
brotes, cuya etiologia fue bacteriana en 32. Dentro del origen bacteriano, mas de la mitad de los
brotes (56 %) habia sido causado por Salmonella spp. En 13 de los 18 brotes de Salmonelosis,
se remitieron las cepas al Centro Nacional de Salmonella para su tipificacién, resultando en 10

S.enteritidis, en 1 S.agona y 2 S. typhimurium.

18



En 6 brotes (19 %), no se logr6 identificar ningln patégeno en concreto, pero si coliformes.
Staphylococcus aureus fue causante 4 brotes (13 %), 2 brotes fueron por Clostridium
perfringens, y completando el origen bacteriano con un brote cada uno, Shigella spp. y
Clostridium botulinum (OPS/OMS, 1999).

En el afio 2002, la Facultad de Medicina realizé el primer aislamiento de E.coli 0157:H7 de una
nifia de 16 meses con sindrome urémico hemolitico (SUH) tras haber ingerido carne de mulita.
El SUH tiene frecuencias de 4-5 casos por cada 100.000 nifios menores a 5 afios. Hasta ese
afio, los serogrupos aislados de casos de SUH habian sido 0111, 026 y 0145 (Gadea et al,
2004).

Lamentablemente, en muchos casos no se cuenta con restos del producto contaminado, no se
puede identificar concretamente el alimento o se realiza una notificacion tardia del brote lo que

dificulta el cumplimiento de las funciones del programa.

6-Modelos matematicos de crecimiento microbiano

Tradicionalmente la seguridad microbioldgica de los alimentos ha sido establecida a través de
challenge test mediante los cuales se simulan, en el laboratorio, las condiciones ambientales
en el alimento en referencia a su crecimiento. Sin embargo, se los ha criticado por ser caros,
complejos, consumir demasiado tiempo en su ejecucion, no proporcionar datos que puedan
utilizarse posteriormente o brindar un nivel de certeza limitado en cuanto a la seguridad del
alimento. (MacDonald et al, 1999)

Una metodologia alternativa, es la utilizacién de modelos matematicos.

Estos corresponden a expresiones matematicas que permiten describir el nimero de
microorganismos en un producto alimenticio o sistema dado bajo el condicionamiento de

factores tanto extrinsecos (temperatura, humedad relativa, caracteristicas de procesamiento o
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almacenamiento) como intrinsecos (pH, ay, flora microbiana presente, presencia de sustancias

antimicrobianas) (B.Marks,2008).

Estos modelos pueden describir tanto el crecimiento como la supervivencia o la inactivacion de
un microorganismo. Para los microorganismos patdégenos en alimentos, todos los modelos de
crecimiento ignoran la fase de muerte (B.Marks, 2008) y se basan en una curva de crecimiento

sigmoide.

Como manera de simplificar y evitar confusiones que pueden surgir de las distintas
clasificaciones existentes (modelos probabilistico o cinéticos, empiricos 0 mecanisticos), los
autores Whiting y Buchanan (1993) citados por MacDonald (1999) propusieron un sistema de

clasificacion en modelos primarios, secundarios y terciarios.

Los modelos Primarios describen cambios en el nUmero de microorganismos en funcion del

tiempo bajo determinadas condiciones ambientales y de cultivo.

El nimero de microorganismos se obtiene directamente del recuento total de viables, utilizando
medidas de nivel de sustrato, de produccion de toxina o indirectamente por absorbancia,
densidad Optica. Los datos, luego graficados en funcion del tiempo permiten obtener
parametros de interés biolégico como fase lag, velocidad critica de crecimiento, densidad

maxima poblacional, etc.

Los Modelos Secundarios describen la relacion existente entre parametros cinéticos de
crecimiento de un modelo primario (duracion de fase lag por €j) frente a variaciones de

condiciones cultivo o ambientales, por ejemplo temperatura, ph, aw (MacDonald et al,1999).

Por ejemplo, en el caso de productos congelados o refrigerados, el factor mas importante es la
temperatura ya que afecta la duracion de la fase lag y el tiempo de generacion (Shimoni et al,
2000). Entonces, para un microorganismo de interés, los efectos de la temperatura sobre el
tiempo de generacién, por ejemplo, pueden calcularse utilizando un modelo primario para el

rango de temperatura requerido. Los datos obtenidos son luego integrados utilizando un modelo
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secundario, de modo que el efecto de la temperatura sea descrito por una ecuacion matematica
y permita al usuario determinar el tiempo de generacién para una temperatura determinada.

Por ultimo, los modelos, tanto primarios o secundarios, puede combinarse con bases de datos
para generar una herramienta informatica o software para la prediccion de curvas de
crecimiento e inactivacidon para esos factores determinados, éstos son los llamados Modelos

Terciarios (B.Marks, 2008) y que son descritos en detalle en la proxima seccion.

7-Herramientas informaticas para la Microbiologia Predictiva

Lo anterior expuesto, se engloba dentro de un area de la Microbiologia tradicional que ha
venido expandiéndose desde hace dos décadas denominada Microbiologia Predictiva. Involucra
diversas disciplinas como ser Quimica, Matematicas y la propia Microbiologia.

Utiliza la premisa de reproducibilidad y consistencia de la respuesta del microorganismo frente a

factores ambientales similares (MacDonald-D. Sun,1999).

Actualmente las aplicaciones informaticas que existen y que son utilizadas como modelos
terciarios, corresponden a portales de libre acceso como Pathogen Modeling Program
(desarrollado por USDA) y Combase (desarrollado en colaboracién entre distintos organismos
como Institute of Food Research de UK, USDA, la Universidad de Tasmania en Australia) y
estan dirigidos exclusivamente al modelado de curvas para bacterias patdgenas en alimentos

(McMeekin et al, 2006).

En ellos se puede seleccionar el “modelo” (en este caso microorganismo a utilizar) de la lista
disponible, fijar valores para factores como pH, temperatura, etc y obtener la curva de
crecimiento aproximada.

Los datos con los que se generan estas curvas, son obtenidos a partir de blsquedas

bibliograficas, de ensayos de laboratorios (cuando no existen datos para un determinado
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patdbgeno) o de investigaciones previas que luego vuelcan sus resultados, a modo de
“donacién” en la base de datos del portal.

El acceso a esta base de datos se puede realizar de forma independiente a la funcién de
modelado.

Estos datos son combinados utilizando la ecuaciéon modificada de Gompertz (modelo de

crecimiento):

y = AeXp { -exp me e/A](A—t)+1}

La misma integra parametros de relevancia biolégica como: fase lag A, velocidad critica de
crecimiento yn,y tasa maxima de poblacion A (valor de asintota) (Zweitering et al, 1991).

El uso de estas aplicaciones informaticas ha sido criticado por varios autores (E.Shimoni et al,
2000; MacDonald-D. Sun, 1999) donde las principales criticas son:

-La carencia de datos o de ser éstos obtenidos a partir ensayos de laboratorio y no en el propio
alimento.

-La necesidad de realizar validaciones si la matriz con la que se trabaja es diferente y la no
existencia de un protocolo estandar para estas validaciones.

-No tener en cuenta interacciones entre microorganismos, por ej competencia.

Por ello, los valores obtenidos a partir de medio liquido (el mas comunmente utilizado) deberan
ser tomados mas como una estimacion de crecimiento que como un valor concreto en si mismo.
A pesar de ello, estas herramientas han probado ser un método rapido y eficaz a la hora de
evaluar las consecuencias de introducir cambios en procesos de elaboracién, establecer puntos
criticos de control en técnicas de HACCP o estimar la exposicion del consumidor al patégeno

(vinculado con la vida comercial del producto), mas que nada por su facil uso.
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Las condiciones de trabajo in situ en la industria frigorifica impiden inocular las medias reses
vacunas con los patdgenos a estudiar debido al riesgo potencial de contaminacién cruzada que
esto puede crear. Por otra parte, dada la baja frecuencia con la que los patégenos son
detectados en este tipo de establecimientos, se necesita una gran cantidad de ensayos de
recuentos microbiol6gicos para lograr obtener datos utiles.

La Microbiologia Predictiva se presenta entonces, como una alternativa a considerar a la hora
de necesitar estimar la proliferacion bacteriana en muestras en las que, por ejemplo, se sabe a
priori que estaran en muy bajo nimero y donde el uso de técnicas microbioldgicas habituales
no resultan utiles debido a su limite de deteccion. Y permite en este caso, poder verificar la

existencia de crecimiento microbiano sin poner en riesgo de contaminacion al producto.

23



8-Hipotesis y objetivos de trabajo

Hipotesis de trabajo

Segun lo discutido por autores referente al modelado del crecimiento bacteriano, son la
temperatura y el pH los factores extrinsecos e intrinsecos, respectivamente, mas importantes
gue afectan sustancialmente la cinética de crecimiento (MacDonald-D. Sun, 1999).

Los rangos de temperatura y pH a los cuales trabajan los portales son los siguientes:

Bacteria Portal Temp °C pH
L. monocytogenes PMP 4-37 4.5-7.5
E.coli O157:H7 PMP 5-42 4.5-8.5
Salmonella spp ComBase 7-40 3.9-7.4

Primeramente, el animal ingresa a camara con temperaturas cercanas a 38°C para luego
comenzar a generarse un gradiente de enfriamiento en la carcasa tanto superficial como
interno.

Podemos suponer que, durante las 36hs de maduracién las condiciones de T y pH permitirian el
crecimiento a una tasa tal que en algunas medias reses los recuentos podrian sobrepasar los
limites establecidos en las normativas. Por ejemplo, en el caso de E.coli 0157:H7 se establecen
tres niveles de resultados: negativo cuando el recuento es < 0.67 logufc/cm? de carcasa,
marginal si < 2 log ufc/cm?e inaceptable si > 2 log ufc/cm? (Federal Register 1996).

El crecimiento bacteriano esta principalmente condicionado por la temperatura de camara. Sin
embargo, al introducir un factor externo, como la ES, que aumenta la velocidad de descenso de
pH, seria razonable esperar un menor crecimiento bacteriano en las medias reses que hayan

sido estimuladas.
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Objetivo general y especificos

Los objetivos generales de esta tesina seran:

- Verificar la posibilidad de supervivencia y/o crecimiento bacteriano bajo condiciones de
maduracion de 36hs en camara a temperaturas entre +4°C y +10°C.

- Evaluar, utilizando herramientas de la Microbiologia Predictiva, el crecimiento de bacterias
patdégenas en condiciones de temperatura y pH variables, que simulen las condiciones de

maduracion en medias reses con y sin estimulacion eléctrica.

Los objetivos especificos seran:

- Determinar el descenso del pH y temperatura en reses sometidas a estimulacion
eléctrica con aquellas sin estimulacion eléctrica.

- Evaluar el tiempo de generacién para las distintas bacterias patégenas y su relacion con
la temperatura y el pH.

- Realizar recuentos de m.o indicadores (E.coli genérica, coliformes y Aerobios mesdfilos

totales) a 12hs y 30hs post mortem.
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9-Materiales y Métodos

Métodos de muestreo

Se realiz6 el seguimiento de 66 medias reses de novillos de 4-6 dientes repartidas en 3 faenas
consecutivas durante los meses de Setiembre y Octubre.

Dado que cada faena esta integrada por varias tropas y que el establecimiento es uno de los
mayores exportadores del pais, la variabilidad del propio ganado, y de los métodos crianza

quedaron representados.

Aplicacidon de estimulacién eléctrica

La aplicacion de la estimulacion eléctrica de bajo voltaje 40v, 1.5 amp durante 36s se realiz6 en
el mismo local de sangria inmediatamente luego del degtiello y de forma alternada(es decir una
res si una no). Se registré en planilla si la res fue o no EE, asignandosele un nimero correlativo

a su posicion en la faena.

Toma de medidas de ph y temperatura

Cada res entera fue eviscerada y cortada en dos medias reses a lo largo de la columna. Como
es habitual, cada media res recibi6 un mismo numero correlativo, que sigue el orden del
faenado y sirvi6 como método de identificaciéon de las medias reses EE y NEE.

Ya en esta etapa, las carcasas EE y las NEE fueron almacenadas en camara de +4°C-+10°C.
En cada faena, se realizé el seguimiento de 11 medias reses derechas y 11 izquierdas,
repartiéndose entre EE y NEE.

Se realiz6 una incision con chaira desde el costillar hacia el exterior entre la doceava y treceava

costilla segun especifica la USDA, atravesando el musculo longissimus dorsi
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Utilizando pHmetro (HANNA 9025c) con electrodos de pincho, se tomaron medidas de pH
insertandolo en el masculo desde el exterior para los siguientes tiempos: 4hs, 12hs, 16hs, 20hs,
24hs, 30hs y 36hs.

Para los mismos tiempos, se registr6 la temperatura a nivel muscular con la sonda de
temperatura del pHmetro.

El electrodo fue enjuagado con agua destilada entre medidas y fue cambiado periédicamente a
fin de evitar su saturacion.

El pHmetro fue calibrado al comienzo de cada toma de medidas y cada vez que fue cambiado
el electrodo, utilizando para ello buffers pH 7 y pH 4.

Se colocaron termorregistradores (Hobo) de manera subcutdnea en el miembro delantero
(punto de muestreo microbiolégico) de varias medias reses de distintas faenas que registraron

la temperatura superficial a los tiempos de interés.

Toma de muestras para recuentos

Para la toma de muestra, se utilizaron medias reses diferentes de las seleccionadas para las
medidas de pH y temperatura pero de las mismas faenas. Se realizaron 30 muestreos
repartidos en las 3 faenas. Dieciséis medias reses fueron muestreadas a las 12hs post mortem
y analizadas para Aerobios totales. De ellas, soélo diez fueron ademas analizadas para E.coli
genérica y coliformes. Otras catorce medias reses fueron muestreadas a las 30hs post mortem
y analizadas para Aerobios totales mientras que en nueve también se analizaron para E.coli
genérica y coliformes.

El procedimiento de toma de muestra se realizé siguiendo lo establecido por la reglamentacion
norteamericana, estipulado en Rules and Regulations del Federal Register(ver Anexo |). Esta
normativa establece tres puntos de toma de muestra a ser: pecho, falda y porcién trasera; sin

embargo en este caso se resolvié tomar las muestras de los tres puntos que registraran mayor
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temperatura superficial, como forma de evaluar el peor escenario en término de inocuidad. Los
puntos mas calientes fueron identificados previamente utilizando termdémetro infrarrojo,
seleccionandose los siguientes sitios: A- zona lumbar; B-extremo superior del miembro
delantero a nivel de articulaciéon y C- region interna a nivel de la segunda y tercera costilla,
segun indican las figuras 1y 2.

Se utilizé un marco de metal de 100cm? para delimitar cada zona a muestrear, el mismo fue
desinfectado con alcohol posteriormente a la toma de muestra de cada media res. Se procedio
a la toma de muestra utilizando una esponja estéril (contenida en una bolsa) e hidratada con
10mL de solucién buffer de Butterfield diluido (17.3.04B AOAC). Se utilizé una sola esponja por
cada media res con la cual se muestrearon los tres puntos siguiendo el orden A-B-C en un area
total de 300cm? Posteriormente al muestreo, se agregaron 15 mL de solucién buffer de

Butterfield diluido.
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Figura 1. Esquema de carcasa zona posterior . Delimitado por cuadrado en negro se

indica zona de muestreo especificadas por USDA, “A” encerrada en cuadro: zona

encontrada mas caliente.
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Figura 2. Esquema de carcasa ventral. En cuadros negros se indican los lugares
especificados por la USDA para muestreo, “B” y “C” son los puntos mas calientes. “D”

indica lugar de insercién de electrodos para toma de ph.

Siembra de E.coli/coliformes y Aerobios totales

Las siembras de E.coli genérica y coliformes totales se realizaron inoculando 1ml de la solucion

de Butterfield contenida en la bolsa de la esponja en placa de Petrifim"® (3M) para

E.coli /coliformes totales.
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En el caso de los aerobios, se inoculé 1ml en placa de Petrifilm"?(3M) para Aerobios totales y
ademas se realiz6 dilucién de 1:10 con solucion salina de la que también se plaqueé 1ml.

Se realizé un ensayo de control negativo para cada tipo placa dado que la solucién que se
utilizé fue de un mismo lote.

Todas las placas inoculadas se mantuvieron en estufa a 36°C durante 24hs para E.coli

/coliformes y 48hs para Aerobios.

Analisis de datos

Curvas

Los valores de T y pH obtenidos se promediaron para generar curvas de T vs ty pH vs t. Los
valores correspondientes a t, fueron definidos como pH=7 y T=38°C.

Se generaron curvas de evolucion de ty vs T a partir de valores obtenidos de los portales.

Test estadistico

Las medidas de pH y T fueron sometidas a un analisis estadistico utilizando el test F y test de

Student.

Recuentos

Los valores de recuentos obtenidos fueron expresados como log ufc/cm? En el caso de
Aerobios se calculé el promedio entre la diluciéon 0 y -1.

Los resultados se expresaron para E.coli genérica y coliformes como <0.1 log ufc/cm? para
placas que contenian menos de 15 colonias y >1.1 log ufc/cm?® para placas con mas de 150
colonias. Para Aerobios como <0,32 log ufc/cm? para placas con menos de 25 colonias y >1,9
log ufc/cm? para placas con méas de 250 colonias. En ambos casos, los valores intermedios
pudieron ser contados directamente de la placa, ajustados y expresados como log ufc/cm? (ver

Anexo Il y ).
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Utilizacién de modelos terciarios de crecimiento

Los valores de pH y T superficial se utilizaron para generar curvas de crecimiento predictivas a
partir de los portales disponibles de Combase Predictor y Pathogen Modeling Program.
Combase se utilizé para la curva de Salmonella spp (en este caso se utilizé el modelo
Salmonella con CO, y se definié en cero el nivel de CO,), mientras que para las curvas de
E.coli O157:H7 y Listeria monocytogenes se utilizd Pathogen Modeling Program.

Siempre que fue posible se selecciond el modelo para crecimiento aerobio en medio liquido.

Los valores utilizados correspondieron a los que excluyeron la fase lag, ya que a T> 10°C los
microorganismos se encontraban en condiciones Optimas de crecimiento. Cuando se utilizd
Combase, que a diferencia de PMP, no provee directamente los valores No lag, se estableci6
en 1 el “Estado Fisico” (Physical State).

Debido a que estos portales presentan modelos disefiados para temperaturas constantes
(PMP), se aplicé el método sugerido en la seccion FAQs en el sitio web de PMP de la siguiente
manera:

-Se calcularon los log ufc/ml para cada temperatura y valor pH obtenido al tiempo de interés de
manera independiente, en todos los casos se mantuvo el nivel inicial del in6culo en 3 log ufc/ml
(como se sugiere por defecto).

Para simplificar, para ty, se asumié que la res estuvo 4hs a T, y se anotd el valor de log ufcy que
la curva indica para este tiempo. Para la siguiente medida, t; se asumié que estuvo 12hs a Ty
se anotd el valor de log ufc, que la curva indica a las 12hs y asi sucesivamente. Debido al
desfasaje que se cred, ya que paso a ser ty;=4hs, se tomo6 como t final 40hs, igualmente esto fue
solo utilizado al momento del célculo y no se reflejé en las curvas de crecimiento.

-A los valores obtenidos, para cada temperatura y pH, se le restd el nivel del in6culo inicial
fijado en 3.

-Las diferencias fueron sumadas para obtener la prediccién del crecimiento en el rango de

tiempo necesario (es decir a t=4hs, el log ufc correspondié a log ufco+ log ufc,) hasta alcanzar
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aproximadamente las densidades maximas de poblacion. En ese momento, se consideré que la

poblacién se mantendria constante.

Cuando se utilizé el portal Combase, se promediaron los dos valores mas cercanos al t de

interés.

Si alguno de los valores de temperatura no estaba dentro del rango del portal se asumi6 que el

crecimiento seria minimo y la poblacion se mantendria constante.

Los valores finales fueron utilizados para graficar la curva de crecimiento con el perfil de

temperatura variable de interés.

Para cada temperatura y pH se anot6 el ty indicado por el portal y se grafico la evolucion del

mismo.
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10-Resultados

Enfriamiento de carcasa a nivel muscular

Desde el momento del sacrificio hasta que las medias reses ingresan a camara transcurrieron
aproximadamente 1.5-2 hs. El descenso de temperatura en estas primeras horas no solo es
debido a la muerte del animal sino al flujo de aire frio al que se someten las medias reses en la
linea de circulacion continua en la antesala de la camara.

Tanto los valores promedios de temperatura como la dispersion calculada fueron muy parecidos
entre grupos NEE y EE (Tabla 1), siendo el perfil de enfriamiento de las

carcasas a nivel del misculo longissimus dorsi, muy similar para estos dos grupos.

Como se aprecia en la fig.3, la temperatura de las medias reses EE y NEE desciende
rapidamente en las primeras doce horas para luego comenzar a hacerlo mas lentamente,
aproximadamente 1.5°C entre medidas. A partir de las 24hs comienza una tendencia a la
estabilizacion finalizandose por alcanzar temperaturas cercanas a las de camara.

La cinética de enfriamiento superficial de las medias reses también fue parecida aunque se
registraron valores significativamente superiores (Tabla 1) a la temperatura muscular a t12, t16,
t20 y t24 (fig 3). El punto de medida de temperatura superficial corresponde a uno de los puntos
definidos como mas calientes, con gran cantidad de masa muscular que ayudan a conservar el
calor. En cambio, el musculo longissimus dorsi posee poca cantidad de masa muscular y

queda mas accesible al aire frio luego de realizarsele la incision.
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Figura 3. Perfil de enfriamiento en el musculo longissimus dorsi y superficie. La linea

vertical indica aproximadamente el momento en que las medias reses ingresan a cdmara de T= +4°C.-
+10°C. Barras en cada punto indica IdC.

La variabilidad en la temperatura entre reses al ingreso a camara de maduracién puede ser
consecuencia de la variacion en el peso original de los animales, del indice de grasa, etc. El
tiempo transcurrido en camara hace que estos valores confluyan hacia valores similares.

La estimulacién eléctrica no afiade cambios que puedan modificar el perfil de enfriamiento de la
carcasa a nivel muscular. Independientemente de ello, es esperable que con o sin estimulacién

eléctrica, la temperatura superficial de ciertas zonas de la carcasa permanezca mas elevada.
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Tabla 1. Analisis estadistico para valores de tempe

ratura muscular y superficial.

Promedio t4 t12 t16 120 t24 t30 t36
EE 20,1 11,4 9,7 8,3 7.1 5,7 4,6
NEE 20,0 11,5 9,8 8,4 7.1 5,7 45
Sup 20,4 13,5 11,0 8,7 6,9 7.1 4,2
ldC t4 t12 t16 120 t24 t30 t36
EE 1,1 0,6 0,3 0,3 0,3 0,5 0,5
NEE 1,2 0,6 0,3 0,3 0,3 0,5 0,5
Sup 2,1 1,4 1,2 1,0 1,1 0,2 1,1
var S?t4 S?t12 S?t16 S?t20 S?t24 S?t 30 S?t 36
EE 11,44 2,93 0,80 1,07 0,84 1,85 2,26
NEE 12,00 3,34 0,79 0,98 0,74 2,03 2,11
Sup 12,72 5,65 4,20 3,07 3,17 0,15 3,77
PruebaF t4 t12 t16 t20 t24 t30 t36
S®nee! S%ee 1,05 1,14 1,27 1,02 1,13 1,10 1,07
S%sup/S? nee 1,06 1,69 5,31 3,12 4,26 0,07 1,78
S%upy S e 1,11 1,93 5,27 2,87 3,77 0,08 1,66
p-valor=1.84

Perfil de descenso de pH

Los datos promediados de pH (ver fig.4) muestran un comportamiento representativo de la

operativa del establecimiento y corroboran un descenso de pH mas rapido en las primeras

horas post mortem en aquellas reses que fueron eléctricamente estimuladas, aproximadamente

hasta las 12hs, en comparacién con las no estimuladas.

En estas medias reses, los valores de pH por debajo de 5.8 ya se observan alrededor de las

8hs post mortem. Ademas, la etapa de estabilizacién del pH comienza mas tempranamente que

en las NEE, hacia las 16hs post mortem.
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Figura 4. Curva de descenso de pH promedio.  Las barras verticales corresponden al Intervalo de
Confianza.

En las reses NEE, a pesar de que en las primeras 12hs post mortem el pH cae rapidamente, el
descenso es mas lento en comparacion con las EE.

Valores de pH menores a 5.8 son registrados hacia las 12hs y la estabilizacién llega hacia las
24hs post mortem. Recién alli, las reses NEE alcanzan valores de pH similares que las EE.

En ambos casos, el rapido descenso de pH se da practicamente en el mismo momento que la
temperatura también esta descendiendo abruptamente.

Los valores de pH fueron menos dispersos en el grupo EE (Tabla 2). La EE hace que las

medias reses estimuladas alcancen el equilibrio en menor tiempo.
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Tabla 2. Analisis estadistico de valores de pH

Promedio t4 t12 t16 120 t24 t30 t36
EE 5,95 5,53 5,48 5,49 5,48 5,48 5,43
NEE 6,30 5,78 5,65 5,55 5,49 5,48 5,47
lidc t4 t12 116 120 t24 £30 36
EE 0,12 0,05 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03
NEE 0,16 0,11 0,09 0,06 0,05 0,05 0,05
Var S’t4 S?t12 S?t16 $? 120 S?t24 $?t30 S°t 36
EE 0,131 0,026 0,010 0,010 0,016 0,013 0,008
NEE 0,218 0,105 0,067 0,033 0,024 0,020 0,021
Prueba F t4 t12 t16 t20 t24 t30 136
S?nee! S%ee 1,67 4,05 6,50 3,28 1,47 1,53 2,59
p-valor=1.84

El test estadistico aplicado (Tabla 2), mostro diferencias en los valores de pH a partir de las
12hs y hasta las 20hs post mortem, probablemente como consecuencia del descenso de pH

acelerado en las medias reses EE.

Curvas predictivas de crecimiento

La Microbiologia Predictiva muestra que existe probabilidad de crecimiento bacteriano en el
rango de temperatura que registran las medias reses para los microorganismos considerados
(fig 5).

Al parecer, es en las primeras 4hs donde se produce una mayor proliferacion, que se evidencia
por una pendiente mayor como muestran las figs 5, 6 y 7.

Este tiempo coincide con un registro de temperaturas cercanas a 20°C.

Las condiciones de pH y T obtenidas del grupo NEE registraron valores de log ufc/mL mayores
a los registrados para las condiciones del grupo EE para cualquiera de los patdgenos, esto

sucede hasta alcanzar la densidad poblacional maxima respectiva a cada patégeno.
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E.coli O157:H7 alcanza su densidad poblacional maxima en menor tiempo que los otros
patégenos, hacia las 16hs (Fig.5). Mientras, L. monocytogenes continGa en fase de crecimiento
en el periodo de tiempo de interés (densidad max: 9.57 log ufc/mL)(fig 6).

Hacia las 20hs, Salmonella spp, alcanza la densidad méaxima poblacional (fig 7). Restricciones
propias del modelo no permiten realizar predicciones por debajo de 7°C. A temperaturas <7°C si
bien existe crecimiento de Salmonella spp, éste sera lo suficientemente lento como para que los
cambios no sean apreciables dentro del periodo de maduracion restante y dado que la

poblacién ya alcanz6 su densidad maxima se asumié que se mantendria constante.

log uf cdnl

- ——-EE

NEE

‘ e tiempb [hs ) A 4':'

Figura 5. Curva de crecimiento predictivo de E.coli O157:H7
(Densidad max 9.4log ufc/mL)
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Figura 6. Curva de crecimiento predictivo de Listeria monocytogenes. (Densidad maxima
9.57 log ufc/mL)
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Figura 7. Curva de crecimiento predictivo de Salmonella spp. (Densidad maxima 8.52 log
ufc/mL)

Como es de esperar, los tg siguen una relacion inversa con la temperatura, ha medida que ésta

dltima desciende, los t; comienzan a aumentar (ver figs 8 'y 9).

En cualquiera de los casos, las bacterias pasan de tener tiempos de generacién desde 15-30

minutos cuando las temperaturas son lo suficientemente altas, cercanas a 20°C, a tiempos de
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generaciéon entre 14hs y mas de 1 dia para cuando la temperatura superficial es cercana a
+4°C.

Esto coincide con lo observado en las figs 5, 6 y 7 donde se indic6 que el mayor crecimiento se
dio dentro de las primeras 4hs post mortem.

Cuando se comparan los ty de las bacterias entre si, se observa el mismo patron ya sea en las
condiciones de reses EE o NEE: es E.coli O157:H7 la que registra tiempos de generacion

menores mientras que L. monocytogenes es la que tiene siempre un t; mayor a las demas.

40 -
35 & E.coli O157H7 m
M L. monocy togenes
30 -
A Salmonella spp |
g 25 4 n
S
'8 20 4 P
[3)
]
c
10 -
HAe
51 % *
o+n ; ‘5 ; ‘
40 30 20 10 0
temperatura (°C)

Figura 8. Evolucion det 4 con la temperatura para medias reses EE

Los ty para las condiciones del grupo NEE tendieron a ser menores, sobretodo para L.
monocytogenes, que los observados en el grupo EE, sin embargo estas diferencias no
resultaron ser significativas (no se muestran datos). Hasta las 20hs post mortem, estas
diferencias podrian corresponder al efecto conjunto que tiene el descenso del pH y de
temperatura sobre los t;. Mientras que pasadas las 20hs, el pH ya se ha estabilizado para
ambos grupos de estudio, pero los t; contindan variando de una medida a otra como

consecuencia del descenso de temperatura Unicamente.
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Figura 9. Evolucion t 4 con la temperatura en medias reses NEE

Recuentos de microorganismos indicadores

Debido a la dinamica del establecimiento, el muestreo de las 12hs fue independiente del de las
30hs por haber sido tomado de individuos distintos.

Las mayoria de las medias reses analizadas a las 12hs, no presentaron contaminacién por
E.coli genérica u otros coliformes y si lo hicieron fue por debajo del rango de conteo
recomendado por Petrifilm“? (<0.1log ufc/cm?). Sélo una media res presentd contaminacion
pero dentro del nivel aceptable (0.7 log ufc/cm?). Hacia las 30hs vuelven a observarse reses con
valores de log ufc/cm? bajos, comprendidos dentro de los reglamentarios, pero 1 media res para
E.coli genérica y otra para coliformes presentaron valores por encima del rango de deteccion
del Petrifilm“® (>1.1log ufc/cm?). Esta media res podria estar superando los limites
reglamentarios segun el Federal Register (> 2 log ufc/cm?) y seria inaceptable para el consumo.
En este caso, deberia de procederse a realizar una dilucién a fin de lograr determinar la carga
microbiana de la media res.

En el caso de Aerobios, se observaron recuentos mayores y mas variables que para E.coli
genérica y coliformes. A las 12hs el 19% de las medias reses presentd crecimiento menor a

0.32 log ufc/cm?, el 62% tuvo crecimiento comprendido dentro del rango de recuento
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recomendado por el fabricante, esto es entre 0. 32log ufc/cm? y 1.9log ufc/cm?®y el 19 %
restante tuvo valores de crecimiento mayores a 1.9log ufc/cm?. A las 30 hs los porcentajes
fueron del 36% para crecimiento menor a 0.32log ufc/cm?, 43% dentro del rango y 21% por
encima de 1.9log ufc/cm?.

El test de Student aplicado a los datos obtenidos de los recuentos para m.o indicadores no
mostré diferencias significativas para E.coli genérica, otros coliformes ni aerobios. Sin embargo
estos recuentos indican que pasadas 30 horas de maduracién y a temperaturas entre +4°C y
+10°C es posible que los m.o aun puedan sobrevivir. Estos resultados avalan los obtenidos
para patégenos con Microbiologia Predictiva donde se encontr6 que en medio liquido es

esperable que exista crecimiento.

Tabla 3. Recuentos de m.o

E'(?O." Qtros . Aerobios

genérica Coliformes Aerobios 2

(log (log 12hs (ufc/em %)

ufc/ecm ) ufc/em 2) 30hs

12hs  sons | PAhs 30Ns | FEREE ot | rcomd  uoiom?
| <01 <01 | <0.1 <01 | <21 <032 | <21 <0,32 |
| <01 <01 | <0.1 <01 | <21 <032 | <21 <0,32 |
| <01 <01 | <0.1 <01 | <21 <032 | <21 <0,32 |
| <01 <01 | <0.1 <01 ] 26 04 | <21 <0,32 |
| <01 <0.1 | <0.1 <01 ] 30 05 | <21 <0,32 |
| <01 <0.1 | <0.1 <01 | 7.7 09 | 30 05 |
| <01 <01 | <0.1 <01 | 105 1,0 | 7.2 09 |
| <01 07 | 0.2 <01 | 120 1,1 | 117 1,1 |
| <01 >1.1 | 0.4 >1.1 | 125 1,1 | 167 1,2 |
| 0.7 | >1.1 | 142 1,2 | 292 1,5 |
| | | 195 1,3 | 508 1,7 |
| | | 240 1,4 | >833 >1,9 |
| | | 334 1,5 | >833 >1,9 |
| | | >833 >1,9 | >833 >1,9 |
I | | >833  >19 | |
| | | >833 >1,9 | |

M.o E.coli Otros colif Aerobios

genérica

| t 0.57 | 0.92 | o0.73 | |
P>0.05
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11-Discusion

Las reses que fueron eléctricamente estimuladas no presentaron diferencias en cuanto a su
perfil de enfriamiento con respecto a las no estimuladas, lo que hace a esta practica un
procedimiento completamente seguro, que no afiade factores de riesgo en lo que respecta a
sus consecuencias sobre la maduracioén de las carnes.

La LV-ES sustituye los impulsos nerviosos que llegan al masculo para inducir su contraccién
(Hollung et al, 2007). Como consecuencia, en las medias reses EE, se agotan mas rapidamente
las reservas de glucégeno lo que incrementa la velocidad de descenso del pH en las primeras
12hs post mortem. Esta condicién permite alcanzar valores de pH cercanos al punto isoeléctrico
de las proteinas (alrededor de 5.4) en un tiempo menor. Dado que la actividad de las proteinas
cesa cuando se alcanza el punto isoeléctrico (Zimerman,2006), la etapa de estabilizacion del
pH también se registra en menor tiempo.

En medias reses NEE, donde la actividad muscular comienza a disminuir como resultado del
estado de mortalidad, el descenso de pH es mas lento, el glucégeno se consume a menor
velocidad y la estabilizacion se alcanza en un tiempo mayor.

En ambos grupos, al mismo tiempo que la temperatura va disminuyendo rapidamente también
se produce el descenso rapido del pH.

La estimulacién eléctrica afiade un plus que permite mantener y que ademas, podria acelerar la
actividad muscular por lo que deberia reflejarse en un consumo de glucégeno mas rapido en
aquellas medias reses EE (Hollung et al, 2007). Para verificar esta nueva hipotesis sera
necesario medir la concentracién de glucdgeno en distintos tiempos.

El pH y la T son factores que influyen sobre el crecimiento bacteriano por lo que lograr disminuir
mas rapidamente cualquiera de ellos afectaria la carga bacteriana presente.

Los diferencias en los ty entre grupos EE y NEE durante las primeras 12hs post mortem y a
temperaturas comprendidas entre 14°C y 20°C para ambos, sugieren que son debidas a los

distintos valores de pH que se obtuvieron para cada grupo.
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Alcanzar valores de pH< 5.8 en tiempos menores que lo actuales permitiria no sélo disminuir los
tiempos de generacién bacterianos, sino poder realizar la maduracion a temperaturas de
camara menores sin afectar la calidad de la carne.

Ademas, el comportamiento de las bacterias patdgenas consideradas, segun la Microbiologia
Predictiva es similar en cuanto a que las tres podrian crecer en un medio de cultivo a
temperaturas y pH del ensayo. Los medios liquidos corresponden a estandares, por lo que
podrian haber diferencias una vez translocados a la matriz carne. Igualmente resulta practico su
uso con el fin de estimar los crecimientos de estos patdgenos como forma de analisis de la
calidad carnica o de la aplicacién de las normas de calidad y seguridad alimentaria del
establecimiento en su conjunto.

En los tres casos, el mayor crecimiento se dio en las primeras horas cuando las temperaturas
superficiales se encontraban entre 12°C-20°C y el pH >5.5, esto se evidencia cuando se
observan las curvas de crecimiento cuya pendiente es mayor para este tiempo y que coincide
con los menores t,.

De los tres patdgenos, la Microbiologia Predictiva indica que antes de las 36hs (tiempo de
maduracion al que se someten las medias reses) y en medio liquido, E.coli O157:H7 vy
Salmonella spp ya han alcanzado la maxima densidad poblacional. L. monocytogenes presenta
los menores valores de log ufc/mL, los t4 registrados para este patégeno son también mayores
en comparacion con los de los otros patdgenos.

El propio ganado muestra una gran variabilidad en cuanto a la cantidad de m.o entre reses. El
set de muestras considerado no permite definir claramente si, efectivamente un mayor tiempo
de maduracién deriva en una mayor carga microbiana. Pero si es concluyente en que, en las
condiciones adversas de bajos valores de pH y bajas temperaturas de camara, los m.o
sobreviven. Esto se demostré con los recuentos de Aerobios totales a 30hs post mortem donde
en condiciones de pH < 5.8 y temperaturas superficiales de 5.7°C se obtuvo un 64% de placas

con colonias.
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Parece ser acertado indicar que cuando una media res ingresa a cadmara ya con valores
intermedios o elevados de m.o, al finalizar la maduracioén, la carga microbiana continuara siendo
por lo menos igual. Como se observo, los patégenos son capaces de sobrevivir en el rango de
temperatura considerado y al presentar inicialmente una carga microbiana alta, podemos
suponer que podria estar aumentando la probabilidad de encontrar patdgenos en aquellas
medias reses.

Mas aln, el riesgo de encontrar patdgenos aumentaria en carnes procesadas (como la de

hamburguesas) compuestas por carnes de distintos cortes y de distintos animales.
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12-Conclusiones finales

e La estimulacion eléctrica aumenta considerablemente la velocidad de degradacion de

glucogeno que resulta en un descenso de pH incrementado por acumulacién de acido lactico.

e El uso de la estimulacion eléctrica no incide en el perfil de enfriamiento de la media res.

e La aplicacion de este método o de noqueo eléctrico podria contribuir a generar ambientes
mas inhdspitos para el crecimiento bacteriano y disminuir la velocidad de crecimiento de los m.o

presentes.

e Las condiciones actuales de temperatura y pH que se registran durante la maduracion de las
medias reses permiten que se alcancen los maximos valores de densidad poblacional
correspondientes a un medio liquido para E.coli O157:H7 y Salmonella spp y permiten que

L.monocytogenes continlde en fase de crecimiento.

e De darse contaminacion en alguno de los puntos mas calientes de la carcasa, las
condiciones actuales de maduracion podrian permitir la proliferacion de patégenos, segun lo

reflejado por la Microbiologia Predictiva.

e Los recuentos de m.o muestran que una maduracion prolongada con temperaturas entre

+4°C y +10°C permite la supervivencia de bacterias.

Finalmente, seria recomendable reducir los tiempos de maduracion dado que valores de pH

<5.8 se alcanzan con anticipacion a las 36hs. Y utilizar de ser necesario, LV-ES como método

para acelerar el descenso del pH y asegurar la inactivacion del FMDV.
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Anexo |

( Extraido de Federal Registef Vol. 61, No. 144 / Thursday, July 25, 1996 / Ruand Regulations
3893)

Specific Sample Collection Procedures Cattle Sar@pléection Procedure

Materials

1. Sterile specimen sponge in sterile
Whirl-packi]-type bag or equivalent

2. 25 ml sterile Butterfield’'s phosphate
diluent (BPD)

3. Sterile ziplock-type or stomacher bag
4. Template for 100 cm2 sampling area
5. Sterile gloves

6. Wheeled ladder, sampling platform,
or step ladder

7. Sanitizing solution

8. Small tote or caddy for carrying supplies

Collection

Read the sections under Pre-sampling PreparatidrPegparation for Sample Collection before
beginning the sampling procedure. Use predeternriaedom selection procedures for selecting
the half-carcass to be sampled.

Remember, samples will be collected from half-cagea in the cooler 12 hours or more after
slaughter.

A sampling sponge (which usually comes dehydratet @mepackaged in a sterile bag) will be
used to sample all three sites on the carcassk(flansket and rump—see Figure 2). It is
important to swab the areas in the order of leastnbst contamination in order to avoid
spreading any contamination. Therefore, swab tleasain the sequence indicated in this
sampling protocol. Nondestructive surface samphrigbe conducted as follows:

1. Ensure that all bags have been prelabeled asdmllies are on hand,

including the sampling template. (An assistant tayelpful during the sampling process.)

2. IF a reusable template is used, immerse the Isagnfemplate in an approved sanitizing
solution for at least 1-2 minutes. Just prior t@lling the first sample site on the carcass (step
13), retrieve the sampling template from the saimigj solution. Shake excess solution from the
utensil, then protect the portion of the templatg will contact the carcass from contamination.
3. Locate the flank, brisket, and rump samplingssitsing illustrations and directions in (cattle
carcass sampling locations).

4. Position the wheeled ladder, sampling platfoomstep ladder near the carcass so the rump
sample area is within easy reach from the ladder.

5. While holding the sponge bag at the top cornerthe wire closure, tear off the clear,
perforated strip at the top of the bag.

6. Remove the cap from sterile BPD bottle, beingfté not to touch the bottle opening.

7. Carefully pour about half the contents of trexikt BPD bottle (approximately 10 ml) into the
sponge bag to moisten the sponge.
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8. Close the top of the bag by pressing the wioswiles together. Use hand pressure from the
outside of the bag and carefully massage the spamigjat is FULLY HYDRATED (moistened).

9. With the bag still closed, carefully push theistened sponge to the upper portion of the bag
orienting one narrow end of the sponge up towaedotbening of the bag. Do NOT open the bag
or touch the sponge with your fingers. While hofdihe bag, gently squeeze any excess fluid
from the sponge using hand pressure from the aut3ide whole sponge should still be in the
bag.

10. Open the bag containing the sponge, beingudanet to touch the inner surface of the bag
with your fingers. The wire closure at the toplod bag should keep the bag open. Set bag aside.

11. Put on a pair of sterile gloves.

12. Carefully remove the moistened sponge frombtge with the thumb and fingers (index and
middle) of your sampling hand.

13. With the other hand, retrieve the templateh®y duter edge, taking care not to contaminate
the inner edges of the sampling area of the templat

14. Locate the flank sampling area (Figure 2). ®the template over this location.

15. Hold the template in place with one gloved héRdmember, only the sponge should touch
the sampling area. Take care not to contaminaseati@a with your hands).

16. With the other hand, wipe the sponge over tldosed sampling area (10 cm x 10 cm) for a
total of approximately 10 times in the vertical ab@ times in the horizontal directions. The
pressure for swabbing would be as if you were rengpuried blood from the carcass. However,
the pressure should not be too hard as to crumidesiroy the sponge. (Note:The template may
need to be “rolled”from side to side during swatnlp since the surface of the carcass is not flat.
This ensures that the 100 cm2 area is enclose@ wWihbbing.)

17. Repeat steps 14-16 for the brisket area, tBen§AME side or surface of the sponge used to
swab the flank area.

18. After swabbing the brisket area, transfer #raplate to the same hand holding the sponge.
Do not contaminate the sponge or inner edges adah®ling area of the template.

19. Climb the ladder or platform, holding onto thandrail with the hand used to hold the
template. Once at a convenient and safe heighgdiopling the rump, transfer template back to
“climbing” hand (hand used to hold onto the raihile climbing the ladder), taking care not to
contaminate the inner edges of the template.

20. Repeat steps 14-16 for the rump area, usingcdkan” surface or side (the side that was
NOT previously used to swab the flank/brisket are&she sponge.

21. After swabbing the rump area, carefully pldoe $ponge back in the sponge sample bag,
taking care not to touch the sponge to the outsidike sample bag.

22. While holding the handrail, climb down from tlaelder.

23. Add the additional BPD (about 15 ml) to the plmbag to bring the total volume to
approximately 25 ml.

24. Expel excess air from the bag containing tlengp and fold down the top edge of the bag 3
or 4 times to close. Secure the bag by foldingatiteched wire tie back against the bag.
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Anexo Il

(Extracto de Guia de Interpretacion para el reaudatAerobios Totales).

La Placa Petrifiltf? para Recuento de Aerobios Totales (Aerobic CouB} s un sistema de medio de cultivo listo
para ser empleado, que contiene nutrientes del 8gardard Methods, un agente gelificante solublagera fria y un
tinte indicador que facilita la enumeracién dedabnias. Las Placas Petrififi AC se utilizan en la enumeracion de
la poblacion total existente de bacterias Aerobraproductos, superficies, etc.

Conteo de Bacterias Aerobias = 152

Un tinte indicador rojo que se encuentra en la
placa colorea las colonias para su mejor
identificacién. Cuente todas las colonias rojas
sin importar su tamafio o la intensidad del
tono rojo.

55



Conteo de Bacterias Aerobias =0 Conteo de Bacterias Aerobias = 16

La Placa Petrifilff? para Recuento de Aerobios Totales es de  La figuraiestra una Placa Petriflffh AC con crecimiento
bajo

facil interpretacion. La figura 2 muestra una PlBe&ifim"® AC  de colonias.

sin crecimiento de colonias.
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Conteo de Bacterias Aerobias =143
El rango recomendado de conteo en la Placa PetfitiAC esta entre 25 — 250 colonias. Obsérvese laafigu
Conteo de Bacterias Aerobias = 560 “estimado”

Cuando el nimero de colonias es mayor a 250, cenmuade observar en la figura 5 por su excesivanoiento, los conteos
deben ser estimados. Determine el promedio de iesl@m 1 cuadrado (ény multipliquelo por 20 para obtener el conteailtot
por placa. El area de inoculacion de PetrfffisC es 20 crh
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MNPC (muy numerosa para contar), para obtener eejasultados, diluya su muestra.

Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC
Conteo estimado: 10
La figura 6 muestra una Placa PetrifffnrAC con colonias muy numerosas para contar.

Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC

Conteo estimado: £0

Con conteos muy altos, el area total de crecimipntde virar 0 colorearse rosa, como se muestra figura 7.
Usted podria observar colonias individuales soleléiio o borde del area de crecimiento. Regisst conteo como
muy humeroso para contar (MNPC)
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Anexo |l
(Extraido de Guia de Interpretacion de Recuente.a#i/coliformes)

Petrifilm E. coli/Coliform Count (EC) plates contaifiolet Red Bile (VRB) nutrients, a cold-water-
soluble gelling agent, an indicator of glucuronilasctivity, and an indicator that facilitates colon
enumeration. MosE. coli (about 97%) produce beta-glucuronidase which presluc blue precipitate
associated with the colony. The top film traps gaslpced by the lactose fermenting coliforms &nd
coli. About 95% ofE. coli produce gas, indicated by blue to red-blue coloasgsociated with entrapped
gas on the Petrifilm EC plate (within approximatehe colony diameter).

AOAC INTERNATIONAL and U.S. FDA Bacteriological Amgical Manual (BAM) define coliforms as
gram-negative rods which produce acid and gas famtose during metabolic fermentation. Coliform
colonies growing on the Petrifilm EC plate produciel avhich causes the pH indicator to make the gel
color darker red. Gas trapped around red colifostordesindicates confirmed coliforms
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