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ABSTRACT

The main objective of this investigation was to evaluate the incidence of Escherichia coli
O157:H7 in cattle during the slaughter process in Puerto Rico. The slaughter houses visited were
located in Mayagiiez, Arecibo and Yauco. The current methods of reduction for bacterial counts
and the prevention of food borne pathogens were also evaluated. The sampling method used was
the one proposed by the Unites States Department of Agriculture (USDA) for processing of
samples and the detection of E. coli O157:H7 using the method of polyurethane sponges. The
animals sampled for the investigation were classified based on their race and age. The results for
the presence of E. coli O157:H7 in the carcass prior and after the wash were negative. The
bacterial counts in the samples were not significant throughout the investigation. The statistical
analysis used was the MacNemar test. There where no significance differences with the
treatment applied to the carcass. The Wilcoxon test analysis was also performed to compare the
reduction of bacterial counts in the carcass. These values fluctuated depending the slaughter
house. (p<0.05) The results of the serological tests performed indicated the presence of generic
E. coli, and a possible Enterobacter aerogenes and Enterobacter cloacae. Based on these results
it can be assumed that the slaughter houses visited had Good Manufacturing Practices (GMP’s),
Standard Sanitization Operational Procedures (SSOP’s), Standard Procedures of Sanitization

(SPS) and followed their Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) plans.



RESUMEN

El objetivo primordial de esta investigacion fue determinar la incidencia de Escherichia
coli O157:H7 en el ganado bovino en mataderos de los pueblos de Mayagiiez, Arecibo y Yauco.
Los métodos utilizados actualmente en Puerto Rico para la reduccion de contaminacion
microbiana y prevencion de patogenos fueron evaluados también. Se utilizé el sistema propuesto
por la USDA para la deteccion de E. coli O157:H7 utilizando el método de esponjas de
poliuretano. Se utilizaron muestras de ganado vacuno macho de tipo lechero y de carne donde se
clasificaban por su edad. Los resultados arrojaron negativos para la presencia del patogeno antes
y después del lavado de la canal en los tres mataderos. Los conteos de colonias fueron bajos por
lo que no hay necesidad de incorporar estrategias adicionales de intervencion para el lavado de la
canal durante el procesamiento de la matanza de reses. El andlisis estadistico de MacNemar
demostrd que no existen diferencias significativas antes y después del tratamiento aplicado a la
canal. El andlisis estadistico de Wilcoxon se utilizd para promediar la carga microbiana en la
canal, los resultados fluctuaron dependiendo el matadero. (p<0.05) Los resultados de pruebas
bioquimicas realizadas revelaron la presencia de E. coli genérico y un posible Enterobacter
cloacae y Enterobacter aerogenes en la canal. Los mataderos estudiados estaban en buenas
condiciones de sanitizaciéon siguiendo las Buenas Practicas de Manufactura (BPM),
Procedimientos Operacionales Estandares de Sanitizacion (POES), Estandares de Desempefio

Sanitarios (EDS) y planes HACCP.
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1. Introduccion

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son aquellas que se
desarrollan por el consumo de agua o alimentos contaminados, donde el alimento acta
como vehiculo de transmision de organismos o substancias toxicas que puedan ocasionar
dafios a la salud humana. Los sintomas pueden variar y dependen del tipo de organismo,
la cantidad del alimento contaminado que se consuma el inoculo y del estado
inmunolégico o fisico de la persona. Es establecido que un brote de ETA se declara
cuando dos 0 mds personas sufren una enfermedad similar después de ingerir un mismo
alimento, lo que sefiala al alimento como el origen de la enfermedad. Las ETA, desde el
punto de vista de salud publica, juegan un rol muy importante en la industria de los
alimentos ya que es indicativo de la calidad, seguridad e inocuidad de éstos.

Escherichia coli, miembro de la familia de los Enterobacteriaceae, es una
bacteria anaerobica facultativa, gram-negativa, motil, no formadora de espora y
nombrada por el doctor austriaco Theodor von Escherich. Este fue pionero en la medicina
pediatrica y dedic6 sus esfuerzos para mejorar el cuidado de nifios, particularmente en la
higiene y nutricion infantil. En el afio 1986 el doctor Escherich convencido que la
bacteriologia podia resolver muchos problemas pediatricos, aislé el género originalmente
designado como Bacillus commune, en la familia Enterobacteriacae. Posteriormente paso
a nombrarse Escherichia coli. Se han reconocido mas de 200 serotipos O para este
género, donde los serotipos O son los causantes de enfermedades a los humanos.

La mayoria de las cepas de Escherichia coli son inocuas o no patogénicas, lo que

significa que no causan enfermedad alguna y viven en los intestinos de los seres humanos



y animales saludables. El humano promedio contiene alrededor de 1 kg de bacterias en su
intestino, donde el 0.1% son E. coli. La presencia de esta bacteria en el intestino es
necesaria para un desarrollo normal y la salud de la persona. E. coli y otras bacterias
entéricas sintetizan la vitamina K y vitaminas del complejo B que el cuerpo absorbe. A
pesar de que el intestino es el habitat normal de estas bacterias, éstas pueden vivir fuera
del mismo en ambientes contaminados con materia fecal tales como en el agua o en la
tierra. Bajo estas circunstancias la presencia de la bacteria sirve como indicador de
contaminacion fecal (Jay, 2000).

Sin embargo existen ciertos serotipos de E. coli, que pueden causar enfermedades
gastrointestinales con sintomas como diarrea. Estos diversos serotipos patogénicos de las
E. coli son clasificados de acuerdo con sus mecanismos de virulencia. Estas incluyen las
E. coli enterotoxigénicas, enterohemorrdgicas, enteroinvasivas, enteropatogénicas,
enteroadherentes y enteroagregativas (Vasquez y Cabral, 2001). Entre los diferentes
serotipos de E. coli patogénicos algunos son capaces de producir toxinas resistentes al
calor. Estas toxinas son similares a la toxina que produce Shiggella disenteriae (Jay,
2000). Es por esto que se le conoce como “Shiga-like toxin producers”.

El serotipo O157:H7 causa una enfermedad transmitida por los alimentos, y est4
mayormente asociada a alimentos carnicos. La misma produce una toxina potente la que
puede causar una toxico-infeccién, que resulta en una enfermedad grave para los
humanos.

E. coli O157:H7 fue la principal causa del brote de diarrea aguda sanguinolenta
durante el 1982. Este causado por el consumo de hamburguesas crudas contaminadas en

los estados de Oregon y Michigan. En el 1985 fue reconocida como un agente causante



del Sindrome Urémico Hemolitico. El Sindrome Urémico Hemolitico mayormente en
nifios y pacientes inmunocompetentes es caracterizado por una disfuncion renal aguda en
la cual se destruyen las células sanguineas y fallo renal. Cerca de un 2% a 7% de las
infecciones conducen a esta complicacion. Un tercio de las personas con este Sindrome
necesitan tratamiento de didlisis; otras presentan complicaciones como alta presion,
convulsiones, ceguera o paralisis En personas de edad avanzada la enfermedad mas
comunmente causada por este patégeno es Purpura Tromboética Trombocitopénica, la
cual en ocasiones puede causar hasta la muerte (Paytton, et al., 2002). El periodo de
incubacion para la mayoria de las cepas es de 3 a 8 dias. Usualmente los sintomas
desaparecen de 5 a 10 dias (Omisaskin, et al., 2003). El Centro de Control de
Enfermedades (CDC) de Atlanta aconseja no tomar antibioticos para contrarrestar los
sintomas, ya que esto puede ocasionar complicaciones con los rifiones, asi mismo deben
evitarse los medicamentos antidiuréticos.

En el 1993, ocurri6 otro brote alimentario fatal causado por E. coli O157:H7
donde murieron cuatro personas en los estados de Washington, Idaho, California y
Nevada causados por el consumo de hamburguesas crudas en una cadena de comida
rapida. En el 1994 E. coli O157:H7 fue declarado como un adulterante en la carne
molida por el Servicio de Inocuidad e Inspeccion de Alimentos (por sus siglas en inglés
FSIS). La clasificacion de adulterante fue extendida a la carne de res no intacta en el
1999. FSIS considera necesario la reevaluacion de los Planes de Analisis de Peligros y
Puntos Criticos de Control (por sus siglas en ingles HACCP) para productos crudos y

determind que establecimientos que no han tomado en consideracion a E. coli O157:H7



como un peligro bioldgico en su plan tienen que reevaluar estos. Esto con el propodsito de
disminuir los riesgos de una toxico-infeccion causados por el patdgeno.

Las estadisticas sefialan que anualmente en los Estados Unidos ocurren 62,000
casos de infecciones con E. coli O157:H7, 1800 hospitalizaciones, 52 muertes, 3000
casos que desarrollan el Sindrome Urémico Hemolitico (la mayoria nifilos menores de
cinco afos).

El registro federal de los Estados Unidos publicé el 7 de octubre de 2002 un
articulo en el cual explica el uso de métodos mas sensitivos para la identificacion del
patogeno, esto entre 3 de septiembre de 1999 y el 8 de septiembre de 2002. En el estudio
se observd que la prevalencia de E. coli O157:H7 en muestras de carne fue un 0.80%.
Ademas se observo un aumento en las muestras tomadas, lo que sugiere que los hallazgos
de baja incidencia en el pasado podrian haber estado relacionados a la poca sensitividad
del método y tamano de las muestras analizadas.

E. coli O157:H7 seguira siendo una preocupacion de salud publica importante
para la industria de alimentos si las medidas correctivas no son llevadas a cabo. Las
medidas preventivas pueden reducir el nimero de ganado vacuno portador de este
patogeno y asi la contaminacion de la carne durante el sacrificio de los animales y en la
preparacion de la carne molida

Expertos en inocuidad alimentaria han estado perdiendo terreno contra la
contaminacion bacteriana. Las cepas mds amenazantes, como la Escherichia coli
O157:H7, contintlan apareciendo inesperadamente, a pesar del incremento en las

exigencias de estandares para alimentos seguros (Vasquez y Cabral, 2001).



Estudios sobre la incidencia de este patdgeno se han llevado a cabo en los Estados
Unidos y en Europa. Debido a que el ganado vacuno es el reservorio natural principal de
E. coli O157:H7 este puede ser transmitido a la canal durante el proceso de matanza si no
se llevan unas medidas sanitarias adecuadas. La determinacion de dicho patdgeno es de
gran importancia para la industria ganadera en Puerto Rico ya que un brote seria
devastador, debido a que los ganaderos locales no cuentan con los mismos recursos o
ayudas econdmicas como las industrias en los E.U. o Europa.

El 16 de marzo de 2005 en Puerto Rico, la USDA identificé tres muestras
positivas para E. coli O157:H7 en carne molida de res, esto de unas 2,502 muestras
analizadas durante ese ano. Pasados estudios realizados en Estados Unidos han revelado
que dicha bacteria es el principal causante de problemas de salud en la sociedad. Es muy
importante por esta razon que se requiere mas informacion e investigaciones a cerca de
este patogeno en Puerto Rico. Es por esto el interés de conocer la incidencia de E. coli

0O157:H7 en los mataderos de Puerto Rico.



2. Objetivos

Esta investigacion persigue identificar la incidencia de E. coli O157:H7 en tres
mataderos de reses en el area norte, oeste y sur de Puerto Rico, especificamente en los
pueblos de Mayagiiez, Arecibo y Yauco. Esto ayudard a determinar si los métodos
utilizados para la reduccion y prevencion de bacterias y patdgenos en las canales de reses
en Puerto Rico es efectivo, o si es necesario incorporar estrategias de intervencion
adicionales para la reduccién o eliminacion de E. coli O157:H7, patdégeno tan nocivo

para la salud del ser humano.



3. Revision de Literatura

3.1 Escherichia coli O157:H7

Su nombre se origina del antigeno somatico [O] 157 identificado y el séptimo
antigeno flagelar [H]. El antigeno [O] se deriva de la pared celular y el [H] del flagelo
este se encuentra solo en especies motiles.

Investigaciones de brotes han demostrado que E. coli O157:H7 puede ser
transmitido por alimentos, en agua o transmision de persona a persona. Productos de
origen bovino, tales como carne no cocida adecuadamente o leche cruda han sido
asociados a este patogeno (Vasquez y Cabral, 2001). La contaminacion con dicho
patogeno en alimentos no asociados a este puede inferir contaminacion cruzada con
productos o superficies que contenian la bacteria. Debido a la relacion estrecha de este
patégeno a productos de origen bovino, estos han sido sefialados como el principal
reservorio del patdégeno (Shere, et al., 1998). Solo pocas células son necesarias para
causar la infeccion, niveles de 0.9 a 4.3 UFC/g fueron reportados en muestras tomadas de
lotes de carne molida que fueron implicados en el brote de Sindrome Urémico
Hemolitico en humanos en el ano 1993 (Paytton-Pruett, et al., 2002).

El patégeno se encuentra tipicamente en el ganado vacuno saludable, lo que hace
dificil el control de este. Se ha demostrado que el 75% del ganado lechero y el 63% de
ganado vacuno de engorde son positivo para E. coli O157:H7 (Grauke, et al., 2002).

La prevalencia del patégeno puede ser menor o mayor dependiendo de la época

del ano. Se ha comprobado que la época de mayor incidencia de enfermedades en



humanos asociadas a este patégeno ocurre durante los meses de verano, la misma época
que la prevalencia de E. coli O157:H7 en las heces del ganado bovino es mayor
(LeJejune, et al., 2004). Aproximadamente un 86% de los brotes de E. coli O157:H7
reportados en Estados Unidos ocurren entre los meses de mayo a octubre. La razén de
este patron se desconoce, pero se cree que puede deberse a un aumento en la prevalencia
del patégeno en el ganado vacuno u otros rumiantes o de vehiculos de transmision
durante el verano. Ademas durante esta época de verano hay un aumento en el consumo
de carne de res molida o en corte debido a los meses en los cuales se realizan comidas al
aire libre, lo cual permite mayor exposicion de los humanos a la carne. Por ultimo,
también se observa un aumento en el manejo inapropiado de los alimentos, esto incluye:
abuso de temperatura, contaminacién cruzada y la cocciéon incompleta de productos
carnicos la cual aumenta durante los meses de calor (Doyle, et al., 2001).

El tiempo promedio en el cual este patdogeno se mantiene en el sistema
gastrointestinal de los rumiantes es de 30 dias, aunque en algunos animales la bacteria
puede estar presente hasta un afio o mas. Los factores que contribuyen a la presencia de la
bacteria en rumiantes se desconocen, pero se discute la habilidad de la misma al colonizar
una localizacion en particular en el sistema gastrointestinal. Estudios han demostrado que
el colon es el lugar en el sistema gastrointestinal donde principalmente se aloja el

patdgeno en rumiantes adultos (Grauke, et al., 2002).



3.2 Condiciones de crecimiento

Estudios han demostrado que E. coli O157:H7 crece en un amplio rango de
temperatura. El mismo puede sobrevivir a temperaturas de congelacion y rangos de pH
desde 4.4 a 9. La temperatura ptima de crecimiento del patogeno es 37°C, aunque se ha
observado crecimiento a temperaturas de 7 a 44.5° C. El proceso de pasterizacion o
coccion adecuada del alimento a 70° C por 2 minutos elimina el patdgeno. Se ha
demostrado que a temperaturas de 4 a 5° C la poblacion bacteriana no disminuye
significativamente en un periodo de siete dias (Pearce, et al.2004). Estudio llevado a cabo
con mayonesa comercial confirma la sobrevivencia de E. coli O157:H7 en medios acidos.
Se exhibid sobrevivencia de la bacteria en dicho producto a una temperatura de 5°a 7° C
durante 35 dias, dichas células no fueron detectadas después de 72 horas al ser
almacenadas a 25°C. (Doyle, et al., 2001). La mayonesa tenia un pH de 3.65 y un indculo
de 10" UFC (Doyle, et al., 2001).

Estudios han comprobado la tolerancia a la sal de dicho patogeno. La misma fue
expuesta a concentraciones de 4.5% y 6.5% de NaCl, donde en la concentracion de
mayor salinidad se observo una fase lag de 31.7 horas. Estas investigaciones encontraron
que no hubo crecimiento a una concentracion de NaCl mayor de 8.5% (Doyle, et al.,
2001).

La resistencia termal de E. coli O157:H7 no es como la de las demas bacterias
gram negativas, estas cepas son mas sensitivas al calor. Un estudio reciente encontrd
diferencias en los valores termales Dgoec (minutos) entre distintos productos carnicos.

Los valores D aumentan segiin aumenta en contenido de grasa en el alimento (Jay, 2000).



Varias investigaciones realizadas en ganado lechero en Wisconsin en el 1996,
comprobaron que la mayor incidencia de E. coli O157:H7 se encuentra en el ganado
vacuno joven (Shere, et al.,1998). El uso de antibidticos puede alterar la flora microbiana
de bovinos y permitir que el patdgeno se multiplique en el tracto digestivo. Ademas de
permitir que E. coli O57:H7 adquiera resistencia a antibioticos tales como la
estreptomicina, sulfisoxazole y tetracyclina, permite que tenga una ventaja competitiva
sobre la flora microbiana normal. Se ha reportado un aumento en E. coli O157:H7
resistentes a antibidticos en humanos (Shere, et al., 1998). Se ha comprobado que la
administracién de niveles subterapeuticos de antibidticos a animales puede ser un factor
contributivo para la resistencia de este patdgeno a dichos medicamentos en los humanos
(Shere, et al., 1998). Otro factor que puede ayudar a la distribucion del patogeno en el
ambiente son las aves silvestres ya que durante el vuelo estas pueden esparcir el patogeno
a grandes distancias, al llevar particulas de heces en las plumas o patas. Esto convierte
estas aves en un peligroso vehiculo de transmision (LeJeune, et al., 2004). La dieta del
animal y los cambios en la misma son otros factores que pueden influenciar a que el
patdgeno persista en el animal (Shere, et al.1998). Muchos estudios se han dedicado a la
ecologia microbiana de E. coli O157:H7 en los intestinos y heces de bovinos. Un estudio
reveld que animales cuya dieta era basada en concentrado que contenia 50% alfalfa sin
procesar y 50% maiz por un periodo de cuatro dias exhibia una disminucién en la
presencia de E. coli O157:H7/g. Investigadores han demostrado que E. coli O157:H7 se
encuentra en mayor incidencia en ganado que se alimenta de aditivos, estos sugieren que
el ionoforo puede ser un factor de prevalencia de este organismo en las heces de bovinos.

En otro estudio sobre la dieta demostr6é que el ganado vacuno cuya dieta era mayormente
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de granos, exhibia una disminucién en el pH del colon y una mayor cantidad de E. coli
acido resistente (Jay, 2000). Otro estudio mas resiente determiné que el ganado
alimentado con pasto exhibe el patdgeno en sus heces por mayor tiempo que animales
que son alimentados con granos y que el patdgeno era igual en cuanto a su resistencia al
acido Por otra parte el agrupar el ganado vacuno, utilizar utensilios sin desinfectar y la
alimentacion temprana de granos han sido factores asociados a un aumento en la
incidencia de la bacteria (Jay, 2000).
3.3 Caracteristicas de E. coli O157:H7

Estudios dirigidos hacia la caracterizacion de Escherichia coli serotipo O157:H7
revelan que los marcadores bioquimicos de dicho patdgeno son significativamente
diferentes a los de E. coli genérico. Escherichia coli O157:H7 es diferente a otros tipos
de E.coli, no solo desde el punto de vista clinico y epidemioldgico sino que en algunas
caracteristicas bacterioldgicas. Una combinacion de las reacciones a B-glucoronidasa,
sorbitol, rafinosa y dulcitol puede separar preliminarmente este serotipo del resto de los
E. coli (Ratnam, et al., 1988). Estos analisis incluyen una reaccién negativa para la 8-
glucoronidasa y sorbitol, y una reaccion positiva para el andlisis de rafinosa y dulcitol. La
fermentacion de sucrosa fue observada en el 87% de las cepas de E. coli O157:H7, en
contraste a las de E. coli que solo fermentaron un 42-54%. La mayoria de las cepas (87%)
fermentan dulcitol y sucrosa en un periodo de 24 horas, mientras que el 89% no
fermentaron ramnosa en este periodo de tiempo (Ratnam, et al., 1988). Se ha reportado
que E. coli es un bacilo gram negativo que fermenta lactosa, que tiene la capacidad de
producir B-glucoronidasa, y cerca del 96% producen esta enzima (Ratnam, et al., 1998).

E. coli O157:H7 es la excepcion ya que ésta no fermenta sorbitol. Desde este punto de
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vista, el sorbitol puede utilizarse como agente en un medio diferencial para la deteccion
de estos patogenos como E. hermannii, recientemente reconocida como miembro del
género de Escherichia. Esta no solo es B-glucoronidasa negativo sino que es incapaz de
fermentar sorbitol como E. coli O157:H7. En adicion esta cepa ha reaccionado con el
antisuero O157, lo que puede llevar facilmente a confundir con el serotipo O157:H7. La
diferencia entre ambos tipos de E. coli es que en medios de cultivos diferenciales de
sorbitol como el antisuero-sorbitol H7 y sorbitol-MacConkey arrojan reesultados de
coloracion diferente, siendo las colonias de E. hermanii de color amarillo y colonias
tipicas de E. coli O157:H7 de color rosa palido (Ratnam, et al., 1988).

E. coli O157:H7 produce factores citotoxicos a células Vero las cuales se les han
nombrado Verotoxinas o toxinas Shigga, esto por su similaridad a la toxina Shigga que
produce Shiggella dysenteriae tipo 1 (Doyle, et al., 2001). Los dos prototipos de toxinas
son SLT-1 (Shigga-like toxin 1) y SLT-2 (Shigga-like toxin 2). Este patogeno produce
cantidades elevadas de dichas toxinas. Ademas existen otros serogrupos de E. coli que
producen Verotoxinas (Ratnam, et al., 1988). Ambas toxinas son estructuralmente
similares, son bacteriéfagos lisdgenos localizadas en los cromosomas que bloquean la
translacion eucaridtica. Estudios sobre el efecto de la temperatura en la produccion de
toxinas comprobaron que no hay efecto alguno en la sintesis de la toxina. En otro estudio
la produccion de la toxina ocurrié a temperaturas de 10°, 12° y 37°C. Por otra parte una
cantidad menor de toxina se detect6 a una temperatura de 21°C (Jay, 2000).

Informacion epidemioldgica indica que las complicaciones de enfermedades tales
como el Sindrome Urémico Hemolitico y la Parpura Tromboética Trombocitopénica son

mayormente asociadas a la Verotoxina tipo II. La produccién de toxinas varia con el
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medio de cultivo, tipo de alimento, temperatura, pH y aeracion. En adicion a las
verotoxinas, este patdgeno tiene un plasmido de gran tamafio, siendo esta caracteristica
de gran ayuda en la identificacion de la cepa patogénica (Leenanon, et al.2003).

La presencia del patdgeno en los bovinos al momento de la matanza, marca una
gran necesidad en incorporar estrategias para minimizar estos problemas antes o durante
este proceso. Esto se observo en un estudio llevado a cabo en Europa en el 2002. Existen
varias soluciones, muchas de ellas dirigidas hacia el tiempo, lugar y costos (Omisakin, et
al., 2003). Sin embargo la necesidad de tener medidas de control adecuadas se ha estado
estudiando hacen afios. Varios tratamientos se han investigado para lograr la reduccion y
la eliminacion del patogeno, algunos de los tratamientos han sido efectivos pero algunos
solo logran disminuir la concentracion bacterial (Castillo, et al., 1998).

3.4 Acido Tolerantes

Bacterias 4cido lacticas crecen a pH bajo en presencia de acetato, muchas de estas
bacterias pueden disminuir el pH intracelular cuando el pH extracelular disminuye. Las
cepas de E. coli generan un pH alto con un pH extracelular bajo. La regulacion de pH
intracelular del serotipo O157:H7 no se ha examinado. Basandose en la observacion de
que muchas bacterias que son resistentes al acetato permiten que su pH intracelular
descienda, parece que la cepa O157:H7 tiene un sistema diferente de regulacion
intracelular del pH. Investigaciones pasadas revelaron que E. coli O157:H7 es altamente
resistente al acetato y que puede sobrevivir a condiciones aerdbicas con una
concentracion de 27mM de acetato a un pH de 5.0 por 21 dias. Estudios adicionales son
necesarios para determinar mejor los mecanismos utilizados por este patdgeno para la

resistencia al acetato (Diez-Gonzélez y Russell, 1997).
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La sobre vivencia de E. coli O157:H7 en alimentos acidos crea implicaciones
nuevas en cuanto a los nuevos procesos para la reduccioén o eliminacion del mismo. Ya
que los acidos organicos no han sido capaces de llegar a una reduccién completa de la
bacteria por ésta ser tolerante en medio acido, el tratamiento con fosfato trisédico brinda
un medio basico a la carcasa que se le aplique el tratamiento lo que puede retar la sobre
vivencia del mismo. Sin embargo el patdogeno puede sobrevivir a pH de 11 y 12 por mas
de siete horas.

3.5 Condiciones bajo limitacion de nutrientes

El agua es una de las posibles fuentes de contaminacion para el ganado vacuno
por E. coli O157:H7. Esta es un medio excelente de transporte para el patdogeno y otras
enfermedades. Se ha documentado que las bacterias que crecen inicialmente en un
ambiente de nutrientes adecuado al ser expuestas al estrés o condiciones extremas pueden
adaptarse al mismo mediante su transformacion a estado viable no cultivable. El estado
viable no cultivable representa una estrategia de sobrevivencia adoptada principalmente
por las bacterias gram negativas en respuesta a condiciones extremas en el ambiente.
Factores como la temperatura, concentracion de nutrientes, salinidad, presion osmotica y
el pH pueden contribuir a este estado de latencia. Estudios realizados por Wang y
colaboradores en el afio 1998 revelan que algunas cepas de O157:H7 en estado viable no
cultivable fueron capaz de crecer en platos de agar. Se ha demostrado que muchas
bacterias patdgenas en este estado son capaces de producir toxinas, colonizar el huésped
y causar enfermedad. Este patdgeno tiene la habilidad de existir en este estado latente por
largos periodos de tiempo por la razéon de que el mismo es altamente competitivo en

ambientes acuaticos. Por otra parte la bacteria se adapta mejor a un ambiente de agua
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pura que en lagos o reservas de agua, ya que en estos habitan otras bacterias las cuales
pueden inhibir el crecimiento de E. coli O157:H7 en estado viable no cultivable (Wang,
et al., 1998).

Los brotes de infeccion de E. coli O157:H7 donde el vehiculo de transmision ha
sido el agua contaminada han aumentado substancialmente durante los afios recientes,
esto por que han estado asociados con agua donde personas nadan, agua para consumo
humano, aguas de pozos y del hielo. En alimentos la actividad de agua maxima en la que
puede sobrevivir E. coli O157:H7 es de 0.995 y una minima de 0.95 (Jay, 2000).

3.6 Estrategias de Intervencion

Entre las estrategias de intervencion evaluadas en varios estudios y actualmente
recomendadas se encuentran: el lavado de la canal con agua y vapor, recorte o pelado,
tratamientos combinados de agua caliente y acidos organicos. La aplicacion de acidos
organicos es una alternativa que es utilizada actualmente para la descontaminacién de las
canales de res en la industria de alimentos. Se ha reportado que el uso de acidos
orgéanicos se considera como una practica GRAS (“Generally Recognized as Safe”) para
la reduccion de cepas de E. coli O157:H7 en carnes rojas (Dorsa, et al., 1995).
Generalmente tratamientos con acido lactico, acético o citrico a diferentes
concentraciones resultan en una disminucion de la poblacion de 1 a 4 log UFC/cm® en
las superficies de canales. La efectividad de los 4cidos orgénicos como el 4cido lactico
para la reduccion de patdgenos en las canales varia, segun los estudios, lo que puede
atribuirse a diferencias en concentraciones del 4cido, métodos utilizados para la
aplicacion del 4cido, temperatura, tiempo de contacto, técnica de muestreo, tipo de tejido

y organismo (Nettles y Siracusa, 1994). En noviembre de 1992, fue aprobado el uso de
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acidos orgénicos durante la pre-eviceracion por la FSIS, del Departamento de Agricultura
de E.U. Este método ha sido utilizado para aumentar la inocuidad del producto y extender
el largo de vida util de la carne de res y cerdo (Nettles y Siragusa, 1994). Investigadores
han evaluado la eficacia de los acidos ascorbico, propidnico, citrico, lactico y acético,
desde concentraciones de 0.1 hasta 24%, para la reduccion de poblaciones de bacterias en
carnes rojas. Una mayor reduccién de bacterias se obtuvo con una concentracién mayor
del acido, combinaciones de 4cidos y aumento en la temperatura del tratamiento o si la
bacteria estaba adherida a un tejido adiposo. El efecto antibacterial de los &cidos
organicos se atribuye a moléculas &cidas sin disociar que interfieren con el metabolismo
celular o disminuyen en la actividad biologica como resultado de cambios en pH en la
célula. El rocear con acidos al 5% reduce el pH de la superficie de canales de res con
tejido adiposo y sin tejido adiposo crea un ambiente desfavorable para el crecimiento de
bacterias (Nettles y Siragusa, 1994).

Estudios dirigidos por Nettles y Siragusa en el 1994 comprobaron que los acidos
lactico, citrico y acético a concentraciones de 5% reducian poblaciones de E. coli
O157:H7, pero ningln tratamiento logrd una eliminacion total del patdgeno de la carcasa.
Dependiendo del tipo de cepa y la poblacion inicial del patdégeno se puede obtener
reducciones de 1 a 2 logio UFC/cm?. Esto no es considerado suficiente
microbiologicamente seguro para un alimento, ya que para el consumo humano el
alimento debe de ser seguro e inocuo. Por otra parte, el integrar el uso de los acidos
organicos puede ser beneficioso al Plan de Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de

Control (HACCP por sus siglas en inglés).
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3.7 Puntos Criticos de Control

Las regulaciones de la FSIS 9 CFR 417.2(c) 1 y 2 requieren que los peligros
asociados a la seguridad del alimento sean identificados en un analisis de peligros y sean
listados en el plan HACCP. Para cada peligro identificado debe haber un punto critico de
control (PCC). Un punto critico de control es un punto, paso o procedimiento en el
proceso en el cual se puede aplicar un control y como resultado prevenir, eliminar o
reducir los riesgos a niveles aceptables (FSIS, 2002).

Cada establecimiento debe de conducir un andlisis de peligros con el fin de
determinar los peligros de un alimento que ocurren durante el proceso de produccion e
identificar las medidas preventivas que el establecimiento puede tomar para controlar
estos peligros. Los analisis de peligros deben incluir riesgos que ocurren antes, durante y
después de la entrada al establecimiento (FSIS, 2002).

Algunos puntos criticos de control en el proceso de matanza del animal que se
deben considerar al disefiar un analisis de peligros de acuerdo a la FSIS incluyen:

e La fuente del animal, edad y tipo de animal influye en la prevalencia de
E. coli O157:H7

e Lallegada del animal al area de matanza, éste debe estar limpio, el lodo y
materia fecal debe ser minima

o El 4rea de espera del animal, debe evaluarse la posible contaminacién
entre animales en el drea previo a la matanza

e El area del tiro en el cual se aturde el animal puede ser un vehiculo de
contaminacion

e El sangrado del animal puede ser un vehiculo de transmision.
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El eso6fago y el contenido ruminal pueden ser un vehiculo de transmision
para la carcasa (especialmente la cabeza) si el esdfago no estd
completamente cerrado.

El proceso de remocion de la cabeza: debe considerarse por una posible
contaminacion del esofago ( contenidos del rumen)

Durante la remocion de la piel puede ser una fuente de contaminacion de
la piel, extremidades y la ubre. Puede ocurrir contaminacion por heces o
el orin.

Durante la evisceracion, puede ocurrir contaminacion fecal, del rumen o
de orina.

El lavado final de la canal debe asegurar remocion completa de cualquier
contaminante.

El Congelado de la canal, se debe considerar para prevenir el crecimiento
de E. coli O157:H7

El producto final debe almacenarse a 40°F o menor para prevenir

crecimiento de E. coli O157:H7
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4. Metodologia

4.1 Fuente de informacion

Para llevar a cabo esta investigacion se obtuvieron las muestras en tres mataderos
en el area norte, oeste y sur de Puerto Rico: Mayagiiez, Arecibo y Yauco. En estos
mataderos cooperadores, el proceso de limpieza de la canal después de la remocion de la
piel del animal, fue el mismo. El lavado de la canal se realizaba utilizando agua potable a

presion a temperatura de ambiente.

4.2 Recoleccion de Muestras

Se evaluaron muestras de ganado bovino macho de tipo lechero y de carne, siendo
los de leche de la raza Holstein y los de carne de las razas Senepol y Brahmén. Algunos
animales eran cruza entre tipo leche con tipo carne, o carne con carne. Este ganado se
subdividio por edad: de 4 o menos incisivos permanentes y 5 incisivos permanentes o
mas. La edad del ganado se determind mediante el numero de incisivos permanentes
(Boletin 299 Estacion Experimental Agricola, Casas A., et al., Agosto 2001).

Las muestras fueron tomadas en distintas etapas durante el proceso de matanza:
en la canal pre lavada, en la canal post lavada y en el intestino grueso. Las muestras de
pre y post lavada se tomaron en el cuarto delantero, en el area de la nuca o cuello, y en el
cuarto trasero, ambas de la media canal izquierda, utilizando el método de esponja, segiin
el método aprobado y descrito por la USDA (Meat / Turkey sampling kit Nasco®).

(Figura 1).
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Dicha muestra se tom6 colocando un cuadrante de 4 x 4 designado para el
muestreo de carne de res donde se deslizé la esponja diez veces en forma horizontal y
diez veces en forma vertical a lo largo de la superficie del cuadrante, posteriormente se
coloco en una bolsa estéril (Whirl-Pak®). (Figura 2).

Figura 1. Toma de muestras en el cuarto trasero de la media canal izquierda
utilizando el método de esponja. (Meat / Turkey sampling kit Nasco®)

Las muestras de las heces fueron tomadas del intestino grueso, después de la
evisceracion del animal, utilizando una espatula estéril y colocando la muestra en una
bolsa identificada y posteriormente sellada (Figura 3). Para evitar alteraciones en la carga
microbiana se colocaron las muestras en bolsas estériles separadas, con solucioén peptona

y debidamente identificadas (Meat / Turkey sampling kit Nasco®).

20



Se muestrearon un total de 12 canales por matadero, en todos los mataderos se
utiliz6 la misma metodologia y los mismos criterios (Tabla 1). Las muestras fueron
transportadas al laboratorio de microbiologia de alimentos del Programa de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos del Recinto Universitario de Mayagliez en una nevera portatil
con “cold packs” manteniendo una temperatura de alrededor de 4°C, de manera de evitar
un estrés adicional a la bacteria por cambios en temperatura. Las muestras se procesaron
en un periodo de tiempo de 2-10 horas después de la toma de las mismas.

El periodo de recogido de muestras fue durante los meses de septiembre del 2005
a marzo del 2006. La hora de recogido de muestras variaba dependiendo del proceso de
matanza en el matadero.

Tabla 1.Distribucion de las muestras obtenidas por area y grupo de edad

Area de Muestras Ganado bovino con 4 Ganado bovino con 5
INcisivos 0 menos incisivos o mas
Cuarto Delantero 3 3
Cuarto Trasero 3 3
Intestino 3 3

Total 12 animales por tipo por matadero y 12 muestras por canal

4.3 Determinacion e Identificacion de recuento microbiano.
El método utilizado para la determinacion de la incidencia de E. coli O157:H7 en
ganado bovino en los mataderos de Puerto Rico fue el protocolo sugerido de muestreo en

alimentos carnicos segin USDA y FSIS.
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4.3.a Método de Esponja

Las esponjas de poliuretano se sumergieron en agua de peptona al 1% para
enriquecer el cultivo colectado en éstas. Las esponjas sumergidas en 25 ml de peptona al
1% con muestras de la superficie de la canal recolectadas se utilizaron para hacer
diluciones seriadas de 10 hasta 10 en tubos de ensayo con 9ml de peptona al 0.1%. Se
utilizo la técnica de esparcido en plato con 0.1 ml de la dilucién en el Agar MacConkey-
Sorbitol, esto en duplicado. Este es el medio diferencial para el cultivo y aislamiento de
Escherichia coli serotipo O157:H7. Estos platos fueron incubados a 35-37°C por 18
horas. Al paso de este periodo de incubacion, las colonias formadas se enumeraron
utilizando un contador de colonias (“Bantex Colony Counter” 920A). Se reportaron
aquellos contajes que estaban dentro de un rango de 25 a 250 colonias por plato.

Figura 2. Toma de muestra del cuarto delantero en la parte izquierda de la media
canal utilizando método de esponjas
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4.3.b Analisis microbiologico en heces del intestino grueso

Las muestras de heces fueron analizadas tomando 1g de la muestra fecal recogida
y colocandola en una bolsa de “stomacher” a la cual se anadio 99 ml de peptona al 0.1%
para homogenizar la muestra. Se realizaron diluciones seriadas de 107 a 10”en botellas
de dilucion con 90 ml de agua de peptona al 0.1% (Figura 3). Se inocul6 0.1ml de cada
dilucidn, éstas fueron incubadas posteriormente en platos con agar MacConkey-Sorbitol
por un periodo de 18 a 24 horas a una temperatura de 35 + 2°C. Se contaron aquellos

platos que contenian 25- 250 colonias.

Figura 3. Toma de heces del intestino grueso utilizando espatula estéril

r

4.3.c Determinacion de bacterias gram-negativos

Se utiliz6 el medio de cultivo de Eosin Methylene Blue Agar, Levin (EMB) para
la identificacion de bacterias gram-negativas ya que éste es un medio selectivo y
diferencial para bacterias entéricas. Este medio contiene tintes como agentes selectivos

para estos microorganismos. Estos inhiben bacterias gram-positivas, ademas diferencian
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entre fermentadores y no fermentadores de lactosa. Permite mejor diferenciacion entre las
especies de Escherichia y Enterobacter. (Manual Difco, 2002)
Se utilizaron colonias aisladas que crecieron en platos con agar MacConkey-

Sorbitol para la identificacion de las bacterias entéricas.

4.3.d Determinacion de cantidad total de bacterias

Para la determinacion de cantidad total de bacterias se utilizo el caldo de EC
(colitis hemorrégica) con reactivo 4-methyl-umbelliferyl-p-glucoronide (MUG) para la
confirmacion de E. coli O157:H7. Se utilizd el método sugerido por el BAM
(Bacteriological Analytical Manual). Este método permite determinar la cantidad de
bacterias que poseen la enzima beta-glucoronidasa (GUD). El caldo EC contiene peptona
como fuente de nutrientes. El medio consiste de un caldo de lactosa con sales biliares de
0.15%. El crecimiento de formadores de esporas y estreptococos fecales se inhibe
mediante la presencia de las sales biliares mientras que el mismo aumenta el crecimiento
de E. coli. Se escogieron colonias incoloras que crecieron en el medio de cultivo

MacConkey-Sorbitol las cuales son caracteristicas para E. coli O157:H7.

4.3.e Prueba confirmatoria para E. coli O157:H7 mediante aglutinacion de latex
Para la identificacion confirmatoria del serotipo O157:H7 de colonias negativas
para la prueba de sorbitol y MUG se utiliz6 la prueba de aglutinacion de latex con
antisuero O157 y H7, esto siguiendo las instrucciones del fabricante (Remel®) (Figura
4). Estas se aglutinan directamente con suero anti-O157 o mediante una reaccion con

particulas de latex recubiertas con anticuerpos especificos. Las colonias que muestren una
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aglutinacion positiva se confirman con pruebas convencionales, ya que hay descritas
reacciones cruzadas con otras bacterias como Yersinia enterocolitica O9, Escherichia
hermanii y algunos serotipos de Sa/monella. Para esta prueba se escogieron colonias que

crecieron en agar MacConkey —Sorbitol que eran tipicas para E. coli O157:H7.

Figura 4. Prueba de aglutinacion de latex con antisuero O157 y H7 (Remel®)

4.3.f Caracterizacion de bacterias entéricas

Como parte de la caracterizacion de colonias aisladas se realizaron tinciones gram
y prueba de oxidasa con el propdsito de identificar su morfologia celular. Se utiliz6 el
API 20 E (Biomérieux®) que es un sistema de identificacién de Enterobacteriaceae y
otros bacilos Gram negativos no fastidiosos. El mismo consiste de 21 pruebas
bioquimicas miniaturizadas, asi como una base de datos. Estas pruebas ayudaron a la
caracterizacion confirmatoria de las colonias que se aislaron en el medio de MacConkey-

Sorbitol (Figura 5).
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Figura 5. Prueba bioquimica API 20E (Biomérieux®)

4.4 Analisis Estadistico

El disefio experimental fue completamente aleatorizado en un modelo factorial 2
x 2 x 2 x 3 con efectos fijos (2 tipos, 2 edades, 2 lavadas y 3 localidades). Se utilizo la
prueba de McNemar para comparar las proporciones bajo cada condicion, efecto de
tratamiento: antes y después de lavado durante el proceso de matanza, relacionando las
edades y el tipo de ganado lechero o para carne. Esta es una prueba no paramétrica la cual
determina cualquier cambio ocurrido antes y después del tratamiento (Rosner, 1995).

Se utilizé la prueba de Wilcoxon, la cual es una prueba no paramétrica, para
establecer si dos distribuciones difieren en su parametro de posicion, cuando se dispone
de dos muestras con observaciones de pares. La prueba supone que la distribucion de la
variable diferencia es simétrica y que los valores son mutuamente independientes. Se
utiliz6 el programa para analisis estadisticos InfoStat para calcular el estadistico como la
suma de los rangos correspondientes a diferencias positivas. El valor p se obtiene usando

la aproximacion normal (Manual Infostat, 2002).
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Los andlisis estadisticos se realizaron para observar si existe algiin efecto del tipo
de ganado, la edad del animal, el manejo de la canal en el matadero (localidades) y de las
lavadas de la canal pre y post deshollinado (remocion de la piel) sobre la incidencia de E.
coli O157:H7 en la carne de res producida en las areas evaluadas en Puerto Rico.

4.5 Modelo Estadistico

La comparacion de cada condicion bajo los efectos del tratamiento antes y
después se utilizo la prueba exacta de MacNemar para proporciones correlativas para un
estadistico donde el nimero » menor de 20 muestras. La prueba de MacNemar para

proporciones correlativas.
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Las hipdtesis a comprobar son las siguientes: Ho: m=m, versus Ha: m# m,
Rechazamos la hipotesis nula si el valor de p < 0.05

En la tabla 2 se presenta el modelo de tablas utilizadas donde se van a identificar
el par discordante y el par concordante. Se escoge el par de discordantes y se denominan

discordante de tipo A y discordante de tipo B.
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Tabla 2: Modelo de tablas utilizadas- Prueba de MacNemar

Cuarto Trasero

Reduce No Reducd Total |

Disc.
Reduce Tipo B

No Reducd Disc.tipo A

Total

La prueba Wilcoxon compara los diferentes factores en estudio entre si, tomando
en cuenta la carga microbiana en el area de la canal en la cual se tomaron las muestras,
antes y después del lavado de la canal. En el analisis se clasifica el area 'y efectividad. Se
distinguid cada pardmetro con letras:

e A= Area del cuarto trasero antes de lavado

e B= Area del cuarto delantero de lavado

e C= Area del cuarto trasero después de lavado

e D= Area del cuarto delantero después de lavado
Conociendo estos criterios se evaluaron los resultados obtenidos de la prueba mediante el
uso del sistema Infostat. Las hip6tesis son las siguientes: Ho:M =M, versus Ha: M ;#M,
Donde comparan los promedios de la carga microbiana en log UFC, y se rechaza la

hipotesis nula si p < 0.05.
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5. Resultados y Discusion

5.1 Caracteristicas del estudio realizado en los diferentes mataderos de Puerto Rico

El estudio para la deteccion de la incidencia de E. coli O157:H7 se llevé a cabo en
tres mataderos de Puerto Rico, en los pueblos de Mayagiiez, Arecibo y en Yauco. Esto
representa alrededor del 60% de los mataderos activos en Puerto Rico. En los mataderos
visitados todos llevaban a cabo la matanza de reses de tipo lechero y de carne. Cada
matadero hacia uso de las Buenas Practicas de Manufactura. Los mataderos estudiados
tenian sala de espera para el descanso de los animales antes del proceso de matanza. Los
animales eran agrupados dependiendo el espacio de esta sala, normalmente estos estaban
acomodados en grupos de cuatro o cinco por corral. Las facilidades de los mataderos
tienen estaciones para el lavado de manos, agua para desinfeccion de cuchillos y las
sierras utilizadas, area para llevar acabo la limpieza y eviceracion de la canal. Los
empleados vestian con delantales, redecillas y casco, algunos hacian el uso de guantes de
latex.

Todo establecimiento de alimentos o productos dirigidos para en consumo
humano debe tener establecido un plan de Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de
Control (por sus siglas en inglés HACCP) para el control y monitoreo del proceso. Cada
matadero tiene un inspector del USDA el cual se encarga de inspeccionar las canales y
las visceras del animal. Estos se enfocan en la presencia de parasitos, acumulacion de
fluido infectado o abscesos, contaminantes fisicos y de verificar que las buenas practicas

de manufactura llevadas a cabo durante el proceso de matanza. Los inspectores ademas
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realizan pruebas para determinar la presencia de diferentes patdgenos, entre ellos E. coli
O157:H7.

Entrevistas realizadas a los diferentes inspectores en los mataderos colaboradores,
indicaron que nunca han tenido casos de E. coli O157:H7 en sus mataderos. En adiccion,
cada matadero tiene una persona encargada del control de calidad, donde estos toman
también muestras para la deteccion de E. coli O157:H7 una vez al mes escogiendo una
canal al azar, E. coli genérico o biotipo 1 y recuento total de bacterias una vez en semana
escogiendo una canal al azar. Esto les provee una idea de la calidad e inocuidad en la cual
sus empleados trabajan y la salud de los animales que llegan al matadero.

Los mataderos visitados tenian dos puntos criticos de control durante el proceso
de matanza. El primer punto critico de control era el lavado final de la canal, donde el
personal de control de calidad escogia una canal al azar y se verificaba que no tuviera
peligros biologicos o fisicos. El segundo punto critico de control era la temperatura del
producto en la nevera, donde dicha temperatura era monitoreada dos veces al dia. La
temperatura es el pardmetro ambiental mas importante que influye en el crecimiento de
microorganismos en la canal (Doyle. et al, 2001).

El matadero de Mayagiiez almacenaba sus productos a 40°F. En los mataderos de
Arecibo y Yauco al tener facilidades de procesar la canal, estos mantenian las neveras a
temperaturas de 30 a 38°F. La canal tiene que llegar a una temperatura interna de 40°F en
un periodo de 24 horas. De acuerdo a la USDA los productos céarnicos que sean
potencialmente peligrosos y tengan riesgos de contaminacion post procesos deben

enfriarse dentro de este periodo.
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Aberle y colaboradores evaluaron el efecto de temperatura de almacenamiento de
la carne molida y el crecimiento de bacterias psicotroficas. El estudio revelo6 diferencias
marcadas en crecimiento microbiano a temperaturas por debajo de los 5°C, enfatizando la
extrema importancia en mantener una temperatura de refrigeracion optima para el

almacenado de productos céarnicos.
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5.2 Recuento de colonias

Tabla 3: Promedios de log UFC por variable

Fuente de variacion

Promedios de log UFC/cm’

Areas
Cuarto Delantero 2.52
Cuarto trasero 2.23
Intestino 6.37
Edades
4 incisivos permanentes o 4.35
menor
5 incisivos permanentes o 4.39
mayor
Tipos

Ganado lechero 4.57
Ganado para carne 4.84

Localidades
Mayagiiez 7.33
Yauco 9.65
Arecibo 13.46

Tratamientos
Antes de lavado 2.34
Después de lavado 2.28
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Se utilizé la prueba de Wilcoxon para analizar estadisticamente si el recuento
microbiano en cada una de las fuentes de variaciones era significativamente diferente.
Los resultados de la Tabla 3 muestran los promedios de log UFC/cm” encontrados en el
estudio. La investigacién revela que los promedios de los log UFC\em?® por matadero
demuestran diferencias significativas estadisticamente (p<0.05). Los conteos microbianos
en el matadero de Mayagiiez fueron los mas bajos, seguidos por el matadero de Arecibo y
por ultimo el de Yauco. En la Grafica 1 se pueden observar las comparaciones de los
UFC/cm® promedios en los tres mataderos. Los conteos microbianos en los tres
mataderos son bajos y no tienen ningtn efecto en el producto final. Estudios realizados
por la FSIS/USDA sobre la comparacion de varias estrategias de intervencion durante el
proceso de matanza revelaron que la aplicacion de agua para contra restar carga
microbiana y E. coli O157:H7 exhibia una reduccién de 4.71 + 0.53 log UFC/cm” en
heces.

Arthur y colegas (2004) reportaron un promedio de recuento total aerébico de 7.8

UFC/100cm” en la piel de ganado vacuno y 1.4 UFC/100cm en carcasas refrigeradas
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Grifica 1: Promedios de log UFC/cm’ en mataderos
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El factor tipo de animal segiin el analisis estadistico demostré que no exhibe
diferencias significativas, indicando que la carga microbioldgica del ganado tipo carne
no es estadisticamente diferente comparada con el ganado lechero. En la Grafica 2 se
comparan los resultados de los promedios de log UFC/cm” resultantes de ganado tipo
lechero y ganado para carne. Grauke informa que E. coli O157:H7 normalmente se
encuentra en el ganado vacuno pero prevalece con mas frecuencia en el ganado lechero.
En este estudio realizado no se encontr6 la presencia del patdégeno en ningun tipo de
animal, pero si una mayor carga microbiana en el ganado para carne. Se puede deducir
que una posible razon a un recuento mayor en ganado para carne sea la administracion de

antibidticos a ganado lechero para la prevencion de enfermedades como mastitis.
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Grifica 2: Promedios de log UFC/cm’ tipo de ganado
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El estudio revela que en el factor edad no existen diferencias significativas, lo que
infiere que los recuentos microbianos en ambos parametros no son diferentes. Esto indica
que la variable edad no influye en la eficiencia del tratamiento aplicado a la canal o en la
carga microbiana. Investigaciones hechas por Shere (1998) en ganado lechero
comprobaron que una mayor incidencia de E. coli O157:H7 se encuentra en el ganado
vacuno joven. En los estudios realizados no se detectd la presencia de E. coli O157:H7, y
revelan que existe una mayor carga microbioldgica en el ganado adulto. Los hallazgos de
esta investigacion concuerdan con las investigaciones realizadas por Doyle y
colaboradores (2001).

Doyle y colaboradores (2001) indican que las células bacterianas tienden a ser

mas resistentes mientras estan en la fase estacionaria de crecimiento, estas células son
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mas viejas y menos activas, mientras que cuando estan en la fase logaritmica son mas
resistentes. Esto indica que las células de animales de 5 incisivos o mas tienen células

bacterianas mas resistentes por lo tanto se va a observar un recuento microbiano mayor

que en animales de menor edad.

Grafica 3: Promedios de log UFC/cm’ en edades
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El andlisis estadistico de la comparacion de la carga microbiana antes y después
del tratamiento de lavado estadisticamente demostrd que el lavado de la canal si tenia un
efecto con respecto a la carga microbiana (p<0.05). La Grafica 4 muestra las
comparaciones de carga microbiana antes y después del tratamiento en la canal. En
general el tratamiento del lavado fue efectivo para la disminucion o eliminacion de la

carga microbiana inicial en la canal, sin embargo en ocasiones después del tratamiento la
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carga microbiana aument6. El aumento en colonias después de lavado pueden deberse a
contaminacion durante el proceso y manejo inadecuado de parte de los empleados.

Dorsa (1995) dirigi6 sus estudios hacia la evaluacion de la efectividad de lavado
de la canal con agua potable a diferentes rangos de temperatura. Este comprobd la
reduccion de 1 log en la canal después del lavado con agua a presion. Por otra parte
afirma que el agua a temperaturas de 83.5 a 44.5°C fueron mas efectivas en cuanto a la

reduccion de la carga microbiana inicial.

Grafica 4: Promedios de log UFC/cm’ variable tratamiento
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El lugar de muestreo en la canal es un factor muy importante ya que las areas
analizadas estaban expuestas a posible contaminacion durante el proceso de matanza. Las
areas de muestra fueron en el cuarto delantero en el area de la nuca o cuello, en el anca o

cuarto trasero y en el intestino. El area de muestreo en el cuarto trasero (el anca) esta
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cerca del ano del animal, por lo que se presume sea mas facil la contaminacion por las
heces, y en el cuarto delantero (en la nuca del animal) la cual queda mas cerca del suelo y
cabeza del animal, lo que puede ocasionar contaminacion con el contenido ruminal.
(FSIS/USDA, 2002.). El estudio realizado demostré que en el cuarto delantero habia
mayor carga microbioldgica que en el cuarto trasero, al realizar el analisis estadistico este

demostroé que si existen diferencias significativas en las areas de muestra. (p<0.05)

Grafica 5:Promedios de log UFC/cm’en lugar
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Las poblaciones de colonias a lo largo del estudio se mantuvieron en un recuento
de bacterias de 10> a 10°. Doyle (2001) indica que la carne comienza a dar sefales de

deterioro cuando el recuento microbiano llega a 10’ UFC/cm®. A si mismo, estudios
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sobre la calidad de carne comprobaron que los productos que exhiben un conteo
microbiano menor de 10° bacteria/g exhiben una calidad microbiana aceptable (Jay et al,
1986). Esto nos indica que los productos analizados en estos mataderos caen dentro de
estos parametros, y demuestran una calidad microbioldgica aceptable en el producto
carnico.

Estudios realizados por Byrne y colaboradores (2000) que analizaron la reduccion
de E. coli O157:H7 durante el proceso de matanza mediante el lavado de la canal,
revelaron contajes de bacterias en las manos de los trabajadores, cuchillos y sierras

utilizadas para el proceso de eviscerado y remocion de la piel de la canal.

5.3 Resultados de analisis microbiologico

El andlisis se llevo a cabo con esponjas de poliuretano, estas se han utilizado para
la deteccion de bacterias en la industria de alimentos. Algunas de las ventajas del uso de
estas esponjas en la toma de muestras de superficies son la habilidad de poder analizar
areas amplias y la deteccion de bajos niveles de contaminacion. (Lasta, et. Al., 1992)

Las muestras inoculadas en platos de MacConkey-Sorbitol demostraron un
crecimiento de colonias rosa brillante que indican que es sorbitol positivo y colonias rosa
palido en sorbitol negativo. E. coli O157:H7 es sorbitol negativo lo cual exhibe una
colonia tipica incolora o rosa palido en MacConkey Sorbitol.

En la Figura 6 se observa el crecimiento caracteristico de colonias en el medio de
cultivo MacConkey-Sorbitol. Se observaron colonias rosa brillante y rosa palido o
incoloro. Las colonias incoloras fueron posteriormente confirmadas negativo para el

patégeno E. coli O157H:7 con las pruebas confirmatorias. Las colonias rosa brillante
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indicaron la presencia de Escherichia coli biotipo 1 en las pruebas bioquimicas de API
20E.

Estudios llevados a cabo por Pao y colaboradores (2004), que utilizaron medios
de cultivo como MacConkey-Sorbitol para la determinacién de E. coli O157:H7, no
fueron exitosos. Sin embargo una muestra resultd positiva en agar MacConkey-Sorbitol
con cefixime y telurito lo que hace que este sea un medio mas selectivo y diferencial ya
que inhibe Proteus mirabilis, cepas de E. coli no O157:H7 y especies no fermentadoras

de sorbitol.(Manual Difco, 2002).
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Figura 6. Crecimiento de colonias en el agar MacConkey-Sorbitol

5.4 Determinacion de bacterias gram-negativos

Los resultados de muestras inoculadas en platos EMB exhibieron todos coloracién
verde metalico el cual es indicativo de bacterias del género Enterobacteriaceae. En la
Figura 7 se observan los resultados de colonias aisladas. Estos resultados revelan la
presencia de bacterias del género Enterobacteriaceae en la canal. Estas son indicativas de
contaminacion fecal, lo que podria eventualmente afectar el largo de vida util del

producto (Jay, 2000).
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Figura 7: Platos con agar EMB exhibieron coloracioén verde metalico

42



Tabla 4: Resultados de pruebas confirmatorias para E. coli O157:H7

Variable "Niimero de Prueba con caldo Prueba de

muestras EC aglutinacion de
latex

Area

Cuarto delantero 9 Negativo Negativo

Cuarto trasero 8 Negativo Negativo

Intestino 15 Negativo Negativo

Edad

4 incisivos 18 Negativo Negativo

permanentes 0 menos

5 incisivos 14 Negativo Negativo

permanentes 0 mas

Tipo

Ganado lechero 15 Negativo Negativo

Ganado para carne 17 Negativo Negativo

Localidad

Mayagiiez 7 Negativo Negativo

Yauco 15 Negativo Negativo

Arecibo 10 Negativo Negativo

Tratamiento

Antes de lavado 7 Negativo Negativo

Después de lavado 10 Negativo Negativo

! Las pruebas confirmativas se realizaron solo a las colonias tipicas de E. coli O157:H7
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5.5 Pruebas confirmatorias para E. coli O157:H7

Se llevaron a cabo las pruebas de identificacion prueba de EC con MUG vy la
prueba de aglutinacion de latex para confirmar la presencia de E. coli O157:H7 en las
colonias que crecieron en el medio de MacConkey-Sorbitol
5.5.a Prueba confirmatoria para E. coli O157:H7 mediante caldo EC con MUG

Los resultados de la prueba confirmatoria para E. coli O157:H7 utilizando el
caldo EC con MUG fueron negativos para todas las variables evaluadas en este estudio
(Tabla 3). Todos los tubos con caldo EC con MUG exhibieron florescencia en un periodo
de 24 horas a una temperatura de 37°C + 2°C al exponerse a la luz ultravioleta,
confirmando un resultado negativo para E. coli O157:H7 (Figura 8). Estos resultados
concuerdan con el estudio realizado por la USDA (2005) donde indican que la incidencia
de E. coli O157:H7 esta por debajo de los objetivos del “National Healthy People 2010”.
Estudios recientes indican que las infecciones de E. coli O157:H7 han disminuido un

42%.
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Figura 8. Tubos con caldo EC inoculados con colonia proveniente de
MacConkey-Sorbitol iluminados con luz ultravioleta.

Las colonias tipicas para E. coli O157:H7 en el medio de cultivo MacConkey-
Sorbitol fueron inoculadas en caldo de EC con MUG. Se comprob¢ la actividad de la
enzima beta glucoronidasa (GUD) en caldo de EC (colitis hemorragica) con reactivo 4-
methyl-umbelliferyl-B-glucoronide (MUG). Este método permite determinar la cantidad
total de bacterias que poseen la enzima beta-glucuronidasa (GUD) cuya accion se pone
de manifiesto sobre el indicador cromogénico del medio de cultivo al producirse un
cambio de pH. La enzima B-glucuronidasa cataliza la hidrélisis del substrato fluorogénico
MUBG. El resultado se verifico mediante la fluorescencia del tubo de ensayo con caldo de
EC inoculado con una colonia caracteristica para E. coli O157:H7 proveniente del agar de
MacConkey-Sorbitol utilizando una luz ultravioleta portatil. Un tubo que exhiba
fluorescencia es indicador de un resultado negativo para el patdégeno, la no fluorescencia

es indicador de una prueba positiva (Manual Difco, 2002).
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5.5.b Prueba de aglutinacion de latex para confirmacion de E. coli O157:H7

Las colonias incoloras que crecieron en MacConkey-Sorbitol fueron confirmadas
negativas para el patogeno E. coli O157:H7 no exhibiendo aglutinacién con la prueba de
aglutinacion de latex. Esto para todas las variables evaluadas en este estudio. Esto indica
que no hubo influencia de tipo de animal, edad y localidades estudiadas (Tabla 3). La
Figura 9 muestra el resultado negativo para E. coli O157:H7 utilizando el método de
aglutinacion de latex.

Estos resultados negativos para E. coli O157:H7 confirman estudios realizados
por la USDA que se ha observado una disminucion de un 42% sobre la incidencia del

patogeno durante los afios 1996 al 2003.

Figura 9. Prueba de aglutinacion de latex (Remel®)
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5.6 Analisis estadistico para eficiencia del tratamiento y carga microbiana promedio

El andlisis estadistico de MacNemar demuestra las proporciones bajo estudio. La
tabla 5 indica la eficiencia del tratamiento aplicado en la canal en las areas de muestra, en
el cuarto trasero y en el cuarto delantero en el matadero de Mayagiiez. La prueba indica
que no hay diferencias significativas antes y después del tratamiento en ambas areas bajo
estudio, p=I.

Tabla 5: Comparacion de la eficiencia del tratamiento aplicado a la canal en el
matadero de Mayagiiez

Cuarto Trasero
Reduce| No Reducel Total |

(=)

s

=

- Reduce 0 1 1
2

g No Reduce 1 10 11
=]

O Total ] 11 12

Tabla 6: Promedio de log UFC antes y después de lavado de la canal en muestras
recolectadas en el matadero de Mayagiiez

Promedio de log UFC/cm” | Promedio de log UFC/cm®
antes de lavado después de lavado
Cuarto trasero 0.278 <1
Cuarto delantero 0.988 1.59

La carga microbiana en las canales se promedié para comprobar si existian
diferencias significativas antes y después del tratamiento. El analisis estadistico de

Wilcoxon fue utilizado para esta comparacion. Para el matadero de Mayagiiez (Tabla 5)
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se observo que para los parametros de antes y después del tratamiento en la parte del
cuarto trasero de la canal existian diferencias significativas (p<0.05). Esto se debe a que
el tratamiento podia reducir la carga microbiana o aumentarla. El aumento de la carga
microbiana puede deberse a contaminacion durante el proceso de matanza o la calidad del
agua (FSIS/USDA, 2002). En adiciéon se demostraron diferencias significativas en la
carga microbiana en la canal antes y después del tratamiento en el area de estudio del
cuarto delantero. En su mayoria en esta area ocurria un aumento en la carga
microbioldgica, lo que puede atribuirse a que esta area se encontraba cercana al suelo, lo
que aumenta la probabilidad de contaminacién cruzada. Por otra parte la carga
microbiana del cuarto trasero y del cuarto delantero antes y después del lavado en una

misma canal no mostraron diferencias significativas.

Tabla 7: Comparacion de la eficiencia del tratamiento aplicado a la canal en el
matadero en Arecibo

Cuarto Trasero
Reduce| No Reducel Total

o
S

S

=

e Reduce 2 3 5

e

=

§ No Reduce 5 2 7
=

o Total 7 5 12

Las comparaciones de eficiencia del tratamiento a la canal en el matadero de
Arecibo se demuestran en la Tabla 7. El analisis estadistico de MacNemar comprueba
que no hay diferencias significativas con la aplicacion del tratamiento en ambos lugares

de la canal, el valor de p=0.7266.
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Tabla 8: Promedio de log UFC antes y después de lavado de la canal en muestras
recolectadas en el matadero de Arecibo

Promedio de log CFU/cm® | Promedio de log CFU/cm’
antes de lavado antes de lavado
Cuarto trasero 1.68 1.09
Cuarto delantero 0.86 1.08

Para los promedios de carga microbiana en el matadero de Arecibo se pudo
comprobar que hubo diferencias significativas para todos los parametros bajo estudio
utilizando el analisis estadistico de Wilcoxon. En su mayoria el tratamiento no reducia la
contaminacion microbiana, esto porque la carga microbiana era muy baja o porque la
canal exhibia un aumento en la carga microbiana después del tratamiento. En su mayoria
el area del cuarto delantero era la que presentaba post contaminacién al tratamiento, esto
se debe a su cercania al suelo.

Tabla 9: Comparacion de la eficiencia del tratamiento aplicado a la canal en el
matadero en Yauco

Cuarto Trasero
Reduce| No Reducel Total |

[=]

s

=

«

) Reduce 5 1 6
a

<§ No Reduce 1 5 6
=

O Total 6 6 12

El matadero de Yauco, similar a los restantes mataderos estudiados, no demostrd
diferencias significativas antes y después del tratamiento mediante el analisis estadistico
de MacNemar. En la Tabla 9 se puede observar los resultados de la reduccién de carga

microbiana por area con el tratamiento, el valor de p para esta prueba fue p=1.
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Tabla 10: Promedio de log UFC antes y después de lavado de la canal en muestras
recolectadas en el matadero de Yauco

Promedio de log UFC/cm” | Promedio de log UFC/cm®

antes de lavado antes de lavado
Cuarto trasero 1.62 1.50
Cuarto delantero 1.54 2.13

Para el analisis estadistico de Wilcoxon el matadero de Yauco no exhibid
diferencias significativas para los parametros en estudio. Esto indica que la carga
microbiana en la canal fue muy baja en todas las comparaciones. Se observo
contaminacion post lavado mayormente en el 4rea del cuarto delantero, esto puede
atribuirse a que el area estaba sujeta a una mayor contaminacion debido a su cercania al
suelo y liquido ruminal que podian pasar hacia la canal durante el eviscerado.

5.7 Resultados de carga microbiana en heces

Tabla 11: Promedio de UFC en muestra de heces del intestino

Matadero Promedio de log UFC/g en Heces
Mayagiiez 6.47
Arecibo 6.30
Yauco 6.33

En la Tabla 11 se presentan los promedios de la carga microbiologica de las heces
en platos de MacConkey-Sorbitol. Los promedios en todos los mataderos fueron
cercanos. Las muestras analizadas arrojaron resultados negativos para la presencia de E.

coli O157:H7 pero positivos para E. coli.
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5.8 Resultados de la prueba de API 20E (Biomérieux®)

Se utiliz6 la prueba de API 20E (Biomérieux®) (Figura 10) para la identificacion
de las colonias presentes en los platos de MacConkey- Sorbitol de las muestras de las
canales recogidas en los mataderos bajo estudio. Se realizaron 10 pruebas a colonias
caracteristicas de E. coli. El sistema API 20E es especificamente para la deteccion de
bacterias de importancia clinica, algunos resultados de las pruebas no se encontraron en
el catdlogo de API 20E, lo que indica que las otras bacterias no son de interés clinico y
por consiguiente no causan enfermedad alguna. Los resultados de las pruebas
bioquimicas en el API 20E identificaron la presencia de E. coli y de una posible

Enterobacter cloacae 'y Enterobacter aerogenes.

Figura 10. Resultados de la prueba API 20E

E. coli es indicativo de contaminacion fecal lo que nos indica que hubo

contaminacion cruzada durante el proceso de matanza. Esto pudo haber llegado al
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musculo durante el descuere del animal donde en ocasiones la piel entraba en contacto
con el musculo. Por otra parte esta bacteria no causa enfermedad en el humano y los
resultados de los contajes para E. coli fueron bien bajos.

Las especies de Enterobacter particularmente Enterobacter cloacae 'y
Enterobacter aerogenes son patdgenos importantes responsables de diversas infecciones
incluyendo infecciones del tracto respiratorio, de la piel, infecciones del tracto urinario,
endocarditis, infecciones intra-abdominales, osteomielitis, artritis séptica e infecciones
oftalmicas. Las especies de Enterobacter rara vez causan enfermedades a personas
saludables. Estos patdégenos oportunistas similares a los miembros de la familia
Enterobacteriaceae, poseen una endotoxina que juega un papel primordial en la fisiologia
de la sepsis y sus complicaciones. Las personas mas susceptibles para el contagio de
infecciones por Enterobacter son aquellas en hospitales, especialmente aquellas en
cuidado intensivo por largos periodos de tiempo. Otros factores de riesgo es el uso previo
de agentes antimicrobiales, condiciones como la diabetes, quemaduras, ventilacion
mecanica, el uso de catéteres y un sistema immunosuprimido (Sinave, 2003).

El vehiculo de transmision puede ser enddgeno (via colonizacion de la piel,
sistema gastrointestinal o tracto urinario). Multiples estudios y reportes han incriminado
las manos del personal a cargo, soluciones intravenosas, endoscopios, productos
derivados de sangre, maquinarias para monitorear la presion intra arterial y estetoscopios
como fuentes para la infeccion (Sinave, 2003). En este estudio se sugiere que la presencia
de esta especie podria deberse a pobre higiene de parte de los empleados ya que este

puede ser transmitido por la flora microbiana de la piel, tracto gastrointestinal o tracto
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urinario, en adicion, el no utilizar guantes de latex durante el proceso de evisceracion 'y

lavado de la canal.
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6. Conclusiones

Los resultados de la investigacion para la presencia de Escherichia coli O157:H7
fueron negativos. Esto indica que el factor de edad y tipo no son determinantes en la
incidencia de E. coli O157:H7 en los mataderos de Puerto Rico. Ademas, se puede
inferir que por ende no existe hasta el momento la necesidad de incorporar estrategias
adicionales para la prevencion para E. coli O157:H7, lo cual significaria gastos
adicionales innecesarios para los mataderos evaluados.

Por otra parte, al evaluar la efectividad del tratamiento aplicado para la reduccion
de la carga microbiana, en los mataderos estudiados, no exhibieron diferencias
significativas en la carga microbiana de la canal. Esto podria deberse a que la misma
carga inicial era muy baja, sin embargo se observd frecuentemente la contaminacion post
tratamiento. Esto puede atribuirse a un manejo inadecuado de parte de los empleados
durante el proceso de matanza o por la calidad del agua que se utilizd, lo que motiva una
investigacion en estas areas.

Los resultados de las pruebas bioquimicas de API 20E, arrojan que en las colonias
habia la presencia de E. coli genérico, el cual sirve como indicador de contaminacion
fecal en la canal. Esto demuestra que durante el proceso de matanza el musculo, que
supone que sea estéril tuvo contacto con materia fecal. En adicion los resultados
indicaron una posible presencia de Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes, esta
bacteria puede ocasionar enfermedades a la salud.

Sin lugar a dudas, el proceso de matanza es un punto muy importante para la
seguridad del producto final. Sin embargo se deben tomar medidas de prevencion

empezando en la finca donde proviene el animal ya que muchos de los patdégenos
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provienen de esta y finalizando en la mesa, cuando el consumidor es el que esta a cargo
de que el producto final sea seguro. Por otra parte las medidas de control dependen de
muchos factores, como un manejo y coccidon adecuada por parte de los consumidores,
manejo apropiado durante la transportacion, seguido de los planes HACCP en los

mataderos(Garber et al., 1998).
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7. Recomendaciones
Concerniente a los resultados de la investigacion se hacen las siguientes recomendaciones
para futuros estudios:

e Realizar un estudio similar en todos los mataderos activos en Puerto Rico.

e Realizar un estudio similar durante los meses de verano, época en que el patégeno
se estima es mas frecuente.

e Personas que dirijan sus investigaciones para la identificacion de Escherichia coli
O157:H7 deben utilizar medios de cultivos mas sensitivos, selectivos y
diferenciales para la identificacion del patogeno.

e El personal de control de calidad debe ofrecer seguimiento a sus empleados sobre
las buenas précticas de manufactura para minimizar la carga microbiana en la
canal.

e El personal de los mataderos deben verificar la calidad del agua con la cual estan
lavando las canales para asegurar que ésta no estd causando un aumento en la
carga microbiana.

e Orientar al consumidor sobre las diferentes enfermedades causadas por alimentos.
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8. Apéndice

Analisis estadistico con la prueba de Wilcoxon utilizando programa Infostat.

Tabla 11. Comparacion de promedios de log UFC/cm” en variable edad
Prueba de Wilcoxon (muestras apareadas)

Obs (1) Obs (2) N Suma (R+) E(R+) Var (R+) Bt p(2 colas)
5 o mas 4 0 menos 30 217.00 232.50 2362.75 >0.9999

Tabla 12 Comparacion de promedios de log UFC/cm? en variable variable tipo de

animal

Prueba de Wilcoxon (muestras apareadas)

Obs (1) Obs(2) N Suma (R+) E(R+) Var (R+) Bt p(2 colas)
carne leche 31 309.50 248.00 2603.63 >0.9999

Tabla 13. Comparacién de promedios de UFC/cm” en variable lugar de muestreo en la
canal

Prueba de Wilcoxon (muestras apareadas)
Obs (1) Obs (2) N Suma (R+) E(R+) Var (R+) Bt p(2 colas)
Arriba Abajo 28 136.00 203.00 1927.88 <0.0001

Tabla 14. Comparacién de tratamiento antes y después del tratamiento de los tres
mataderos en conjunto

Prueba de Wilcoxon (muestras apareadas)
Obs (1) Obs (2) N Suma (R+) E(R+) Var (R+) Bt p(2 colas)
Antes Despues 31 298.50 248.00 2603.25 0.0020

Tabla 15. Comparacion de promedios de UFC/cm” entre mataderos

Prueba de Wilcoxon (muestras apareadas)

Obs(1) Obs(2) N Suma(R+) E(R+)  Var(R+) media(dif) DE(dif) Z p(2 colas)
Mayaguez Arecibo 54 486.00 742.50 13403.50 -0.52 1.64 -2.22 0.0267
Mayaguez Yauco 54 272.50 742.50 13487.50 -136 192 -4.05 0.0001
Arecibo Yauco 54 422.00 742.50 13487.63 -0.85 1.80 -2.76 0.0058

Tabla 16. Promedio de log UFC antes y después de lavado de la canal en muestras
recolectadas en el matadero de Mayagiiez

Prueba de Wilcoxon (muestras apareadas)

Obs (1) Obs(2) N Suma (R+) E(R+) Var (R+) Bt p(2 colas)
A 12 12.00 39.00 135.00 >0.9999
A B 12 11.00 39.00 147.50 <0.0001
A D 12 9.00 39.00 158.13 <0.0001
C B 12 0.00 39.00 141.88 <0.0001
C D 12 0.00 39.00 158.00 <0.0001
B D 12 12.00 39.00 158.13 >0.9999
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Tabla 17. Promedio de log UFC antes y después de lavado de la canal en muestras

recolectadas en el matadero de Arecibo
Prueba de Wilcoxon (muestras apareadas)

Obs (1) Obs (2) N Suma (R+) E(R+) Var (R+) Bt p(2 colas)
A B 12 44.00 39.00 162.00 >0.9999
A C 12 42.00 39.00 162.25 >0.9999
A D 12 39.00 39.00 162.25 0.3440
B C 12 32.00 39.00 155.50 >0.9999
B D 12 30.00 39.00 160.00 >0.9999
C D 12 34.00 39.00 162.00 >0.9999

Tabla 18. Promedio de log UFC antes y después de lavado de la canal en muestras

recolectadas en el matadero de Yauco
Prueba de Wilcoxon (muestras apareadas)

Obs (1) Obs (2) N Suma (R+) E(R+) Var (R+) Bt p(2 colas)
A B 12 39.50 39.00 161.88 0.2260
A C 12 63.50 39.00 161.38 0.0020
A D 12 31.00 39.00 162.38 0.3940
B C 12 51.00 39.00 162.13 0.0440
B D 12 27.00 39.00 162.13 0.1120
C D 12 18.00 39.00 162.38 <0.0001




