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RESUMEN EJECUTIVO

La Autoridad Panameia de Seguridad de Alimentos (AUPSA) es la entidad del
Estado Panamefio responsable de garantizar la inocuidad y calidad de los
productos importados para consumo humano y animal, bajo criterios cientificos y
técnicos. La AUPSA cuenta con un Laboratorio de Analisis de Alimentos que
constituye el primer laboratorio del estado exclusivo para alimentos y aguas en
Panama, que permitira fortalecer la vigilancia de los alimentos importados para la
deteccidn de peligros bioldgicos, quimicos y fisicos, que puedan poner en riesgo la
salud publica de la poblacion y el patrimonio agropecuario del pais. Este
laboratorio permitira ampliar la capacidad diagnostica con que actualmente se
cuenta tanto para matrices de alimentos, metodologias utilizadas, y tiempo de
respuesta. Importante para resultados No Conformes o por alertas sanitarias
alimentarias, porque permitird agilizar la toma de decisiones y medidas
precautorias y/o correctivas que reduciran el riesgo de enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA) en la poblacion. Actualmente, la AUPSA realiza los analisis
para la detecciobn de microorganismos patdgenos, en laboratorios estatales
externos que no solo trabajan en alimentos, sino también en diagnéstico clinico y
farmacoldgico. Estos laboratorios tienen una limitada capacidad de diagnéstico,
metodologias, matrices de alimentos que analizan y poco espacio fisico. Lo que
afecta el cumplimiento de la institucion con respecto a la vigilancia de los
alimentos importados, que en los ultimos afios se ha incrementado, especialmente
para el caso de productos carnicos de origen bovino, porcino y aviar, que para
ingresar a Panam& deben cumplir con los requisitos de elegibilidad de pais,
aprobacion de plantas y documentacién exigida por AUPSA.

En esta investigacion de trabajo final de graduacion se propone el Desarrollo de
un Manual de Procedimiento en Microbiologia de Alimentos para la Deteccién
Molecular por PCR en Tiempo Real de Escherichia coli productora de toxina shiga
0157:H7 y no 0157 (026, 011, 012, 045, 0111, O145) en productos cérnicos de
origen bovino, porcino y aviar importados a Panama, para verificar que los paises
importadores cumplen con todas las normativas nacionales e internacionales
exigidas por el pais. El desarrollo de esta metodologia permitird determinar la
incidencia de este patégeno en productos de alto riesgo, permitiendo la toma de
decisiones a nivel gerencial para el retiro o destruccién de los mismos.

Las ETA constituyen en la actualidad un importante problema de salud publica,
debido al incremento de la emergencia y re-emergencia de patdogenos transmitidos
por alimentos, el uso indiscriminado de medicamentos veterinarios, 0 por eventos
adversos no planeados por el hombre. La bacteria Escherichia coli productora de
toxina Shiga (STEC), es un patdégeno emergente asociado a casos de diarrea,
colitis hemorréagica, y sindrome urémico hemolitico en los seres humanos. Se ha
asociado directamente con ETA por el consumo de carnes, frutas y vegetales
contaminados, carnes mal cocidas, leches y jugos no pasteurizados, entre otros.



Es fundamental la vigilancia epidemiologica que permita garantizar la inocuidad y
calidad de los alimentos importados especialmente de productos de alto riesgo,
con el objetivo de prevenir enfermedades transmitidas por los alimentos en la
poblacion.

Las muestras de productos carnicos de origen bovino, porcino y aviar se
procesaron utilizando el manual de procesamiento de muestras y pre-
enriquecimiento del Departamento de Agricultura y Servicios de Inspeccion e
Inocuidad de Alimentos de los Estados Unidos (USDA/FSIS), para luego proceder
con la deteccién molecular mediante una amplificacion por PCR en Tiempo Real
de Escherichia coli productora de toxina shiga O157:H7 y no O157 (026, O11,
012, 045, 0111, 0145), utilizando cebadores especificos para los genes (Stx1,
Stx2 y eae), las muestras con resultado positivo se confirmaron con medios
diferenciales para el aislamiento y confirmacion de Escherichia coli. También, se
realizé inmunoaglutinacion en latex para los antigenos somaticos y flagelares de
este patdgeno.

La AUPSA del 2014 al 2017 ha realizado 95,164 andlisis y asignado muestreo a
69,164 muestras, de las cuales el 97.71% corresponden a resultados Conformes y
2.28% a No Conformes. Los resultados No conformes corresponden a analisis
microbioldgicos, quimicos y entomoldgicos. El principal resultado microbioldgico
No Conforme corresponde a la deteccibn de Escherichia coli en productos
carnicos y vegetales frescos. Estos resultados son preocupantes, debido al
incremento de importacion de este tipo de productos de alto riesgo al pais y su
relacion con alertas sanitarias de origen alimentario. Los principales paises que
importan carnes son Nicaragua, Estados Unidos y Canada, de los cuales hemos
detectado resultados no satisfactorios por este patdgeno.

Los métodos moleculares como la PCR en Tiempo Real son sensibles y
especificos para la detecciébn de microorganismos patdgenos transmitidos por
alimentos como Escherichia coli productora de toxina Shiga, disminuyen el tiempo
de respuesta para diferenciar entre resultados Conformes y No Conformes,
impactando positivamente en la toma de decisiones ante eventos de importancia
en salud publica. El desarrollo de un Manual de Procedimientos en Microbiologia
de Alimentos para la deteccion de microorganismos patégenos, garantiza
resultados analiticos fiables y de alta calidad, por lo que se recomienda su
implementacion para la deteccibn de otros microorganismos patdégenos de
importancia en alimentos.

Palabras clave: Escherichia coli, STEC 0157, STEC no 0-157, deteccion
molecular, alimentos importados, Panama.



1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

La Autoridad Panameiia de Seguridad de Alimentos (AUPSA), es la entidad
rectora del Estado Panamefio seglin Decreto Ley N° 11 del 22 de febrero de 2006,
responsable de asegurar el cumplimiento y la aplicacion de las leyes y
reglamentos nacionales e internacionales en materia de inocuidad y calidad de
alimentos importados al territorio nacional para consumo humano y animal, bajo
criterios estrictamente cientificos y técnicos (Autoridad Panamefia de Seguridad
de Alimentos, 2006).

Una de las tres Direcciones Técnicas de AUPSA es la Direccion Nacional de
Andlisis y Control de Alimentos Importados (DINACAI), que entre sus funciones
debe ordenar realizar muestreos y analisis de laboratorio (microbioldgicos, fisico-
quimicos, entomologicos, nematoldgicos, residuos téxicos, plaguicidas,
micotoxinas, entre otros), para asegurar la inocuidad y calidad de los mismos

(Autoridad Panamenfa de Seguridad de Alimentos, 2006).

DINACAI cuenta con un Plan Nacional de Vigilancia y Monitoreo de los Alimentos
Importados, el cual ha sido disefiado en base a una evaluacion de riesgo de los
alimentos, posibles peligros biolégicos, quimicos vy fisicos, partidas arancelarias,
poblacion de riesgo (consumidores), criterios microbioldgicos, limites maximos
residuales permitidos, y las normativas, reglamentaciones y leyes nacionales e
internacionales vigentes. El objetivo de este programa es monitorear y verificar la
inocuidad y calidad de los alimentos que se importan al pais, para proteger la
salud publica y el patrimonio agropecuario del pais. Ademas, de establecer

medidas precautorias en caso de alertas 0 emergencias sanitarias que permitan



salvaguardar los intereses del pais, basado en criterios cientifico técnicos
(Autoridad Panamefa de Seguridad de Alimentos, 2006).

La AUPSA cuenta con un Laboratorio de Analisis de Alimentos ubicado en el
Parque Tecnoldgico de Ciudad del Saber, Clayton, Ciudad de Panamd. Este
Laboratorio Estatal constituye el primer laboratorio exclusivo para analisis de
alimentos y aguas en Panama, que permitira concentrar los recursos tanto
econdémicos como de personal cientifico técnico en un solo laboratorio. Fortalecera
la capacidad de monitoreo y vigilancia de alimentos importados para la deteccion
de contaminantes o peligros biologicos, quimicos y fisicos, que pongan en riesgo
la salud publica de la poblacion al afectar la inocuidad y calidad de los alimentos.
Permitira ampliar la capacidad de deteccién (Diagnostico) de matrices de
alimentos analizados, y estandarizacion e implementacion de nuevas técnicas.
También, la reduccion del tiempo de emisién de resultados. Importante para
Andlisis No Conformes, porque permitira tomar las medidas correctivas a tiempo,
disminuyendo el riesgo de enfermedades transmitidas por alimentos y permitiendo
garantizar la inocuidad de los alimentos importados que consume la poblacién del

pais.

1.2 PROBLEMATICA

Actualmente, la Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos (AUPSA), realiza
los analisis para la deteccion de microorganismos patdgenos, en laboratorios
estatales externos que no trabajan de manera exclusiva con alimentos, sino que
también realizan pruebas de diagndstico clinico, farmacéutico y medicamentos.
Estos laboratorios no tienen suficiente capacidad para aceptar las muestras de
alimentos importados, por la falta de espacio fisico y personal entrenado.
También, poseen limitada capacidad de diagndéstico, debido a que hay técnicas o
metodologias de laboratorio basados en las herramientas de la biologia molecular

para la deteccién de patdgenos importantes de transmision alimentaria, que no



realizan. Ademas, carecen de pruebas de deteccion y cuantificacion quimica para
residuos toxicos de plaguicidas y de medicamentos de uso veterinario, validados
para una limitada cantidad de familias de plaguicidas y de hormonas y antibioticos,

y pocas matrices de alimentos donde se pueden detectar.

Esto impacta de forma negativa el cumplimiento del plan de monitoreo y vigilancia
de la Direccion Nacional de Analisis de la AUPSA, particularmente para el rubro de
carnes de origen bovino, porcino y aviar, que se importan en grandes cantidades
especialmente en la época de fin de afio. Las carnes para poder ingresar al
territorio nacional, deben cumplir con los requisitos sanitarios previamente
establecidos por la Direccion Nacional de Normas, y cumplir en el puerto o punto
de ingreso con la verificacion documental exigida por la Direccién Nacional de
Verificacion durante la inspeccién de la carga. Los productos carnicos bovino y
porcino vienen embalados en cajas de aproximadamente 25 a 50 kilos de peso.
Esta prohibido sub-muestrear en los puertos o puntos de entrada, debido a que no
reunen las condiciones que garanticen evitar la contaminacion de la muestra, a
excepcion de los productos que estén empacados al vacio de forma individual. Por
lo anterior, con pocas cajas se llenan los laboratorios, y es complicado asignar
muestreo y analisis a todas las plantas aprobadas por Panama. Ademas, muchas
importaciones corresponden a materia prima de origen carnico para la elaboracion
de productos de valor agregado como nuggets, tiritas de pollo, tortas de carne y

otras.

Desde el punto de vista de salud publica, los peligros microbiol6gicos son uno de
los mas importantes que deben ser vigilados en los productos de alto riesgo,
debido a que pueden causar enfermedades transmitidas por alimentos
contaminados en pocas horas a dias, y dependiendo del tipo de microorganismo,
toxina 0 metabolito detectado y del estado inmunoldgico del consumidor, pueden

ocasionar hasta la muerte. A diferencia de los residuos quimicos que necesitan



multiples exposiciones y acumularse en el organismo, para causar un efecto

agudo o croénico en la salud humana.



1.3 JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Panama es un pais de servicio y logistica, la mayor parte de los ingresos que se
adquieren corresponden al sector terciario, caracterizado por el Canal de Panam4,
grandes puertos, zonas francas, y aeropuertos internacionales de conexion. El
pais se ha mantenido con un crecimiento econémico, a pesar de la situacion
comercial mundial. Lo que ha incrementado la cantidad de turistas e inmigrantes.
Todo lo anterior repercute en un ascenso en los ultimos 5 afios de la cantidad de
alimentos importados, incluyendo productos cérnicos. Este incremento en la
demanda de consumo, incluye la hosteleria, restaurantes, franquicias y
supermercados. Es fundamental la vigilancia que permita garantizar la inocuidad y
calidad de los alimentos importados, con el objetivo de prevenir las enfermedades

transmitidas por alimentos en la poblacion.

La apertura de un laboratorio exclusivo para el andlisis de alimentos, surge ante la
necesidad de los constantes peligros causados por agentes patdégenos
microbiolégicos, contaminantes quimicos y fisicos, alérgenos u otros que pueden
ser transmitidos por los alimentos, seguido del incremento en los productos
alimenticios importados para consumo humano y la poca capacidad de analisis

con que cuenta el pais.

El Laboratorio de Andlisis de Alimentos de la AUPSA, permitira ampliar la
capacidad de diagndstico y de matrices de alimentos analizados, el desarrollo de
nuevas metodologias y técnicas, la inversion en equipo de punta y a futuro el
desarrollo de lineas de investigacion en |+D+l. Emision de resultados en menor
tiempo, que beneficiara la toma de decisiones de caracter prioritario para
productos de alto riesgo, alertas sanitarias, operativos y otros, disminuyendo el
riesgo de enfermedades transmitidas por alimentos, y garantizando la inocuidad y

calidad de los alimentos importados que consume la poblacién del pais.



1.4 OBJETIVO GENERAL

Elaborar un manual de procedimiento de laboratorio de microbiologia de
alimentos, para la deteccibn de patdgenos en alimentos importados en la
Republica de Panama.

1.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.5.1 Aplicar el diagndstico molecular a productos carnicos de origen bovino,
porcino y aviar importados en la Republica de Panama@, para la determinacion de
posible presencia de Escherichia coli productora de toxina shiga (STEC) O157:H7
y no 0157 (026, 011, 012, 045, 0111, 0145).

1.5.2 Analizar la incidencia de Escherichia coli 0157 y STEC no O157 como
microorganismo patdégeno presente en productos carnicos importados, para la

determinacién de un posible retiro o destruccion.

1.5.3 Evaluar los resultados del diagndstico como parte de la mejora continua,
para optar por planes de contingencia que fortalezcan los sistemas de salud

publica en el pais.



2. MARCO TEORICO

2.1 ORGANISMOS INTERNACIONALES DE CONTROL DE ALIMENTOS

Las organizaciones internacionales que se encargan de preparar las normas
internacionales que rigen todo lo referente a la aplicacion de las reglamentaciones
en materia de higiene y proteccion de los alimentos (inocuidad alimentaria), en
salud animal y en sanidad vegetal, y en lo que se refiere al comercio internacional
son: el Codex Alimentarius, la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), y la
Convencidn Internacional de Medidas Fitosanitarias (CIPF), (Organizacion Mundial
del Comercio, 2018; Organizacién Mundial de la Salud, 2018).

Estos tres entes internacionales proporcionan informacion actualizada sobre la
presencia y evolucién de enfermedades y plagas a nivel mundial que pudieran
representar un riesgo serio para un pais en particular, y sobre los ultimos
adelantos tecnoldgicos para su diagnostico, prevenciéon y control (Organizacién
Mundial de la Salud, 2018).

2.1.1 Codex Alimentarius

A comienzos de los afios sesenta, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentaciéon (FAO) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
reconocieron la importancia de formular normas internacionales con el objeto de
proteger la salud publica y de reducir al minimo la perturbacion del comercio
internacional de productos alimenticios. Se establecio el Programa Conjunto
FAO/OMS sobre Normas Alimentarias y se asigné a la Comision del Codex
Alimentarius la administracién del programa (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura, 1961; Codex Alimentarius/Normas
Internacionales, 1997).
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El Codex Alimentarius es el 6rgano competente para la compilacion de normas,
codigos de practicas de higiene, directrices y recomendaciones en materia de
inocuidad de los alimentos de caracter orientativo y de adopcion voluntaria para la
armonizacion de las distintas legislaciones entre los paises. Brinda a todos los
paises la oportunidad de unirse a la comunidad internacional para armonizar las
normas alimentarias y participar en su aplicacion a escala mundial. También, en la
formulacion de normas alimentarias de uso internacional y contribuir a la
elaboracion de coédigos de practicas de higiene para la elaboracion de
recomendaciones relativas al cumplimiento de las normas (Codex
Alimentarius/Normas Internacionales, 1997). El Codex estad constituido por 189
paises miembros, la mayoria de los cuales corresponde a paises en desarrollo y
miembros observadores (no intervienen en la toma de decisiones), que incluye a
los paises no miembros, organizaciones gubernamentales y no gubernamentales

internacionales (Codex Alimentarius/Normas Internacionales, 1997).

Entre los principales objetivos del Codex Alimentarius tenemos proteger la salud
de los consumidores, haciendo referencia a la importancia del consumo de
alimentos inocuos, para reducir al minimo el riesgo de desarrollo de enfermedades
transmitidas por los alimentos y que durante toda la cadena alimentaria del
Campo/Mar a la Mesa se cumplan con todos los pre-requisitos y requisitos como
el Sistema de Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos (HACCP por sus
siglas en inglés), Buenas Practicas de Manufactura (BPM), Buenas Practicas
Agricolas (BPA), y Procedimientos Operativos de Limpieza y Desinfeccién (SSOP
por sus siglas en inglés), para garantizar, basado en el andlisis de riesgo, la
inocuidad de los productos alimenticios (Codex Alimentarius/Normas
Internacionales, 1997). También, facilitar practicas justas de comercio
internacional y velar porque los consumidores tengan acceso a alimentos con

calidad (Codex Alimentarius/Normas Internacionales, 1997).
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Las principales areas de interés para el Codex Alimentarius son: higiene de los
alimentos, aditivos alimentarios, residuos de plaguicidas y de medicamentos
veterinarios, contaminantes, etiquetado y presentacion, métodos de analisis y
muestreo, inspeccién y certificacion de importaciones y exportaciones, entre otros

(Codex Alimentarius/Normas Internacionales, 1997).

2.1.2 Organizacion Mundial de Sanidad Animal

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) es una organizacion
intergubernamental encargada de mejorar la sanidad animal en el mundo. Esté
conformada por 180 paises miembros y es normada por la Asamblea Mundial de
Delegados de los paises signatarios, que escogen al Director General, quién dirige
las actividades de la OIE en la Sede Mundial y aplica las resoluciones del Comité
elaboradas con el apoyo del Consejo, Comisiones Regionales y Comisiones
especializadas que se seleccionan por los delegados (Organizacion Mundial de
Sanidad Animal, 2018).

Entre los principales objetivos de la OIE tenemos la transparencia en la situacién
zoosanitaria en el mundo, donde los paises miembros se comprometen a declarar
las enfermedades de animales que detectan en su territorio, para que los demas
paises puedan protegerse y tomar las medidas preventivas. Esto incluye las
enfermedades zoondticas (transmisibles de animales a los seres humanos), cuya
difusiébn inmediata o diferida dependera de la gravedad de la enfermedad
(incluyendo la patogenicidad, virulencia, mecanismos de transmision, entre otros).
También, la informacion cientifica veterinaria nueva que se genere de los
Laboratorios de Referencia y Centros Colaboradores en la lucha contra las
enfermedades de los animales. La solidaridad internacional para la asesoria
técnica de los paises miembros particularmente los de escasos recursos. La

seguridad sanitaria del comercio mundial, la promocion de los servicios
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veterinarios, la seguridad de los alimentos y bienestar animal (Organizacion
Mundial de Sanidad Animal, 2018).

Las principales areas de interés para la OIE son: bienestar animal, enfermedades
de los animales, resistencia a los antimicrobianos, riesgos biolégicos, seguridad
sanitaria de los alimentos, normas y comercio internacional, vacunas, desarrollo

diagndstico, entre otros (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2018).

2.1.3 Convencioén Internacional de Proteccién Fitosanitaria

La Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria (CIPF) es un acuerdo de
colaboracién internacional de sanidad vegetal, que tiene como objetivo proteger
las plantas cultivadas y silvestres previniendo la introduccion y la propagacion de
plagas. Cuenta con 182 paises signatarios. Su 6rgano rector es el Comité de
Medidas Fitosanitarias (CMF). La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacidon (FAO) proporciona la Secretaria que es la
responsable de la coordinacion de las actividades centrales del programa de
trabajo de la CIPF. Las Organizaciones Regionales de Proteccion Fitosanitaria
(ORPF) son organizaciones intergubernamentales que funcionan como érgano de
coordinacién regional de las organizaciones nacionales de proteccién fitosanitaria

(Convencion Internacional de Proteccidn Fitosanitaria, 1997).

Entre los principales objetivos de la CIPF tenemos garantizar la aplicacion del
Acuerdo de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias (AMSF) de la Organizacion
Mundial del Comercio (OMC), promoviendo la armonizacion de las medidas
comerciales fitosanitarias entre los miembros de la OMC y ayudar a solucionar las
diferencias comerciales con una base fitosanitaria entre los Estados Miembros

(Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria, 1997).
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Las principales areas de interés para la CIPF son: seguridad alimentaria,
proteccion al medio ambiente, facilitacion del comercio, creacidén de capacidades,

entre otros (Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria, 1997).

2.2 INOCUIDAD DE LOS ALIMENTOS

Segun el Codex Alimentarius la inocuidad puede definirse como “la garantia de
que los alimentos no causaran dafio al consumidor cuando se preparen y/o se
consuman, de acuerdo con el uso al que se destinen, e incluyen los alimentos
para consumo humano o animal” (Codex Alimentarius/Normas Internacionales,
1997).

Un alimento es toda sustancia elaborada, semielaborada o bruta, que se destine al
consumo humano, incluyendo bebidas, chicles y cualquier otra sustancia que se
utilice en la fabricacion, preparacion o tratamiento de los alimentos (Codex

Alimentarius/Definiciones, 1997).

Un contaminante es cualquier sustancia no afadida intencionalmente al alimento,
gue esta presente en dicho alimento como resultado de la produccién (incluidas
las operaciones realizadas en agricultura, zootecnia y medicina veterinaria),
fabricacion, elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado,
transporte o almacenamiento de dicho alimento o como resultado de
contaminacion ambiental (Codex Alimentarius/Definiciones, 1997). Este término no

abarca fragmentos de insectos, pelos de roedores y otras materias extrafias.

Es importante tener un control de la contaminacion en los alimentos para consumo
humano y animal desde la produccién primaria hasta el consumo final. Un sistema
de control de los alimentos tiene como objetivo proteger la salud del consumidor y

garantizar practicas leales en el comercio de los alimentos. Para esto es necesario
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buenas practicas de higiene durante la produccién, elaboracién, manipulacion,
distribucion, almacenamiento, venta y uso. En conjunto con la aplicacién del
Sistema HACCP (Codex Alimentarius/Normas Internacionales, 1997; Organizacion
Mundial del Comercio, 2018).

Los alimentos pueden ser contaminados por peligros microbiologicos, quimicos o
fisicos. La contaminaciéon puede ocurrir en cualquier punto de la cadena
alimentaria, inclusive en casa si no se preparan de forma correcta y se evita la
contaminacion cruzada durante la preparacién. Por lo que a nivel nacional e
internacional el proceso de andlisis de riesgo de los alimentos es importante para
garantizar la inocuidad y proteger la salud publica (Codex Alimentarius/Normas

Internacionales, 1997; Codex Alimentarius/Analisis de Riesgo, 1997).

2.3 ANALISIS DE RIESGOS

El andlisis de riesgos es un proceso que comprende tres etapas: 1. Evaluacion de
riesgos, 2. Gestion de riesgos, y 3. Comunicacion de riesgos (Codex
Alimentarius/Analisis de Riesgo, 1997).

2.3.1 Evaluaciéon de Riesgos: se definié por la FAO/OMS en 1995 como un
proceso de base cientifica que evalla los efectos perjudiciales, conocidos o
potenciales, resultantes de la exposicion humana a los riesgos derivados de los
alimentos. Este proceso consta de las siguientes etapas: i) identificacion del
peligro, ii) caracterizaciéon del peligro, iii) evaluacion de la exposicion, y iv)
caracterizacion del riesgo (FAO/OMS, 1995).

i) Identificacion del peligro: determinacion de los agentes bioldgicos, quimicos y

fisicos que pueden causar efectos nocivos para la salud y que pueden estar
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presentes en un determinado alimento o grupo de alimentos (Codex
Alimentarius/Definiciones, 1997).

ii) Caracterizacion del peligro: evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de la
naturaleza de los efectos nocivos para la salud relacionados con agentes
biolégicos, quimicos y fisicos que pueden estar presentes en los alimentos (Codex

Alimentarius/Definiciones, 1997).

En el caso de agentes quimicos, debera realizarse una evaluacion de la relacion
dosis-respuesta, para determinar la relacion entre la magnitud de la exposicion
(dosis) y la gravedad y/o frecuencia del efecto nocivo para la salud (Codex

Alimentarius/Definiciones, 1997).

iii) Evaluacion de la exposicion: evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de la
ingestion probable de agentes biolégicos, quimicos y fisicos a través de los

alimentos (Codex Alimentarius/Definiciones, 1997).

iv) Caracterizacion del riesgo: estimacion cualitativa y/o cuantitativa, incluidas
las incertidumbres concomitantes, de la probabilidad de que se produzca un efecto
nocivo, conocido o potencial, y de su gravedad para la salud de una determinada
poblacién, basada en la determinacion del peligro, su caracterizacion y la
evaluacion de la exposicion (Codex Alimentarius/Definiciones, 1997).

La evaluacion de riesgos es un medio que sirve para proporcionar un calculo de la
probabilidad y la gravedad de la enfermedad que se atribuya a determinada
combinacion de patdégenos-productos. También puede utilizarse para justificar la
introduccién de normas mas estrictas para los alimentos de importacion (Codex

Alimentarius/Analisis de Riesgo, 1997).
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2.3.2 Gestidon de Riesgos: se definié por la FAO/OMS en 1997 como un proceso
de ponderacion de las distintas opciones normativas a la luz de los resultados de
la evaluacion de riesgos vy, si fuera necesario, de la seleccion y aplicacion de las
posibles medidas de control apropiadas, incluidas las medidas reglamentarias
(FAO/OMS, 1997). Uno de los principales objetivos de la gestion de riesgo es
evitar o mitigar un riesgo determinado relacionado con la inocuidad y otros que no
se relacionan con alimentos (FAO/OMS, 1997).

2.3.3 Comunicaciéon de Riesgos: se definio por la FAO/OMS en 1998 como el
intercambio de informacion y opiniones sobre los riesgos y los factores
relacionados con los riesgos entre las personas encargadas de la evaluacion de
los riesgos, las encargadas de la gestion de los riesgos, los consumidores y otras
partes interesadas (FAO/OMS, 1998). Los objetivos de la comunicacién de riesgos
son fomentar la fiabilidad y la confianza del publico en la inocuidad del suministro
alimentario e intercambiar informacion, actitudes, valores, practicas Yy
percepciones de las partes interesadas sobre los riesgos que acompafian a los
alimentos y temas conexos (FAO/OMS, 1998).

2.3.4 Peligros Presentes en los Alimentos

Los peligros se clasifican segun su naturaleza en peligros bioldgicos, quimicos y
fisicos.

Los peligros biolégicos son bacterias, virus y parasitos patdogenos, los priones,
determinadas toxinas naturales, toxinas microbianas, y determinados metabolitos

toxicos de origen microbiano (Organizacion Panamericana de la Salud, 2018).

Los peligros quimicos son los pesticidas, herbicidas, contaminantes toxicos

inorganicos y organicos, antibidticos, promotores de crecimiento, aditivos
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alimentarios toxicos, lubricantes y tintas, desinfectantes, micotoxinas, ficotoxinas,
biotoxinas marinas, metil y etilmercurio y otros metales pesados, e histamina

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2018).

Los peligros fisicos son fragmentos de vidrio, metal, madera u otros objetos que
puedan causar dafio fisico al consumidor (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2018).

La contaminacion de los alimentos por agentes microbioldgicos es un problema de
salud publica en todo el mundo. En las ultimas décadas, la mayoria de los paises
han registrado un importante aumento en la incidencia de enfermedades
provocadas por la presencia de microorganismos en los alimentos (Organizacion
Mundial de la Salud, 2018). Las enfermedades transmitidas por los alimentos son
generalmente de caracter infeccioso o toxico y son causadas por microorganismos
0 sustancias quimicas que penetran en el organismo a través del agua o los

alimentos contaminados (Organizacion Mundial de la Salud, 2018).

No todos los peligros microbiol6gicos se evaluaran de la misma forma. Esto
dependera del tipo de microorganismo y de la gravedad de los sintomas que
pueda desarrollar en el individuo (Organizacion Mundial de la Salud, 2018;
Organizacion Panamericana de la Salud, 2018). El potencial de peligro que
presente un microorganismo puede ser moderado a grave. De esta manera, los
peligros pueden clasificarse segun su gravedad para la salud del ser humano en

alto, moderado y bajo (Organizacién Panamericana de la Salud, 2018).

El peligro alto causa efectos graves para la salud, con posibilidad de muerte.
Generalmente incluye hospitalizacién. El peligro moderado es de diseminacion
potencialmente extenso. La patogenicidad es menor y el grado de contaminacion

es menor. Los efectos pueden revertirse con atencion médica y pueden incluir
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hospitalizacion. El peligro bajo es de diseminacion limitada. Es comun en
epidemias, la diseminacion posterior es rara o limitada, provoca enfermedad
cuando los alimentos ingeridos contienen gran cantidad de patégenos

(Organizacién Panamericana de la Salud, 2018).

2.3.5 Criterios Microbiolégicos

El criterio microbioldgico para un alimento define la aceptabilidad de un producto o
un lote de un alimento basada en la ausencia o presencia, o en la cantidad de
microorganismos, incluidos parasitos, y/o en la cantidad de sus
toxinas/metabolitos, por unidad o unidades de masa, volumen, superficie o lote

(Codex Alimentarius/Criterios Microbioldgicos, 2018).

Los microorganismos que se incluyan en un criterio microbioldgico deberan
considerarse como patdgenos, organismos indicadores o bien organismos de
deterioro para un producto alimenticio (Codex Alimentarius/Criterios
Microbioldgicos, 2018).

Es importante mencionar que los microorganismos patdgenos (adulterantes) no
son buenos competidores, por lo que no causan dafio aparente en las
caracteristicas sensoriales de un alimento o producto alimenticio. A diferencia un
organismo de deterioro si causa cambios de color, olor y sabor, por lo que su
presencia es evidente. Por esta razon, es necesario crecer en medios de cultivo
enriquecidos (ricos en nutrientes), a los microorganismos patdégenos que se
encuentran en pequefias cantidades. Los patdgenos son importantes para la salud

publica porque son los responsables del desarrollo de enfermedades.

Los componentes de un criterio  microbiolégico incluyen (Codex

Alimentarius/Criterios Microbiolégicos, 2018):
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1. Una descripcién de los microorganismos que son de importancia y/o sus
toxinas/metabolitos.

2. Los métodos analiticos para su deteccidn y/o cuantificacion.

3. Los limites microbiolégicos que se consideran apropiados para el alimento en
un punto o puntos del proceso.

4. Un plan que defina el nUmero de muestras que hay que tomar y el tamafio de

las muestras.

Un criterio microbiologico debe indicar también (Codex Alimentarius/Criterios
Microbioldgicos, 2018):

1. El alimento al que se aplica el criterio
2. El punto o los puntos de la cadena alimentaria en que se aplica el criterio
3. Toda medida que deba adoptarse cuando no se cumple con dicho criterio.

2.4 ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR LOS ALIMENTOS

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) constituyen en la actualidad
un importante problema de salud publica, debido al incremento de la emergencia y
re-emergencia de patdgenos transmitidos por alimentos como bacterias, virus,
parasitos, hongos, la aparicion de nuevos escenarios epidemiol6gicos y formas de
transmision, la deteccién y ampliacion de nuevas plagas, el problema del uso
indiscriminado de medicamentos veterinarios en los animales y su relaciéon con el
desarrollo de resistencias antimicrobianas en los animales y el hombre, las
zoonosis, o debido a eventos adversos no planeados por el hombre que afectan la
cadena de produccion y distribucion de alimentos (Organizacion Mundial de la
Salud, 2018; Ministerio de Salud/Guia VETA/PAN, 2013; Ministerio de Salud/Guia
VETA PAN, 2001). Todo lo anterior repercute de manera negativa teniendo un

impacto social y econdmico en los paises.
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Los alimentos son vehiculos potenciales que permiten la transmision de patégenos
de importancia en salud publica, debido a peligros inherentes como
microorganismos adulterantes y toxinas microbianas producto de su metabolismo,
que no causan dafio aparente, ni deterioro a los alimentos, pero que si estan

presentes ocasionan enfermedades (Organizacion Mundial de la Salud, 2018).

Los patégenos de transmision alimentaria pueden causar diarrea grave o
infecciones debilitantes, como la meningitis. La contaminacion por sustancias
quimicas puede provocar intoxicaciones agudas o enfermedades de larga
duracion, como el cancer. Las enfermedades transmitidas por los alimentos
pueden causar discapacidad persistente y muerte (Organizacion Mundial de la
Salud, 2018). Algunos ejemplos de alimentos contaminados son los de origen
animal mal cocidos, las frutas y vegetales contaminadas con heces o regadas con
aguas contaminadas, y los mariscos crudos que contienen biotoxinas marinas
(Organizacion Mundial de la Salud, 2018).

La garantia de contar con alimentos inocuos, es fundamental para la proteccion de
la salud humana y para mejorar la calidad de vida de los paises. Cada brote de
enfermedades transmitidas por alimentos tiene una serie de costos directos e
indirectos, que afecta la salud publica, la economia de los paises y el comercio
internacional de los alimentos (Organizacibn Mundial de la Salud, 2018;
Organizacion Panamericana de la Salud, 2018).

En el afio 2015 la OMS, publicé las primeras estimaciones de la carga mundial de
enfermedades transmitidas por los alimentos, que indicaban que en 2010 mas de
600 millones de personas contrajeron enfermedades transmitidas por los
alimentos causadas por 31 agentes microbiolégicos y quimicos, incluyendo la
bacteria Escherichia coli productora de toxina shiga (STEC, por sus siglas en

inglés), y causaron 420,000 muertes (Organizacion Mundial de la Salud, 2018).
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En los paises en via de desarrollado, las infecciones diarreicas representan la
segunda causa de muerte en infantes, con un total de 1.5 millones de muertes
cada afo debido a agentes como E. coli, Vibrio cholerae, Shigella, y virus

gastrointestinales (Paniagua, 2007).

Las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales problemas de
salud publica en los paises de América Latina (Hernandez-Cortez, 2011). Se
transmiten, por via oro-fecal, o bien por el consumo de agua y alimentos
contaminados. Afectan principalmente a la poblacion infantil y tanto su incidencia
como su prevalencia, dependen del nivel socioeconémico de los individuos. Los

principales agentes patdgenos involucrados son virus, parasitos y bacterias.

La deteccion eficiente de microorganismos patdégenos en productos alimenticios,
es un asunto de alta importancia para los gobiernos y los sistemas de salud
publica; porque reducen el riesgo de desarrollo de enfermedades por el consumo
de alimentos contaminados con microorganismos patdgenos, ya sean de
produccion local o importados, y reducen las tasas de morbilidad y mortalidad de
los paises y mejoran sus indices de salud.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos constituyen un problema
mundial. En los paises desarrollados y en los paises en desarrollo se encuentran
dificultades considerables para estimar con certeza la incidencia real y los costos
asociados a las ETA. Por esa razdn, las instituciones sanitarias y los organismos
internacionales responsables del tema mantienen programas permanentes y
destinan recursos significativos para abordar el problema (Ministerio de
Salud/Guia VETA/PAN, 2013).
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2.5 SITUACION DE PANAMA

La Republica de Panama cuenta con un Programa de Vigilancia de Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA), orientado mediante la guia VETA/PAN (basado
en la version de la GUIA-VETA publicada en el 2001 por el Instituto Panamericano
de Proteccion de Alimentos y Zoonosis, INPPAZ/OPS/OMS), la cual se elabor6 en
agosto de 2013 (Ministerio de Salud/Guia VETA/PAN, 2013; Ministerio de
Salud/Guia VETA PAN, 2001).

El Programa o Guia para la Vigilancia de Enfermedades Transmitidas por
Alimentos (VETA), permitir4 fortalecer la vigilancia epidemioldgica, al mejorar el
sistema para la deteccion y caracterizacion de brotes, a fin de proponer medidas
de control y prevencion de nuevas ocurrencias; mejorando la capacidad de
andlisis y uso de la informacién, incluyendo la comunicacién de informacién y la
retroalimentacion a los distintos niveles del sistema (Ministerio de Salud/Guia
VETA/PAN, 2013).

En el afio 2016 segun datos del Ministerio de Salud de Panama, se reportaron 81
casos de muerte por enfermedad diarreica aguda en menores de 5 afios
(Ministerio de Salud/Estadistica de Salud, 2016). Mientras para este mismo afio, la
gastroenteritis y colitis de origen no especificado ocupo el segundo lugar con
125,071 casos (59,665 hombres y 65,406 mujeres), como las principales causas
de morbilidad en adultos (Ministerio de Salud/Estadistica de Salud, 2016). No hay
datos actualizados de morbilidad por enfermedades gastrointestinales en menores
de 5 afios desde el afio 2015. Los ultimos datos publicados en 2014 colocan a las

enfermedades gastrointestinales en tercer lugar para los indices de morbilidad.

En Panama existe un fuerte sub-registro de las ETA. Cuando las personas se

enferman (adultos o nifios) no tienen la cultura de asistir a una consulta médica
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buscando el asesoramiento profesional que los oriente a saber si el cuadro de
vomito, diarrea o gastroenteritis que presentan se debe al consumo de alimentos
contaminados, adulterados o mal cocidos. Esto puede deberse a la falta de
conocimiento de la poblacién de la importancia de la inocuidad de los alimentos y

las enfermedades transmitidas por los alimentos.

Otro factor importante, es que en algunos casos el laboratorio no identifica el
agente etiologico, porque no se toman las muestras a tiempo, 0 porque se toman
cuando el periodo de incubacion del agente patégeno ha pasado y por ende decae
su replicacion y poblacion. Ademas, los resultados positivos no se comunican a las
instituciones de salud publica responsables de la vigilancia. Esto constituye una

desventaja considerable para el analisis e interpretacion de la informacion.

Las boletas epidemioldgicas utilizadas para registrar los brotes en forma digital
estdn completas con respecto a la informacion del paciente (edad, residencia,
atencion recibida, entre otras), pero no se complementan con los resultados de los
laboratorios. Estas fallas limitan la realizaciébn de diagnésticos precisos que
permitan disefiar politicas y realizar acciones preventivas y correctivas para
reducir el posible impacto de las ETA sobre la salud y la economia. A lo anterior se
suma la insuficiente organizacion sistematica y la actualizacion de la informacién
sobre brotes. La coordinacion entre las distintas entidades tampoco esta
implementada en forma satisfactoria, dificultando la recopilacién y la centralizacion
de la informacion sobre los brotes de ETA. Para corregir estas deficiencias, el pais
debera destinar mayores recursos para la capacitacion de personal en las distintas
entidades, a fin de poner a punto el sistema de vigilancia epidemioldgica, asi como

para mejorar la infraestructura de los laboratorios de analisis.

La vigilancia de las ETA es esencial para caracterizar la dinamica epidemiol6gica y

orientar la planificacion de las politicas, las estrategias de control y prevencion,
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evaluar el impacto de las intervenciones de los programas de inocuidad de
alimentos e identificar areas prioritarias de investigacion particularmente a nivel
local (Organizacion Mundial de la Salud, 2018; Ministerio de Salud/Guia
VETA/PAN, 2013).

2.6 MARCO INSTITUCIONAL

El Presidente de la Republica, en uso de sus facultades constitucionales, aprobo
el Decreto Ley No. 11 de 22 de febrero de 2006 (Gaceta Oficial N°25,493 de 24 de
febrero del 2006), el cual crea la Autoridad Panameiia de Seguridad de Alimentos
(AUPSA) y dicta otras disposiciones, con el propésito de cumplir con los objetivos

de (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos, 2006):

1. Asegurar un nivel elevado de proteccién de la salud humana, el patrimonio
agropecuario del pais y de los intereses de los consumidores con relacién a los
alimentos importados, teniendo en cuenta la diversidad y calidad de su suministro.
2. Establecer principios, responsabilidades y procedimientos cientificos y técnicos
en materia de seguridad y calidad de los alimentos importados.

3. Asegurar una base cientifica y técnica para la proteccién de la salud humana y
del patrimonio agropecuario en materia de los alimentos importados.

4. Establecer disposiciones y procedimientos para la toma de decisiones en
materia referentes a la seguridad de los alimentos.

5. Facilitar el intercambio comercial internacional de alimentos.

6. Asegurar la aplicacién uniforme y consistente de la normativa juridica nacional e
internacional, los reglamentos técnicos, los protocolos interinstitucionales, los
manuales de procedimientos, los estandares de calidad, los parametros de las
matrices de riesgos y los contratos de servicios en materia de seguridad de

alimentos.
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La Autoridad, en su compromiso de proteger la salud humana y el patrimonio
agropecuario del pais con relacion a los alimentos importados, ejecuta sus
funciones para asegurar el cumplimiento y la aplicacion de leyes y reglamentos en
materia de introduccion de alimentos al territorio nacional, en todas las etapas del
almacenaje en zonas libres, zonas procesadoras, importacion, transito y/o

trasbordo (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos, 2006).

2.6.1 Vision y Mision

Vision: ser una entidad que garantice a los consumidores la introduccion de
alimentos de calidad, libres de plagas y enfermedades, basado en criterios

estrictamente cientificos y técnicos.

Misién: asegurar el cumplimiento y la aplicacién de las leyes para la inocuidad de
los alimentos introducidos, en beneficio de los consumidores utilizando los

meétodos cientificos técnicos sobre los principios de equidad y transparencia.

2.6.2 Direcciones Técnicas

La AUPSA esta dividida en tres Direcciones Técnicas (Autoridad Panamefia de
Seguridad de Alimentos, 2006): 1) la Direccion Nacional de Normas (DINAN), cuya
principal funcion es establecer los requisitos sanitarios y/o fitosanitarias que
deberan cumplir los alimentos para su introduccion al territorio nacional; 2) la
Direccion Nacional de Verificacion (DINAVE), que debe verificar el cumplimiento
de los requisitos sanitarios y/o fitosanitarios que deberan cumplir los alimentos
para su introduccion al territorio nacional; y 3) la Direccion Nacional de Analisis y
Control de Alimentos Importados (DINACAI), cuya funcién principal es realizar
muestreos y encomendar los andlisis de los alimentos introducidos al territorio

nacional, segun dispongan las normas y/o medidas sanitarias y/o fitosanitarias
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para la importacién de alimentos basados en una evaluacién de riesgo, con el fin
de identificar y prevenir la introduccion y establecimiento de plagas y
enfermedades transmisibles por alimentos que puedan afectar la salud humana, el

patrimonio animal y vegetal del pais.

DINACAI esta dividida en el Departamento de Muestreo y el Departamento de
Laboratorio. Este ultimo estd conformado por Médulos de Entomologia ubicados
en todos los puertos o puntos de ingreso de AUPSA y por el Laboratorio de
Andlisis de Alimentos. Los Mddulos de Entomologia son estaciones encargadas
de identificar y prevenir la introduccion de &caros y plagas exoéticas de interés
cuarentenario en frutas, vegetales frescos, granos y cereales. Mientras el
Laboratorio de Analisis de Alimentos es para el diagnéstico microbiologico y

quimico (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos, 2006).
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Figura 1. Estructura Organizativa de la Autoridad Panameiia de Seguridad de Alimentos.

Fuente: (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos, 2006).
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2.8 REQuUISITOS PARA ELEGIBILIDAD Y APROBACION DE PAIs

Para que un producto carnico (bovino, porcino y aviar) importado pueda ser
introducido a Panama, necesita ser aprobada la elegibilidad del pais. Esto significa
que un comité técnico interinstitucional evalla el estatus zoosanitario del pais
interesado, principalmente para las enfermedades de obligatoria notificacion ante
la OIE. Este comité es responsable de realizar una revision completa del historial
durante los ultimos 5 afios de brotes o reportes de enfermedades importantes
tanto a nivel veterinario como de enfermedades zoonoéticas como fiebre aftosa,
encefalopatia espongiforme bovina (enfermedad de las vacas locas), tuberculosis,
brucelosis y otras. Si el comité aprueba la elegibilidad del pais, basado en un
sistema sanitario seguro en el momento de la revision documental y que no
representa riesgo para Panama, esta aprobacion es por un término de 3 afios. Sin
embargo, ante la notificacion de brotes o reportes por parte de la OIE o de los
sistemas sanitarios del pais interesado, automaticamente queda blogueado su
ingreso a Panama@, hasta que se demuestre basado en evidencia cientifica, que no
representa riesgo para el patrimonio agropecuario del pais (Autoridad Panamefa
de Seguridad de Alimentos/Elegibilidad de Pais, 2013).

Luego, se realiza una inspeccién en origen (auditoria in situ) por parte del personal
técnico de AUPSA, para evaluar y verificar las plantas o establecimientos
interesados. Esto incluye la visita de todo el sistema: granjas, plantas de sacrificio,
plantas de procesamiento, revision documental del sistema sanitario y de los
procesos (pre-requisitos BPA, BPM, y SSOP), y HACCP. Posteriormente, se
presenta esta evaluacion al Comité Cientifico Técnico de AUPSA (conformada por
los tres Directores Nacionales y el Administrador General), para su aprobacion o
rechazo, basado en el cumplimiento de los controles de calidad e higiene de las

plantas o establecimientos interesados, para importar productos Ccarnicos y
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elaborados a Panama (Autoridad Panamefia de  Seguridad de
Alimentos/Elegibilidad de Pais, 2013).

La inspeccion que se realiza en los establecimientos nacionales de sacrificio de
animales para consumo humano en el pais es competencia del Ministerio de Salud
a través del Departamento de Proteccion de Alimentos (DEPA), que tiene la
responsabilidad de mantener la vigilancia sanitaria de las carnes para consumo
humano, mediante los sistemas de inspeccion veterinaria y verificacion de los
planes de aseguramiento de la calidad higiénico sanitaria (Ministerio de Salud de
Panamé&/Departamento de Proteccion de Alimentos, 2018).

En la siguiente tabla presentamos los paises aprobados y el tipo de producto
carnico que importan a Panama (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos,

2006).

Tabla 1. Paises aprobados para importar productos carnicos a Panama.

Pais Producto
Estados Unidos | Cérnicos de origen bovino, porcino y aviar, pavos.
Canada Cérnicos de origen porcino
Chile Carnicos de origen bovino, porcino y ovino
Argentina Cortes de carne sin hueso de origen bovino
Uruguay Cortes de carne sin hueso de origen bovino
Peru Carne de pavo, pavos
México Cérnicos de origen bovino
Nicaragua Carnicos de origen bovino
Costa Rica Céarnicos de origen porcino
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Fuente: (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos/Datos Estadisticos,
2018).
2.9 MUESTREO

El Codex Alimentarius define una muestra representativa como un conjunto
formado por uno o mas elementos (o parte de un producto) seleccionados por
distintos medios en una poblacién (o en una cantidad importante de producto), y
gque mantiene las caracteristicas del lote del que procede (Codex
Alimentarius/Directrices Generales Muestreo, 2004). Tiene por objeto ofrecer
informacién sobre una caracteristica determinada de la poblacién (o el producto)
analizado, y servir de base para adoptar una decision relativa a la poblacion, el
producto o el proceso que los haya generado (Codex Alimentarius/Directrices

Generales Muestreo, 2004).

Un plan de muestreo es un procedimiento planificado que permite seleccionar o
tomar muestras separadas de un lote para obtener la informacién necesaria. Es un
esquema en el que se determina el nimero de elementos que deben recogerse y
el nimero de elementos no conformes que se requieren en una muestra para
evaluar el grado de cumplimiento de las normas en un lote (Codex

Alimentarius/Directrices Generales Muestreo, 2004).

Un plan de muestreo correctamente disefiado define la probabilidad de deteccion
de microorganismos en un lote, pero debe tenerse presente que ningun plan de
muestreo puede asegurar la ausencia de un determinado organismo. Para
seleccionar un plan de muestreo es importante tener presente: los riesgos para la
salud publica asociados con el peligro, la susceptibilidad del grupo de
consumidores destinatario, la heterogeneidad de distribucion de los
microorganismos cuando se utilizan planes de muestreo con variables (Codex

Alimentarius/Directrices Generales Muestreo, 2004).
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Una buena muestra es la base para un buen analisis y para un resultado confiable,
de ahi la importancia de los cuidados que se deben tener para la toma y
manipulacion de las mismas. Se entiende que una buena muestra debe ser
representativa, adecuada al procedimiento a ejecutar y los criterios que han de
aplicarse al lote, contar con el nimero y tamafio de muestras que permita realizar
el andlisis y alcanzar resultados confiables, condiciones apropiadas y material de
recoleccion, condiciones de conservacion y de envio, asi como la correcta
identificacion de las mismas (Autoridad Panamefia de Seguridad de
Alimentos/Manual de Muestreo, 2013).

2.9.1 Sistema de Notificacion de Importacién

La AUPSA cuenta con un Sistema de Notificaciébn de Importacion de Alimentos
(SISNIA), que asigna de forma aleatoria a las notificaciones de importacion,
muestreo para andlisis de laboratorio basado en una evaluacion de riesgos, los
posibles peligros microbiolégicos, quimicos y fisicos, poblacion de riesgo
(consumidores), fracciones o partidas arancelarias de 10 cifras que especifican el
producto alimenticio, alertas sanitarias o fitosanitarias (Autoridad Panamefa de
Seguridad de Alimentos/Manual de Muestreo, 2013; Autoridad Panamefia de
Seguridad de Alimentos, 2006).

Todas las plantas aprobadas de paises elegibles para importar productos carnicos
a Panama son consideradas en esta programacion de muestreo. Se les realiza
monitoreo de vigilancia que incluye controles microbiologicos, de residuos
quimicos y de otros contaminantes (Autoridad Panamefia de Seguridad de
Alimentos/Manual de Muestreo, 2013). A través del plan de muestreo se pretende

vigilar y evitar que microorganismos patdégenos afecten la salud publica.
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Una notificacion es un formulario mediante el cual el importador, informa
previamente el alimento, origen, procedencia, volumen y fecha aproximada de
ingreso al territorio nacional (Autoridad Panamefa de Seguridad de Alimentos,
2006).

Un importador es la persona natural o juridica, publica o privada, que introduce
alimentos o productos alimenticios al territorio nacional, para fines de consumo
humano o animal, re-exportacion y procesamiento (Autoridad Panamefia de
Seguridad de Alimentos, 2006).

Un lote (N) se puede definir como el conjunto de unidades de un solo producto
basico, identificable por su composicibn homogénea, origen, productor, variedad,
envasador, tipo de envase, marcas, envasador, expedidor o consignatario, que

forma parte de un envio (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos, 2006).

2.9.2 Toma de Muestra

Las muestras de productos carnicos son tomadas por médicos veterinarios de
DINAVE en los recintos o bodegas destinadas para este fin, luego de verificar en
los puntos de ingreso que la carga cumple con la documentacion requerida para la
introduccion al pais. Esta documentacion incluye el certificado de libre venta en el
pais de origen, certificado sanitario, la notificacion en el SISNIA con toda la
informacion referente a la importacion y del producto a importar, y el manifiesto de
carga (Autoridad Panamefa de Seguridad de Alimentos/Manual Procedimiento de
Verificacion, 2017).

En el recinto o bodega se verifica el historial de la temperatura durante el transito,
con el objetivo de comprobar que el contenedor ha mantenido la temperatura de

congelacion y la cadena de frio. Luego, se realiza una verificacion fisica que
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consiste en un examen sistematico del producto, su embalaje, las indicaciones del
etiquetado, descripcion del producto, lote, planta de procesamiento y las
condiciones de conservacion o condiciones fisicas del interior del contenedor
(Autoridad Panameia de Seguridad de Alimentos/Manual Procedimiento de
Verificacion, 2017).

Para la toma de muestra y envio al laboratorio se utilizaran los formularios de los
Formatos de Orden de Analisis y Acta de Toma de Muestra de DINACAI,
debidamente registrados, firmados y sellados, que permitan identificar sin
ambigledad cada lote, que indique la fecha y el lugar del muestreo, asi como toda
informacion adicional que pueda resultar Gtil al analista (Autoridad Panamefia de

Seguridad de Alimentos/Manual de Muestreo, 2013).

Una vez tomadas las muestras seran guardadas en bolsas de plasticos cerradas
con sellos de seguridad e identificacion respectiva, manteniendo la cadena de frio.
Se deberan colocar en recipientes limpios como hieleras con refrigerante o hielo
seco. Las muestras deberan enviarse al laboratorio tan pronto como sea posible y
ser analizadas a mas tardar 24 horas después de su toma (Autoridad Panamefa

de Seguridad de Alimentos/Manual de Muestreo, 2013).

El tiempo que transcurra entre la toma de la muestra y su andlisis debera ser lo
mas pronto posible. Durante el transporte al laboratorio, las condiciones como la
temperatura no deberan permitir que aumente o disminuya la cantidad de los
posibles microorganismos que se desean detectar. De forma que los resultados
reflejen dentro de las limitaciones establecidas en el plan de muestreo las
condiciones microbiolégicas del lote (Autoridad Panamefia de Seguridad de

Alimentos/Manual de Muestreo, 2013).
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2.9.3 Emisién de Resultados

Un resultado de laboratorio es un criterio cientifico-técnico fundamentado en
normativas y reglamentos nacionales e internacionales. Los resultados pueden ser
Conformes (cuando cumple con el criterio de aceptacion establecido en la
legislacion panamefia 0 en la normativa internacional) o No Conforme (cuando
incumple con los criterios de aceptacion establecido en la legislacion panamefia o
en la normativa internacional) (Autoridad Panamefia de Seguridad de
Alimentos/Manual de Muestreo, 2013; Autoridad Panameia de Seguridad de
Alimentos, 2006).

Ante un resultado positivo para un microorganismo que segun la evaluacion de
riesgo ponga en peligro la salud puablica de la poblacion, se solicitar4 al importador
la destruccion supervisada por personal técnico de AUPSA. La Autoridad debera
mantener un registro de la destruccion del lote de productos afectados con sus
respectivos resultados (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos/Manual
Procedimiento de Verificacion, 2017; Autoridad Panamefia de Seguridad de
Alimentos/Manual de Muestreo, 2013).

Se le notificara al importador que, en la siguiente entrada del producto afectado, la
carga sera retenida sujeta al resultado de laboratorio, para asegurar de que el
establecimiento ha implementado las debidas medidas correctivas. También, que
se cambiara el muestreo de rutina por un bloque de muestreo de seguimiento por
resultado positivo. Si alguna de las muestras de seguimiento sale positiva, se
determinara que las acciones correctivas aplicadas son inapropiadas o no
efectivas (Autoridad Panameia de Seguridad de Alimentos/Manual de Muestreo,
2013). En este caso la AUPSA informara al establecimiento directamente de la
suspension de la aprobacién de la planta afectada, de la retencién de todos los

productos y la recoleccion de los mismos del mercado (Autoridad Panamefa de
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Seguridad de Alimentos/Manual de Muestreo, 2013; Autoridad Panamefia de
Seguridad de Alimentos, 2006).

El establecimiento debera enviar a la AUPSA por escrito las medidas correctivas y
compromisos, las evidencias de las correcciones y la Autoridad hard una
evaluacion del cumplimiento y si este es favorable, se permitira reiniciar las
actividades incluyendo un nuevo bloque de seguimiento (Autoridad Panamefia de
Seguridad de Alimentos/Manual de Muestreo, 2013; Autoridad Panamefia de
Seguridad de Alimentos, 2006).

2.10 MICROORGANISMOS PRESENTES EN ALIMENTOS

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son generalmente de caracter
infeccioso o téxico y son causadas por bacterias, virus, parasitos o sustancias
quimicas que penetran en el organismo a través del agua o los alimentos

contaminados (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2018).

Diversos factores intrinsecos y extrinsecos influyen sobre el crecimiento
microbiano en los alimentos. Los factores intrinsecos son aquellos que se
relacionan con el alimento como pH, concentracion y tipo de nutrientes, potencial
redox, contenido de humedad, actividad de agua (Aw, por sus siglas en inglés),
agentes antimicrobianos naturales, y la estructura fisica y bioldgica de los
alimentos o nutrientes (Fisiologia y Cinética Microbiana, 2018; Madigan, 2015).

Los factores extrinsecos son aquellos que se relacionan con el ambiente o entorno
como la temperatura de almacenamiento, humedad relativa o del ambiente,
presencia y concentracion de gases (CO, O,), tipo, numero y actividades de otros
microorganismos en el alimento (Fisiologia y Cinética Microbiana, 2018; Madigan,
2015).
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La calidad microbiolégica de los alimentos es fundamental porque influye en su
conservacion y vida de anaquel y, sobre todo, porque los microorganismos
presentes en ellos, pueden ser causantes de enfermedades transmitidas por

alimentos.

Los microorganismos indicadores son organismos (0 grupos) que advierten
oportunamente de un manejo inadecuado o contaminacion, que incrementa el
riesgo de presencia de microorganismos patégenos en alimentos. Permiten un
enfoque de prevencion de riesgos, porque advierten sobre un manejo inadecuado

y/o contaminacion (Codex Alimentarius/Criterios Microbiologicos, 2018).

Los principales microorganismos indicadores en alimentos son: mesofilos
aerobios, hongos y levaduras, coliformes totales e indicadores de contaminacién
fecal: coliformes fecales, E. coli y enterobacterias (Madigan, 2015).

Los microorganismos patégenos en alimentos son aquellos que pueden causar
enfermedades como: Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella, toxina de
Sthaphiloccoccus aureus, Campylobacter jejuni, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
cholerae, y otros (Organizacién Mundial de la Salud, 2018; Madigan, 2015).

2.10.1 Escherichia coli

La Escherichia coli (E. coli) es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, que
no forma esporas, moévil por la presencia de flagelos peritricos y miembro de la
familia Enterobacteriacea. Se considera una bacteria de la flora normal del
intestino del ser humano y de animales de sangre caliente, que lo coloniza pocas

horas después del nacimiento (Garrity, 2005; Rodriguez G. , 2002). Sin embargo,
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existen cepas dentro de esta especie que son patdégenas, que pueden causar
enfermedades entéricas y extra intestinales en el hombre, ocasionando
principalmente tres tipos de sintomas clinicos: infecciones del tracto urinario (UTI),
sepsis 0 meningitis neonatal y enfermedades entéricas (diarrea y vémito), que en
algunos casos pueden desarrollar el Sindrome Urémico Hemolitico (UHS, por sus
siglas en inglés), (Zambrano A. , 2012; Nataro, 1998).

La bacteria E. coli se transmite a través del consumo de agua y alimentos
contaminados, o de individuos infectadas por la ruta oro-fecal. Entre los alimentos
de riesgo estan las carnes de res mal cocidas, frutas y vegetales cultivados en
areas regadas con agua contaminada, productos lacteos y jugos no pasteurizados.
Ademas, también puede transmitirse de una persona a otra si no se lavan las

manos, o al tocar superficies o nadar en aguas contaminadas (FAO, 2012).

Fuente: Johnson, 1991.

Figura 2. Microfotografia electrénica de la bacteria Escherichia coli.
Fuente: (Johnson, 1991).

Los principales eventos genéticos que permiten a los organismos adaptarse y
evolucionar son las mutaciones y la recombinacion genética. La recombinacion
genética es el proceso mediante el cual los elementos genéticos presentes en el
genoma de diferentes individuos se combinan, originando alguna nueva funcién

que permita por ejemplo la adaptacién a cambios en el medio ambiente (Betancor,
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2008; Perna, 2001). Este proceso genera genomas bacterianos que consisten en

mosaicos de genes con diferentes historias evolutivas (Perna, 2001).

Existen diversos modelos para explicar los mecanismos de evolucion de los
microorganismos, se ha propuesto que los distintos mecanismos de patogenicidad
son el producto de la adquisicion de genes de virulencia por transferencia
horizontal (Muniesa., 2011). Segun (Perna, 2001), los distintos clones patogénicos
de E. coli, son producto de la adquisicion constante de diferentes factores de
virulencia, los cuales son codificados por genes presentes en plasmidos, islas de

patogenicidad y en fagos.

Los serotipos de E. coli se clasifican en base a los antigenos soméaticos y
flagelares, denominados grupos O y antigenos H, respectivamente. Existen
aproximadamente 180 antigenos somaticos (O1 a O185) y al menos 56 tipos de
antigenos H. EI antigeno H es importante para las cepas de E. coli
diarrenogénicas. La determinacion de estos antigenos se realiza por técnicas de
aglutinacion, utilizando antisueros especificos para evitar reacciones cruzadas
(AESAN, 2012).

2.10.2Grupos Filogenéticos de Escherichia coli

La E. coli se clasifica en cuatro grupos filogenéticos predominantes: A, B1, B2 y D,
los cuales pueden ser divididos en siete subgrupos (A0, Al, B1, B2-2, B2-3, D1y
D2), (Clermont, 2000; Herzer, 1990). Los filogrupos fueron identificados por
amplificacion de dos genes con funcién conocida (chuA y yjaA) y un fragmento de
ADN de funciéon desconocida (TspE4.C2), (Clermont, 2000).
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Las cepas de E. coli extraintestinales patégenas pertenecen en su mayoria a los
grupos B2 y D, mientras las cepas comensales intestinales se distribuyen entre los
grupos Ay B1 (Soto, 2006; Picard, 1998).

2.10.3 Patotipos de Escherichia coli

En la actualidad, se han definido seis clases de tipos patégenos o patotipos de E.
coli que causan enfermedad intestinal en los seres humanos, principalmente
diarreas (Cortez, 2002). Estas cepas patdégenas se han categorizado de acuerdo
al efecto en el hospedero, interaccion con la mucosa intestinal y la epidemiologia
asociada con la virulencia en el plasmido (Cortez, 2002). Algunos de estos
patotipos comparten ciertas caracteristicas. Sin embargo, cada patotipo tiene una
Gnica combinacién de determinantes de virulencia que permiten mecanismos de

patogenia bien diferenciados (Blanc, 2007).

Los Patotipos de Escherichia coli son: Escherichia coli enteropatogénica (ECEP),
Escherichia coli enterohemorragica (ECEH), Escherichia coli enterotoxigénica
(ECET), Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI), Escherichia coli enteroagregativa
(ECEA), y Escherichia coli adherente difusa (ECAD), (Zambrano A. , 2012; Nataro,
1998).
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Figura 3. Esquema patogénico de Escherichia coli diarrenogénicas.

Fuente: (Nataro, 1998).
Tabla 2. Caracteristicas de los grupos de Escherichia coli causantes de diarrea.



CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE ESCHERICHIA COLI CAUSANTES DE DIARREA

Grupe  Sintomos clinicos Epidemicagio Serugrupos y serotipos mids comunes Factores de patopenicidod
ETEC  Diarrea aguda acuosa Mifios menores de dos afios O&Hg, STylT
y diarrea del vizjero OI5HI, C20H-, O25H-CAFHT CTEHIZ  CFRA
O148:H28, O15%H20
EHEC SUH, CH, diarrea sin Mifios y adultos que & adquiersn  Q157:H7 C2&HI |, OI03HL CI13H2I 5T
sangre, dolor abdominal, por comer canme cruda o mal O119,0128, 0145 AE
fizbre, vamito cocida Intimina
pO157
BEC  Diarrea con moco y sangre Mifios menores de seis meses Q28H, Ol 2acH-, O144H- O152:H-, Invvastvidad
o diarrea 2cunsa, tambign se |64H-QI67:H- Plismido de
presenta cuadro disentérico [40MDa
EPEC  Diarrea aguda, dolor abdominal.  Mifios menores de seis meses 055, 086, O142. Ol 1H- CIZT, AE BFP
wimito, fiebre baja hasta dos afios Plésmido EAF
de 50-70MCa
EAEC  Diarrea liquida, verde con moco, Recién nacidos y nifios menores  C44HI8 Firnbriz AAF] v 11
sin sangre, diarrea persistente  de dos afios EASTI
hasta 20 dias Proteinas Pet y Fic
COMP
Plésmido de 80 MOz
Citotoxina
DAEC  Diarrea acuosa sin sangre Mifios de | a 5 afias O126:HT Firmbriz F1845
CHP
LT= toscing termalabil EAF= factor de adherencia de EPEC

5T= toxina termo estable
CFA= factor de colonizacidn antigénico
BFF= pili con forma rizada

Modificado de: Eslava C et o

OMP= proteina de membrana externa

STH= toxina shiga

EAST= toscina 3T de cepas enteroagregativas

Fuente: (Rodriguez G. , 2002).

2.10.4 E. coli Enteropatogénica (ECEP)
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La ECEP fue el primer grupo que se identificd seroldgicamente y se asocié con

casos de diarrea en niflos pequefios. Su principal factor de patogenicidad es la

adherencia. Esta adherencia se caracteriza por la union intima entre la bacteria y

la membrana de las células del epitelio intestinal (enterocitos), seguida de la

destruccion de la microvellosidad, y polimerizacion de actina que lleva a la

alteracion del citoesqueleto en el sitio donde se da la union. Debido al incremento

en los niveles de calcio intracelular y de la proteina quinasa C, se ha denominado
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adherencia y esfacelamiento (A/E). La adherencia es mediada por pilis o fimbrias
rizadas que se llaman Bfp (bundle-forming pilus), cuya informacién genética esta
codificada por un plasmido de 50-70 MDa denominado EAF (adherence factor) y
de algunos genes cromosomales (Rodriguez G. , 2002). En la adherencia es
necesaria la sintesis de una proteina de membrana externa de 94 kDa
denominada intimina, codificada por el gen cromosomal eae y que sirve como
sefal en A/E (Nataro, 1998).

Para que una cepa se clasifigue como ECEP debe causar lesion de adhesion y
borrado (A/E-attaching and effacing) de las microvellosidades de los enterocitos
(Margall, Dominguez, Prats, & Salleras, 1997), producir verotoxinas (VT), y no

tener capacidad invasiva in vivo (Levine, 1987).

Las cepas de ECEP se consideran tipicas cuando tienen los genes eae que
codifican para la sintesis de la proteina intimina, que participa en la A/E, y el
plasmido EAF que codifica para el Bfp. Se consideran atipicas cuando soélo

presentan los genes eae pero no el plasmido EAF (Rodriguez G. , 2002).

La ECEP puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea. Este grupo afecta
principalmente a nifios entre seis meses y dos afios de edad. También, puede
aislarse en adultos enfermos y sanos, principalmente cuando hay un factor de
predisposicién como la diabetes. En el hombre ocasiona una diarrea liquida con
mucosidad acompafiada de vémitos y fiebre. La forma de transmisién de la
infeccion es oro-fecal a través de las manos, agua y alimentos contaminados. Una
forma comun de transmision son las manos contaminadas de manipuladores de
alimentos. La contaminacion de los alimentos puede ocurrir durante el proceso de
faenado de los animales que son reservorios de la bacteria. Los reservorios de
ECEP pueden ser nifios y adultos con o sin sintomas, y es frecuente en los paises

desarrollados y en vias de desarrollo (Rodriguez G. , 2002).
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El cuadro clinico que produce la ECEP se manifiesta con diarrea aguda, la cual
puede ser leve o grave, con vomito, fiebre baja y mala absorcion. El diagnéstico de
EPEC incluye ensayos in vitro en cultivos celulares y métodos moleculares,
adherencia localizada en células Hep-2 y Hela, plasmido EAF, hibridacion (EAF,
Bfp) y PCR (EAF, Bfp), (Rodriguez G. , 2002).

2.10.5 E. coli Enterohemorragica (ECEH)

Las cepas de ECEH, ademas de producir histopatologia AE (attaching and
effacing), sintetizan una potente citotoxina (toxina Shiga). El serotipo mas
predominante es la E. coli O157:H7. Ademéas, se conocen mas de 200 serotipos o
serovariedades de E. coli productoras de toxina Shiga (STEC), aunque la mayoria

no son patdgenas y no contienen otros factores de virulencia (Nataro, 1998).

De todos los serotipos de ECEH, la E. coli O157:H7 es la que produce patologia
con mas frecuencia. Los principales factores de virulencia son: las verotoxinas
VT1ly VT2 (por lo que también se denominan VTEC), la fimbria plasmidica (CDV
419), y la sintesis de la proteina intimina codificada por el gen eae. La verotoxina
VT1 es casi idéntica a la toxina de Shigella dysenteriae tipo 1. El reservorio mas
importante de la E. coli O157:H7 es el ganado bovino, aunque parece que estas
cepas no producen patologia en los animales (Crespo, 1998). Los rumiantes
pueden actuar como portadores asintomaticos de cepas de VTEC potencialmente
patdgenas para el hombre (Cortes, 2007). Se han aislado VTEC en otras especies
animales como el ganado porcino, gatos y perros, pero la frecuencia de

aislamiento es menor que en rumiantes (Beutin, 1993).
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Las cepas ECEH no-0157 (026, O11, 012, 045, 0111 y O 145), no tienen una
caracteristica bioquimica que las diferencie del resto de cepas de E. coli. La

0157:H7 no fermenta sorbitol y no posee actividad B-glucoronidasa (Rivas, 2007).

Las ECEH son altamente infecciosas para los seres humanos, se ha estimado que
para el patotipo O157:H7 menos de 100 células son suficientes para desarrollar
una infeccion (Guth, 2008; Caprioli, 2005). La forma de transmision de la infeccion
es oro-fecal a través del consumo de alimentos o agua contaminada, o por
contacto préximo de persona a persona (Guth, 2008). La carne bovina,
especialmente las hamburguesas, es el alimento asociado con mas frecuencia a
brotes. Sin embargo, se ha detectado en otros alimentos como carne de pavo,
salami, leche, yogur, mayonesa, ensaladas, vegetales crudos, y zumos de frutas
(Crespo, 1998). Las manifestaciones clinicas tienen un amplio espectro, que va
desde cuadros asintomaticos hasta sintomas como colitis hemorragica (CH),
sindrome hemolitico urémico (SHU), apendicitis y anormalidades neuroldgicas
(Caprioli, 2005).

2.10.6 E. coli Enterotoxigénica (ECET)

La ECET en conjunto con la ECEP son los responsables de la diarrea del viajero o
de origen alimentario por alimentos importados, muy frecuente en paises en via de
desarrollo (Villa, 2013). Se adhiere a la mucosa del intestino delgado (no la
invade), luego se produce la liberacibn de dos enterotoxinas (enterotoxina
termolabil LT y termoestable ST), codificadas por los genes LTl y STI1,
responsables del cuadro clinico (Rebello, 2012; Margall N. D., 1997). En el hombre
se produce una diarrea liquida profusa, sin sangre, ni material purulento, y con
ausencia de fiebre (Margall N. D., 1997). Las fimbrias responsables de la adhesién

de las ECET son especificas del hospedero, por lo que las cepas que causan
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diarrea en humanos son diferentes a las aisladas en animales (Margall N. D.,
1997).

La ECET es uno de los patotipos mas estudiados, asociado con morbilidad en
nifios menores de 5 afios y en adultos, puede ser asintomatica, poco frecuente o
puede provocar la denominada diarrea del viajero (Rodriguez, 2002). Es la
principal causa de diarrea en turistas de paises desarrollados y en recién nacidos.
No produce cambios histolégicos aparentes, mas que una ligera inflamacién que

suele ir acompafada de nauseas (Blanc, 2007).

Las ECET son importantes en lactantes, principalmente en nifios menores de dos
afios y en particular, durante los primeros seis meses de vida. La frecuencia de
aislamiento de este grupo patégeno de E. coli en nifios con diarrea es de 10 a
30% (Rodriguez G. , 2002).

El cuadro clinico se caracteriza por diarrea aguda, generalmente sin sangre, sin
MOCOo, Sin pus y en pocos casos, se presenta fiebre y vémito. La diarrea producida
por ECET puede ser leve, breve y autolimitada, pero también, puede ser grave. La
contaminacion fecal de agua y alimentos, es la principal fuente de infeccion,
siendo la dosis infectiva de 108 unidades formadoras de colonias (UFC) en un
corto periodo de incubacién (14-50 h) (Rebello, 2012; Rodriguez G. , 2002).

La ECET se asocia generalmente con dos sindromes: el sindrome de diarrea del
nifio destetado, en los nifios de paises en desarrollo; y el sindrome de diarrea del
viajero (Koneman, 2008). En los paises en desarrollo, se estima que ocurren 650
millones de casos de infeccion por ECET por afio, que resultan en
aproximadamente 800,000 muertes, donde la mayoria son nifios (Organizacién
Mundial de la Salud, 2018).



46

2.10.7 E. coli Enteroinvasiva (ECEI)

La ECEI estd relacionada genética y bioquimicamente con Shigella spp.
Taxondmicamente son indistinguibles a nivel de especies (Kaper, 2004; Rodriguez
G. , 2002). Ambos microorganismos tienen la capacidad de depender de
plasmidos para evadir y replicarse en el interior de las células epiteliales del
intestino. ECEI es mucho mas frecuente que la disenteria. Estructuralmente, la
secuencia de aminoacidos de ECEI es idéntica a la Shigella spp. Sin embargo,

esta ultima no produce toxina Shiga (Rodriguez G. , 2002).

ECEI se caracteriza por causar diarrea y disenteria, debido a un complicado
mecanismo de patogenia que comienza con la invasion de las células epiteliales,
lisis de la vacuola, y penetracion del epitelio del colon. Luego, se adhiere a la
mucosa requiriendo de dos proteinas, mucinasas y adhesinas, para entrar por
endocitosis a la célula, replicarse dentro de ella y posteriormente, diseminarse y
expandirse a las células sanas adyacentes, provocando una fuerte reaccién de

inflamacion y ulceracion (Blanc, 2007; Rodriguez G. , 2002; Nataro, 1998).

La invasion y supervivencia de tipo patdgeno depende de los genes contenidos en
el plasmido pinv, que contiene todos los genes responsables de la invasion. Por lo
qgue la pérdida de este plasmido, tiene como consecuencia cepas de ECEI no
virulentas (Rebello, 2012).

Se asocia fundamentalmente con brotes de origen alimentario por alimentos
importados (Margall N. D., 1997), siendo responsables de la diarrea del viajero. El
mecanismo de patogenicidad de la ECEI es la invasion del epitelio del colon, sin

produccion de toxinas LT y ST, dando lugar a una diarrea disenteriforme acuosa
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gue se manifiesta con sangre y mucosidad en heces acomparfada de fiebre y dolor
abdominal (Todar, 2008). En algunos casos solo se produce diarrea, siendo dificil
diferenciarla de la producida por ECET (Rodriguez G. , 2002).

Las infecciones intestinales causadas por ECEI, son mas frecuentes en nifios
mayores de dos afios y en adultos. La transmision de este enteropatdgeno se da
por la ingesta de alimentos y agua contaminada (Madigan, 2015). La infeccién
puede manifestarse en forma de diarrea acuosa indistinguible de la causada por
ECET. En algunas personas, se observa la evolucion del cuadro de disenteria,
que se caracteriza por fiebre y colitis. Los sintomas de la infeccién de este tipo
patdgeno son de urgencia, y presentan heces que contienen sangre, moco y

leucocitos (Koneman, 2008).

2.10.8 E. coli Enteroagregativa (ECEA)

La ECEA se caracteriza por su patrén de agregacion y adherencia a las células
epiteliales, y por la produccion de la toxina EAST-1 (Blanc, 2007). Se considera un
patébgeno intestinal emergente, responsable de causar diarrea persistente y
desnutricién en nifios y en personas infectadas por VIH, en paises en desarrollo.
También, es reconocida como la segunda causa de diarrea del viajero, en los

paises desarrollados y en vias de desarrollo (Croxen, 2010; Huang, 2006).

La patogenia de cepas de ECEA es compleja y los componentes de este grupo
son extremadamente heterogéneos. A pesar de esto, se ha propuesto un modelo
de tres etapas de su patogenia. En la primera etapa de la infeccion, las bacterias
se adhieren a la mucosa intestinal y a la capa de moco por las fimbrias de
agregacion de adherencia (AAF) y factores de adhesion. En la segunda etapa, las
bacterias continlan multiplicandose en la capa de moco, estimulan su

hipersecrecién y la formacién de un biofilm bacteriano. Por ultimo, la tercera etapa
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se caracteriza por la produccion de toxinas y el desarrollo de un proceso
inflamatorio que produce un dafio en la mucosa intestinal. El dafio causado a las
microvellosidades y la presencia de biofilms bacteriano, generan una mala
absorcidén de los liquidos y solutos que desencadenan diarrea (Elias, 2008; Huang,
2006). La diarrea causada por la ECEA es tipicamente acuosa, pero puede en

algunos casos también contener sangre o moco (Croxen, 2010).

El sitio blanco de dafio de la ECEA puede ser la mucosa del intestino grueso y
delgado, con un periodo de incubacion de menos de ocho horas y puede durar de
18 a 20 dias. Esta bacteria puede causar brotes o casos aislados de diarrea
persistente. En nifilos puede manifestarse con diarrea liquida, de color verde, con
moco, Sin sangre, y en ocasiones, puede llegar a ser severa y requerir
rehidratacion intravenosa. Algunas veces, el cuadro clinico se presenta como

diarrea con moco con o sin sangre, vomito y sin o con poca fiebre (Nataro, 1998).

2.10.9 E. coli Adherente Difusa (ECAD)

Se conoce poco sobre su mecanismo de patogenicidad, pero se ha caracterizado
una fimbria de superficie conocida como F1845, que esta involucrada en el
fendbmeno de adherencia difusa. Los genes que codifican para esta fimbria, se
pueden encontrar en el cromosoma o en un plasmido. El grupo de ECAD, se
puede aislar tanto de personas sanas como de personas con diarrea, siendo mas
importante en nifios de 4 a 5 afios. Los principales sintomas que se presentan son

diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos (Rodriguez G. , 2002).

Los mecanismos de patogenicidad de este sexto grupo de las E. coli

diarrenogénicas estan actualmente en investigacion.
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2.11 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La resistencia antimicrobiana puede definirse como la capacidad de una bacteria
para resistir a los efectos causados por un antibiotico. La resistencia se adquiere
de manera natural por medio de mutaciones al azar o puede inducirse
artificialmente por medio de presion selectiva en una poblacién (Mosquito, 2011;
Zambrano J. L., 2002).

La resistencia a antibiéticos ha pasado de ser un problema individual a uno de
salud publica (Organizacion Mundial de la Salud., 2012), debido a las altas tasas
de morbilidad y mortalidad, que tienen un impacto social y econémico en los
paises por su alto costo en tratamientos y hospitalizaciones (Garcia Hernandez,
2011; Mosquito, 2011). Se ha demostrado en algunos estudios que los
aislamientos que se obtienen de muestras clinicas o ambientales, presentan
resistencia a los antibiéticos que se utilizan con mayor frecuencia, entre estos la
ampicilina, tetraciclina, cloramfenicol, &cido nalidixico, entre otros (Al-Bahry, 2013;
Kaesbohrer, 2012; Rios, 2012).

Los antibioticos ayudan a la prevencion y control de enfermedades, pero también
influyen en el rapido crecimiento de los animales, abaratando los costos en el
mercado para lograr un mejor precio al consumidor (Santamaria, 2011). El uso
inadecuado y prolongado en los tratamientos de salud puablica, en medicina
veterinaria, en la agricultura, y la falta de seguridad en el tratamiento de los
desechos de la industria farmacéutica, han influido en la presion selectiva natural
de las bacterias, permitiendo la adquisicion de genes de resistencia a los
antibidticos (Al-Bahry, 2013; Wasyl, 2013).

Diversos estudios han demostrado que la resistencia a antibidticos en bacterias

puede ser causada por la transferencia de determinantes genéticos entre
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animales, de animales a humanos, en el ambiente, y en la cadena alimentaria (Al-
Bahry, 2013; de Jong, 2012; Costa, 2008). Genes de resistencia se han detectado
en heces humanas, de animales salvajes, en animales criados en granjas
domésticas e industriales, incluyendo productos alimenticios cérnicos y sus
derivados que se obtienen de animales de granjas, en sedimentos y aguas

subterraneas o superficiales (Koo, 2011; Santamaria, 2011; Anderson, 2006).

Las enterobacterias tienen un gran impacto en la salud mundial. En Europa se
realizan programas de monitoreo zoonético para contrarrestar los problemas de
enfermedades por consumo de carne contaminada con genes de resistencia
(Wasyl, 2013; de Jong, 2012), y se realizan investigaciones a nivel internacional
para estudiar la resistencia antimicrobiana desarrollada por E. coli (Organizacion
Mundial de la Salud, 2001).

Los antimicrobianos son medicamentos esenciales para la salud humana y la
salud animal. Sin embargo, la aparicion, desarrollo y propagacion constante de
agentes patdgenos resistentes a los antimicrobianos son un motivo de creciente
preocupacion en todo el mundo. La OMS elabora y promueve directrices para
reducir al minimo los efectos en la salud publica de la resistencia a los
antimicrobianos asociada a su uso en los productos alimentarios de origen animal
(Organizacién Mundial de la Salud, 2001; Organizacion Mundial de la Salud,
2000).

El abuso y el uso indebido de antibiéticos en animales y humanos estan
contribuyendo al aumento de la amenaza que representa la resistencia a los
antimicrobianos. Algunos tipos de bacterias causantes de infecciones humanas
graves ya son resistentes a la mayoria o a la totalidad de los tratamientos
disponibles, y hay muy pocas alternativas prometedoras en fase de investigacion
(Organizacion Mundial de la Salud, 2018).
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La OMS ha estimado que, si no se toman las medidas respectivas, para el afio
2050 la totalidad de los antibioticos seran ineficaces para prevenir y tratar
enfermedades humanas. Las pruebas cientificas demuestran claramente que el
uso excesivo de los antibidticos en los animales puede contribuir a la aparicion de
resistencia a estos farmacos (Organizacion Mundial de la Salud, 2018;

Organizacion Mundial de la Salud., 2012).

En este sentido la OMS ha elaborado directrices que los paises deberan cumplir,
para contribuir a preservar la eficacia de los antibioticos de importancia para la
medicina humana mediante la reduccion de su uso innecesario en los animales.
Estas recomendaciones incluyen el uso de los antibiéticos en los animales con
diferentes fines, como la estimulacién del crecimiento, la profilaxis en ausencia de
enfermedad o el tratamiento y el control de enfermedades ya diagnosticadas
(Organizacion Mundial de la Salud, 2018).

2.12 NUEVAS METODOLOGIAS PARA LA DETECCION DE MICRORGANISMOS

PATOGENOS

En la actualidad gracias a la generacion de nuevo conocimiento y desarrollo de
tecnologia de punta (como la deteccion molecular de patégenos en alimentos,
bioinformética, secuenciacion masiva, entre otros), y de nuevos procesos
relacionados con la industria alimentaria. Ha permitido la constante vigilancia,
monitoreo, rastreabilidad/trazabilidad y reduccién de enfermedades transmitidas
por los alimentos, a través de las diversas agencias internacionales dedicadas a la

inocuidad de los alimentos.
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Las técnicas de biologia molecular para la deteccidén ripida y directa de acidos
nucleicos de diferentes microorganismos patdgenos, son muy Utiles en el
diagnéstico de las enfermedades infecciosas y se hacen necesarias en la
actualidad para los estudios de zoonosis, estudios a nivel de filogenia e
identificacion de patdgenos emergentes y re-emergentes (Malttar, 2005). Con
estos avances es posible hacer diferencias entre cepas bacterianas, y realizar
estudios precisos y detallados que permitan realizar controles epidemioldgicos
(Malttar, 2005).

La comparacion de cepas para establecer su identidad, se basa en el hecho de
gue cepas relacionadas epidemiolégicamente provienen de la expansion clonal a
partir de un precursor o progenitor Unico. Existen numerosos trabajos en donde se
aplican estas metodologias para el estudio de zoonosis. Las infecciones
producidas por E. coli 0157:H7 y STEC, la salmonelosis, brucelosis, ricketciosis,

entre otras, son algunos de los trabajos que se han realizado (Malttar, 2005).

En la actualidad existen diferentes métodos moleculares que se utilizan para la
deteccion de patégenos microbioldgicos en alimentos y agua. Entra estas técnicas

podemos mencionar (Malttar, 2005).

2.12.1 Técnicas basadas en PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método enzimatico in vitro
para amplificar secuencias especificas de ADN de microorganismo de interés,
desarrollado por Kary Mullis en 1985 (Mullis, 1987). Es sin lugar a dudas, la
técnica mas importante y revolucionaria en biologia molecular hasta la actualidad.
Es la técnica mas utilizada para la deteccién de microorganismos, se caracteriza
principalmente por realizar millones de copias de un segmento de ADN especifico

de un microorganismo (Rodriguez R. A., 2009).
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La PCR tiene diferentes modalidades como la PCR anidada, semi-anidada,
multiplex, la RT-PCR (amplificacion de organismos con genoma de ARN), entre
otras. La PCR en tiempo real, permite cuantificar el nimero de moléculas de ADN
del microorganismo presente en la muestra, sin necesidad de utilizar geles de

agarosa finalizada la reaccion (Rodriguez R. A., 2009).

2.12.2 Microarreglos (Microchips)

Consiste en un arreglo ordenado de cientos o miles de secuencias de ADN
(oligonucledtidos, ADNCc, y otros), depositados sobre una superficie sélida para la

deteccidén de microorganismos (Rodriguez R. A., 2009).

2.12.3 Anélisis de Microorganismos por RFLPs

El polimorfismo de largo de fragmentos de restriccion (RFLP, por sus siglas en
inglés), permite el andlisis de una zona de interés del genoma en lugar de estudiar
todo el cromosoma. La regién de interés se corta con enzimas especificas
denominadas endonucleasas de restriccion. Estas cortan el ADN en regiones
especificas, los fragmentos generados son separados por electroforesis en gel de
agarosa Yy posteriormente, se transfieren a una membrana de nylon o
nitrocelulosa, que se somete a hibridacion con una sonda marcada
complementaria al fragmento analizado, cuyo polimorfismo se quiere estudiar
(Ruiz, 2005). El numero de bandas presentes dependera del nimero de copias de
secuencias existentes en el genoma, mientras que su polimorfismo estara
relacionado con su distribucion a lo largo del genoma, asi como, con variaciones
en los sitios de restriccion dentro de la secuencia y en regiones mas préximas
(Pérez De Rosas, 2003).



54

2.12.4Ribotipificacion

La ribotipificacion consiste en someter a hibridacion el ADN genomico de una
bacteria que se ha digerido previamente con una enzima de restriccion, luego se
transfiere a una membrana de nitrocelulosa, y posteriormente se hibrida con una
sonda que es complementaria a la secuencia de ADN de los genes del ARNr
(Malttar, 2005).

2.12.5RAPD

Esta técnica se basa en la amplificacion del genoma de ADN utilizando primers,
cebadores o iniciadores sencillos sobre una secuencia de nucleotidos al azar.
Estos iniciadores producen una amplificacion al azar de uno o mas locus (posicion
en un cromosoma, que determina la posicion de un gen o de un marcador
genético) impredecibles. La técnica de RAPD ha sido usada exitosamente en
cepas de E. coli O157:H7, y ha permitido diferenciar y relacionar cepas aisladas
de brotes, asi como, cepas provenientes de animales para demostrar zoonosis
(Narvéez, 2000).

2.12.6 Metagendmica o Gendmica Ambiental

La gen6mica ambiental es el analisis gendmico de poblaciones de
microorganismos, que se puede definir como el analisis del ADN total de una
muestra ambiental. Hasta el momento, se han investigado metagenomas de
diversos ambientes, incluyendo ecosistemas acuaticos, minas, suelos agricolas y
forestales, entre otros, lo cual permite determinar la diversidad microbiana y
filogenética, diversidad metabdlica y expresion génica en distintas poblaciones,
permitiendo hacer una reconstruccion total o parcial de los genomas de

microorganismos no cultivados (Hernandez-Ledn, 2010).
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2.12.7 Electroforesis Capilar

La electroforesis capilar es una técnica de separacion basada en la diferente
velocidad de migracion de las distintas especies cargadas bajo la accién de un
campo eléctrico. La separacion se lleva a cabo en un capilar de silice fundida de
diametro muy pequefio (10-200 um). El uso de estos capilares tiene mdltiples
ventajas: a) los capilares son anticonvectivos en si mismos, por lo tanto, no es
necesaria la utilizacion de un gel soporte como medio; b) el calor generado al
pasar la corriente eléctrica (efecto Joule), que daria lugar a problemas de
gradientes de temperatura no uniformes (cambios locales de viscosidad), es
fuertemente reducido, ya que la disipacion de calor es muy efectiva; c) pueden
aplicarse altos voltajes consiguiéndose una reduccién del tiempo de andlisis y
altas eficiencias (Osatinsky, 2007).

2.12.8 Electroforesis de Campo Pulsado

La electroforesis de campo pulsado (PFGE), consiste en separar y calcular el
tamafio de moléculas grandes de ADN, tiene relevancia para andlisis
comparativos de patrones de restriccibn cromosémicos, construccion de mapas
cromosomicos, topologia y tamafio de cromosomas, y andlisis de elementos extra

cromosomicos de peso molecular alto (Cardozo, 2013).

Esta técnica se fundamenta en la separacion de ADN de 10 kb hasta 10 Mb
(Schwartz, 1984). En este método, el ADN viaja a través de un gel de agarosa
concentrado, bajo la influencia de dos campos eléctricos. Cuanto mas grande sea
la molécula de ADN, mayor sera el tiempo para encontrar nueva orientacion y la

retencién en el gel (Southern, 1987).
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Dentro de las aplicaciones a nivel molecular que tiene esta técnica se encuentra,
la determinacidn de patrones de restriccion cromosOmicos y analisis comparativo,
ADN fingerprinting (huella génica) mediante estudio de perfiles de digestion
usando enzimas de secuencias de reconocimiento largas (infrecuentes a lo largo
del genoma). También, tiene amplia aplicacion como técnica de referencia para
analisis filogenético, analisis del ADN mitocondrial y comparaciéon de ARN 16S.
Ademas, se utiliza para mapas genéticos y fisicos, topologia cromosémica,
combinando patrones de restriccion y técnicas de hibridacion, para elaborar bases
de datos de mapas cromosOmicos y determinar el tamafio exacto de los

cromosomas (Cardozo, 2013).

Actualmente, la PFGE es una técnica muy utilizada por la Administracion de
Alimentos y Drogas de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés), para
realizar las investigaciones epidemiolégicas de patbgenos en alimentos
relacionados con alertas sanitarias y retiros. Esta herramienta permite determinar

la relacién de un patdgeno con un brote e inferir donde posiblemente se origino.

2.12.9 Cuantificacién de ADN en Geles de Agarosa

La electroforesis en gel de agarosa es un método normalizado que se utiliza para
separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. Se trata de una técnica sencilla
y répida, que permite diferenciar fragmentos de ADN que no pueden separarse
adecuadamente con otros procedimientos. Por otra parte, el ADN puede
localizarse en el gel tiiendo con una concentracion baja de un colorante
fluorescente como el bromuro de etidio, que es un agente que se intercala en el
ADN y que emite fluorescencia en presencia de luz ultravioleta (UV) (Sambrook J.
D., 2001).
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La técnica para la cuantificacion de ADN, consiste en la utilizacion de una
escalera o marcador de peso molecular con concentraciones determinadas de
ADN, que se comparan con muestras de ADN de concentracion desconocida. El
calculo de las concentraciones se hace bajo la luz ultravioleta segun la intensidad
de la fluorescencia. Debe evitarse la exposicién prolongada a la luz ultravioleta,
incluso con mascara de proteccion. La estimacion de las concentraciones de ADN
puede realizarse sobre una fotografia digital del gel tomada bajo luz ultravioleta, si
se cuenta con un analizador de imagenes (Sambrook J. F., 1989).

2.12.10 Electroforesis de ADN en Gel de Agarosa

Esta técnica se emplea frecuentemente para la visualizacion del ADN extraido de
diversos origenes. Se basa en la migracion que realiza el ADN cargado
negativamente hacia un polo positivo al encontrarse dentro de un campo eléctrico
a pH neutro. La técnica se realiza en una cubeta horizontal y los geles se

fotografian con un digitalizador de imagenes (Sambrook J. F., 1989).

2.12.11 Secuenciacion Masiva

Una de las técnicas mas modernas es la secuenciacion masiva o de nueva
generacion, que consiste en identificar comunidades enteras de microrganismos
(microbiomas) que contiene una muestra clinica o ambiental (Rodriguez R. A.,
2009).
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3. MARCO METODOLOGICO

La accion a realizar, consistio en el desarrollo de una metodologia molecular para
la deteccion de Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) en productos
carnicos de origen bovino, porcino y aviar, importados en la Republica de Panama,
con el fin de determinar no conformidades por resultados de laboratorio positivos.
Esta metodologia se realizé en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de la
Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos, a través del plan de muestreo
para monitoreo y vigilancia de productos carnicos importados, para determinar que
los paises que importan productos carnicos al pais, cumplen efectivamente con los
requisitos sanitarios de Panama respecto a la adecuada implementacion de

sistemas de produccion inocuos y de calidad.

Cada trimestre se revisO el plan de muestreo para monitoreo y vigilancia de
productos céarnicos importados, para verificar que se incluyeran los nuevos paises
aprobados para elegibilidad de pais o las nuevas plantas aprobadas para paises
con autorizacion previa para importar a Panama. La metodologia utilizada se basé
en el Sistema de Notificacion de Importacion de Alimentos (SISNIA) de la AUPSA,
gue es un sistema digital matematico de numeros aleatorios que asigné al azar
muestreo microbiolégico a las notificaciones de productos céarnicos de origen
bovino, porcino y aviar, que se importaron a Panama por un periodo de 1 afio. La
seleccién de la notificacion de importacion por el SISNIA se basoé en el historial de
importacion y en las cantidades notificadas para ingresar por mes a Panama. Se
seleccionaron al azar 10 muestras de cada uno de los siguientes productos
carnicos: filetes de carne bovina sin hueso, carne bovina con hueso, carne bovina
picada mecanicamente, canales de cerdo, costillas de cerdo, carcasas, pollo

picado, y pasta de pollo.
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Luego, que el SISNIA asign6 muestreo a una notificacion, se procedié a su
revision para verificar que se cumplimentdé toda la informacion del producto
importado, la planta de procesamiento, pais de origen, e informacién del
importador y exportador. Posteriormente, en el punto de ingreso por donde entro la
carga, un médico veterinario verifico que el producto carnico importado cumplié
con toda la documentacion requerida para el ingreso al pais (certificado de libre
venta del pais de origen, certificado sanitario, notificacion completa en el SISNIA, y
el manifiesto de carga). Luego, el médico veterinario realiz6 una inspeccion visual
que consistio en verificar en el recinto o bodega las condiciones fisicas del interior
del contenedor y la temperatura de la carga, seguido de la verificacién fisica de los
productos (descripcion del producto, embalaje, etiquetado, lote, y planta de
procesamiento). Posteriormente, se llend, firmo y sellé los formularios de los
Formatos de Acta de Toma de Muestra y Orden de Andlisis (ver Anexo). Seguido,
se tomaron las muestras (una caja por cada producto muestreado, que tiene
aproximadamente un peso de entre 25 a 50 kg de producto), las muestras se
guardaron en bolsas de plasticos estériles, se cerraron con sellos de seguridad y
se identificaron con el numero de notificacion correspondiente. Se colocaron en
hieleras limpias con refrigerante y se enviaron al laboratorio para su analisis
(Figura 4).
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Figura 4. Flujograma de procedimiento para toma y envio de muestra al
laboratorio.

Fuente: (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos/Manual de Muestreo,
2013).
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Este proyecto de investigacion incluy6 los siguientes manuales para la deteccion,
aislamiento e identificacion de Escherichia coli (STEC), (Figura 5):

1. Manual de procesamiento de muestras y de pre-enriquecimiento para: filetes de
carne bovina sin hueso, carne bovina con hueso, carne bovina picada
mecanicamente, canales de cerdo, costillas de cerdo, carcasas, pollo picado, y

pasta de pollo.

Se utilizé una técnica aséptica para el manejo y procesamiento de cada una de las
muestras. Las muestras de los productos carnicos congelados se atemperaron
colocandolas sobre una bandeja de acero inoxidable estéril dentro de la cabina de
flujo laminar por un periodo de 30 minutos a 1 hora, para luego tomar una porcion
analitica representativa de la muestra. Alternativamente, las muestras se podian
colocar en refrigeracion de 2 a 5°C por 18 horas o para un descongelado rapido a
45°C por no mas de 15 min. Posteriormente, se cortd, peso y manipulo de manera
aséptica usando utensilios estériles 25 g de superficie de producto. Se abrieron
bolsas estériles que contenian 225 ml de medio de cultivo de pre-enriquecimiento
triptona soya modificado (MTSB), se agregd la muestra, se cerrd la bolsa y se
masajearon o colocaron en un homogeneizador por 2 minutos. Este proceso
permitié la liberaciébn de las bacterias de la superficie del alimento. Luego, se
incubaron las muestras sin agitacion por 15 a 24 h a 42°C. Se incluyeron los
controles: positivos (cepa de Escherichia coli comercial), y negativo (medio de

cultivo sin inocular).

2. Metodologia para la deteccion molecular por tiempo real (Real Time-PCR) de
Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC), incluyendo ECEH O157:H7 y
no 0157 (026, O11l, 012, 045; 0111 y 0145), mediante la utilizacién de
cebadores especificos para los genes (Stx1, Stx2 y eae).
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Se utilizé el sistema de amplificacién molecular por PCR en Tiempo Real del Bax®

Systems, y se siguieron las instrucciones del fabricante. Luego de la incubacion,
se tomaron 20 ul de cada una de las muestras enriquecidas y se colocaron en
microtubos que contenian el reactivo de lisis celular. Posteriormente, se procedio a
centrifugar y se transfiri6 con una micropipeta el sobrenadante a microtubos
limpios que contenian los reactivos de amplificacion. Se realizd el ciclaje o
amplificacion siguiendo las especificaciones de la casa comercial, y luego se

evaluaron los resultados con el software del equipo.

3. Manual de procedimiento para la preparacion de medios selectivos y
diferenciales para el aislamiento y confirmacién de Escherichia coli. Aplicado solo

para muestras con resultado positivo por Real Time-PCR.

La preparacion de medios selectivos y diferenciales para Escherichia coli se
realizd utilizando la Guia de Laboratorio de Microbiologia del USDA/FSIS
(Laboratory Guidebook, USDA/FSIS, 2015), la cuél se bas6 en la utilizacion de
distintos medios de cultivo cromogénicos para la identificacién bacteriana (ver
Anexo 6).

4. Manual de procedimiento para inmuno-aglutinacion en latex para el antigeno

flagelar H y somético O.

Se realiz6 utilizando el kit REMEL RIM® de aglutinacién en latex siguiendo las
instrucciones del fabricante, que se basa en una reaccion antigeno anticuerpo

para la identificacion de los antigenos flagelares y sométicos de Escherichia coli.

6. Protocolo de bioseguridad para laboratorio de nivel de seguridad 2 (BSL-2) y de

descarte de muestras.
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7. Flujograma sintetizado del procedimiento de muestreo y analisis.

— -

i T

Figura 5. Flujograma de procedimiento para deteccién molecular de E. coli STEC.
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Fuente: (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos/Manual de Laboratorio,
2018).
4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los cambios mas significativos que se han dado a nivel de la salud publica en las
dos ultimas décadas, han surgido principalmente, de la aplicacion de las técnicas
moleculares del ADN, que han permitido dilucidar y abordar una gran variedad de
problemas que afectan directamente a nuestra calidad de vida en aspectos como
la salud, la alimentacion y el medio ambiente. Esto ha permitido grandes avances
en el descubrimiento y aplicacién de nuevos farmacos, mejoramiento en procesos
de la industria alimentaria y la agricultura, la diferenciacién a nivel genético de
microorganismos patdégenos que con las técnicas tradicionales de cultivo era
imposible detectar, porque algunos inclusive no son cultivables por los métodos

tradicionales.

La bacteria Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC), es un patdgeno
emergente asociado a casos de diarrea, colitis hemorragica, y sindrome urémico
hemolitico en los seres humanos (Zambrano A. , 2012; Nataro, 1998). Los
rumiantes en general y el ganado vacuno en particular, se consideran los
principales reservorios de STEC (Garrity, 2005; Rodriguez G. , 2002). La
contaminacion de la canal durante el sacrificio es la ruta primaria de
contaminacion de la carne. Los principales mecanismos de transmisién son la ruta
oro-fecal, el consumo de carne mal cocida o cruda, alimentos y agua
contaminados, leche y jugos no pasteurizados, la contaminacion cruzada durante

la preparacion de alimentos, y otros (FAO, 2012).

La primera vez que ECEH 0O157:H7 se detect6 como patégeno humano fue en
1982, en dos brotes de colitis hemorragica en Estados Unidos. A partir de esta
fecha, se han reportado numerosos brotes y casos esporadicos detectados en
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distintas partes del mundo (Organizacion de la Naciones Unidas para la
Alimentacion y Agricultura, 2018). Lo anterior, sumado a las multiples formas de
transmision identificadas, han llevado a promover estrategias de prevencion y
control.

La OMS en el afio (2015), publico las primeras estimaciones de la carga mundial
de enfermedades transmitidas por los alimentos, que indicaba que en 2010 mas
de 600 millones de personas contrajeron enfermedades transmitidas por los
alimentos causadas por agentes microbiolégicos y quimicos, incluyendo la
bacteria Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC), (Organizacion
Mundial de la Salud, 2018).

El desarrollo de un Manual de Procedimientos en Microbiologia de Alimentos para
la deteccibn de microorganismos patdgenos, consiste en garantizar que el
laboratorio produzca resultados analiticos fiables y de alta calidad, con una
documentacion continua que facilite un historial de los andlisis claro, preciso e
indiscutible, y cuyos diversos elementos estén todos armonizados entre si. En este
sentido, se establecen los mecanismos de validacion vy verificacion que

proporcionan medios para asegurar que el sistema funcione correctamente.

La importancia del desarrollo e implementacion de la deteccion molecular de
patégenos, se basa en que, si bien existen numerosos métodos de referencia y
alternativos para la deteccién de microorganismos en alimentos, muchas bacterias
patdbgenas como las STEC tienen caracteristicas muy diferentes al resto de
bacterias del grupo de las Enterobacterias, por lo que la gran mayoria de los

meétodos convencionales no permiten su deteccion.

Actualmente, los laboratorios externos que brindan el servicio de andlisis
presentan limitantes debido al uso de métodos convencionales, que no permiten la

deteccidbn de Escherichia coli enterotoxigénica o STEC, porque no estan
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disefiados para este fin. La implementacion de una metodologia molecular
especifica y sensible para la deteccion de Escherichia coli O157:H7 y no 0157 en
el Laboratorio de AUPSA, permiti6 detectar uno de los principales patdgenos
responsables de enfermedades diarreicas de transmision alimentaria en productos
carnicos.

De enero del afio 2014 a diciembre de 2017, la AUPSA por conducto de la
Direccion Nacional de Analisis y Control de Alimentos Importados, a través de la
plataforma del SISNIA ha asignado 69,164 muestreos y 95,164 andalisis de
laboratorio a alimentos importados que incluyeron: productos carnicos de origen
bovino, porcino, aviar, frutas y vegetales frescos, granos, cereales, formulas
infantiles, productos lacteos y derivados, productos listos para consumo, productos
pre-envasados, y materia prima para la industria alimentaria, entre otros
(Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos/Datos Estadisticos, 2018). A
continuacion, se presenta el total de muestreos y analisis realizados a productos

alimenticios importados a Panama.
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Total de Muestras y Anadlisis Realizados en
AlimentosImportados (2014-2017)

2015

¥ Muestras " Andlisis

Figura 6. Total de muestras y andlisis realizados a los alimentos importados a
Panama del afio 2014 a 2017.

Fuente: (Autoridad Panamefa de Seguridad de Alimentos/Datos Estadisticos,
2018).

La cantidad de analisis realizados, es mayor que la cantidad de muestras que
ingresaron al pais, porque a un mismo producto alimenticio, se le puede asignar
diversos analisis o parametros de laboratorio. Por ejemplo, a los productos
carnicos se les asigna parametros de analisis de microbiologia, quimicos como
metales pesados (cadmio y plomo), y de residuos téxicos. La AUPSA realiza a los
alimentos importados andlisis de microbiologia, fisico-quimica, entomologia,
nematologia, residuos téxicos de plaguicidas, entre otros (Autoridad Panamenfa de
Seguridad de Alimentos, 2006).

Los resultados de estos cuatro afios de andlisis sefialan que el 97.71% (92,994)
de los andlisis tienen resultado Conforme. Mientras, el 2.28% (2,170) de los
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andlisis corresponden a resultados No Conformes, basados en las
reglamentaciones, normativas y legislaciones vigentes nacionales e
internacionales. Estos resultados no satisfactorios corresponden a analisis de

entomologia, microbiologia y quimica.

Porcentaje Total de Resultados de Andlisis

No Conforme
2%

Conforme
98%

Figura 7. Porcentaje total de resultados de andlisis de laboratorio en base a su
evaluacién de conformidad.

Fuente: (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos/Datos Estadisticos,
2018).

A continuacién, presentamos el desglose por afio de las evaluaciones de los

resultados de andlisis realizadas del afio 2014 a 2017.
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Resultados de Analisis en Alimentos Importados
(2014-2017)

No Conformes *C

Figura 8. Evaluacion de la conformidad de los resultados de andlisis realizados de
2014 a 2017.

Fuente: (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos/Datos Estadisticos,
2018).

Luego de revisar el historial de los resultados No Conformes para microbiologia,
se observd que el principal patdgeno detectado en carnicos de origen bovino y
porcino, asi como en vegetales frescos fue Escherichia coli, y en aves y sus
subproductos es Salmonella (Autoridad Panamefia de Seguridad de
Alimentos/Datos Estadisticos, 2018).

Esto generé una gran preocupacién en la entidad, debido al incremento en las
importaciones de productos céarnicos y a la limitada capacidad diagnéstica de los
laboratorios externos, no solo por el espacio fisico, sino también por la
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metodologia, tiempos de respuesta y poder determinar si las E. coli detectadas

corresponden a grupos patégenos.

En el pais se ha incrementado la importacion de carne denominada fresca
(corresponde a cortes de carne bovina y porcina sin hueso), y carne congelada

gue incluye carne bovina y porcina con hueso, canales y medias canales.

Datos de Importacion Anual de Carne de 2015 a 2017.

4,000,000
1,500,000
3,000,000
2,500,000

2,000,000

Kilogramos

1,500,000

1,000,000

500,000

2015 2016 2017
Bamne Fresca 1,873,021 3,993,518 3,860,487
H Came Congelada 2,716,458 3448 686 2,775,544

Figura 9. Datos de la importacion anual de carne fresca y congelada
correspondiente a los afios 2015 a 2017.

Fuente: (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos/Datos Estadisticos,
2018).

Los tres principales paises que importan carne a Panama son Estados Unidos,
Canada y Nicaragua. Sin embargo, como podemos observar en la (Figuras 10),
Estados Unidos y Nicaragua para el afio 2015 importaron carne en igual
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porcentaje (32%). Mientras para los afios 2016 y 2017, Nicaragua quedé como
primer pais que mas carne importé a Panama con 41% y 51%, respectivamente
(Figurally Figura 12).

Principales Paises Importadoresde Carne en el 2015

" ESTADOSUNIDOS " NICARAGUA ¥ CANADA ™ Otros

Figura 10. Principales paises que importan carne a Panama en el afio 2015.
Fuente: (Autoridad Panamefa de Seguridad de Alimentos/Datos Estadisticos,
2018).
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Principales Paises Importadoresde Carne en el 2016

-

" NICARAGUA ~ ESTADOSUNIDOS ¥ CANADA ~ Otros

Figura 11. Principales paises que importan carne a Panama en el afio 2016.
Fuente: (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos/Datos Estadisticos,
2018).
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Principales Paises Importadoresde Carne en el 2017

< B

8%

* NICARAGUA ~ ESTADOSUNIDOS ™ CANADA ™ Otros

Figura 12. Principales paises que importan carne a Panama en el afio 2017.
Fuente: (Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos/Datos Estadisticos,
2018).

Panam& por el Tratado de Libre Comercio con Estados Unidos mantiene una
equivalencia con el sistema sanitario de este pais. Estados Unidos es una
potencia comercial mundial, al ser el pais mas desarrollado del mundo mantiene
garantias sanitarias en todos sus procesos. Prueba de esto es la reciente
aprobada Ley de Modernizacion de Inocuidad Alimentaria (FSMA-FDA) de los
Estados Unidos (Administracion de Medicamentos y Alimentos/FSMA, 2018). La
FSMA tiene como propésito evitar la produccion de alimentos contaminados, lo
cual es mucho mas efectivo que confiar en la deteccion de bienes contaminados

en la distribucién y aplicar medidas correctivas.
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Pero a pesar de lo mencionado anteriormente, se han detectado cérnicos con
resultado no satisfactorio para Escherichia coli procedente de Estados Unidos.
Sumado a esto, es importante mencionar que, en los dos ultimos afos, las
agencias sanitarias internacionales relacionadas con alimentos, han informado de
brotes y retiros de alimentos por Escherichia coli productora de toxina Shiga
(STEC), incluyendo O157:H7 y no O157 como 0104 en tortas de carne picada,
productos listos para el consumo, y vegetales (Administracion de Medicamentos y

Alimentos/Alertas Sanitarias, 2018).

También, se ha detectado resultados no satisfactorios para productos cérnicos
originarios de Nicaragua, y debido a la gran cantidad de carnes que importan y a
las dificultades citadas previamente con los laboratorios externos que nos brindan
el servicio de analisis, se considerd que el desarrollo e implementacion de este

proyecto de investigacion era prioritario para Panama.

En paises como Estados Unidos y Canada se han reportado infecciones por esta
bacteria relacionados con el consumo de carne bovina o productos lacteos
contaminados (Nataro, 1998). Mientras en América del Sur, los paises que
reportan aislamientos de ECEH son principalmente Chile y Argentina (Huguet,
2002).

En Nueva Zelanda se demostré en un estudio que la importacién de carne de
cerdo sin cocer, es una via potencial para la introduccién de nuevos clones de
Salmonella y E. coli O157: H7, por lo que es necesario una buena higiene

doméstica y la calidad de la carne de cerdo importada (Wong, 2009 ).

En el afio 2016 segun datos del Ministerio de Salud de Panama, se reportaron 81
casos de muerte por enfermedad diarreica aguda en menores de 5 afios. Mientras

la gastroenteritis y colitis de origen no especificado ocuparon el segundo lugar,
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como las principales causas de morbilidad en adultos (Ministerio de
Salud/Estadistica de Salud, 2016). Esto demuestra la importante necesidad de
proyectos de investigacion para la deteccion molecular de patégenos de
importancia en salud publica, que no pueden ser detectados, ni diferenciados por
métodos tradicionales. Como es el caso de la metodologia propuesta en este
manual de procedimiento (Figura 5), que permitié de manera oportuna verificar la
inocuidad y calidad de los alimentos importados, para proteger la salud publica y el
bienestar de los consumidores, promover el comercio de los alimentos, pero con el
compromiso de proteccion a los intereses nacionales de salud y del sector

agropecuario del pais.

Se ha demostrado que E. coli STEC 0O157:H7 y no O157 son patdégenos
transmitidos por alimentos como carne cruda y subproductos. Que puede
ocasionar problemas graves a la salud y hasta causar la muerte. Se ha
identificado por el Servicio de Inspeccidon e Inocuidad de Alimentos del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA/FSIS), como un
adulterante en la industria carnica de Estados Unidos (USDA FSIS, 2018). Su
dosis infectiva es baja y este microorganismo presenta dificultades para ser
detectado con los métodos de cultivo tradicionales, especialmente si el patégeno

se encuentra en pequefas cantidades compitiendo con la flora presente.

Todo lo anterior pone de manifiesto la necesidad de disponer de métodos rapidos
y eficaces para la deteccion de microorganismos de riesgo, tanto para garantizar
la salud del consumidor de forma preventiva y evitar la alarma social, como para
poder identificar de forma confiable los alimentos implicados en brotes,

permitiendo el retiro y destruccion seguras del mercado.

Es valioso porque permite tomar medidas correctivas, evaluar la mejora continua y
establecer procedimientos para el retiro y destruccion, y mantener la trazabilidad

de las plantas relacionadas con resultados no satisfactorios.
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5. CONCLUSIONES

Luego de realizar esta investigacion, se concluye que:

1. Se logr6é determinar la presencia de Escherichia coli productora de toxina
shiga (STEC) O157:H7 y no 0157 (026, O11, 012, 045, 0111, 0145),
utilizando el diagndstico molecular en productos carnicos de origen bovino,
porcino y aviar.

2. Se logré determinar una incidencia intermedia de Escherichia coli 0157 y
no 0157 en productos carnicos de origen bovino y porcino, y baja en
productos carnicos de origen aviar.

3. Los productos carnicos positivos por Escherichia coli 0157 y no 0157
deben ser retirados del mercado y destruidos de inmediato, debido al alto
riesgo que representan para la salud puablica por el desarrollo de
enfermedades de transmision alimentaria, y confirma la importancia de este
patégeno en brotes de ETA.

4. La implementacion de una metodologia molecular especifica y sensible
para la deteccién de Escherichia coli 0157:H7 y STEC no 0157 (026, O11,
012, 045, 0111 y 0145) en el Laboratorio de AUPSA, permitié realizar
andlisis de deteccién de uno de los principales grupos de patégenos que
causan enfermedades diarreicas de transmision alimentaria en productos
carnicos.

5. Los métodos moleculares tienen la ventaja de emisién de resultados en un
tiempo corto de 24-48 horas, disminuyendo el periodo para diferenciar entre
resultados Conformes y No Conformes, y la toma de decisiones oportunas.

6. Esto permiti6 que, como Autoridad competente en materia de productos
alimentarios importados, se cumplieran e implementaran todas las medidas

y/o acciones necesarias para proteger la salud publica de la poblacion y
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garantizar que los alimentos que consume la poblacién son inocuos y de
calidad.

Los métodos de deteccion molecular son eficientes y confiables para
microorganismos patdgenos dificiles de cultivar y diferenciar por métodos
tradicionales.

El desarrollo de un manual de procedimiento para laboratorio de analisis de
alimentos, permite identificar lotes de produccion, fechas de caducidad e
importadores, importante para la toma de decisiones y medidas correctivas
relacionadas con salud publica.

Luego de evaluar los resultados obtenidos del diagndstico molecular, como
parte de la mejora continua en planes que fortalezcan los sistemas de salud
publica de Panama, es necesario mantener la rastreabilidad/trazabilidad de
todos los productos importados, principalmente de los alimentos de alto
riesgo, para posibles retiros y operativos de destruccion de productos
alimentarios contaminados. También, restringir el ingreso de productos
alimenticios de paises con sistema sanitarios débiles que no garanticen la
inocuidad de sus productos alimentarios y pongan en riesgo la salud publica
de la poblacion.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda que:

1. Se amplien las técnicas de deteccion molecular por PCR en Tiempo Real a
otros productos de alto riesgo como frutas y vegetales frescos.

2. Se estandaricen las técnicas de control y seguimiento para otros patégenos
de importancia en ETA como Salmonella, Hepatitis A, E, Norovirus, entre
otros.

3. Se lleve una bitacora documental escrita y digital del inventario de insumos
y reactivos para optimizar el trabajo y los tiempos.

4. Se realicen capacitaciones teérico practicas y actualizaciones para cumplir
con los procedimientos.

5. Se cree un adecuado programa de capacitacion, que permita que todos los
involucrados en el sistema de rastreabilidad/trazabilidad, realicen las
actividades requeridas de forma adecuada, clara y legible.

6. Se realice la transferencia de tecnologia a los laboratorios que se encargan

de verificar la inocuidad y calidad de los alimentos de produccion local.
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8. ANEXOS

ANEXO 1: ACTA DEL PROYECTO FINAL DE GRADUACION.

Nombre y apellidos: Sara Mercedes Ahumada Ruiz

Lugar de residencia: Ciudad de Panam@, Republica de Panama

Institucion: Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos (AUPSA)

Cargo / puesto: Directora Nacional de Andlisis y Control de Alimentos Importados

Informacién principal y autorizacion del PFG

Fecha: Nombre del proyecto:

12 de diciembre de 2017 Elaboracion de un Manual de
Procedimiento de Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos para la
Deteccién de Patdégenos
Adulterantes e Indicadores de
Contaminacién en  Alimentos
Importados en la Republica de

Panama.
Fecha de inicio del proyecto: Fecha tentativa de finalizacién:
21 de diciembre de 2017 21 de marzo de 2018

Tipo de PFG: (tesina/ articulo): Tesina

Objetivos del proyecto (general y especificos):

Objetivo General:
Elaborar un manual de procedimiento de laboratorio de microbiologia de alimentos,
para la deteccién de patégenos en alimentos importados en la Republica de Panama.

Objetivos Especificos:

1. Aplicar un diagnéstico con un grupo representativo de alimentos importados en la
Republica de Panama, para la determinacién de posible presencia de microorganismos
patégenos.

2. Analizar la incidencia de los microorganismos patdgenos presentes en alimentos
importados, para la determinacion de un posible retiro o destruccion.

3. Evaluar los resultados del diagnéstico como parte de la mejora continua, para optar
por planes de contingencia que fortalezcan los sistemas de salud publica en el pais.

Descripcién del producto:

Este manual de procedimiento de laboratorio de microbiologia de alimentos para la
detecciébn de patégenos incluird, un flujograma de trabajo y el protocolo de
procedimientos para el procesamiento de las muestras, crecimiento, deteccion
molecular y confirmacion en caso de positivos detectados por técnicas moleculares, el
protocolo de seguridad y de descarte de las muestras.

Necesidad del proyecto:
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Actualmente, la Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos (AUPSA),
realiza los analisis para la deteccion de microorganismos patdgenos, en
laboratorios estatales externos que no trabajan de manera exclusiva con
alimentos, sino que también realizan pruebas de diagnostico clinico,
farmacéutico y medicamentos. Estos laboratorios no tienen suficiente capacidad
para aceptar las muestras de alimentos importados, por la falta de espacio fisico
y personal entrenado. También, de la limitada capacidad de diagndstico, debido
a que hay pruebas importantes que no realizan. Ademas, de pruebas de
deteccidn y cuantificacién validadas para una limitada cantidad de matrices de
alimentos.

Justificacion de impacto del proyecto:

La apertura de un laboratorio exclusivo para el andlisis de alimentos, surge ante
la necesidad de los constantes peligros causados por agentes patdgenos
microbioldgicos, contaminantes quimicos y fisicos, alérgenos u otros que
pueden ser transmitidos por los alimentos, seguido del incremento en los
productos alimenticios importados para consumo humano y la poca capacidad
de analisis con que se cuenta hoy en dia.

El laboratorio permitira ampliar la capacidad de deteccién (Diagnéstico) de
matrices de alimentos analizadas, y estandarizacion e implementacion de
nuevas técnicas. También, reducir el tiempo de emision de resultados.
Importante para el caso de resultados No Conformes, porque permitira tomar las
medidas correctivas a tiempo, disminuyendo el riesgo de enfermedades
transmitidas por alimentos, y garantizando la inocuidad y calidad de los
alimentos importados que consume la poblacion del pais.

Restricciones:

1. Tiempo para desarrollar y validar el manual de procedimiento.

2. Presupuesto para la compra de equipos, reactivos e insumos para la implementacion
y estandarizacion del diagndstico.

3. Aprobacion por el Administrador General de la Autoridad Panamefia de Seguridad
de Alimentos.

Entregables:
Avances del PFG al tutor (a), entrega documento final para revision y aprobaciéon del
tutor (a) y posteriormente al lector (a).

Identificacién de grupos de interés:

Clientes directos:

1. La Autoridad Panamefia de Seguridad de Alimentos.
2. Las empresas importadoras de alimentos.

Clientes indirectos:

3. La poblacion que reside en el pais.

4. El sistema de salud publica de Panama.

5. El sistema de salud agropecuaria de Panama.

Aprobado por Director MIA: | Firma:
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Félix Modesto Cariet Prades

Aprobado profesora Seminario Graduacion: | Firma:
MIA. Ana Cecilia Segreda Rodriguez
Estudiante: Firma

Sara Mercedes Ahumada Ruiz




ANEXO 2: FORMATO DE ACTA DE TOMA DE MUESTRA DE ALIMENTOS IMPORTADOS.

ACTA DE TOMA DE MUESTRAS DE

A vesa Ametosnwormanos | vo. 019364

T T v tecmias e ey

NOTIFICACION NO. " FORMULARIO DE VERFFICACION NO.

INFORMACION SOBRE LA REMESA
Nombre del Producio

Ubicacion de ta remesa al
momento de Ja toma de muestra

Tumadio de la remesa Presentacion #1 b Presentacian 42 =
O Alimento Preenvasada
Nidmero de Pallets Numero de Pallets
| Cajas por Pallet . Cajas por Pallet
Unidades por Caja e Unidades por Caja PE
Peso/Vol. PorUnided Peso/Vol. Por Unidad —
O Alimento A Granel
O peso i I votaen
Lotes con distintos c6digos Cddigos de lote identificados Unidades por c6digo identificado

i Forma parte 1 remesa o lote de

1 i i 149 A
uNsonSIgrRCion: s amplia? O ~o [ st (Ubicacion del resto de la remesa o iGn __

2 . !

!NFORM/\CION SOBRE LA TOMA DE MUESTRA

! i/ : Da.m. D pm,

Fecha de 1a toma de muestra

Dia . Mes Afo Hora
Nombre, direccidn y organismo ‘
o aliliacion del muestreador
| Métado ublizado para ol
muestreo D AleatoriofSelectivo D Dirigido {(se suspecha Iz siguiente no conformidad: 3
)

¢ Ha sido posible tomar la S - R
i y ;
muestra hbremente? D s D NO Observacion:
Mucstras tomadas enviadas al . :
Iahoratario Unidades tomadas Muestras idénticas conservadas D NO D St

Orden de Andlisis NO, 2 Ubicacién de las ideé
D, g S Asis =
PRSP Cueentat Banco Nacional de Pananid: No. 05-60-00-513

FACTURA NO. . B Fondo Especial de Ingreso AUPSA -
OBSERVACIONES
1) ESTA MERCANCIA QUEDA RETENIDA ¥ NO PUEDE SER COMERCIALIZADA HASTA QUESEA LIBERADA POR AUPSA
Por la Autoridad Tor el Tportador .
Cédula ) Cédula -
Fecha fecha K

ESTE DOCUMENTO NO ES VALIDO SIN EL SELLO DE LA AUTORIDAD PANAMERA DE SEGURIDAD DE AL}MENTOS
FDNAC-005-09/13.05.2009




ANEXO 3: FORMATO DE ORDEN DE ANALISIS DE ALIMENTOS IMPORTADOS.

A ORDEN DE ANALISIS ifNo. 019271
UPSA B 7

FUTORDAS PANASERA C& MESLRIEAD B AIMENTE

Notificacion No. |

Formulario de Verificacién No.

whoraore [ |LCRSP  [JLADIV Clusv  [J1IEA [Jotro

Producto (1leo: Marca / 2, Descripcion)

Fabricante / Establecimiento No. — e e = __Pais

Importador

Muestra tomada de {contenedor/establecimiento)

£

Muestra tomada enfecha [/ 4_/;,, o ADam. D p.m.
dia mes aric hora
Presentacion de la muestra enviada Denvase individual D sacos D cajas D a granel D otro __ i
Cantidad de muestras tomadas para andlisis - Peso/Volumen Unitario por muestra
Cddigo de Lote O no declara  Fecha de Vencimiento [ s deciara
Parametros de Analisis e eead v [st: o
1 6.
2. 7 oy
3i 8 i
4 9. -
S 10.

Observaciones

Nombre Inspector - Firma

Fecha

SOLO PARA USO DE LAS OFICINAS CENTRALES DE AUPSA

ESTE DOCUMENTO NO ES VALIDO SIN EL SELLO DE LA AUTORIDAD PANAMENA DE SEGURIDAD DE ALIMENTOS

FDNAC-006-08/13.05.2009
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ANEXO 4: FORMATO DE CERTIFICADO DE ANALISIS NO CONFORME.

AR UPSA

AUTORIOAD PAMAMERA OF SEGURIOAD OE ALINENTOS
Repdblica de Panama

Autoridad Panamena de Seguridad de Alimentos

Direccién Nacional de Analisis y Control de Alimentos Importados

Certificacion de Andlisis No Conforme

Panama, DD/ MM/ AA
AUPSA-DINACAI-N° nota-afio

Sefior (es):

E. S. D.

Estimados Sefiores:

Por medio de la presente hago de su conocimiento los resultados obtenidos del

laboratorio realizados al producto
: correspondiente al numero de
notificacion
z Especificaciéon
Parametros Resultado p

(Unidad o Tipo)

FUNDAMENTO LEGAL:
Los resultados son NO CONFORMES por incumplimiento

Atentamente,

Director(a) Nacional de Analisis y Control de Alimentos Importados

FDNAC-002-11/08.10.13

Panama, Rep. de Panama. Ave. Ricardo J. Alfaro, Sun Tower Mall, Piso 2, Local 70
Teléfonos: (507)522-0002 / (507)522-0000 I Fax: (507) 522-0014 / (507) 522-0001
E-mail: aupsa@aupsa.gob.pal URL: http://www.aupsa.gob.pa
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ANEXO 5: FORMATO DE CERTIFICADO DE ANALISIS CONFORME.

/'y
SRUPSA

AUTORIDAD PARAMERA DI SESUIDAD DE ALIMENTOS

Republica de Panama

Autoridad Panamena de Seguridad de Alimentos
Direccién Nacional de Andlisis y Control de Alimentos Importados

Sefior (es):

E. S.D.

Estimados Sefiores:

Certificacion de Anadlisis Conforme

dd./mm./aa.
AUPSADINACAI/nota/afio

Por este medio, certifico que los analisis enviados al

laboratorio que corresponde a la

notificacion , Cuyos parametros fueron
son conformes a las normas y reglamentaciones

vigentes.

Atentamente;

Director(a) Nacional de Analisis y Control de Alimentos Importados

FDNAC-001-11/29.03.11

Panama, Rep. de Panama. Ave. Ricardo J. Alfaro, Sun Tower Mall, Piso 2, Local 70
Teléfonos: (507)522-0002 / (507)522-0000 0 Fax: (507) 522-0014 / (507) 522-0001
E-mail: aupsa@aupsa.gob.pa 0 URL: http://www.aupsa.gob.pa
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ANEXO 6: FLUJOGRAMA DE LABORATORIO (USDA/FSIS) PARA LA DETECCION, AISLAMIENTO

E IDENTIFICACION DE ESCHERICHIA COLI.

Flow Chart Specific for FSIS Laboratory Escherichia coli O157:H7 Analysis

Per 325 sample add 975ml of mMTSB'. stomach for 2 min. For aponges with 10 ml of

buffer add 50 ml mTSB 10 bring the volume to &0 ml, mix well. * This charn represents the hest
Incubate (@ 42 + 1°C for 15 o 24 hrs. case seemario bul anabaacs may
- take longer due o normal
MNOTE: Sample receipt temperature of =1 57C is reguired. :;":m':'k';:;‘;muf:::':;"m
T pramity.
BAX®
Real-Time
E coli
\ OQIST:HT
PCR

Streak prepared mTSE' to mRBA® (2 dilutions)

Prepare aliquot of mTSB' then incubate @@ 35 £ 2°C for 20-24 hrs.
for Immunomagnetic
bead (IMS) caprure Perform acid treatment step and streak prepared mTSB' 1o

mRBA” (2 dilutions) then incubate @35+ 2°C for 20-24 los.

Pick typical well-isolated colenies from mRBA” and test for the Q157 antigen
using the RIM™ latex agglutination test.

—

Pick up to five latex positive colonics and streak for
purity 1o SBAY and incubate G235°C for |6-24hes.

1

Examine $BA" under UV light for contamanatian and test a coleny Far:
110157 and HT antigen using the RIM latex agglatination test
2} Biochemical confirmation using VITEK®
3} Shiga toxin gene confirmation using BAX" Real-time PCR STEC Screening (stveas)
kit. Altcrmatively, Shiga toxin confirmation using EHEC kit.

v b
Q15T (+)
HT (+i-}
VITEK (+)
Shiga toxin or Shiga toxin gene {-)
Requires additional testing by OSEL"

FSIS Laboratories: Pick isolates to nutrient | Pick isolates to cryobeads for stomge.

agar deep for PFGE testing at OSEL" |

Modified Tryptose Soyva Broth
Modified Rainbow Agar

Evcoli O157:HT Latex Tesa

Shwup Blood Apar

Aanumated Micobiology Test System

Outhreak Section of the Eastem Labomiory, USDA-FSIS

NPy

MLG 5 Appendix 1.03
Page 1 of |
Effective: O1/15/15 Issuing Authority: Director, Laboratory Cruality Assurance Staff (LOAS)
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ANEXO 7: CONSOLIDADO DE NORMATIVAS NACIONALES E INTERNACIONALES PARA

PRobucTos CARNICOS.

PARAMETROS DE ANALISIS PARA PRODUCTOS CARNICOS:

Descripcion Referencia Parametros de Analisis
Carne de aves | Decreto Ejecutivo No. 275 de Antibiodticos (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)
29 de noviembre de 1983 y Hormonas (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)
cruda Programa Nacional de Cloranfenicol (ver DE 275 de 1983 para

Residuos Toxicos (MINSA)

tolerancias)

Sulfamidas (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)

US Code of Federal
Regulations y Programa
Nacional de Residuos Toxicos
(MINSA)

Campylobacter

Reglamento CE 2073/05 y
Programa Nacional de
Residuos Toxicos (MINSA)

Recuento de colonias aerobias: n=5, c=2,
m=5x10"5, M=5x10"6 ufc/g

Reglamento CE 2073/05 y
Programa Nacional de
Residuos Tdxicos (MINSA)

S. aureus: n=5, c=2, m=10"2, M=10"3 ufc/g

ICMSF y Programa Nacional
de Residuos Téxicos (MINSA)

Salmonella: n=5, ¢=0, m=0

Reglamento CE 2073/05

E. coli: n=5, c=2, m=50, M=500 ufc/g

CODEX STAN 193-1995

Plomo: 0,1 mg/kg

Codex Alimentarius Residuos
de Plaguicidas en los
Alimentos

2,4-d: 0.05 mg/kg
Acefato 0.01 mg/kg
Aldrin y dieldrin 0.2 mg/kg
Bitertanol 0.01 mg/kg
Carbendazim 0.05 mg/kg
Cipermetrin 0.05 mg/kg
Ciromazina 0.05 mg/kg
Cletodim 0.2 mg/kg
Clofentezina 0.05 mg/kg
Clordano 0.5 mg/kg
Clormequat 0.04  mg/kg
Ddt 0.3 mg/kg
Deltametrin 0.1 mg/kg
Diclorvos 0.05 mg/kg
Dicofol 0.1 mg/kg
Diflubenzuron  0.05 mg/kg
Dimetoato 0.05  mg/kg
Diquat 0.05 mg/kg
Disulfoton 0.02  mg/kg
Endosulfan 0.03  mg/kg
Endrin 0.1 mg/kg
Etefon 0.1 mg/kg
Fenamifos 0.01 mg/kg
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Descripcion

Referencia

Parametros de Analisis

Fenbuconazol 0.05  mg/kg
Fenpropatrin 0.02 mg/kg
Fipronil 0.01 mg/kg
Flutolanil 0.05 mg/kg
Glufosinato-amonio 0.05  mg/kg
Heptacloro 0.2 mg/kg
Imidacloprid 0.02 mg/kg
Kresoxim-metilo 0.05 mg/kg
Lindano 0.05 mg/kg
Metidation 0.02 mg/kg
Metomilo 0.02 mg/kg
Miclobutanilo  0.01 mg/kg
Oxamilo0.02 mg/kg

Permetrin 0.1 mg/kg
Piperonil buta“xido 7 mag/kg
Propamocarb ~ 0.01  mg/kg
Propargita 0.1 mg/kg

Quinoxyfen 0.02 mg/kg
Tebufenozida  0.02 mg/kg
Thiacloprid 0.02 mg/kg
Tiabendazol 0.05 mg/kg

Bifentrin 0.05 mg/kg
Clorpirifos-metilo 0.05  mg/kg
Diazinon 0.02 mg/kg
Fenbutatin d“xido 0.05 mg/kg
Flusilazol 0.01 mg/kg
Penconazol 0.05  mg/kg

Quintoceno 0.1 mg/kg
Tebuconazol 0.05 mg/kg
Vinclozolin 0.05 mg/kg

Codex Alimentarius — Residuos
de Medicamentos Veterinarios
en Alimentos

Clortetraciclina/Oxitetraciclina/Tetraciclina:
200 pg/kg (masculo), 1200 pg/kg (rifion),
600 pg/kg (higado)

Diclazuril: 500 pg/kg (musculo), 1000
pg/kg (Grasa/Piel), 2000 pg/kg (rifién),
3000 pg/kg (higado)

Flubendazol: 200 pg/kg (musculo), 500
pg/kg (higado)

Levamisol: 10 pg/kg (musculo); 10 pg/kg
(Grasa), 10 pg/kg (rifién), 100 pg/kg
(higado)
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Descripcion

Referencia

Parametros de Analisis

Carne de pavo

Codex Alimentarius — Residuos
de Medicamentos Veterinarios
en Alimentos

Neomicina: 500 pg/kg (grasa); 10000 pg/kg
(rifién); 500 pg/kg (higado); 500 pg/kg
(musculo)

Sarafloxacin: 20 pg/kg(grasa); 80 pg/kg

(riién); 80 pg/kg (higado); 10 pg/kg
(musculo)
Productos Reglamento Técnico DGNTI- Recuento  Total Mesdfilos Aerdbicos
COPANIT (Panama) (ufc/g): <1x106 (Pollo Procesado Crudo,
procesados 33-2007 (modifico el listo para cocinar), 60% < 1x105 y 100% <
Reglamento Técnico DGNTI- 1 x 106 (Pollo precocido); < 5x105 (Pollo
de aves

COPANIT (Panama) 33-480-
2000) - Carne de aves, pollo,
gallina y gallo procesado listo
para cocinar (crudo), entero y
en cortes, y sus menudos

totalmente cocido)

Salmonella (en 25 g): 23% max. positivo
(Pollo Procesado Crudo, listo para cocinar);
12% max. positivo (Pollo precocido);
Ausencia (Pollo totalmente cocido)

E.coli (ufc/g), (NMP/g): <1x103 (Pollo
Procesado Crudo, listo para cocinar); 100%
<1 x 103 y 40% < 1x102 (Pollo
precocido); Ausencia 6 < 3 NMP/g (Pollo
totalmente cocido)

Residuos de Medicamentos Veterinarios o
de Plaguicidas (ver carne de aves)

Reglamento CE 2073/05 (otros
productos procesados de aves
no listos para su consumo)

Recuento Total de Bacterias: n=5, c=2,
m=5x10"5, M=5x10"6 ufc/g

Salmonella: n=5, ¢c=0, m=ausencia en 10 g,
M=ausencia en 10 g

E. coli n=5, ¢c=2, m=500 ufc/g o cm”2,
M=5000 ufc/g o cm”2

S. aureus: n=5, c=1, m=5x10"2, M=5x10"3
ufc/g

Carne de bovinos

cruda

Decreto Ejecutivo No. 275 de
29 de noviembre de 1983 y
Programa Nacional de
Residuos Tdxicos (MINSA)

Antibidticos (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)

Cloranfenicol DE 275 de 1983 para
tolerancias)

(ver

Metales Pesados (ver DE 275 de 1983 para
tolerancias)

Organo Clorados (ver DE 275 de 1983 para
tolerancias)

Organo Fosforados (ver DE 275 de 1983 para
tolerancias)

PCB’S (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)

Sulfamidas (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)

Hormonas (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)

Programa Nacional de
Residuos Téxicos (MINSA)

Albendazol (antihelmintico) (ver Codex
Alimentarius para tolerancias)
Ivermectina  (antihelmintico) (ver codex

alimentarius para tolerancias)

USA Code of Federal
Regulations y Programa
Nacional de Residuos Toxicos
(MINSA)

E. coli 0157:H7: ausencia

ICMSF y Programa Nacional

Salmonella:n=5,¢c=0,m=0




97

Descripcion

Referencia

Parametros de Analisis

de Residuos Téxicos (MINSA)

ICMSF

Recuento Total de Bacterias: n=5, c=3,
m=5x10"5, M=10"7

CODEX STAN 193-1995

Plomo: 0,1 mg/kg

Codex Alimentarius Residuos
de Medicamentos Veterinarios
en Alimentos

Abamectin: 100 pg/kg (grasa); 100 pg/kg
(higado); 50 pg/kg (rifidn)

Acetato de trembolona: 10 pg/kg (higado)
Bencilpenicilina/Bencilpenicilina
procainica: 50 pg/kg (higado); 50 pg/kg
(rifién)

Ceptiofur: 2000 pg/kg (grasa); 2000 pg/kg
(higado); 6000 g/kg (rifion)

Ciflutrin: 200 pg/kg (grasa); 20 pg/kg
(higado); 20 pg/kg (rifién)

Cihalotrin: 400 pg/kg (grasa); 20 pg/kg
(higado); 20 pg/kg (rifién)

Cipermetrina y alfa-cipermetrina: 1000
pg/kg (grasa); 50 pg/kg (higado); 50 pg/kg
(rifion)

Clenbuterol: 200 pg/kg (masculo); 200
Mg/kg (grasa); 600 pg/kg (higado); 600
pg/kg (rifidn)
Clortetraciclina/Oxitetraciclina/Tetraciclina:
200 pg/kg (muasculo); 600 pg/kg (higado);
1200 pg/kg (rifidn)

Closantel: 1000 pg/kg (muasculo); 3000
Ha/kg (grasa); 1000 pg/kg (higado); 3000
pa/kg (rifidn)

Danofloxacina: 200 pg/kg (musculo); 100
pg/kg (grasa); 400 pg/kg (higado); 400
pg/kg (rifidn)

Deltametrin: 30 pg/kg (musculo); 500
ng/kg (grasa); 50 pg/kg (higado); 50 pg/kg
(rifién)
Dihidroestreptomicina/Estreptomicina: 600
pg/kg (masculo);600 pg/kg (grasa); 600
pa/kg (higado); 1000 pg/kg (rifidn)
Diminazina: 500 pg/kg (musculo); 12000
pg/kg (higado); 6000 pg/kg (rifion)
Doramectin: 10 pg/kg (muasculo); 150 pg/kg
(grasa); 100 pg/kg (higado); 30 pg/kg
(rifion)

Eprinomectin: 100 pg/kg (musculo); 250
pg/kg (grasa); 2000 pg/kg (higado); 300
pg/kg (rifion)

Espectinomicina: 500 pg/kg (musculo);
2000 pg/kg (grasa); 2000 pg/kg (higado);
5000 pg/kg (rifidn)

Espiramicina: 200 pg/kg (musculo); 300
Mg/kg (grasa); 600 pg/kg (higado); 300
pa/kg (rifidn)
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Descripcion

Referencia

Parametros de Analisis

Febantel/Fenbendazol/Oxfendazol: 100
pg/kg (musculo); 100 ug/kg (grasa); 500
pg/kg (higado); 100 pg/kg (rifion)
Fluazuron: 200 pg/kg (musculo); 7000
pg/kg (grasa); 500 pg/kg (higado); 500
pg/kg (rifidn)

Flumequina: 500 pg/kg (masculo); 1000
Mg/kg (grasa); 500 pg/kg (higado); 3000
pg/kg (rifidn)

Gentamicina: 100 pg/kg (masculo); 100
pg/kg (grasa); 2000 pg/kg (higado); 5000
pa/kg (rifion)

Imidocarb: 300 pg/kg (masculo); 50 pg/kg
(grasa); 1500 ug/kg (higado); 2000 pg/kg
(rifion)

Isometamidio: 100 pg/kg (musculo); 100
pg/kg (grasa); 500 pg/kg (higado); 1000
pg/kg (rifidn)

Ivermectina: 40 pg/kg (grasa); 100 pg/kg
(higado)

Levamisol: 10 pg/kg (musculo); 10 pg/kg
(grasa); 100 pg/kg (higado); 10 pg/kg
(rifion)

Moxidectin: 20 pg/kg (muasculo); 500 pg/kg
(grasa); 100 pg/kg (higado); 50 pg/kg
(rifion)

Neomicina: 500 pg/kg (masculo); 500
Ha/kg (grasa); 500 pg/kg (higado); 10000
pg/kg (rifidn)

Pirlimicina: 100 pg/kg (musculo); 100
pg/kg (grasa); 1000 pg/kg (higado); 400
pg/kg (rifidn)

Tiabendazol: 100 pg/kg (musculo); 100
pg/kg (grasa); 100 pg/kg (higado); 100
pa/kg (rifidn)

Tilmicosin: 100 pg/kg (masculo); 100
pg/kg (grasa); 1000 pg/kg (higado); 300
pa/kg (rifidn)

Triclabendazol: 200 pg/kg (musculo); 100
pg/kg (grasa); 300 pg/kg (higado); 300
pg/kg (rifidn)

Zeranol: 2 pg/kg (muasculo); 10 pg/kg
(higado)

Carne de bovino
separada
mecanicame

nte y carne

ICMSF y Reglamento CE
1441/2007

Salmonella: n=5, ¢=0, m=ausencia,
M=ausencia en 25 g

ICMSF y Reglamento CE
1441/2007

Recuento de colonias aerobias: n=5, c=2,
m=5x10"5 ufc/g, M=5x10"6 ufc/g

Reglamento CE 1441/2007

E. coli: n=5, c=2, m=50 ufc/g, M=500 ufc/g

USA Code of Federal
Regulations

E. coli O157:H7: ausencia

OIE y USA Code of Federal

Material de riesgo especificado (SRM:
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Descripcion

Referencia

Parametros de Analisis

molida

Regulations

Specified Risk Materials)

Carne de porcinos

cruda

Decreto Ejecutivo No. 275 de
29 de noviembre de 1983 y
Programa Nacional de
Residuos Toxicos (MINSA)

Antibioticos (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)

Hormonas (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)

Sulfamidas (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)

Programa Nacional de
Residuos Toxicos (MINSA)

Albendazol (ver Codex Alimentarius para
tolerancias)

Ivermectina (antihelmintico) (ver codex
alimentarius para tolerancias)

ICMSF, Reglamento CE
2073/05, Rgto. CE 1441/2007 y
Programa Nacional de
Residuos Tdxicos (MINSA)

Salmonella:n=5,c=0,m=0

Decreto Ejecutivo No. 275 de
29 de noviembre de 1983

Organo Clorados (ver DE 275 de 1983 para
tolerancias)

Organo Fosforados (ver DE 275 de 1983 para
tolerancias) (ver DE 275 de 1983 para tolerancias)

Metales Pesados (ver DE 275 de 1983 para
tolerancias)

ICMSF, Reglamento CE
2073/05, Rgto. CE 1441/2007

Recuento Total de Bacterias: n=5, ¢=3,
m=5x10"5, M=10"7

Reglamento CE 2073/05, Rgto.
CE 1441/2007

E. coli: n=5, c=2, m=50, M=500 ufc/g

Real Decreto 1916/1997

S. aureus: n=5, ¢c=2, m=10"2, M=10"3 ufc/g

US Code of Federal
Regulations

Cisticercos de Taenia solium: ausencia

Trichinella spiralis: ausencia

CODEX STAN 193-1995

Plomo: 0,1 mg/kg

Codex Alimentarius - Residuos
de Medicamentos Veterinarios
en alimentos

Azaperona: 60 pg/kg (musculo); 60 pg/kg
(grasa); 100 pg/kg (higado); 100 pg/kg
(rifion)

Bencilpenicilina/Bencilpenicilina
procainica: 50 pg/kg (muasculo); 50 pg/kg
(higado); 50 ug/kg (rifién)

Carazolol: 5 pg/kg (musculo); 5 pg/kg
(grasa/piel); 25 pg/kg (higado); 25 pg/kg
(rifion)

Ceptiofur: 1000 pg/kg (masculo); 2000
pa/kg (grasa); 2000 pg/kg (higado); 6000
pa/kg (rifidn)

Cihalotrin: 20 pg/kg (musculo); 400 pg/kg
(grasa); 20 pg/kg (higado); 20 pg/kg (rifién)
Clortetraciclina/Oxitetraciclina/Tetraciclina:
200 pg/kg (masculo); 600 pg/kg (higado);
1200 pg/kg (rifion)

Danofloxacina: 100 pg/kg (musculo); 100
pg/kg (grasa); 50 pg/kg (higado); 200 pg/kg
(rifion)
Dihidroestreptomicina/Estreptomicina: 600
pg/kg (masculo); 600 pg/kg (grasa); 600
pa/kg (higado); 1000 pg/kg (rifidn)
Doramectin: 5 pug/kg (musculo); 150 pg/kg
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Descripcion

Referencia

Parametros de Analisis

(grasa); 100 pg/kg (higado); 30 pg/kg
(rifidn)

Espectinomicina: 500 pg/kg (musculo);
2000 pg/kg (grasa); 2000 pg/kg (higado);
5000 pg/kg (rifion)

Espiramicina: 200 pg/kg (musculo); 300
pg/kg (grasa); 600 pg/kg (higado); 300
pg/kg (rifidn)
Febantel/Fenbendazol/Oxfendazol: 100
pg/kg (masculo); 100 ug/kg (grasa); 500
pa/kg (higado); 100 pg/kg (rifion)
Flubendazol: 10 pg/kg (masculo); 10 ug/kg
(higado)

Flumequina: 500 pg/kg (masculo); 1000
pg/kg (grasa); 500 pg/kg (higado); 3000
pa/kg (rifion)

Foxim: 50 pg/kg (masculo); 400 pg/kg
(grasa); 50 pg/kg (higado); 50 pg/kg (rifidn)
Gentamicina: 100 pg/kg (masculo); 100
Mg/kg (grasa); 2000 pg/kg (higado); 5000
pg/kg (rifdn)

Ivermectina: 20 pg/kg (grasa); 15 pg/kg
(higado)

Levamisol: 10 pg/kg (musculo); 10 pg/kg
(grasa); 100 pg/kg (higado); 10 pg/kg
(rifion)

Lincomicina: 200 pg/kg (masculo); 100
pg/kg (grasa); 500 pg/kg (higado); 1500
pg/kg (rifidn)

Neomicina: 500 pg/kg (masculo); 500
ug/kg (grasa); 500 pg/kg (higado); 10000
pg/kg (rifidn)

Tiabendazol: 100 pg/kg (musculo); 100
pg/kg (grasa); 100 pg/kg (higado); 100
pa/kg (rifidn)

Tilmicosin: 100 pg/kg (masculo); 100
pg/kg (grasa); 1500 pg/kg (higado); 1000
pa/kg (rifidn)

Embutidos cocidos
(aves,
porcinos,

bovinos, etc.)

Reglamento Técnico DGNTI-
COPANIT (Panamd) 08-241-
98

No se permiten colorantes artificiales

Ac. Ascérbico <0,05%

Nitratos <0,05%

Nitritos <0,02%

Fosfatos <0,5%

MSG <0,2%

Ac. Sérbico <0,1%

Eritorbato de sodio <0,2%

Recuento total de bacterias: 100 000/g
maximo

Salmonella: ausente en 25g

S. aureus: 1/0,01g méximo

C. perfringens: 5/0,01g méaximo




101

Descripcion

Referencia

Parametros de Analisis

E. coli 0157:H7: 0

Enterobacterias: 10 000/g maximo

L. monocytogenes: 0

C. jejuni: 0

Embutidos crudos
(aves,
porcinos,

bovinos, etc.)

Reglamento Técnico DGNTI-
COPANIT (Panama) 08-241-
98

No se permiten colorantes artificiales

Ac. Ascorbico <0,05%

Nitratos <0,05%

Nitritos <0,02%

Fosfatos <0,5%

MSG <0,2%

Ac. Sorbico <0,1%

Eritorbato de sodio <0,2%

Recuento total de bacterias: 200 000/g
maximo

Salmonella: ausente en 10 g

S. aureus: 1/0,01g maximo

C. perfringens: 1/0,001g maximo

E. coli O157:H7: 0

Enterobacterias: 50 000/g méaximo

L. monocytogenes: 0

C. jejuni: 0

Salchichas (aves,
porcinos,

bovinos, etc.)

Reglamento Técnico DGNTI-
COPANIT (Panamd) 34-305-
00

No se permiten colorantes artificiales

Humedad: maximo 65% (enlatados),
maximo 60% (no enlatados)

Proteinas: minimo 12%

Grasas: maximo 35%

Carbohidratos: maximo 5%

Cenizas: maximo 3,8%

Fosfatos: maximo 0,5%

Recuento total de bacterias: <100 000/g

Salmonella: ausente en 25g

S. aureus: <1/0,01g

C. perfringens: <1/0,01g

E. coli 0157:H7: 0

Enterobacterias: <10 000/g

L. monocytogenes: 0

C.jejuni: 0

Aditivos: ver Reglamento Técnico DGNTI-
COPANIT (Panama) de Embutidos 08-241-
98

Carne Luncheon

CODEX STAN 89-1981

Nitrito, sales de potasio y/o de sodio 125
mg/kg en total de nitrito, expresados en
nitrito sédico

Acido ascorbico o isoascorbido y sus sales
de sodio: 500 mg/kg (expresados en acido
ascorhico)

Glucono-delta-lactona 3 000 mg/kg

Fosfatos (los presentes naturalmente mas
los afiadidos: 8 000 mg/kg (expresados en
P205)
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Descripcion

Referencia

Parametros de Analisis

(Mono-, di- y poli-) fosfatos de sodio y de
potasio afiadidos: 3 000 mg/kg (expresados
en P205) solos 0 mezclados

Eritrosina (Cl 45430) para compensar
pérdida de color (s6lo para el producto con
aglutinante): 15 mg/kg

Plomo (Pb) 0,5 mg/kg

Estafio (Sn): para productos en envases de
hojalata 200 mg/kg

Estafio (Sn): para productos en otros
envases 50 mg/kg

Carne Corned Beef

CODEX STAN 88-198

Proteina: 21%m/m minimo

Nitrito, sales de potasio y/o de sodio: 50
mg/kg en total de nitrito, expresado en
nitrito sédico

Acido ascérbico o isoascorbido y sus sales
de sodio: 300 mg/kg (expresados en acido
ascoérbico)

Plomo (Pb) 1 mg/kg

Estafio (Sn) para productos en envases de
hojalata: 200 mg/kg

Estafio (Sn) para productos en otros
envases: 50 mg/kg

Carne Picada | CODEX STAN 193-1995 Estafio (Sn) para productos en envases de
hojalata: 200 mg/kg
Curada Estafio (Sn) para productos en otros envases
. 50 mg/kg
Cocida
Carnes ICMSF Staph. aureus: n=5, c=1, m=10"2, M=10"
_ C. perfringens: n=5, c=1, m=10"2, M=10"4
deshidratada Salmonella: n=10, c=0, m=0
USA Code of Federal L. monocytogenes: ausencia
S y Regulations

productos de

origen

animal

deshidratado

S (sangre,

plasma

gelatina

0]

deshidratado

S, charqui,
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Descripcion Referencia Parametros de Analisis
jerky)
Despojos crudos | ICMSF Recuento Total de Bacterias: n=5, c=3,
m=5x10"5, M=10"7
congelados Salmonella:n=5,c=0,m=0
CODEX STAN 193-1995 Plomo: 0,5 mg/kg
Colageno Reglamento CE No. 1441/2007 | Salmonella: n=5, c=0, m=Ausencia en 25 g,
M=Ausencia en 25 g
Gelatinas Decisién Comisién Salmonella: n=5, ¢=0, m=Ausencia en 25 g,

comestibles

1999/724/CE, Reglamento CE
2073/05, Rgto. CE 1441/2007

M=Ausenciaen 25 g

Aerobios mesofilos: 1073 ufc/g

Coliformes (30°C): 0/g
Coliformes (44,5°C): 0/10g

S. aureus: ausenciaen1g

Clostridium perfringens: 0 ufc/g

Anaerobios sulfito reductores (sin
produccion de gas): 10 ufc/g

Enterobacterias: Ausencia en 1g

Arsénico: 1 ppm

Plomo: 5 ppm

Cadmio: 0,5 ppm

Mercurio: 0,15 ppm

Cromo: 10 ppm

Cobre: 30 ppm

Zinc: 50 ppm

Humedad (105 °C) 15 %

Cenizas (550 °C) 2 %

Sulfitos SO2(Reith Williems) 50 ppm

Perdxidos (H202) [Farmacopea Europea
1986 (V202)] 10 ppm

Jamones (cerdo u
otras

especies)

Reglamento Técnico DGNTI-
COPANIT (Panamda) DGNTI-
COPANIT 62-2001

Ac. Ascorbico: 0,05%

Nitrato de potasio y/o sodio (crudo-curado):
0,05%
Nitrito de potasio y/o sodio: 0,02%

Fosfatos:0,5%

Glutamato monosodico: 0,2%

Ac. Sérbico: 0,1%

Eritorbato: 0,2%

Humedad: <77%

Proteinas: >14%

Grasas <15%

Cenizas <3,8%

Recuento total de bacterias: < 1000/g
(crudo-curado), <100000/g
(procesado/prensado)

Salmonella: ausente/10g

S. aureus: 1/0,01g maximo

Clostridium perfringens: 0

E. coli 0157:H7: 0
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Referencia

Parametros de Analisis

Enterobacterias: < 50 000 (crudo-curado), <
10 000 (procesado/prensado)

L. monocytogenes: 0

C. jejuni: 0
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Descripcion Referencia Parametros de Analisis
Jamédn Curado | CODEX STAN 96-1981 Proteinas de carne en el producto sin grasa:
= 16,5% minimo
Cocido Nitrito, sales de potasio y/o de sodio 125

mg/kg en total de nitrito, expresados en
nitrito sodico

Acido ascorbico o isoascorbido y sus sales
de sodio: 500 mg/kg (expresados en acido
ascoérbico)

Fosfatos (los presentes naturalmente mas
los afadidos): 8 000 mg/kg (expresados en
P205)

(Mono-, di- y poli-) fosfatos de sodio y
potasio afiadidos: 3 000 mg/kg (expresados
em P205) solos 0 mezclados

Alginatos de potasio y/o de sodio: 10 mg/kg

Plomo (Pb): 0,5 mg/kg

CODEX STAN 193-1995

Estafio (Sn) para productos en envases de
hojalata: 200 mg/kg

Estafio (Sn) para productos en otros envases
50 mg/kg

Espaldilla de Cerdo
Curada

Cocida

CODEX STAN 193-1995

Estafio (Sn) para productos en envases de
hojalata: 200 mg/kg

Estafio (Sn) para productos en otros envases
50 mg/kg

Carne de caballo

Codex Alimentarius -
Residuos de Medicamentos
Veterinarios en alimentos

Clenbuterol: 200 pg/kg (grasa); 600 pg/kg
(rifién); 600 pg/kg (higado); 200 pg/kg
(musculo)
Febantel/Fenbendazol/Oxfendazol: 100
pg/kg (grasa); 100 pg/kg (rifion); 500 pg/kg
(higado); 100 pg/kg (misculo)

Carne de conejo

Codex Alimentarius -
Residuos de Medicamentos
Veterinarios en alimentos

Diclazuril: 1000 pg/kg (grasa); 500 ug/kg
(musculo); 3000 pg/kg (higado); 2000
pg/kg (rifdn)

Carne de cabra

Codex Alimentarius -
Residuos de Medicamentos
Veterinarios en alimentos

Febantel/Fenbendazol/Oxfendazol: 100
pg/kg (masculo); 500 pg/kg (higado); 100
pg/kg (rifidn); 100 pg/kg (grasa)

Foxim: 50 pg/kg (masculo); 400 pg/kg
(grasa); 50 pg/kg (rifion); 50 pg/kg (higado)
Neomicina: 500 pg/kg (higado); 500 pg/kg
(musculo); 10000 ug/kg (rifién); 500 pg/kg
(grasa)

Tiabendazol: 100 pg/kg (grasa); 100 pg/kg
(rifién); 100 pg/kg (higado); 100 pg/kg
(masculo)

Carne de ciervo /

venado

Codex Alimentarius -
Residuos de Medicamentos
Veterinarios en alimentos

Moxidectin: 500 pg/kg (grasa); 20 pg/kg
(masculo); 100 pg/kg (higado); 50 pg/kg
(rifion)

Carne de oveja

Codex Alimentarius -
Residuos de Medicamentos

Cihalotrin: 400 pg/kg (grasa); 50 pg/kg
(higado); 20 pg/kg (musculo); 20 pg/kg




106

Descripcion

Referencia
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Veterinarios en alimentos

(rifidn)

Cipermetrina y alfa-cipermetrina: 1000
pg/kg (grasa); 50 pg/kg (higado); 50 pg/kg
(masculo); 50 pg/kg (rifidn)
Clortetraciclina/Oxitetraciclina/Tetraciclina:
600 pg/kg (higado); 200 pg/kg (musculo);
1200 pg/kg (rifdn)

Closantel: 2000 pg/kg (grasa); 1500 pg/kg
(higado); 1500 pg/kg (masculo); 5000
pg/kg (rifidn)

Deltametrin: 500 pg/kg (grasa); 50 pg/kg
(higado); 30 pg/kg (muasculo); 50 pg/kg
(rifidn)

Diciclanil: 200 pg/kg (grasa); 125 pg/kg
(higado); 150 pg/kg (musculo); 125 pg/kg
(rifion)

Diclazuril: 1000 pg/kg (grasa); 3000 pg/kg
(higado); 500 pg/kg (musculo); 2000 pg/kg
(rifién)
Dihidroestreptomicina/Estreptomicina: 600
Mg/kg (grasa); 600 pg/kg (higado); 600
pg/kg (masculo); 1000 pg/kg (rifion)
Espectinomicina: 2000 pg/kg (grasa); 2000
pg/kg (higado); 500 pg/kg (masculo); 5000
pa/kg (rifion)
Febantel/Fenbendazol/Oxfendazol: 100
pa/kg (grasa); 500 pg/kg (higado); 100
pg/kg (masculo); 100 pg/kg (rifidn)
Flumequina: 1000 pg/kg (grasa); 500 pg/kg
(higado); 500 pg/kg (musculo); 3000 pg/kg
(rifién)

Foxim: 400 ug/kg (grasa); 50 pg/kg
(higado); 50 pg/kg (musculo); 50 pg/kg
(rifion)

Ivermectina: 20 pg/kg (grasa); 15 pg/kg
(higado)

Levamisol: 10 pg/kg (grasa); 100 ug/kg
(higado); 10 pg/kg (masculo); 10 pg/kg
(rifion)

Moxidectin: 500 pg/kg (grasa); 100 pg/kg
(higado); 50 pg/kg (musculo); 50 pg/kg
(rifién)

Neomicina: 500 pg/kg (grasa); 500 ug/kg
(higado); 500 pg/kg (masculo); 10000
pg/kg (rifion)

Tiabendazol: 100 pg/kg (grasa); 100 pg/kg
(higado); 100 pg/kg (musculo); 100 pg/kg
(rifion)

Tilmicosin: 100 pg/kg (grasa); 1000 pg/kg
(higado); 100 pug/kg (musculo); 300 pg/kg
(rifién)
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Referencia
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Triclabendazol: 100 pg/kg (grasa); 100
pg/kg (higado); 100 pg/kg (musculo); 100
pg/kg (rifién)




ANEXO 8: CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES PARA PROYECTO FINAL DE GRADUACION.

Descripcion de Actividades

Enero
Marzo

MES

Febrero

Revision de la literatura

cientifica

Revision de estadisticas y
resultados de analisis para

microbiologia

Identificacion de métodos de
deteccion molecular para

patdgenos

Busqueda de informacion de
genes de deteccibn de

Escherichia coli

Revisibn de manuales de
procedimiento de AUPSA

Elaboracion de gréficos vy
tablas

Lista de seguimiento de

pendientes

Envié de trabajo al tutor de

proyecto
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