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RESUMEN

En los ultimos afios se han utilizado biotecnologias, como los bacteri6fagos, para
controlar patégenos bacterianos asociados a enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA), tales como Campylobacter spp., E. coli 0157H7 y Salmonella enterica. Si bien
en un inicio se realizaron fagoterapias directamente en los animales de abasto, hace
poco mas de una década se inicio el biocontrol de estos agentes bioldgicos directamente
en los alimentos, tanto a temperatura de refrigeracion como ambiental. Los resultados
internacionales indican que la aplicacion directa de ellos logra reducir en rangos
variables los recuentos bacterianos, sin producir cambios organolépticos. El objetivo de
este estudio fue establecer la efectividad de una mezcla de fagos liticos nativos en la
reduccion de los recuentos de Salmonella Enteritidis (SE), en dos matrices alimentarias

como son las cecinas cocidas, particularmente el jamén de pavo y la vienesa pollo.

Para esto se trabajo con dos grupos de 25 muestras cada uno: el grupo experimental se
contamind con SE y se le aplicé la mezcla de fagos (MOI 10°), en tanto que el grupo
control sdlo se contamind con la cepa desafio. La dosis de contaminacion varié segin la
temperatura de incubacion de las muestras. Una vez contaminada y aplicada la mezcla
de fagos, las muestras se incubaron por 10 dias a temperatura ambiente (18 °C) y a

temperatura de refrigeracion (4 °C) para luego realizarles recuento bacteriano.

Pasados los 10 dias se observé que la aplicacion de la mezcla de bacteriéfagos redujo
significativamente (p < 0,0001) los recuentos de SE en jamén de pavo mantenidos a
temperatura ambiente, logrando una leve reduccién de 0,48 unidades logaritmicas de
SE/g mientras que en las muestras que permanecieron a temperatura de refrigeracion se
obtuvieron mayores reducciones del orden de 1,72 unidades logaritmicas de SE/g. Para
vienesa pollo, la mezcla de fagos redujo los recuentos en 1,13 unidades logaritmicas de
SE (p < 0,05) para el grupo que permanecio a temperatura ambiente mientras que en el
grupo a temperatura de refrigeracion se logré obtener reducciones significativas de 0,48

unidades logaritmicas (p < 0,05) de SE.

Los resultados obtenidos indican que la efectividad de esta mezcla de fagos liticos
depende de la matriz alimentaria y que podria ser una alternativa para el biocontrol de
SE en jamon de pavo y vienesa de pollo a temperatura ambiente y de refrigeracion por
10 dias.



ABSTRACT

In recent years, biotechnological tools, as bacteriophages, have been used to control
bacterial pathogens associated with food-borne diseases, such as Campylobacter spp.,
E. coli 0157:H7 and Salmonella enterica. While initially performed direct
phagetherapies were performed in livestock, just over a decade ago the biocontrol direct
in Food began, both cooling and room temperature. The international data have shown
that the bacteriophage direct application reduce, in variable ranges, the bacterial counts,
with no organoleptic changes. The aim of this study was to establish the effectiveness of
a native lytic bacteriophage cocktail in reducing Salmonella Enteritidis (SE) counts, in
two processed food matrices, as turkey breast ham and chicken sausage.

Thus, two groups of 25 samples each one were differentiated: the experimental group
was inoculated with SE and receive the phage cocktail (MOl 10°), in so far as the
control group was only inoculated with the bacterial strain. The inoculation dose varied
according to the storage temperature of the samples. Once contaminated and added with
the phage cocktail, the samples were incubated for 10 days at room (18 °C) and cooling
(4 °C) temperature, to next perform the bacterial count.

After 10 days a significant bacterial count reduction (p < 0.0001) was observed due to
the application of the phage cocktail in turkey breast ham stored at room temperature,
achieving a slight reduction of 0.48 log CFU/g, while in the samples stored at cooling
temperature higher reductions were obtained, around 1.72 log UFC/g. In chicken
sausage, the phage cocktail reduced the bacterial counts in 1.13 log UFC/g (p < 0.05)
in the samples stored at room temperature, while in the samples stored at cooling

temperature the reduction were of 0.48 log CFU/g (p < 0.05).

The present results indicates that the effectiveness of this lytic bacteriophage cocktail
depends strongly in the type of food matrix, and that could be an alternative tool for the
biocontrol of SE in turkey ham and chicken sausages at room and cooling temperatures

for 10 days.



INTRODUCCION

Los bacteriofagos corresponden a virus cuyo hospedero especifico son las bacterias. Son
las entidades biolégicas mas abundantes de la tierra, ocupando practicamente todos los
nichos ecoldgicos, hecho que les asigna un importante rol en el equilibrio de los

ecosistemas bacterianos.

Estos virus invaden las células bacterianas interrumpiendo su metabolismo y
provocando su lisis, lo que lleva a la muerte y la consiguiente reduccion de la carga
bacteriana. Son inocuos para las células eucariotas, ademas de ser faciles y econémicos
de aislar. Estas caracteristicas los hacen ser de uso potencial en diferentes niveles de la
cadena alimentaria: como agentes terapéuticos en animales, vegetales y en el hombre,
como biosanitizantes, sobre equipamiento y superficies de contacto. En alimentos, han
sido utilizados como indicativos de contaminacion bacteriana; como
biopreservantes, para extender la vida util de productos perecibles y biocontroladores
en carcasas Yy otros productos crudos. Todo esto para reducir la carga bacteriana en
alimentos que, en conjunto con otras medidas logren disminuir la incidencia de
Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA) en la poblacion (Garcia et al.,
2008). A nivel nacional el agente bioldgico mas aislado en brotes de ETA corresponde a
Salmonella spp. siendo el serotipo Enteritidis el de mayor prevalencia estando asociado
al consumo de alimentos contaminados de origen animal tales como carnes,

ovoproductos, platos preparados, pescados y mariscos, entre otros.

Recientemente en nuestro pais se han aislado bacteriéfagos nativos que han demostrado
actividad litica contra SE, en condiciones de laboratorio, los cuales son estables a

diferentes pH y temperaturas en distintas matrices carnicas como lo son las cecinas.

El presente estudio evaluo la efectividad del uso de una mezcla de bacteriofagos liticos
nativos en alimentos de riesgo como lo son las cecinas cocidas, vienesas de pollo y
jamon de pavo, contaminadas experimentalmente con Salmonella enterica serotipo
Enteritidis (SE).



REVISION BIBLIOGRAFICA

Los bacteriéfagos liticos son virus descubiertos por Twort en 1915 y por D’ Herelle en
1917; cada tipo de fago reconoce en forma especifica a determinadas especies y cepas
bacterianas, generando la lisis de éstas (Gorski y Weber-Dabrowska, 2005). Por esta
razén se considera que los fagos juegan un rol importante en el balance bacteriano. Se
ha estimado que cada mililitro de agua de mar contiene millones de estas particulas (10°
a 10° UFP), algunos investigadores determinaron que la abundancia es atn mayor en
sedimentos marinos superficiales cercanos a la costa, encontrandose 10%°-10* virus por
cm?® (Ceyssens, 2009). Por extrapolacion, la poblacion total de bacteriéfagos se estima
en 10° especies y 10°! particulas en la bidsfera, siendo una de las entidades replicantes

mas abundantes en el mundo (Rohwer, 2003).

Existen bacteriofagos liticos y lisogénicos. Los primeros son capaces de multiplicarse
utilizando tanto la maquinaria de replicacion del ADN como la de sintesis de proteinas
de su hospedero. El ciclo se inicia con la adsorcion o union a la bacteria utilizando
como receptores la capsula bacteriana, diferentes partes del lipopolisacarido (LPS),
flagelos, fimbrias y otras proteinas de superficie de las bacterias permitiendo la
internalizacion de su genoma; una vez dentro comienza la replicacion y transcripcion
del material viral; el ciclo finaliza con la lisis osmdtica de la bacteria, liberdndose la
progenie viral (Skurnik y Strauch, 2006). Por otro lado, los fagos lisogénicos, actlan
infectando la célula bacteriana, integrando su propio genoma a la célula hospedera,
quedando en estado de latencia como profago, por extensos periodos (lisogenia). Si su
hospedero se enfrenta a un ambiente adverso, este profago puede activarse y reiniciar su
ciclo como fago litico y asi, en algin momento producir la lisis bacteriana y generar la
liberacion de particulas virales (Gérski y Weber-Dabrowska, 2005; Hudson et al.,
2005). Lo anterior explica la imposibilidad de utilizar fagos lisogénicos como
herramienta de biocontrol, ya que, en algunos casos, pueden codificar genes de
virulencia y resistencia a antibioticos que pueden ser transferidos entre bacterias
mediante transduccion e incrementar la patogenicidad del hospedero; hecho que fue
observado en E.coli con las toxinas "Shiga like toxin" 1 y 2. Por esto es que para ser
usados ya sea en terapia 0 como biocontrol, los bacteriofagos deben ser cuidadosamente

caracterizados para elegir aquellos que tengan solo caracteristicas liticas, pues eliminan



a su hospedero y aumentan su progenie rapidamente siendo muy rara la transduccion
(Monk, et al., 2010).

Las ventajas que tiene la utilizacion de bacteridfagos en los alimentos son su ubicuidad,
facilidad y bajo costo de aislamiento y preparacion, poseen también, una alta actividad y
especificidad lo que se traduce en una escasa o nula accion litica sobre bacterias de la
flora intestinal normal, ademéas son muy estables en los alimentos, no alterando su
calidad organoléptica (Gorski y Weber-Dabrowska, 2005; Greer, 2005; Garcia et al.,
2008).

Como desventajas cabe mencionar que las propiedades intrinsecas del alimento como su
componente en grasas, proteinas y carbohidratos afectan la habilidad del bacteriéfago de
encontrar e infectar a la bacteria, ademas de la presencia de bacterias mutantes
resistentes a ellos. Este Gltimo problema se ha disminuido parcialmente mediante el uso

de mezclas de bacteriofagos (Greer, 2005; Goodrige y Bishar, 2011).

Cientificos han demostrado la posibilidad de utilizar bacteri6fagos liticos para disminuir
la presencia de patdgenos en alimentos frescos y procesados. En la actualidad ha habido
mayor utilizacion de bacteri6fagos sobre alimentos que sobre animales vivos ya que, los
primeros no estan sometidos a la dindmica de un animal vivo como es la interaccion con
el sistema inmune y el constante cambio de microambientes (Goodrige y Bishar, 2011).
En la ultima década se han realizado diversos estudios donde se ha observado a los
bacteriofagos como biocontroladores en alimentos, demostrandose su efectividad en la
reduccion de la concentracion bacteriana. Entre ellos, cabe mencionar los realizados

por:

o O Flynn y colaboradores en el afio 2004 quienes evaluaron la capacidad litica de
una mezcla de tres fagos contra Escherichia coli O157:H7 en la superficie de trozos de
carne cruda de bovino. Contaminaron 18 trozos de carne con un total 100 pL de una
suspension de dicha bacteria (2 x 10° Unidades Formadoras de Colonias por mL,
UFC/mL), y fueron mantenidos a 37 °C por una hora. Luego, a nueve de las muestras,
se les adicioné un mL de la suspension de fagos (2 x 10® Unidades Formadoras de
Placas por mL, UFP/mL) lo que resulta en una multiplicidad de infeccién o MOI de 10°.
Las muestras se mantuvieron a 37 °C por tres horas, para luego realizar los recuentos.
Como resultado se obtuvo que en las nueve muestras control habia un recuento

promedio de 10° UFC/mL mientras que, en siete de las nueve muestras restantes, no se
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evidencio la presencia de E coli y en dos habia un recuento menor a 10 UFC/mL, lo que
demostrd la eficacia de estos fagos como biocontroladores en esta carne.

o Guenther et al. en el afio 2009 estudiaron la eficiencia en la reduccion del
recuento de dos cepas de Listeria monocytogenes en ocho diferentes alimentos
seleccionados para cubrir el espectro de alimentos frescos, refrigerados y listos para
consumir que con frecuencia se encuentran contaminados con Listeria. Se utilizaron
completos (salchichas), pechuga de pavo cocido y rebanado (embutidos), salmén
ahumado, mariscos mixtos (cocidos y refrigerados), chocolate con leche pasteurizada
(3,5% de grasa), suero de queso mozzarella (suero de leche pasteurizada sin sal de
bolsas de plastico que contienen queso mozzarella fresco), lechuga (hojas frescas), y
repollo (rodajas de hojas frescas). Los alimentos se contaminaron con 10° UFC de
Listeria monocytogenes por gramo, incubandose durante dos a tres horas a 30°C, luego
se aplicd una concentracion de 3x10® UFP por gramo o mL (MOI 10°), incubandose las
muestras a 6°C durante seis dias. Los resultados indicaron una disminucion en los
recuentos finales entre 0,4 y 5,0 unidades logaritmicas. En alimentos liquidos se logrd
la mayor disminucion, dada la facilidad en la difusion del fago. En el caso de los
alimentos solidos la situacion fue diferente, dado que la superficie limito fisicamente la
difusion de los fagos, dificultando el contacto entre éstos y la bacteria blanco.

o En Chile, Farfan en el afio 2009 y Jorquera y colaboradores en el afio 2012
analizaron la efectividad del uso de una mezcla de bacteriéfagos liticos nativos. Farfan
utiliz6 una mezcla de tres bacteriéfagos a una concentracion de 10’ UFP/mL
aplicandolos por inmersion y aspersiéon sobre huevos libres de patégenos especificos
(SPF) previamente contaminados con SE a una concentracion de 1,28x10' UFC/mL
(MOI 10°) los cuales fueron incubados a 37 °C por 24 horas. Como resultado obtuvo
una reduccién aproximada en el recuento bacteriano de tres unidades logaritmicas en
huevos SPF experimentalmente contaminados con SE y tratados con bacteriéfagos por
inmersion o aspersion, en comparacion a un grupo control, detectandose una actividad
litica incluso hasta cinco dias post aplicacion de fagos. Por su parte Jorquera y
colaboradores evaluaron la actividad litica de una mezcla de cinco fagos en carne fresca
de pollo contaminada con SE. Las muestras fueron inoculadas con 5,7x10° UFC de
SE/mL y 10° UFP de fagos/mL (MOI 10%) y mantenidas a 4 °C por 10 dias. En los dias
tres, seis y 10 se realizO recuento bacteriano encontrandose una disminucién
significativa (p < 0,05) en el recuento de SE en rangos entre 1,0 — 1,55 log en todas las

muestras tratadas con bacteridéfagos, observandose en el dia 10 un mayor efecto.
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El estudio de los bacteriéfagos ha centrado su aplicacion en el procesamiento de los
alimentos. Sus 6ptimos resultados han permitido que actualmente se disponga de
productos comerciales aprobados por FDA utilizados como aditivos que se expenden
actualmente en Estados Unidos y Europa, entre éstos cabe mencionar el LMP-102
(Intralytics) consistente en una mezcla de seis fagos con accidn litica sobre Listeria
monocytogenes, para uso en productos céarnicos y avicolas listos para el consumo. Otro
producto es LISTEX (Micreos Food Safety), que amplié su uso a todos los alimentos de
riesgo adquiriendo la categoria de producto GRAS (del inglés Generally Recognized as
Safe) (FDA, 2007) y por ultimo el producto SALMOFRESH aprobado su uso por la
FDA en febrero del afio 2013, siendo el primer producto en el mundo destinado al

control de Salmonella en alimentos.

En Chile, Salmonella es el principal agente de ETA. Las ETA son un problema de Salud
Publica originadas por el consumo de alimentos y bebidas contaminadas. En el pais,
durante el afio 2013 se notificaron un total de 1150 brotes de ETA con 7778 casos. En el
afio 2014 considerando hasta la semana epidemioldgica 9, se han notificado 204 brotes
de ETA con un total de 410 casos, siendo Salmonella spp. el agente més aislado
mediante diagndstico microbioldgico, alcanzando en el afio en curso un 92% de los
casos. En cuanto a los alimentos involucrados en los brotes de ETA, platos preparados
ocupa el primer lugar con un 45,6% seguido por pescados y mariscos con un 26,9% de
los casos, en tercer lugar huevos y ovoproductos con un 10,4% y en cuarto puesto se
ubican carnes y productos carneos con un 6,2% de los casos (MINSAL, 2014). Aunque
en Chile no hay registros sobre brotes de salmonelosis atribuidos al consumo de
cecinas, no se descarta que estos podrian ocurrir, debido a que la presencia de
Salmonella spp. en estos alimentos como en las materias primas de éstos que
corresponden a las aves de corral ha sido notificada en los informes de vigilancia en
dichos planteles avicolas realizados por la entidad de salud correspondiente , asi como
sus consecuencias en la salud de los consumidores (Pui et al. 2011). Si bien las cecinas
no representan un alto porcentaje de contaminacion con Salmonella, siguen existiendo
brotes en el mundo asociados a su consumo (DEIS, 2009). En el afio 2010 se registrd
un brote asociado al consumo de vienesas en Francia, al consumo de salame en ltalia,
Estados Unidos y Dinamarca entre los afios 2007 y 2011 (Bone et al. 2010). En Chile,
debido al aumento del consumo de cecinas (15 kg/ hab.) y a su mayor volumen de

5



produccién (5% respecto a los afios anteriores), (INE, 2010) no se descarta que exista

una mayor probabilidad de que se presenten nuevos brotes asociados a cecinas.

Debido a que las cecinas son consideradas un alimento de riesgo es que Robeson, et al.,
en el afio 2012 evaluaron in vitro la estabilidad de cinco fagos liticos frente a SE en
cecinas cocidas y acidificadas. Pasados 10 dias observaron que tres de los cinco fagos
no presentaron disminucion apreciable de titulo, en tanto que los otros dos evidenciaron
una baja de sélo 1 log al final del estudio. Estos resultados destacan la estabilidad de los

fagos en este tipo de alimento (Anexo 1).

La situacién de salmonelosis en Chile sumada al aislamiento y caracterizacion de fagos
nativos con excelentes caracteristicas liticas y de estabilidad en diversas matrices
carneas (Robeson et al., 2012), llevan a plantear que el biocontrol podria ser una
herramienta factible de usar. Por ello, en esta memoria de titulo se estudio la eficacia de
una mezcla de cinco fagos liticos nativos en cecinas cocidas (vienesas y jamodn)
contaminadas experimentalmente con SE, con el fin reducir la contaminacién

bacteriana.



HIPOTESIS

Dado que los bacteriofagos nativos, previamente aislados, demuestran actividad litica
sobre Salmonella Enteritidis en condiciones de laboratorio y, a que son estables en
vienesas de pollo y jamon de pavo, su aplicacion en estas matrices alimentarias

contaminadas con Salmonella Enteritidis, reducira los recuentos de ésta.

OBJETIVO GENERAL

Establecer la capacidad biocontroladora de una mezcla de fagos liticos nativos en la
reduccion de los recuentos de Salmonella Enteritidis en vienesas y jamén contaminados

experimentalmente.

OBJETIVO ESPECIFICO

1. Determinar la disminucion de los recuentos de Salmonella Enteritidis en vienesas de
pollo y jamdn de pavo tratados con una mezcla de bacteriéfagos y mantenidos por 10

dias a temperatura ambiente y a temperatura de refrigeracion.



MATERIALES Y METODOS

1. Cepa desafio

La cepa bacteriana que se utilizé corresponde a una cepa de SE, de origen aviar, donada
por la Dra. Irma Acevedo Gonzélez del Laboratorio de Bacteriologia del Servicio
Agricola Ganadero de Chile. De esta cepa se seleccion6 una mutante espontanea
resistente a Acido Nalidixico (nal”) y Rifampicina (rif") por el Dr. James Robeson,
investigador del Instituto de Biologia de la Pontificia Universidad Catolica de

Valparaiso.

2. Bacteridéfagos

Se utilizaron cinco fagos liticos aislados del estero Marga Marga de Vifia del Mar por el
Dr. James Robeson. La seleccion de ellos se realizo en base a sus caracteristicas liticas
frente a la cepa desafio, estabilidad en la matriz en estudio, tolerancia al pH y a
temperaturas entre -20°C y 25°C, y por su rango de hospederos (Robeson et al., 2012)
(Anexo 1). La mezcla de fagos se aplico a los alimentos a una multiplicidad de
infeccion (MOI= relacién entre cantidad de fagos por cada bacteria), de 10°.

3. Matriz alimentaria

En este estudio se utilizaron vienesas de pollo y jamén cocido de pavo laminado cuya
composicion se detalla en el anexo 2, ambos productos envasados al vacio con fecha de
elaboracion cercana a la de adquisiciéon. Dichos alimentos fueron comprados en un
supermercado de la Region Metropolitana y luego fueron transportados en cajas
isotérmicas en no mas de cuatro horas hasta el Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. La
marca comercial de las matrices fue siempre la misma y confidencial. Una vez en el
laboratorio, los alimentos fueron analizados para corroborar la ausencia de
contaminacion previa con Salmonella sp. mediante cultivo tradicional asociado a
deteccién a través de PCR (Sanchez, 2007) por el laboratorio de Bacteriologia
Veterinaria. Se trabajo solo con muestras negativas a Salmonella. Ademas por parte de
la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso se descarto la presencia de fagos en

muestras de las matrices ya mencionadas.



Las muestras se mantuvieron congeladas hasta el momento de su analisis, por no mas de
96 horas.

4. Disefio experimental

4.1. Protocolo de contaminacion con SE

Ambas matrices fueron contaminadas de acuerdo a un protocolo previamente
establecido por Lopez (2012) aumentando en ambas matrices la dosis de contaminacién
(Tablal).

Tabla 1. Dosis de contaminacion con SE y titulo de la mezcla de fagos, segin matriz

alimentaria y temperatura de almacenamiento.

Temperatura Ambiente (182 C) Temperatura Refrigeracion (42 C)
Matriz Dosis SE UFC/mL | Titulo fagos UFP/mL Dosis SE Titulo fagos UFP/mL
UFC/mL
Vienesa 10° 10° 10° 10"
molida
Jamén molido 10° 10° 10* 10°

4.2. Preparacion del inéculo bacteriano

El indculo se elabord a partir de la cepa de SE nal" y rif " preparada en caldo Luria
Bertani (LB, Difco®), incubada a 37° C por 18 horas en agitacion orbital (Big Bill
digital, Thermolyne®). El cultivo fue diluido en tubos redondos de 16 mm hasta ajustar
su turbidez en el espectrofotometro (Spectroquant® Pharo 300-Merck®) a valores entre
0,6 - 0,8 de absorbancia a una longitud de onda de 625 nm (equivale a 108 UFC/mL).
Luego, desde esta suspension se realizaron diluciones al décimo en Agua Peptonada
Tamponada (APT, Difco®), hasta tener las concentraciones deseadas (Tabla 1).
Mediante recuento bacteriano se corroboro la concentracion del inoculo, sembrando
100uL de las diluciones en placas de Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD, Difco®)
adicionadas con Rifampicina (Sigma®, 50pg/mL) y Acido Nalidixico (Sigma®,
50pg/mL) e incubadas a 37° durante 24 horas.




4.3. Contaminaciéon de las muestras con la cepa bacteriana y aplicacion de la

mezcla de bacteriéfagos.

Las muestras de vienesas y jamon fueron lavadas con agua destilada estéril, molidas
(Moulinex®) y posteriormente contaminadas con SE nal rif segtn protocolo descrito
por Lopez, 2012 (Tabla 1). Se utilizaron 50 muestras de 25 gramos cada una, las que

fueron individualizadas en bolsas Whirl-Park®.

La contaminacion se realizd en un gabinete de Bioseguridad Healforce® (HFsafe 1200),
agregando un volumen de SE correspondiente al 10% de la muestra (2,5 mL). Luego se
mantuvieron a temperatura ambiente durante dos horas, previa homogenizacion, para

facilitar la adaptacidn bacteriana al medio y la adhesion de ésta a la matriz alimentaria.

A cada muestra contaminada, se le agregd una alicuota de fagos suspendidos en buffer
SM (2 g MgSO,4 y 50 mL Tris-HCI 1M, pH 7,5), en un volumen aproximado del 10%
del peso de la muestra, utilizando una MOI de 10°. Estas muestras se mantuvieron en
cajas herméticamente cerradas durante 10 dias, la mitad (n=25) a temperatura ambiente
controlada (estufa 18° C = 1° C) y la otra mitad (n=25) a temperatura de refrigeracién
(4° C £ 1° C). Cada refrigerador cont6 con un termometro digital, registrandose la
temperatura dos veces/dia durante toda la experiencia; a partir de estos datos se obtuvo
un promedio y desviacién estandar, para los 10 dias de almacenamiento. Finalizado el
periodo de incubacion, las muestras fueron analizadas para determinar el recuento de
SE.

Para cada grupo experimental se establecio un grupo control de 25 muestras solo
contaminadas con SE, las que se mantuvieron y procesaron separadas de los grupos que
recibieron fagos y se sometieron a bacteriologia cuantitativa (recuento bacteriano) al
final del periodo. Se contdé ademéas con un grupo blanco (control de contaminacion)
mantenido a temperatura ambiente, el cual no fue contaminado con SE ni recibio la
aplicacion de fagos. La mitad (n=5) se mantuvo en el laboratorio del grupo
experimental y la otra mitad (n=5) en el laboratorio del grupo control. Al final del
periodo a las muestras se les realizd bacteriologia cualitativa para descartar

contaminacion intralaboratorio con SE.
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4.4. Bacteriologia cuantitativa (Recuento de SE)

Finalizado los 10 dias y utilizando el gabinete de bioseguridad, a cada bolsa se le
adicion6 225 mL de APT (Difco®) y se mezcldé en un equipo homogeneizador y
triturador (Stomacher® 400 circulator), durante aproximadamente 1 minuto. A partir de
estas bolsas, se realizaron al menos cuatro diluciones al décimo con APT (Difco®),
sembrando 100 pL, en duplicado, en placas de agar XLD (Difco®), adicionadas con
Rifampicina (Sigma®, 50 pg/mL) y Acido Nalidixico (Sigma®, 50 pg/mL). Las placas
fueron sembradas en superficie mediante asa de Digralsky e incubadas a 37° C durante
24 a 48 horas, realizando lectura sélo en aquellas que presentaron < a 150 colonias. Las
muestras negativas, donde no se observd desarrollo bacteriano, fueron sometidas a

bacteriologia cualitativa.

4.5. Bacteriologia cualitativa (Deteccién de SE)

Se realizd0 mediante la norma ISO 6579:2002 “Microbiologia de los alimentos para
consumo humano y alimentacion animal. Método horizontal para la deteccion de
Salmonella spp.” (ISO 6579, 2002), modificada de acuerdo a protocolos internos del
laboratorio. Dichas adaptaciones fueron la utilizacion de un solo medio de
enriquecimiento (Caldo Rappaport-Vassiliadis, RV Difco®) y un medio selectivo
(XLD, Difco®), al cual se le adicioné Rifampicina (Sigma®, 50 pg/mL) y Acido
Nalidixico (Sigma®, 50 pug/mL), para mejorar la selectividad.

A partir de las bolsas incubadas a 37° C + 1° C por 18 horas * 2 horas, se transfirieron
100 pL a un tubo con 10 mL de caldo RV (Difco®) y se incubaron a 41° C + 1° C en
bafio termorregulado durante 24 horas + 3 horas. A partir de este caldo, se sembraron 30
uL en agar XLD (Difco®), adicionado con Rifampicina (Sigma®, 50 pg/mL) y Acido
Nalidixico (Sigma®, 50 pg/mL). Las placas fueron incubadas a 37° C + 1° C por 24
horas £ 3 horas. Las colonias sospechosas se sometieron a aglutinacion mediante el

antisuero comercial Salmonella O Antiserum Poly A — | & Vi (Difco®).

6. Analisis estadistico

Los resultados del recuento del grupo experimental con su respectivo control, fueron
expresados en unidades logaritmicas y analizados mediante un analisis de varianza con
el programa InfoStat® (Di Rienzo et al., 2008). A las muestras negativas a
bacteriologia cuantitativa, pero positivas en bacteriologia cualitativa, se les asigné un

valor de 10° UFC/mL, que corresponde al limite de deteccién. Mientras que aquellas
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muestras cuyos recuentos fueron incontables (> 150 colonias), se les asignd un valor
arbitrario de 10° UFC/mL.

7. Normas de bioseguridad

El proyecto cont6 con un Certificado de bioseguridad local (FAVET), que permitié su
realizacion. Se utilizé delantal, guantes, mangas y mascarillas desechables. También se
contd con un gabinete de seguridad para la contaminacion y procesamiento de las
muestras. Como desinfectante/antiseptico se utilizé alcohol y alcohol yodado vy, para la
desinfeccion de los mesones, cloro. Todos los residuos solidos contaminados fueron
incinerados y/o esterilizados en la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile y los residuos liquidos, fueron clorados (5.000 ppm) previa
descarga. La eliminacion de todos los residuos quimicos téxicos, liquidos y sélidos, fue

realizada por una compafiia externa.

12



RESULTADOS
1.- Matriz Alimentaria: Jamon de pavo.

a. Comportamiento de la cepa desafio a temperatura de refrigeracion y

ambiente

En las muestras de jamon de pavo que fueron incubadas a temperatura ambiente la
concentracion bacteriana aumentd en 5,1 unidades logaritmicas de SE/g entre el dia 0 y
el dia 10 (Tabla 2). Mientras que, en las muestras que fueron incubadas a temperatura
de refrigeracion el aumento fue bastante menor, alcanzando a 1 unidad logaritmica de
SE/g entre el dia 0 y 10 de estudio (Tabla 3).

b. Aplicacion de bacteridfagos

Los resultados de la aplicacion de fagos en las muestras incubadas a temperatura
ambiente se muestran en la Tabla 2, donde se alcanzaron reducciones de 0,48 unidades
logaritmicas de SE/g., valor significativo (p < 0,05) al compararlo con su grupo control.
Por otro lado, las reducciones bacterianas de las muestras que fueron mantenidas a
temperatura de refrigeracion se muestran en la Tabla 3, donde se observaron

reducciones significativas (p < 0,05) de 1,72 unidades logaritmicas de SE/g.

Tabla 2: Concentracién inicial, recuentos promedio, minimos y maximos (log;o UFC/g)
de Salmonella Enteritidis en Jamén de pavo, con y sin adicion de fagos, mantenidos a

temperatura ambiente (18° C £ 1° C) por 10 dias.

Grupo' Concentracion Recuento promedio dia 10 Recuentos minimos -
inicial (logy;o UFC/g) (log;o UFC/g) + D.E.2 méaximos de SE (logy UFC/g)
JCA 1,05 5,76 £ 0,38 4,94 - 6,41
JFA 1,05 5,28 + 0,35 4,59 - 5,80

! JCA: Grupo control, Jamén de pavo contaminada con SE, mantenida a t° ambiente.

JFA: Grupo experimental, Jamén de pavo contaminada con SE mas una mezcla de fagos, mantenida a t® ambiente.
2 D.E.: Desviacion Estandar
&b - Jetras diferentes indican que hay diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
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Tabla 3: Concentracién inicial, recuentos promedio, minimos y maximos (log;o UFC/g)
de Salmonella Enteritidis en Jamon de pavo, con y sin adicién de fagos, mantenidos a
temperatura de refrigeracion (4° C + 1° C) por 10 dias.

Grupo' Concentracion Recuento promedio dia 10 | Recuentos minimos - maximos
inicial (log;o UFC/g) (logio UFC/g) + D.E.2 de SE (logyo UFC/g)
JCR 1,05 2,12° £ 0,24 1,64 —2,48
JFR 1,05 0,40°+0,34 0,00" - 1,00

1 JCR: Grupo control, Jamén de pavo contaminada con SE, mantenida a t° de refrigeracion.
JFR: Grupo experimental, Jamon de pavo contaminada con SE més una mezcla de fagos, mantenida a t° de
refrigeracion.
2 D.E.: Desviacion Estandar
&b - |etras diferentes indican que hay diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
*: se asumié el valor 10° UFC/mL.

Cabe sefialar que en 7 de las 25 muestras del grupo experimental mantenido a
temperatura de refrigeracion, no se observé desarrollo bacteriano en la placa de
recuento; sin embargo, se logré detectar la bacteria al incluir enriquecimiento de la
muestra, situacion que llevd a asumir el valor del limite de deteccion y con ello un valor

de recuento minimo de 0 logso.

2.- Matriz alimentaria: Vienesa pollo

a. Comportamiento de la cepa desafio a temperatura de refrigeracion y

ambiente

En las muestras de vienesa pollo que fueron incubadas a temperatura ambiente la
concentracion bacteriana aument6 en 3 unidades logaritmicas de SE/g entre el dia O y el

dia 10 (Tabla 4) de igual forma ocurrio en las muestras refrigeradas.

b. Aplicacion de bacteriofagos

Los resultados de la aplicacion de fagos en las muestras incubadas a temperatura
ambiente se muestran en la Tabla 4, donde se alcanzaron reducciones estadisticamente
significativas de 1,13 unidades logaritmicas de SE/g (p < 0,05) al comparar el grupo

experimental con su control. Por otro lado, las reducciones bacterianas de las muestras
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que se encontraban a temperatura de refrigeracién se muestran en la Tabla 5, donde se

observaron reducciones significativas de 0,48 unidades logaritmicas de SE/g (p < 0,05).

Tabla 4: Concentracién inicial, recuentos promedio, minimos y maximos (log;o UFC/g)
de Salmonella Enteritidis en Vienesa pollo, con y sin adicion de fagos, mantenidos a

temperatura ambiente (18° C £ 1° C) por 10 dias.

Grupo' | Concentracion inicial | Recuento promedio dia Recuentos minimos -
(logyo UFC/g) 10 (log;o UFC/g) = D.E.? | méaximos de SE (log;o UFC/g)
VCA 1,8 4,85% + 1,98 0,00 - 6,12
VFA 18 3,72°+1,29 0,00 -5,12

1 VCA: Grupo control, Vienesa pollo contaminada con SE, mantenida a t° ambiente.
VFA: Grupo experimental, Vienesa pollo contaminada con SE més una mezcla de fagos, mantenida a t°® ambiente.
2 D.E.: Desviacion Estandar.
&b - |etras diferentes indican que hay diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
*: se asumié el valor 10° UFC/mL.

Cabe sefialar que en 1 de las 25 muestras tanto del grupo experimental como del grupo
control mantenido a temperatura ambiente, no se observo desarrollo bacteriano en la
placa de recuento; sin embargo, se logro detectar la bacteria al incluir enriquecimiento
de la muestra, situacion que llevo a asumir el valor del limite de deteccion y con ello un

valor de recuento minimo de 0 log;o.

Tabla 5: Concentracion inicial, recuentos promedio, minimos y maximos (logio UFC/g)
de Salmonella Enteritidis en Vienesa pollo, con y sin adicion de fagos, mantenidos a

temperatura de refrigeracion (4° C = 1° C) por 10 dias.

Grupo' | Concentracion inicial | Recuento promedio dia 10 | Recuentos minimos — maximos
(logyo UFC/g) (logye UFC/g) + D.E.2 de SE (logig UFC/g)
VCR 1,8 4,84* + 0,08 4,74 — 5,02
VFR 1,8 4,36" £ 0,22 4,00 — 4,60

1VCR: Grupo control, Vienesa pollo contaminada con SE, mantenida a t® de refrigeracion.
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VFR: Grupo experimental, Vienesa pollo contaminada con SE mas una mezcla de fagos, mantenida a t° de
refrigeracion.
2 D.E.: Desviaci6n Estandar
ab - Jetras diferentes indican que hay diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)

En cuanto al grupo blanco, las muestras fueron negativas a SE, lo cual descart6 la

contaminacion intralaboratorio con la cepa desafio.

Ademaés, es importante destacar que en las muestras de los grupos controles no se
detectaron bacteriéfagos nativos, corroborando la ausencia de contaminacion viral
interlaboratorios, informacion entregada por el Instituto de Biologia de la Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso, quienes desarrollaron esta parte del estudio. Cabe
mencionar también que en el 100% de las muestras experimentales se detectaron titulos
altos de fagos (PUCV).
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DISCUSION

En este estudio se demostré que la mezcla de cinco fagos nativos redujo
significativamente los recuentos de Salmonella Enteritidis en jamén de pavo y vienesa
pollo y sus valores de reduccion se encuentran dentro de los rangos observados a nivel

internacional en matrices alimentarias sélidas.

En cuanto al crecimiento de Salmonella Enteritidis a temperatura ambiente y de
refrigeracion se observo que ésta varia dependiendo del tipo de matriz. Asi, y como era
previsible, en la matriz jamon de pavo, la bacteria crecié 5 unidades logaritmicas
durante los 10 dias de almacenamiento a temperatura ambiente mientras que a
refrigeracion, se observé un escaso desarrollo que no sobrepasé una unidad logaritmica.
Esta situacion era esperable debido a que se describen diversos tipos de agentes
estresantes que pueden afectar a los microorganismos que se encuentran en los
alimentos, los cuales producirian un descenso en el crecimiento bacteriano. La baja
temperatura como lo es la temperatura de refrigeracion sumado al prolongado tiempo de
almacenamiento, se considera por Wesche y colaboradores (2009) como un estrés de
tipo moderado, el cual desencadenaria una disminucion en el crecimiento de

Salmonella.

En el caso particular de vienesa pollo, la bacteria creci6 de forma similar en ambas
temperaturas, alcanzando un crecimiento del orden de 3,04 unidades logaritmicas en las
muestras en refrigeracion y 3,05 unidades logaritmicas en las muestras a temperatura
ambiente. En el caso de las muestras que permanecieron a temperatura de refrigeracion,
el crecimiento podria deberse a que el mayor porcentaje de grasa que contiene este
alimento ejerceria una funcion de aislante que protegeria a las bacterias del estrés
térmico. (Wesche et al., 2009).

Cabe mencionar que a pesar de que estas dos matrices alimentarias se clasifican como
cecinas cocidas la composicion nutricional de ambas varia bastante en items como la
cantidad de grasa, colesterol, sodio, entre otros (Anexo 2). Estas variaciones hacen que

la composicion quimica de cada una de ellas sea también distinta en cuanto a su
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porcentaje de humedad, actividad de agua y pH, proporcionando distintos ambientes

que facilitarian o no el desarrollo de Salmonella en jamon de pavo y vienesa pollo.

La aplicacion de la mezcla de cinco fagos nativos redujo significativamente los
recuentos de Salmonella Enteritidis (SE) en jamon de pavo y vienesa pollo,
almacenadas durante 10 dias a temperatura ambiente y de refrigeracién. Con valores de
disminucion entre 1,13 y 0,48 unidades logaritmicas en vienesa pollo mantenidas a
temperatura ambiente y de refrigeracion respectivamente, y de 0,48 y 1,72 unidades
logaritmicas en el caso de jamon de pavo mantenidas a temperatura ambiente y de
refrigeracion respectivamente. Se puede observar que el mayor efecto de los fagos a
temperatura ambiente ocurrié en vienesa pollo mientras que en refrigeracion fue en
jamon de pavo. Los resultados del presente estudio son diferentes a lo observado por
Jorquera y colaboradores en el afio 2012 en carne fresca de pollo y de pavo, ya que
obtienen mejores efectos de los fagos en carne fresca de pollo a temperatura de
refrigeracion, mientras que en carne de pavo lograron reducciones mayores a
temperatura ambiente, a diferencia de lo ocurrido en este estudio en jamon de pavo, en
donde la mayor reduccion fue a temperatura de refrigeracion. Probablemente aqui juega
un rol importante el procesamiento de ambos tipos de carnes para la elaboracion de las

cecinas.

Se han realizado diversos estudios centrados en el biocontrol de SE mediante el uso de
bacteri6fagos en matrices alimentarias que forman parte de las materias primas de
elaboracion de las cecinas de pollo y pavo utilizadas en este estudio. Es asi como Kang
y colaboradores en el afio 2013, estudiaron la aplicacion de un fago en muestras de piel
de pollo contaminadas con una concentracién de 10° UFC/cm? de SE, utilizando una
MOI de 10* y siendo almacenadas a 8° C durante siete dias. Al final de la experiencia
obtuvieron reducciones significativas, del orden de 2,43 unidades logaritmicas por cm?.
Spricigo y colaboradores en el afio 2013, estudiaron la aplicacion de una mezcla de
fagos contra SE en pechugas de pollo, la cual fue contaminada con una concentracién
inicial de 10° UFC/mL vy utilizando una MOI de 10°, las muestras fueron almacenadas
durante siete dias a 4° C. Al final de la experiencia existio una reduccion,
estadisticamente significativa, de 0,9 unidades logaritmicas de UFC/g. De estos dos
trabajos se puede observar que en el caso de Kang y colaboradores el estudio fue
realizado contaminando con la bacteria en la superficie de trozos de 4 cm? de piel de
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pollo, tanto la bacteria como el bacteriofago fueron aplicados con pulverizador. Este
tipo de contaminacion bacteriana y aplicacion del fago facilita el encuentro entre la
bacteria y el fago debido a que se ubican en el mismo espacio fisico a diferencia del
método usado en este estudio, en donde se realizd una homogenizacion manual, la que
no asegura que queden uniformemente distribuidos, hecho que dificulta que se produzca
el encuentro fago bacteria. Por su parte, el estudio realizado por Spricigo y
colaboradores en pechuga de pollo presenta reducciones similares a este estudio, a pesar
de haber utilizado una MOI mas baja. Esto puede asociarse a que en el presente estudio
las muestras de vienesa pollo se mantuvieron por tres dias mas en almacenaje, que en el
estudio realizado por Spricigo Yy esta situacion podria haber influido en la viabilidad de
los bacteridfagos y en su capacidad de lisar bacterias.

Los resultados obtenidos en ambas matrices y temperaturas fueron siempre inferiores a
los observados por Jorquera y colaboradores en el afio 2012 con la misma mezcla de
fagos, pero en carnes frescas de pollo y pavo. Esta diferencia en las reducciones
obtenidas puede atribuirse a que las cecinas reciben distintos ingredientes en su
elaboracion que resultan en un producto muy distinto a la carne que le da origen, en
cuanto a sus caracteristicas quimicas y nutricionales. Asi, los productos carnicos como
las cecinas son preparados total o parcialmente con carne, visceras, grasa, despojos
(huesos, tendones y sangre) y otros subproductos de animales asi como ingredientes de

origen vegetal, condimentos, especias y aditivos.

También se debe destacar la diferencia sustancial que existe a nivel de cantidad de agua
presente en una carne fresca en comparacion a una carne de tipo cocida en que la
cantidad de agua se reduce significativamente. Un alimento liquido o con alto
porcentaje de humedad, facilita el encuentro entre los bacteriéfagos y la bacteria blanco
pues las particulas fagicas difunden libremente; sin embargo, en alimentos solidos o con
bajo porcentaje de humedad, dependera de la capacidad del alimento para absorber la
suspension fagica (Guenther et al., 2009), esta situacion fue observada por Bigwood y
colaboradores en el afio 2008, quienes trabajaron aplicando una mezcla de fagos en
muestras de carne de vacuno cruda y cocida contaminadas con Salmonella
Typhimurium e incubadas durante ocho dias a 5° C. Al final del periodo lograron una
mayor inactivacion del patdégeno en carne cruda que en las muestras cocinadas, dado

que esta ultima poseia una consistencia seca lo que impediria la movilizacion del fago.
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En el afio 2012, Guenther y colaboradores realizaron estudios en alimentos listos para el
consumo, entre ellos, salchichas y cecinas de pavo. Las matrices se contaminaron con
Salmonella Typhimurium a una concentracién de 10° UFC/g y tratadas con 3 x 10°
UFP/g del fago FO1-E2 (MOI 10°) manteniéndolas durante 6 dias a 15° C logrando
reducciones mayores que las obtenidas en este estudio, en ambas matrices. En
salchichas obtuvieron reducciones de hasta 3 unidades logaritmicas mientras que en

cecinas de pavo las reducciones fueron del orden de 5 unidades logaritmicas.

Los diferentes resultados observados segln el tipo de matriz en este estudio coinciden
con los de otros autores, quienes indican que la capacidad de reduccion de los fagos
depende fuertemente del tipo de matriz alimentaria. Esto, estd asociado a factores
intrinsecos tales como fuerza iénica, pH y componentes propios del alimento que
pueden interferir en el proceso de la union de los fagos a los receptores de la superficie
bacteriana (Bigwood et al., 2008; Guenther et al., 2009). Por esta razén es dificil
comparar resultados entre matrices. Con esto se refuerza la idea de analizar los

bacteriofagos frente a cada matriz alimentaria sin extrapolar los resultados.

En cuanto a la dosis contaminante de Salmonella Enteritidis, los valores que fueron
utilizados en este estudio se encuentran dentro de los rangos utilizados en estudios
similares tales como Guenther y colaboradores en el afio 2012 quienes utilizaron
concentraciones de 10° UFC de Salmonella Typhimurium por gramo en salchichas y
jamén de pavo laminado, Spricigo y colaboradores en el afio 2013 quienes usaron
concentraciones del orden de 10° UFC de SE por gramo en carne fresca de pollo y Kang
y colaboradores en el afio 2013 con concentraciones de 10° UFC de Salmonella

Enteritidis /mL en piel de pollo.

Los resultados observados muestran que si bien las reducciones logradas en este estudio
utilizando una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10° en ambas matrices y
temperaturas son bajas pero significativas, dichos valores podrian mejorar aumentando
la MOI. Algunos autores destacan que lograron una mayor inactivacion o reduccion del
patdgeno cuando aplicaron los bacteriéfagos en concentraciones superiores. ASi,
Guenther y colaboradores en el afio 2009, aplicaron una mezcla de dos fagos en
diferentes concentraciones en alimentos listos para consumo (RTE) frente a Listeria
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monocytogenes, almacenados durante seis dias a 6° C. En vienesas, utilizando una MOI
de 10° y 10* obtuvieron reducciones de 2,2 y 2,7 unidades logaritmicas por gramo de
alimento, respectivamente. Sin embargo, utilizando una MOI de 10° fue suficiente para
controlar completamente al patdgeno. En el presente estudio si bien se utilizd la misma
MOI (10°), las reducciones fueron menores. De igual manera Hudson y colaboradores
en el afio 2013, evaluaron la actividad de un fago a diferentes concentraciones, frente a
Escherichia coli O157:H7, en muestras de carne cruda de vacuno almacenadas a 37° C
durante 1 hora. En ese estudio evidenciaron que utilizando una MOI de 10* existia una
marcada inactivacion de la bacteria, mayor a 2,6 unidades logaritmicas por pieza de
alimento, mientras que a una MOI de 10" no habia inactivacion de la bacteria hospedera.
Por lo tanto y tomando en cuenta estos datos, es importante enfatizar que la
concentracion de fagos debe ser lo suficientemente alta para asegurar el contacto de los
fagos con su bacteria hospedera, teniendo en cuenta las limitaciones fisicas que presenta

el alimento, para su correcta difusion.

Finalmente, si bien las reducciones obtenidas fueron menores que en otras matrices mas
simples y con mayor porcentaje de humedad, existen opciones de mejorar estos
resultados como lo es aumentar la multiplicidad de infeccion y/o usar fagos con mayor

actividad litica.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir la efectividad de la mezcla de los
cinco fagos nativos en la reduccion de SE en cecinas cocidas de tipo jamén de
pavo y vienesa pollo, incubadas a temperatura ambiente y de refrigeracion

durante 10 dias.
La mezcla de bacteriofagos utilizados en este estudio podria ser un buen

candidato como herramienta de biocontrol alternativa frente SE en este tipo de

alimentos.
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ANEXOS

ANEXO 1
Serovares fSE7 fSES8 fSE12 f1C f4S
Bredeney + + + - -
Seftenberg + + + - -
Hadar - - - - -
Worthington + + + - -
Derby + + + - -
Dublin + + + - -
Cubana - - - - -
Anatum - - + - -
Infantis - - + + +
Heidelberg + + + + +
Enteritidis + + + + +
Rango de hospederos de los fagos aislados con actividad litica contra SE.
1. +: actividad litica.
2. - :ausencia de actividad litica.
Tolerancia a la temperatura de los fagos fSE7, {SES8, fSE12, f1C y f4S
-20°C 4°C 25°C 37°C
fSE7 (UFP/mL) 1,5x10° 1,3x10° 9,5x10’ 1,2x107
fSE8 (UFP/mL) 2,6x10° 2,7x10° 1x10° 1,3x107
fSE12 (UFP/mL) 2,3x10° 5,3x10° 1,6x10° 2,6x107
f1C (UFP/mL) 1,2x10° 8,1x10’ 6x10’ 1x10’
£4S (UFP/mL) 1x10° 1,8x10° 1,6x10° 1,6x10°
Tolerancia al pH de los fagos fSE7, fSES8, fSE12, f1C y f4S
pH 3 4 5 6 7 8
fSE7 (UFP/mL) 0 0 2,1x10° | 1,8x10° | 2,2x10° | 1,8x10°
fSE8 (UFP/mL) 0 0 2,4x10" | 3,4x10° | 2,7x10° | 2,0x10°
fSE12 (UFP/mL) 0 0 54x10" | 7.9x10° | 6,3x10° | 5,5x10°
f1C (UFP/mL) | 2.4x10° | 3,4x10° | 2.9x10° 2x10° | 2.5x10° | 3x10°
f4S (UFP/mL) | 2,3x10° | 2,8x10° | 2x10° 2,2x10° | 3x10° | 3,4x10°
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ANEXO 2

COMPOSICION NUTRICIONAL (SEGUN ETIQUETADO OFICIAL DEL PRODUCTO) EN

1009 DE JAMON PECHUGA DE PAVO COCIDA

Energia (kcal) 102
Proteinas (g) 20
Grasa Total (g) 2
Colesterol (mg) 0
H. de C. Disponibles (g) 1
Sodio (mg) 990

Ingredientes: 100% pechuga de pavo, agua, sal, polifosfato de sodio, azlcar, eritorbato de
sodio, proteina de soya, dextrosa, nitrito de sodio, glutamato monosodico, vino en polvo.

COMPOSICION NUTRICIONAL (SEGUN ETIQUETADO OFICIAL DEL PRODUCTO) EN

100g DE VIENESA POLLO

Energia (kcal) 213
Proteinas (g) 13
Grasa Total (g) 17
Colesterol (mg) 73
H. de C. Disponibles (g) 2
Sodio (mg) 1125

Ingredientes: pollo, agua, proteina de soya, cerdo, sal, polifosfatos de sodio, goma guar,
eritorbato de sodio, humo liquido natural, saborizante natural, carmin de cochinilla, glutamato
monosodico, cebolla, ajo, nuez moscada, cilantro, pimienta, jengibre, nitrito de sodio.

28




