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ABSTRACT

The microbiological profile of the muscle Longissimus dorsi from six bovine of
local production was evaluated under two packaging conditions (vacuum packaging and
commercial packaging). Samples were packed at refrigeration conditions (2°C) and
bacterial growth of aerobe and anaerobes present at 0, 3, 7 and 14 days of storage was
also evaluated. Results from statistical analysis showed that there is no significant
difference in microbial growth due to type of packaging for it can’t be infer that a
packaging type is better than other from the microbiological point of view. Identification
of several bacteria was conducted through a characterization of bacterial groups. Enteric
bacteria growth under aerobic conditions at selective and differential culture media and
enteric bacteria O157 growth in chromogenic media were identified. The pathogen
Escherichia coli O157:H7 was not found at the samples analyzed. Biochemical tests
demonstrated the presence of Peptostreptococcus, Prevotella oralis and Staphylococcus
saccharolyticus in vacuum packed samples and the presence of Porphyromonas
assacharolytica from commercially packed meat samples. Indistinctly the packaging type
used the presence of Pseudomonas spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp.,
Enterobacter spp. and Escherichia coli were detected with chromogenic media even
though their quantity varied depending on the packaging and the bacterial oxygen
requirements. Even when it was expected a better microbiological quality of vacuum
packed meat, the tests conducted showed that this samples contain anaerobe and
facultative microorganisms which can affect eventually the organoleptic properties of

meat and general acceptance by deterioration of the product.
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RESUMEN

Se evalu¢ el perfil microbiologico del musculo Longissimus dorsi proveniente de
seis bovinos de origen local, bajo dos condiciones de empaque (al vacio y comercial). Las
muestras empacadas fueron almacenadas bajo condiciones de refrigeracion (2°C) y se
evaluo el crecimiento de bacterias aerobicas y anaerdbicas presentes a 0, 3, 7y 14 dias de
almacenaje. Los resultados obtenidos de un analisis estadistico mostraron que no habia
diferencia significativa en crecimiento microbiano atribuible al tipo de empaque por lo
que no se puede inferir que un empaque sea mejor que el otro desde el punto de vista
microbiologico. A través de una caracterizacion de grupos de bacterias se logrd
identificar diversas bacterias. Se identificaron bacterias entéricas crecidas bajo
condiciones aerdbicas en medios selectivos y diferenciales y bacterias entéricas O157
crecidas en medios cromogénicos. En las muestras analizadas no se encontrd el patdgeno
E. coli O157: H7. Pruebas bioquimicas demostraron la presencia de Peptostreptococcus,
Prevotella oralis y Staphylococcus saccharolyticus en muestras empacadas al vacio y
Porphyromonas  assacharolytica en  muestras  empacadas  comercialmente.
Indistintamente el empaque, con los agares cromogénicos se detectd la presencia de
Pseudomonas spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Enterobacter spp. y
Escherichia coli, aunque la cantidad de éstas vari6é dependiendo del empaque debido a los
requisitos de oxigeno de las bacterias. Aun cuando se esperaba obtener una carne de
mejor calidad microbioldgica en el empaque al vacio, las pruebas realizadas en las
muestras de carne empacadas de esta manera revelaron la presencia de microorganismos
anaerobicos y facultativos que, eventualmente, pueden afectar las caracteristicas

organolépticas de la carne y su aceptacion general por el deterioro del producto.
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1. INTRODUCCION

Los consumidores de carne de res en Puerto Rico aparentan preferir las carnes
importadas sobre las carnes de origen local. Esta preferencia parece ser el resultado de la
falta de conocimiento, por parte del consumidor, de las caracteristicas nutricionales y de
la calidad comestible de la carne producida localmente. Un estudio realizado por The
Marketing Center, auspiciado por el Fondo Fomento de la Industria de Carne de Res de
Puerto Rico, en diciembre de 1998, determind que el consumidor local prefiere el
consumo de carne de res fresca producida en Puerto Rico, pero la misma no esta
disponible en el mercado. Ademas los resultados de un estudio realizado por Acevedo
(2004) demuestran que los consumidores puertorriquefios perciben que la carne de res
importada de los Estados Unidos y de América Central posee mejores atributos de

calidad, al menos en lo que a terneza se refiere, que la carne local.

La mayoria de los consumidores consideran la terneza como el atributo mas
importante al determinar la calidad de la carne (Kannan et al., 2002; Kuber et al., 2004).
Al parecer, la combinacion de las caracteristicas organolépticas tales como la terneza y el
color, ayudan al consumidor a decidir la adquisicion de un determinado tipo de carne. En
contraste, para la industria de la carne de res, la inocuidad del producto es una de sus
principales preocupaciones y se han realizado diversas investigaciones relacionadas con
el control de patdgenos durante la matanza, en las canales y en las carnes procesadas

(King et al., 2005).

De acuerdo al informe publicado por el Departamento de Agricultura, abarcando
los afos 1975 — 2004, la industria de la carne de res en Puerto Rico es un importante
contribuidor al ingreso bruto agricola y para esta industria la evaluacion constante de las
practicas que contribuyen a mejorar las caracteristicas organolépticas de la carne local es
de suma importancia. Los productores estdn concientes de que el producto local
necesita poseer y mantener caracteristicas similares 6 superiores a la de los productos de
importacion para poder ser competitivos en el mercado. También se ha identificado la

necesidad de extender el largo de vida de la carne procesada y mantener la calidad del



producto por periodos de tiempo mas prolongados. Por esto, varios investigadores han
realizado estudios evaluativos de las distintas técnicas de empaque a fin de determinar

cual es el mas conveniente para las condiciones locales.

La microbiologia de un alimento es muy importante en términos de su inocuidad
alimentaria. =~ Ademas de la posibilidad de que algunos microorganismos puedan
ocasionar  enfermedades, el contenido microbiolégico en los alimentos incide
directamente sobre el largo de vida y la aceptacion general de los productos (Jay et al.,

2005).

Durante la ultima década, varios informes epidemiolégicos han descrito brotes de
trastornos gastrointestinales en la poblacion humana vinculados a la presencia de
patdgenos bacterianos en los alimentos. Se ha dado especial énfasis a la presencia de
Escherichia coli serotipo O157:H7, que ha sido relacionada con enfermedades
transmitidas a través de los alimentos, especificamente el consumo de carne contaminada
en los Estados Unidos (Mustapha et al., 2002). Otros brotes atribuidos a este patogeno se
han relacionado con la contaminacion de vegetales y jugos y, tan recientemente como en
septiembre 15 de 2006, se registrdé un brote que se origind en espinacas (Bridges, 2006).
Aun asi, segun un articulo publicado por la revista Consumers Research Magazine en
septiembre de 2006, la carne sigue siendo el principal vehiculo de transporte relacionado
a Escherichia coli serotipo O157:H7, seguido por la lechuga fresca pre-empacada. En
estudios realizados en los mataderos de Puerto Rico, se determiné que las canales de res
de origen local no aparentan albergar el patogeno Escherichia coli O157:H7 (Oquendo,
2006). A pesar de este hallazgo, se debe considerar que el patdgeno en cuestion es parte
de la flora gastrointestinal del ganado y que representa un peligro potencial a la salud del
consumidor. Por esto, es importante controlar los procesos de matanza y de manejo
posterior de la carne para evitar cualquier posibilidad de contaminacién directa o cruzada.
Esto siguiendo las recomendaciones de Servicio de Inspeccion y Seguridad de Alimentos
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA-FSIS) a través del
establecimiento de Procedimientos de Operacion Estandar (sSOP) y el desarrollo de un

plan de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP).



Basado en estos hallazgos, el presente estudio se realizd con el fin de establecer
el perfil microbiologico de muestras de carne almacenada bajo dos tipos de empaque y
determinar calidad e inocuidad a través del tiempo normal de almacenamiento bajo

condiciones de refrigeracion.



2. OBJETIVOS

La presente investigacion se realizo con el objetivo general de evaluar los cambios
en el perfil microbiologico de muestras de carne, bajo dos condiciones de empaque,
durante un periodo de catorce dias de almacenamiento bajo condiciones de refrigeracion.

Ademas, se consideraren los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el crecimiento microbiano, incluyendo patdogenos anaerdbicos y bacterias
aerobicas deteriorantes de la carne y determinar su impacto potencial sobre la

calidad de la carne y su largo de vida

2. Determinar los cambios en el perfil microbioldgico a los tres, siete y catorce dias

de almacenamiento

3. Auislar bacterias en diferentes medios de cultivo selectivos y diferenciales para su

caracterizacion

4. Caracterizar los microorganismos aislados basandose en su tolerancia a oxigeno,
morfologia de las colonias, reaccion en medio cromogénico, morfologia celular,
tincion Gram, ensayo de catalasa, pruebas bioquimicas (API20A y API20E) y

pruebas de aglutinacion serologica



3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

En general, carne se define como todo tejido animal apto para el consumo
humano, e incluye tejido muscular, conectivo y otras partes edibles. La carne se clasifica
en dos categorias o tipos, carne roja y carne blanca. Las carnes rojas son aquellas que
provienen de bovinos, ovinos, caprinos y porcinos, mientras que las carnes blancas se
refieren principalmente a carne de aves domésticas. Cabe destacar que existen varias

excepciones a esta clasificacion general.

Aunque el tejido muscular es el principal componente de la carne, otros tejidos
blandos (adiposo, epitelial, conectivo y nervioso) también estan presentes (Hedrick et al.,
1994). Los musculos presentes en cualquier corte de carne, asi como la cantidad de
tejido adiposo y conectivo asociado al musculo, dependen de su procedencia anatomica.
Entre los musculos mas apreciados, por sus caracteristicas de terneza, textura y jugosidad
se encuentra el Longissimus dorsi, que se localiza entre las apofisis espinales y
transversas de la columna vertebral en la region dorsal de la canal. El Longissimus
dorsi es un musculo muy importante debido a que sus caracteristicas organolépticas le
dan un mayor valor intrinseco. Ademas, cuando existe un sistema de clasificacion de
canales, el area de la seccidn transversal de este musculo, entre la 12ava y 13ava costillas,
se utiliza para estimar la cantidad de carne que tiene la canal y la cantidad de grasa
intramuscular (marmoleo) que se ha depositado (Casas et al., 2002). La mayoria de los
estudios que se han realizado sobre este musculo han puesto énfasis en sus caracteristicas
organolépticas y en las técnicas de empaque para preservar sus caracteristicas durante el
almacenamiento. En estudios realizados recientemente un panel sensorial concluyé que
la terneza del musculo Longissimus dorsi fue superior a la del musculo
Semimembranosus (Acevedo, 2004), lo que fue corroborado posteriormente, a través de
mediciones fisico-mecanicas, por Santrich-Vacca (2006). Ambos estudios son
relevantes para la industria de la carne local, ya que se reconoce que el valor nutricional
asi como la calidad organoléptica de la carne, dos factores que influyen
significativamente cuando el consumidor estd tomando la decision de cudl producto

adquirir. Es por esto que la industria de la carne de res esta considerando estrategias de



mercadeo que realcen las caracteristicas de la carne producida localmente sobre la carne

importada (Casas et al., 2004; Casas et al., 2005).

La calidad de la carne incluye diversos factores: caracteristicas nutricionales
(contenido de nutrientes), componentes fisicamente separables (relacion musculo/grasa) y
los atributos de aceptabilidad (apariencia, terneza, sabor, jugosidad) por parte del
consumidor (Eichenberger et al., 2006). Sin embargo es importante mencionar que la
calidad de la carne no es sinénimo de inocuidad, ya que inocuidad se refiere a que la
carne esta libre de factores nocivos y es apta para el consumo humano. Se reconoce que
los musculos provenientes de animales sanos se encuentran libres de microorganismos y
la carga microbiana que adquieren proviene de la contaminacién con microorganismos

presentes en el tracto respiratorio y gastrointestinal del animal (Chung et al., 2002).

Una carne se considera deteriorada, danada o no apropiada para el consumo
humano cuando exhibe sabores u olores indeseables o porque el deterioro fue causado
por la accidon de microorganismos que, en muchos casos, pueden ser potencialmente
patdgenos. Los microorganismos que la carne adquiere durante los procedimientos de
matanza y trozado inicial de las canales, asi como el manejo sanitario inadecuado de los
cortes durante el procesamiento posterior, pueden ser causantes del deterioro rapido de la
misma (Forrest, 2006). Se ha indicado (Bolling et al., 2002) que tanto los cortes de
carne fresca o enternecida como la carne molida pueden contener patdégenos
provenientes de la contaminacion fecal de la canal durante la matanza o debido a las

practicas higiénicas y de manejo inapropiadas de la carne durante el procesamiento.

Cuando las carnes se deterioran se pueden observar algunos cambios en la
apariencia general (color, exudados) y olores desagradables (acidos, nauseabundos y de
putrefaccion, cuando el estado de deterioro es avanzado) (Forrest, 2006). Algunas de las
bacterias que intervienen en el deterioro de la carne almacenada son del tipo anaerdbicos
o anaerobicos facultativos que son capaces de crecer en productos empacados al vacio

donde el oxigeno es excluido.



El empaque que permite la presencia de oxigeno favorecerd el crecimiento de
bacterias aerdbicas o anaerobicas facultativas, siendo Pseudomonas spp. una de las
bacterias aerdbicas mas comunes involucrada en el deterioro de la carne refrigerada.
Durante su crecimiento ésta produce proteasas y lipasas que catalizan la degradacion de

proteinas y grasas, respectivamente (Djenane et al., 2006).

En la técnica de empaque al vacio, el recipiente usado (bolsa, bolsos o termo
formadores) esta disefiado para ofrecer una barrera efectiva contra el intercambio gaseoso
con el ambiente. Por esto, la técnica controla el contenido microbiano de la carne
empacada y efectivamente excluye a los microorganismos aerobicos (Phil et al., 2000).
En un estudio en el que se compar6 el largo de vida de exhibicion de segmentos del
musculo Longissimus dorsi empacado al vacio o empacado en un recipiente permeable al
oxigeno se observo que el musculo empacado al vacio tenia una vida de exhibicion de
tres dias en contraste con el empacado en atmdsfera permeable al oxigeno que tenia una
vida de exhibicion de dos dias (Beggan et al., 2004). Debido a la corta duracion del
periodo de almacenamiento bajo refrigeracion, las variables microbioldgicas de la carne

se consideraron satisfactorias para ambos tipos de empaque.

Hunt et al., (2004) realizaren un estudio para evaluar el efecto del mondxido de
carbono sobre el color, largo de vida y microorganismos presentes en cortes de carne
almacenados en empaques de atmdsfera modificada. Los resultados indicaron que al
utilizar el empaque de atmdsfera modificada se disminuyd la estabilidad del color y, en el
aspecto microbioldgico, los filetes que tenian color aceptable presentaban pocos signos
de deterioro. La ventaja de utilizar un empaque con atmoésfera modificada, como lo es el
empaque al vacio, es evitar o retardar la proliferacion de bacterias aerdbicas responsables
de la descomposicion y rapido deterioro de la carne almacenada bajo refrigeracion.
Algunas de estas bacterias pertenecen a los géneros Pseudomonas, Acinetobacter 'y

Moraxella (Phil et al., 2000).

Junto con las bacterias que causan el deterioro de la carne, la presencia de

microorganismos patogenos es de gran preocupacion para la industria alimentaria. Aun



cuando se han realizado numerosas campanas de educaciéon al consumidor sobre las
practicas apropiadas de manejo de la carne en los hogares y establecimientos publicos, las
enfermedades transmitidas a través de alimentos siguen siendo un serio problema en los
Estados Unidos reportandose numerosos brotes cada afio. Entre los patdogenos que mas
preocupan a las autoridades sanitarias se encuentra Escherichia coli O157:H7, que puede
ocasionar colitis hemorragica que se caracteriza por diarrea sanguinolenta y dolor
abdominal severo. De estos individuos alrededor de un 3% pueden sufrir de
trombocitopenia trombdtica purpura que se caracteriza por ocasionar un paro renal luego
de tres a siete dias de ingerir el alimento contaminado. Esta condicion renal

generalmente es fatal para el afectado.

Otra bacteria patogena para humanos es la bacteria anaerdbica Clostridium
botulinum. Aunque su presencia es poco frecuente en carne fresca, el empaque al vacio
puede promover su crecimiento, acelerando el deterioro del producto y representando un

riesgo al consumidor (Broda et al., 1998).

De acuerdo con la literatura revisada, existe un estrecho nexo entre la calidad
organoléptica de la carne y su inocuidad. Por consiguiente, la evaluacion de la carga
microbiana de las carnes asi como la identificacion o caracterizacion de los
microorganismos presentes es de suma importancia para evaluar las practicas existentes
de manejo de la carne y para desarrollar sistemas de manejo alterno que propicien la
extension de la vida de exhibicion de los productos manteniendo tanto su calidad

organoléptica como su inocuidad.



4. METODOLOGIA

4.1 Muestras de carne y condiciones de almacenamiento

Se obtuvieron muestras de carne del musculo Longissimus dorsi provenientes de
seis bovinos de aproximadamente dos afios de edad (edad estimada por la cantidad de
dientes permanentes presentes). Las muestras se obtuvieron inmediatamente después del
sacrificio de los animales en una planta procesadora de carne local. Las muestras
obtenidas se colocaron individualmente en contenedores plasticos y fueron trasladadas al
laboratorio dentro de recipientes con hielo. Al llegar al laboratorio, las muestras fueron

manejadas asépticamente e inmediatamente procesadas.

De cada muestra de carne se obtuvieron siete submuestras (25 g) que fueron
empacadas al vacio utilizando la maquina de empaque al vacio FoodSaver Home
Vacuum Packaging System, Signature Series V845 y empacadas comercialmente (PVC)
utilizando papel de envoltura plastica Reynolds Foodservice Film 914 con bandeja de

poliestireno.

Todas las muestras fueron almacenadas a temperaturas de refrigeracion (2° C)y

se evaluaron microbiolégicamente a los 0, 3, 7 y 14 dias de almacenamiento.

4.2 Cepas Bacterianas

Para la evaluacion microbiologica se utilizaron medios de cultivo que permiten
diferenciar los grupos bacterianos presentes. Se utiliz6 el medio “Reinforced Clostridial
Agar” para la enumeracion y aislamiento de bacterias anaerdbicas estrictas y facultativas;
el medio “Mac Conkey Sorbitol Agar” para la deteccion de Pseudomonas spp., el medio
“CHROMagar O157” para la deteccion de la presencia de Escherichia coli O157:H7 y
Escherichia coli genérica; y el medio “CHROMagar Orientation” para la enumeracion y

diferenciacion de bacterias entéricas aerdbicas y anaerdbicas facultativas. Los cuatro



medios de cultivo utilizados y los grupos bacterianos que identifican se presentan en la
Tabla 1.

Tabla 1. Grupos bacterianos identificados segun medio de cultivo

Medio de Cultivo Grupo Bacteriano

“Mac Conkey Sorbitol Agar” Enterobacterias

“Reinforced Clostridial Agar”

(Anaerdbicas estrictas y bacterias Clostridium spp.
facultativas)
“«CHROMagar 0157” Escherichia coli O157:H7
Escherichia coli genérica
- Escherichia coli
- Klebsiella spp.
- Enterobacter spp.
“CHROMagar Orientation” - Serratia spp.
(Aerobicas y anaerobicas - Proteus spp.
facultativas) - Morganella spp.

- Providencia spp.
- Enterococcus spp.

- Staphylococcus

4.3 Medios de crecimiento y condiciones

Se determin6 la poblacion de bacterias anaerdbicas luego de realizar diluciones
en serie e inoculaciones en platos de “Reinforced Clostridial Agar”. La presencia de
oxigeno en el medio fue reducida por la adicion de un suplemento de reduccion conocido
como oxyrase (Oxyrase, Inc. © Masfield, Ohio). Este medio se ha utilizado en otras
evaluaciones y se ha encontrado que es un sistema de reduccion efectivo para crear la
atmosfera anaerobica deseada (Wiggs et al., 1999) Para este experimento, algunas de las
muestras también fueron incubadas bajo condiciones anaerobicas a 35° C + 2° C por
aproximadamente 24 horas. Las condiciones anaerobicas se alcanzaron mediante la

combinacion del uso de jarras anaerdbicas en el sistema de generacion anaerdbica gas

10



pack (GasPaks Inc.) junto a la adicion de oxyrase en platos en medio “Reinforced
Clostridial Agar”. En este medio, las colonias tipicas de Clostridium spp. lucen de color

negro con halo blanco.

La posible presencia de Escherichia coli O157:H7 fue determinada luego de hacer
diluciones en serie e inoculaciones en platos de “BBL CHROMAgar O157”, siguiendo el
protocolo de aislamiento de Escherichia coli O157:H7 establecido en el “Bacteriological
Analytical Manual” (BAM, por sus siglas en inglés). El medio “CHROMAgar O157” es
selectivo-diferencial y ha sido aprobado por la “Association of Official Analytical
Chemists” (AOAC por sus siglas en inglés). Debido a los sustratos cromogénicos del
medio, las colonias de Escherichia coli O157:H7 se manifiestan de un color rosa-lilaceo.
Estos platos fueron incubados en la oscuridad a 35 + 2° C por 24 horas segln las

instrucciones del manufacturero.

Las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, que incluyen
Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Morganella, Providencia,
Enterococcus 'y Staphylococcus, fueron estimados mediante diluciones seriadas y
utilizando “BBL CHROMAgar Orientation”. Estos platos fueron incubados a 37° C por
24 horas segun las instrucciones del manufacturero. Este medio es uno no-selectivo
diferencial que también ha sido aprobado por la AOAC y es capaz de aislar, diferenciar y
enumerar Escherichia coli, Enterococcus spp., Proteus spp., entre otros. Las colonias de
Escherichia coli se manifiestan de un color rosa crema, las de Enterococcus spp. de color

turquesa y las de Proteus de color crema con halo marron.

Para la deteccion de Pseudomonas spp. las muestras fueron diluidas en serie e
inoculadas en platos de “Mac Conkey Sorbitol Agar”. Los platos fueron incubados a
37°C por 24 horas. Las colonias tipicas de Pseudomonas spp. en este medio lucen de

color rosa palido.
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4.4 Caracterizacion de aislados

Aislados de medios selectivos fueron purificados y cultivados para su
caracterizacion. Pruebas confirmativas se realizaron en colonias tipicas seleccionadas de
“Reinforced Clostridial Agar” y se les condujo el ensayo bioquimico API 20A,
(Biomérieux, Missouri). El API20A es un sistema de identificacion rapida y consiste de
20 microcapsulas que contienen diferentes pruebas bioquimicas. Las pruebas incluidas
en el sistema tienen diferentes reacciones, tales como la formacion de indol, reaccion de
ureasa, acidificacion de glucosa, manitol, lactosa, sacarosa, maltosa, xilosa y arabinosa,
hidrolisis de gelatina por la enzima proteasa, hidrélisis de esculina por beta-glucosidasa y
acidificacion de glicerol, celobiosa, manosa, melezitosa, rafinosa, sorbitol, ramnosa y
trehalosa.  Este ensayo bioquimico fue realizado siguiendo las instrucciones del
manufacturero. Otras pruebas realizadas para la confirmacién completa de la presencia
del microorganismo fueron la reaccion de catalasa, la tincion de Gram y la tincion de

esporas que identifica bacilos esporulantes.

La confirmacion de colonias tipicas de Escherichia coli O157:H7 del medio
“CHROMAgar O157” fue realizada utilizando la prueba de aglutinacion de latex (Prolab
Diagnostics, Richmend Hill EN, Canada) siguiendo las instrucciones del manufacturero.
Esta es una prueba confirmativa de la presencia de Escherichia coli O157:H7 luego de su
identificacion presuntiva en el medio “CHROMagar O157”. Las bases de esta prueba
son que las particulas de latex se cubren con antisuero O157 de manera que cuando se
mezclen con cultivo fresco de bacteria E. coli O157:H7 se unan al antisuero causando

una aglutinacion visible de particulas de latex.

Asilados obtenidos del medio “CHROMAgar Orientation” fueron identificados
utilizando las siguientes pruebas: tincion Gram, morfologia celular y de colonia y ensayo
bioquimico API 20E (Biomeriux, Missouri). El sistema API20E es una tirilla de pruebas
utilizada para la identificaciéon de bacilos entéricos Gram negativos y consiste de 20
microcépsulas donde ocurren diferentes reacciones. Estas reacciones o enzimas son:

beta-galactosidasa, arginina dihidrolasa, lisina decarboxilasa, ornitina decarboxilasa,
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utilizacion de citrato, produccion de H,S, ureasa, triptéfano deaminasa, produccion de
indol, produccion de acetoina, gelatinasa, fermentacion/oxidacion de glucosa, manitol,
inositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa, melibiosa, amigdalina, arabinosa y otras pruebas
suplementarias. También se llevé a cabo el ensayo bioquimico API20E a colonias

encontradas en el medio “Mac Conkey Sorbitol Agar”.

Todos los aislados fueron mantenidos bajo congelacion con una sustancia
criogénica de 10 % glicerol y almacenados a -80° C para futuros estudios y para la

creacion de una base de informacion de microorganismos aislados de carne.
4.5 Analisis estadistico

Los conteos microbianos obtenidos se evaluaron mediante analisis de varianza de
acuerdo a un disefio completamente aleatorizado con arreglo de parcelas divididas, siendo
el método de empaque la parcela principal y los dias de almacenamiento la subparcela.
Las medias fueron comparadas entre si mediante la prueba de comparaciones multiples
de Tukey. Los analisis estadisticos y las comparaciones de medias se realizaron
utilizando el programa estadistico SAS, version 9.1 (2005). EIl modelo estadistico
utilizado fue:

Yijx = p+ E;i + P+ (SP);; + hyi + gix

Donde:

Yi: Variable de respuesta

n: Media general

E; : Efecto del i¢simo empaque

P;: Efecto del jésimo dia de almacenamiento

(SP);j : Efecto de la interaccion del iésimo método de empaque con el jésimo
dia de almacenamiento

hgi: Efecto aleatorio del késimo animal del que se obtuvo la muestra de carne
dentro del iésimo método de empaque

gijk:  Error experimental aleatorio con media = 0 y varianza = ¢*
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5.RESULTADOS Y DISCUSION

Por medio del analisis estadistico de parcelas subdivididas se pudo determinar que
no existe diferencia significativa (P < 0.05) en crecimiento microbiano atribuible a tipo
de empaque, por lo que no se puede inferir que un empaque sea mejor que el otro desde
el punto de vista microbioldgico. Se puede concluir que el factor determinante de la
carga microbiana inicial contenida en las muestras es el manejo de éstas en la cadena de
proceso y no el empaque por si solo. Debido a que hasta el momento no se ha
determinado un criterio microbiologico para la carne de res, los valores encontrados, a
modo general, son considerados en base a la cantidad de unidades formadoras de colonia
(CFU) como indicadores de deterioro. Se ha indicado (Jay et al., 2005) que la carne de
res puede presentar conteos iniciales aceptables de 10° CFU/g y su deterioro comienza a
notarse cuando los conteos alcanzan entre 10° y 10’ CFU/g. Estos valores iniciales
reportados por Jay et al., 2005 concuerdan con los valores iniciales encontrados en este

estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de crecimiento iniciales segiin los medios de cultivo

Medio de Cultivo CFU/g
“Mac Conkey Sorbitol Agar” 6.18 x 10
“Reinforced Clostridial Agar” 522x10°

“CHROMAgar Orientation” 9.11 x 10
“CHROMAgar O157” 3.4x10'

Al considerar los valores de crecimiento iniciales en los distintos medios de
cultivo se observé que en el medio “CHROMAGAR 0O157” fue el de menor crecimiento
mientras que el de mayor crecimiento lo fue el medio “Reinforced Clostridial Agar”. Los
valores de crecimiento reportados para el medio “CHROMAgar O157” corresponden a

Escherichia coli genérica ya que no se encontro el patogeno Escherichia coli O157:H7.
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En estudios realizados con canales de res en mataderos de producciéon local tampoco se

encontr6 E. coli O157:H7 (Oquendo, 2006).

El medio “Reinforced Clostridial Agar” mostr6 el mayor contenido inicial de
microorganismos. Este medio de cultivo es uno no selectivo y por lo tanto permite dar
una idea total de la carga inicial microbiana presente en la muestra. Por otro lado, el
medio “CHROMAgar O157” es un medio selectivo y diferencial que solo permite el
recuento de una parte de esa carga inicial total debido a los ingredientes presentes en el
mismo. Cabe sefalar que los musculos carnicos no son tejidos estériles; durante la
matanza estan expuestos a una gran cantidad de factores ambientales y de procesamiento
que promueven el aumento de la carga bacteriana. También durante el andlisis se
considera la muestra completamente por lo que en la superficie e interior esta puede

contener microorganismos aerobicos y anaerobicos facultativos.

Los valores de crecimiento de microorganismos entéricos fueron muy parecidos a
los valores de crecimiento de microorganismos aerobicos. Esta informacion da una idea
del recuento inicial de bacterias causantes de deterioro y de las condiciones de manejo en
la cadena de proceso previo al empaque. Se ha indicado que la presencia de coliformes
en carne cruda y otros alimentos no es necesariamente indicativa de contaminacién fecal
(INAL et al., 2004). Ademas, los coliformes representan cinco géneros de la Familia
Enterobacteriaceae: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella y Raoutella de
los cuales Unicamente Escherichia puede ser indicador presuntivo de contaminacion
fecal. Se sabe que los microorganismos entéricos y otros microorganismos pueden
encontrarse en la carne debido al contacto con varias fuentes de introduccion microbiana
como lo son los utensilios para el corte y manejo de la canal, el contacto con particulas
provenientes del tracto gastrointestinal del animal, las manos de los empleados del
matadero y los envases no estériles donde colocan los cortes de carne previo al empaque.
En estudios presentados (Jay et al., 2005) se han identificado los envases no estériles
donde se colocan los cortes de carne previo al empaque como la principal fuente de

contaminacion por microorganismos.
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Segun reportado en la Tabla 3 se puede notar que el crecimiento microbiano va en
aumento segun avanza el tiempo de almacenamiento de la carne en refrigeracion. Luego
de 14 dias de almacenamiento en refrigeracion, se observo que el crecimiento general de
bacterias entéricas en el empaque al vacio fue menor en comparacion con el crecimiento
de bacterias entéricas en el empaque comercial. Aunque no se ha encontrado literatura
que compare estos empaques considerando este grupo de microorganismos, es posible
que exista algin efecto inhibitorio del empaque sobre los microorganismos que debe
estudiarse mas a fondo. Por ejemplo, luego de 14 dias de almacenamiento el conteo de
entéricos del empaque comercial, fue de 10°, sugiriendo que la carne se encuentra en un
estado de deterioro donde se puede presentar olores objetables segun Jay et al., (2005)
mientras que el empaque al vacio no necesariamente muestra sefiales evidentes de
deterioro por su valores de sobre 10°. De igual manera, el deterioro por parte de
microorganismos anaerébicos y facultativos comienza a ser notable en ambos empaques
entre los 7 y 14 dias de almacenamiento. Estudios conducido por Bernhard et al., (2006)
determinaron que algunos microorganismos aerobicos pueden sobrevivir en empaques al
vacio aunque el empaque no favorece el crecimiento logaritmico durante el
almacenamiento.

Tabla 3. Valores de crecimiento segiin el medio de cultivo, tipo de empaque y tiempo de

almacenamiento
Tino de Dia 3 Dia 7 Dia 14
Emp aque Medio de Cultivo Crecimiento Crecimiento Crecimiento

paq (CFU/g) (CFU/g) (CFU/g)
Mac Conkey 1 2 5

Sorbitol Agar 9.2x10 1.76 x 10 2.05x 10

Reinforced 5 7 7

Vaco Clostridial Agar 1.33x 10 2.36x 10 29x10
CHROMAgar 2 2 4

0157 1.41x 10 1.25x 10 1.13x 10
CHROMAgar 1.5x 10* 2.45x 10° 1.03 x 10°
Orientation

Mac Conkey 4 6 8

Sorbitol Agar 5.35x 10 1.18 x 10 2.25x 10

Reinforced 5 7 7

Comercial Clostridial Agar 1.77x10 2.83x 10 3.7x 10
(PVC) CHROMAgar 2.1 x10 3.39x 10* 3.95 x 10°

0157
CHROMAgar 3.09 x 10° 3.30 x 10° 7.76 x 10°
Orientation
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Como parte de la identificacion de microorganismos, se lograron identificar
bacterias entéricas crecidas bajo condiciones aerdbicas y Escherichia coli genérica
crecidas en medios selectivos y diferenciales: “CHROMAgar Orientation” 'y
“CHROMAgar O157”, respectivamente. En el medio “CHROMAgar Orientation” se
logré determinar la presencia de diferentes grupos de bacterias como Escherichia coli,
Enterococcus spp., Klebsiella-Enterobacter-Serratia (KES), Pseudomonas spp. y
Staphylococcus spp. El crecimiento de algunos de estos grupos se puede observar en la

Figura 1.

Figura 1. Crecimiento de microorganismos en CHROMAgar Orientation

El crecimiento de los diferentes grupos identificados en el medio “CHROMAgar
Orientation” varié dependiendo del tipo de empaque y del tiempo de almacenamiento
como se muestra en la Tabla 4. En general todos los grupos y géneros mostraron mayor
crecimiento en el empaque comercial que en el vacio. Se ha indicado que la competencia
por la utilizacion de nutrientes y la baja en pH que ocasiona la interaccion por parte de
microorganismos como Pseudomonas spp. y otros psicotréficos Gram negativos como
Serratia spp. reducen el crecimiento de Acinetobacter spp. (Gill y Newton, 1977). Esto
parece suceder con el crecimiento del grupo Acinetobacter / Hafnia alvei cuya reduccion

en crecimiento se observo en el empaque al vacio luego de 3 dias de almacenamiento.
En el empaque al vacio Pseudomonas parece suprimirse luego de los siete dias de

almacenamiento, y en el empaque comercial E. coli parece suprimirse por la presencia de

otros grupos de microorganismos presentes en la carne luego de siete dias de empaque.
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Se ha indicado en un estudio realizado en Grecia que el crecimiento de Pseudomonas

spp. en muestras de carne de res predomind en almacenamiento aerdbico bajo

condiciones de refrigeracion y sus valores de crecimiento luego de 6 dias de empaque

fueron de 10* (Tsigarida et al., 2000). Los valores de crecimiento encontrados para

. . 5
muestras de carne de origen local empacadas comercialmente fueron de sobre 10 a los 7

dias.
Tabla 4. Valores de crecimientos por grupo de microorganismos presentes en el
medio CHROMAGgar Orientation
Empaque al Vacio Empaque Comercial
Microorganismo CFU/g CFU/g
Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 3 Dia 7 Dia 14
E. coli 1.25x 10 | 5x 107 6.67x10° | 1.08x10° | 3.3x10' 5x10*
Enterococcus spp. | 242x 10> | 1.18 x 10 | 1.02x10° | 1.67x 10° | 2.67x10* | 1.87x10° | 2.16 x 10°
Klebsiella- 520x10° | 5.01x10° | 1.24x10° | 1.24x10" | 1.01x10° | 7.03x 10° | 2.09x 10’
Enterobacter-
Serratia (KES)
Acinetobacter spp. | 1.93 x 10> | 6.7 x 10’ 3.55x 10°
/ Hafnia alvei
Pseudomonas spp. | 1.24x10° | 2.03x10° | 2.68 x 10* 735x10° | 2.07x10° | 1.77x 10°
Staphylococcus 1x10° |244x10° | 1.84x10° |[259x10° | 5.13x 10°* 2.20x 10°
Spp.

Por otra parte en el medio “CHROMAgar O157” se logrd determinar que no se

encontraba presente el patdgeno E. coli O157:H7 en las muestras analizadas y lo que se

encontraba en este medio era la presencia de E. coli genérica. El crecimiento de este

género en el medio correspondiente se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Crecimiento de E. coli genérica en medio CHROMAgar 0157

Se confirmd que las bacterias presentes eran E. coli genérica mediante la prueba
de aglutinacion mostrada en la Figura 3, donde se observa el control positivo en los
circulos superiores y un ejemplo de las colonias analizadas donde se observd la no

aglutinacion para ambos antigenos (somatico y flagelar) en los circulos inferiores.

Figura 3. Prueba de aglutinacion

Se realizaron diferentes pruebas y ensayos para lograr la caracterizacion de
bacterias presentes en los diferentes medios de cultivo. Para las bacterias provenientes
del medio “Reinforced Clostridial Agar” se utilizaron las pruebas bioquimicas y otros

ensayos que en conjunto permitieron identificar la presencia de Peptostreptococcus spp.,
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Prevotella oralis y Staphylococcus saccharolyticus en muestras empacadas al vacio y

Porphyromonas assacharolytica en muestras empacadas comercialmente.

Tabla 5. Microorganismos aislados e identificados de carne empacada al vacio y

comercialmente
Codigo Tiempo de Gram | Esporas | Morfologia Identidad
Almacenamiento
B.V.7d.RCA 4 7 dias + No €oco Peptostreptococcus
spp.
BV.7d.RCA.3 7 dias - No bacilo Prevotella oralis
BV.3d.RCA.2 3 dias + No coco Staphylococcus
saccharolyticus
B.P.3d.RCA.1 3 dias - No bacilo Porphyromonas
assacharolytica

No se ha encontrado literatura que indique que estas bacterias formen parte de la
flora microbiana de la carne, por lo que se considera que su procedencia parece ser de
origen humano. Esto se debe a que estas bacterias en particular Staphylococcus
saccharolyticus, es parte de la flora de la piel humana (Westblom et al., 1990). Por otro
lado, la presencia de algunas especies de Peptostreptococcus se ha encontrado como
parte de la flora del rumen pero estas no se consideran proteoliticas (Guangjieng y
Russell, 1988) por lo que no se considera que juegue un papel importante en el deterioro
de la carne cuando estd presente y se deben conducir estudios adicionales sobre este

particular.
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6. CONCLUSIONES

En este estudio se encontrd que no existe diferencia significativa entre empaques
desde el punto de vista microbiologico por lo que no se puede decir que un empaque es
mejor que otro. Aun cuando se esperaba obtener una carne de mejor calidad
microbiologica con el empaque al vacio, las pruebas realizadas en las muestras de carne
empacadas de esta manera revelaron la presencia de microorganismos anaerobicos y
facultativos que, eventualmente, pueden afectar las caracteristicas organolépticas de la

carne y su aceptacion general debido al deterioro.

En este estudio se pudieron aislar e identificar diferentes microorganismos
presentes en las muestras de carne tales como: Escherichia coli, Enterococcus spp., el
grupo Klebsiella-Enterobacter-Serratia (KES), Pseudomonas spp. y Staphylococcus spp.
los cuales se ha indicado se encuentran en la carne (Jay et al, 2005; INAL et al., 2004;
Tsigarida et al., 2000). La mayoria de estos microorganismos son eliminados durante el
proceso de coccion (Jay et al., 2005) por lo que el hecho de éstos encontrarse en la carne
cruda no deberia representar un riesgo a la salud. Lo que se debe considerar en este caso
es la posible presencia de microorganismos productores de toxinas termoestables como lo
son algunas cepas de Staphylococcus aureus. Pero para esto se deben conducir estudios
que permitan identificar dichas cepas o la probabilidad de formaciéon de toxina. Por el
momento, en base a lo encontrado en este estudio, se recomienda que la carne refrigerada
empacada comercialmente no se almacene por mas de 3 dias y la carne refrigerada
empacada al vacio no se almacene por mas de 7 dias, y que al cabo de este tiempo se

congele.

También se pudieron identificar varios microorganismos: Peptostreptococcus,
Prevotella oralis y Staphylococcus saccharolyticus en muestras empacadas al vacio, y
Porphyromonas assacharolytica en muestras empacadas comercialmente. No se ha
encontrado literatura sobre la presencia de éstas y sus efectos sobre la carne pero su

presencia sugiere que se deben evaluar las practicas de manejo previas al empaque ya que
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segun se ha indicado en diversos estudios (Bernhard et al., 2006) estas practicas afectan

la carga microbiana inicial del alimento y por consiguiente pueden acelerar el deterioro.
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7. RECOMENDACIONES

De este estudio surgen varias recomendaciones que se podrian seguir para ampliar la

informacion obtenida y contestar preguntas o dudas que quedaron debido a la naturaleza

del mismo. Entre las recomendaciones se encuentran:

Se deben realizar mas estudios sobre la interaccion de la microflora nativa de la
carne con otros microorganismos ajenos de manera que se pueda identificar la
fuente de contaminacion, si hubiese.

Se deben realizar estudios sobre las caracteristicas microbiologicas de las carnes
importadas ya que éstas exceden en muchos casos los 14 dias de almacenamiento
a temperatura de refrigeracion.

Se deben realizar analisis de las caracteristicas organolépticas de la carne local
bajo las mismas condiciones de empaque que se usaron en este estudio para ver la
interaccion de los microorganismos sobre €stas.

Se deben realizar estudios sobre el efecto inhibitorio que aparenta tener el
empaque al vacio sobre los microorganismos entéricos.

Se deben realizar estudios microbioldgicos para determinar el perfil de la carne de
res producida a nivel local y compararlo con la carne de res producida en el
extranjero.

Se debe estudiar, en mas detalle, el efecto de atmosferas modificadas sobre la

calidad e inocuidad de la carne de res producida localmente.
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Apéndice A. Diagrama de flujo de empaque de las carnes

175¢g
Longissimus dorsi
!
7 porciones/ 25g
!
PVC \% PVC \% PVC
Dia 0 3dias 7 dias 14 dias
!

Almacenadas a 2°C
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Apéndice B. Ejemplo del diagrama de flujo utilizado para los procedimientos de

laboratorio
25¢g
25¢
Carne
Carne
Vacio PVC

l “lmL - ImL

Repetir mismo procedimiento de PVC

10 10 107
Stomacher 9mL 9mL
bag 0.1% 0.1%
2 2 5 mL Peptona Peptona
Peptona
1.0mL | [0.ImL 0.ImL 0.1mL
Medios: 107 107 107 10 10* 10*
Mac Conkey Agar
CHROMAgar Orientation 107 107 107 107
CHROMAgar 0157 | 10 10" 107 107
RCA 10° 10° 107 107 10" 107

Las diluciones representadas anteriormente no son las unicas que se utilizaron en este
experimento. Pueden variar dependiendo del contenido microbiano inicial de la carne,
empaque y dia de muestreo y por esto pueden aumentar hasta incluir diluciones tan altas

-8
como 10°.
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Apéndice C. Graficas

Apéndice C.1 Grafica de crecimiento microbiano observado en medio
Reinforced Clostridial Agar por dias y empaque

Grafica de crecimiento microbiano observado en medio
Reinforced Clostridial Agar por dias y empaque

100000000 28381167 23852583 37047500 29025000

10000000

1000000 - 176709

CFU/g 133426

100000 -
10000 | 9220

1000 fj

0 dias 3 dias 3 dias 7 dias 7 dias 14 dias 14 dias
PVC Vacio PVC Vacio PVC Vacio

Empaque / dias

Apéndice C.2 Crecimiento microbiano observado en medio CHROMAgar 0157
por dias y empaque

Crecimiento microbiano observado en medio CHROMAgar
0157 por dias y empaque

10000000+

1000000

100000+

10000

CFU/g
1000+

100+

10

1 i
0 dias 3 dias 3 dias 7 dias 7 dias 14 dias 14 dias
PVC Vacio PVC Vacio PVC Vacio

Empaque / dias
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Apéndice C.3 Crecimiento microbiano observado en medio Mac Conkey Sorbitol
por dias y empaque

Crecimiento microbiano observado en medio Mac Conkey Sorbitol por
dias y empaque
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Apéndice C.4 Crecimiento microbiano observado en medio CHROMAgar
Orientation por dias y empaque

Crecimiento microbiano observado en medio CHROMAgar
Orientation por dias y empaque

10000000
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Empaque / dias
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