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Resumen

ntroduccion: Los patégenos transmitidos por los alimentos, como E. coli productora de

toxinas Shiga (STEC) y Salmonella spp. son la principal causa de enfermedad e incluso
de muerte en todo el mundo. En las plantas de procesamiento se utilizan numerosas
intervenciones antimicrobianas para reducir los patégenos presentes en alimentos
y especificamente, en la carne. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
intervenciones antimicrobianas comunes, y observar el efecto en la calidad de la carne
molida de tres diferentes porcentajes de grasa. Metodologia: Se inocularon 10 recortes de
vacuno con aislados especificos de cepas de STEC y Salmonella. Los cortes se intervinieron
con acido peracético o lactico, mediante aerosol e inmersion. Los enjuagues de carne
se diluyeron en series, y se sembraron siguiendo el método de dilucion en gotas. Para
comunicar los resultados, se utilizo un intervalo numerable de 2-30 colonias, tras un
proceso de transformacion logaritmica. Y finalmente, se evalué el olor y microorganismos
de deterioro en el producto final. Un aumento del 1 % en el porcentaje de absorcion
incrementara la reduccion de patégenos en 0.16 LogCFU/g. Resultados: En la evaluacion
de la carne molida para detectar organismos en deterioro, se observé una diferencia
significativa a lo largo del tiempo (P < 0.001). No se encontr6 diferencias notables para la
evaluacion del olor. Conclusiones: La calidad no se vio afectada por los porcentajes (alto
y bajo) de utilizacion de la intervencién antimicrobiana, por lo cual, se recomienda un
aumento en los porcentajes y, asi, incrementar la inocuidad de la carne molida.
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Abstract

ntroduction: Foodborne pathogens such as Shiga toxin-producing E. coli (STEC) and

Salmonella spp. are the leading cause of illness and even death worldwide. Numerous
antimicrobial interventions are used in processing plants to reduce pathogens in food and
specifically meat products. The objective of this study was to evaluate the effect of common
antimicrobial interventions and to observe the effect on ground beef of three different
lean levels. Methodology: Beef trimmings were inoculated with specific isolates of STEC
or Salmonella strains. Trimmings were intervened with peracetic or lactic acid by spray or
dip. Meat rinses were serially diluted and plated following the drop dilution method, and
an enumerable range of 2-30 colonies was used to report results after log transformation.
Odor and spoilage organisms were analyzed for the quality part of ground beef. A1 %
increase in percent uptake will increase pathogen reduction by 0.16 LogCFU/g. Results:
In the evaluation of ground beef for spoilage organisms, a significant difference was
observed over time (P < 0.001). No significant differences were found for the evaluation of
odor. Conclusions: Quality was not affected by high and low percentages of antimicrobial
intervention utilization.

Keywords: Escherichia coli, Ground beef, Salmonella, Organic Acids

Introduccion

I consumo de carne molida se ha identificado como una de las principales causas de en-

fermedades e infecciones transmitidas por los alimentos en numerosas investigaciones
y evaluaciones de brotes (Bogard et al. 2018). Si los patogenos estan presentes cuando la
carne se muele, entonces una mayor parte de la superficie de la carne queda expuesta a las
bacterias. Ademas, la molienda permite que cualquier bacteria presente en la superficie, se
mezcle en toda la carne (Food Safety and Inspection Service 2016).

Las intervenciones mas utilizadas que han demostrado ser eficaces contra los patégenos
son los acidos organicos, acido lactico (LA) y acido peracético (PAA) (Belanger 2014). El
acido lactico se utiliza ampliamente en la industria carnica debido a su bajo costo (Wheeler,
Kalchayanand, and Bosilevac 2014), y a su capacidad para inhibir el crecimiento de
organismos que alteran los alimentos (Alakomi et al. 2000). Ademas, el acido peracético, se
degrada a mayor velocidad en periodos cortos de tiempo (Davenport 2016). Ellebracht et al.
(1999) mostraron en su estudio la reducciéon de E. coli O157:H7 y Salmonella typhimurium
con el uso de acidos organicos.

Los cortes utilizados para preparar la carne molida se obtienen de muchos animales vy,
como se mezclan y trituran, esta carne es muy susceptible a la contaminaciéon microbiana
y tiene una vida util muy corta, por lo que sigue siendo una fuente potencial de enferme-
dades transmitidas por los alimentos (Jimenez-Villarreal et al. 2003). Por estas razones,
se han aplicado muchas intervenciones antimicrobianas en las plantas de procesamiento
para reducir el riesgo potencial de contaminacién por patégenos como, E. coli productora
de Shiga-Toxina y Salmonella.

Junto con la eficacia de los tratamientos antimicrobianos, es importante entender c6mo estos
tratamientos impactan en la calidad de la carne (Eastwood et al. 2018). Desafortunadamente,
sigue sin conocerse qué efecto podrian tener los antimicrobianos en las reducciones mi-
crobianas, el color y las caracteristicas sensoriales de la carne molida de vacuno (Pohlman
et al. 2002). Los consumidores consideran la decoloracion como un indicador de frescura
y salubridad. Utilizan estos atributos como base de sus decisiones de compra (Mancini and
Hunt 2005); a pesar que, en ocasiones, el color esta poco relacionado con la calidad de la
carne, sigue siendo uno de los factores mas influyentes en las decisiones de compra de los




consumidores (Cornforth y Jayasingh 2004). En la industria carnica se estan evaluando
actualmente diversas soluciones antimicrobianas que reducen los patégenos (Quilo et al.
2009), y no tienen efectos adversos en las propiedades sensoriales o en el color de la carne
(Mancini et al. 2002).

Basandose en la problematica especificada anteriormente, el objetivo del estudio es evaluar
la eficacia de las intervenciones antimicrobianas comunes para la seguridad alimentaria,
mediante aplicaciones por aerosol e inmersiéon a muestras de carne molida de vacuno;
ademas de determinar cualquier influencia sobre la calidad del producto en respuesta al
tratamiento antimicrobiano.

Inoculacion de recortes de carne

e utilizaron siete aislados de Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) (ECRC

0.1302, ECRC 97.1377, ECRC 2.0164, ECRC 38.1009, ECRC 3.1064, ECRC 9.0538 y ATCC
51657) y tres de Salmonella (ATCC 14028, ATCC 6962 y ATCC 31194) para inocular y evaluar
la eficacia de los tratamientos.

Los aislados individuales congelados se transfirieron con un asa de inoculacién (1 pL) a un
tubo de ensayo con 5 ml de Caldo de Infusion de Cerebro y Corazén (CICC) y se incubaron
a 37° C durante 18-24 horas. A continuacion, se transfirié el aislado del cultivo y se filtré con
un asa de inoculacion (1 pl) en una placa con Agar de Soja (AS), la cual, se incub6 durante
18-24 horas a 37° C. Se transfirié una colonia individual de la placa con un bastoncillo de
algodoén esterilizado a un tubo de ensayo con 5 ml de agua esterilizada. L.a concentracion del
patogeno se evaluo con la turbidez de la solucion utilizando un nefelémetro y calibrandola
con un estandar McFarland a 0.5 McF. Una turbidez de 0.5 McFarland equivale a 1-2 x
108 UFC/ml. Después de confirmar la concentraciéon con el nefelémetro, los 5 ml de cada
tubo se transfirieron a un tubo falcon de 50 ml que contenia 45 ml de Agua de Peptona
Tamponada (APT), para diluir la concentraciéon de patégenos en un factor de 10. Cada
tubo de 50 ml que contenia Salmonella se vertié en un atomizador para utilizarlo durante
la fase de inoculacién. Siguiendo el mismo procedimiento para la inoculacion de STEC, se
utilizé una botella pulverizadora separada; el protocolo para la preparacion del coctel de
patoégenos debe iniciarse 48 horas antes.

Produccion de carne molida

Los recortes utilizados fueron de 90/10 y 50/50 (proporcion entre magro y grasa), para
producir carne molida de tres niveles diferentes de magro (90/10, 80/20 y 73/87). De
cada lote, se colocaron nueve porciones de 1 libra de carne en bandejas de espuma de
poliestireno y se envolvieron con pelicula de PVC. Los recipientes se expusieron en una
vitrina de venta bajo luz fluorescente continua, durante 4 dias.

Evaluacion de calidad

Se entrenaron a siete panelistas de acuerdo con las directrices para cuatro olores: oxidado,
putrido, agrio y quimico. Los panelistas cuantificaron las muestras en una escala lineal no
estructurada de O a 100, en la que “0” representaba ausencia de olor y “100” olor intenso.
Cada paquete se abrié en una pequena esquina para evaluar el olor en los dias 0, 2 y 4 de
exposicion.

Se evalué la carne molida en busca de organismos de deterioro a las O, 2 y 4 de exposicion.

Tras el analisis de color y olor, se colocé una porcion de carne picada en una bolsa whirl
pak de 700 ml con filtro, cambiandose los guantes entre muestra y muestra, para evitar la



la contaminacion cruzada. Después se pesaron 10 gr de muestra y se transfirieron a otra
bolsa con filtro de 700 ml, donde se annadieron 90 ml de APT. La carne molida se evaluo
para recuentos aerobicos de Enterobacteriaceae y bacterias lacticas, utilizando el sistema
de enumeracion TEMPO. Las tarjetas TEMPO se incubaron a 85° C durante 24 horas. Los
recuentos en placa de aerobios psicrotréficos (APC-P) se realizaron utilizando petrifilms, y
se incubaron a 7° C durante 10 dias. Los recuentos se realizaron utilizando el 3M Petrifilm
Plate Reader y fueron comprobados en un contador de colonias estandar.

Analisis estadistico

En el primer modelo de regresion lineal, se utilizé la funcion incorporada Im de R para el
analisis y el paquete ggplot2 parala visualizacion de datos (version 4.0.4). El primer modelo
general tenia la Reduccion Log como variable dependiente y el Porcentaje de absorcion
como variable independiente.

(1) LogReduccioén = By * By Absorcion + €

Donde log (Reduccion) representa las reducciones de STEC y Salmonella (es un coeficiente),
Absorcion es el porcentaje de agua retenida de los cortes (%) y € es el término de error.

En el segundo modelo, ; son parametros, OA significa dcido peracético, Método significa
método de aerosol, Corte es para corte 90/10, y €, es el término de error. Las variables
base son el acido lactico, el método de inmersion y el corte 50/50; por tanto, las variables
ficticias son el acido peracético, el método de aerosol y el recorte 90/10, respectivamente.

(2) LogReduccion = B + B, Absorcion + g, Acido + By Método + , Corte + €

Para el modelo 3, se considero las distintas interacciones de las variables explicativas, como
puede observarse en la ecuacion 3.

(8) LogReduccién = B, + B, Absorcion + g, Acido + p, Método + B, Corte +
B; Acido x Método + B Acido x Corte + p, Método x Corte + &

Donde p,-p, corresponde a los coeficientes de interaccion de la combinacion de las variables
explicativas (acido, método y recorte).

La evaluacion de la calidad de la carne molida se analiz6 mediante el procedimiento
GLIMMIXde SAS (version 9.4, SAS Institute, Cary, NC). Se utilizo6 la estructura de covarianza
con el criterio de informacion de Akaike (AIC) mas bajo. Los valores de probabilidad
(valores P) inferiores o iguales a o = 0.05 se consideraron significativos.

xiste una diferencia significativa en la reduccion de Escherichia coli productoras de toxina Shiga

y Salmonella en relacion con el porcentaje de absorcion (P < 0.01). Como se muestra en la Tabla
1y 2, cuando se combinan todos los tratamientos para STEC y Salmonella, se estima que por cada
aumento del 1% en la absorcion de antimicrobiano se produce un aumento de 0.16 LogCFU/g en
reduccion de patogenos. Por ejemplo, la reduccion estimada de STEC utilizando acido peracético
es 0.13 LogCFU/g mayor, que, utilizando acido lactico. En cuanto al método, la aplicacion por spray
tiene un efecto negativo en la reduccion de 0.26 LogCFU/g, en comparacion con la aplicacion
por inmersion. Del mismo modo, el corte 50/50 tiene un efecto negativo en la reduccion, que es
inferior a 0.28 LogCFU/g, en comparacion al corte 90/10 (Tabla 1y 2).




Tabla 1. Coeficientes de regresion lineal estimados para la reduccién de STEC con efec-
tos principales e interacciones entre variables explicativas

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Variable Co(eglrcrigrn e P-Value Co(eEﬁrcri(iEl w P-Value Co(eE%g‘igrn e P-Value
Estandar) Estandar) Estandar)
Intercepto 0.2364 <.0001 0.6793 <.0001 0.5622 <.0001
(0.0505) (0.0720) (0.0912)
% Absorcion 0.1646 <.0001 0.0634 0.0029 0.0722 0.0021
(0.0198) (0.0211) (0.0238)
Acido 0.1326 0.0004 0.0888 <0.0001
(0.0369) (0.0619)
Método -0.2649 <.0001 -0.1697 0.0363
(0.0441) (0.0806)
Corte -0.2845 <.0001 -0.1594 0.0126
(0.0372) (0.0634)
Acido*Método -0.1221 0.1136
(0.0769)
Acido*Corte -0.1958 0.0071
(0.0721)
Método* Corte -0476 05913
(0.0741)
Tamanio de 240 240 240
R2 0.2254 0.4436 0.4682
Pr>F <.0001 <.0001 <.0001

a) Base acido organico es acido lactico. b) Base método es aplicacion por inmersion. c) Base corte es 50/50
Fuente: Blandon y Legako, 2024.

Tabla 2. Coeficientes de regresion lineal estimados para la reduccion de Salmonella spp.
con efectos principales e interacciones entre variables explicativas

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

. Coeficiente Coeficiente Coeficiente
Variable (Error Estandar) P-Value (Error Estandar) P-Value (Error Estandar) P-Value

Intercepto 0.1455 <.0001 0.3809 <.0001 0.4082 <.0001
(0.0392) (0.0707) (0.0790)

% Absorcion 0.1612 <.0001 0.1249 <.0001 0.1119 <.0001
(0.0178) (0.0226) (0.0229)

Acido 0.0459 0.1206 0.0888 0.0670
(0.0295) (0.0483)



Método -0.0606 0.1492 0.0184 0.7659

(0.0419) (0.0619)

Corte -0.2518 <0001 -0.3571 <0001
(0.0296) (0.0507)

Acido*Método -0.2440 <0001
(0.0557)

Acido*Corte 0.1537 0.0062
(0.0556)

Método*Corte 0.0514 0.3847
(0.0590)

Tamanio de la 240 240 240
R2 0.2558 0.4371 04965
Pr>F <0001 <0001 <0001

Asi mismo, en la Tabla 1y 2, se puede observar el R2 de cada modelo explicado para los
patégenos. De acuerdo con los resultados obtenidos, al incrementar las variables se obtiene
un incremento en el R2. Al agregar mas variables al modelo, esencialmente, se estan
introduciendo mas potenciales predictores que pueden explicar la varianza de la variable
dependiente.

Los resultados para los organismos en deterioro se presentan en la Tabla 3, donde todos
los niveles de magro fueron significativos a lo largo del tiempo (P < 0.001), con relacion
a todas las bacterias evaluadas en el estudio. Los resultados de este analisis muestran un
aumento gradual de los recuentos de APC a las 48h, y recuentos de hasta 7.54 LogCFU/g a
las 96h. Los conteos de EB comenzaron alas Oh desde 2.22 LogCFU/g hasta 2.65 LogCFU/g
y aumentaron hasta 5.52 LogCFU/g a las 96h. Las bacterias lacticas se encontraron entre
1.63 — 2.86 LogCFU/g alas Oh y alcanzaron 4.18 LogCFU/g a las 96h.

Tabla 3. Medias para organismos de deterioro' en tres puntos de muestreo diferentes?
para todos los niveles de magro?®

Punto de Muestreo

Oh 48h 96h SEM4 P-Value

90/10
APC 3.91° 5.51° 6.92° 0.17 <0.001
EB 2.22¢ 3.83° 5.52° 0.20 <0.001
LAB 1.63¢ 2.98° 3.89" 0.22 <0.001
APC-P 1.912 1.98° 2.59" 0.07 <0.001

80/20
APC 5.08° 5.34° 7.54* 0.17 <0.001

EB 2.65¢ 4.07° 4.07° 0.17 <0.001




LAB 2.86° 3.26° 3.26° 0.18 <0.001

APC-P 2.11° 247 2.57° 0.04 <0.001
78/27
APC 5.51° 6.41° 747" 0.23 <0.001
EB 2.59¢ 6.86° 5.50" 0.16 <0.001
LAB 1.77¢ 3.02° 3.97 0.18 <0.001
APC-P 2.24¢ 2.44° 2.64° 0.04 <0.001

1. Conteo aerobios totales (APC), Enterobacteriaceae (EB), bacteria acido lactica (LAB), y Conteo aerobios

totales- psicrotrofas (APC-P)

2. 0h, 48h y 96h

3.90/10, 80/20 y 73/27 (relacion magro-grasa)

ZL. Error)esténdar de la media (mayor) A-C Medias dentro de una fila sin un superindice comun difieren
P <0,05

Fuente: Blandén y Legako, 2024.

La carne molida fue evaluada por panelistas entrenados para identificar atributos especi-
ficos de olor —agrio, oxidado, putrido y quimico—, relacionados con la vida 1til del pro-
ducto (Tabla 4). A las Oh los atributos de olor no eran tan reconocibles en comparacioén con
las 96h. Las puntuaciones aumentaron a medida que avanzaba el periodo de exposicion.
Cabe mencionar, que las puntuaciones de los panelistas en la evaluacion del olor de los
productos quimicos, no fueron superiores a 6.90; por lo tanto, el uso de intervenciones
antimicrobianas en porcentajes de absorcion mas altos, no tiene un impacto negativo en
los malos olores de la carne molida.

Tabla 4. Medias de los atributos de olor para cada nivel de magro! a lo largo del tiempo?

Punto de muestreo y nivel magro

Olor Oh 48h 96h
Quimico
90/10 4 7 7
80/20 6 0 10
73/27 5 0 10
Acido
90/10 0 6 8
80/20 0 6 12
73/27 0 6 12
Putrido
90/10 0 0 0
80/20 0 0 0
73/27 0 0 0



Oxidado

90/10 6 6 8
80/20 0 0 9
73/27 0 0 9

1. 90/10 (proporcién entre carne magra y grasa), 80/20 (proporcién entre carne magra y grasa) y 73/37
(proporcion entre carne magray grasa)

2. 0h, 48h y 96h

8. Escala lineal de 0 a 100, donde “0” representa ausencia de olor y “100” olor intenso

Fuente: Blandon y Legako , 2024.

Discusion

En un estudio realizado por Koohmaraie et al. (2005), el acido organico redujo la
prevalencia de patogenos en un 35 %, de forma similar a los resultados mostrados en este
estudio. Del mismo modo, los resultados obtenidos por Harris et al. (2006) demostraron
que, los tratamientos antimicrobianos reducian eficazmente las cargas de patégenos los
cortes de carne. Otros estudios como los de Castillo et al. (2001) y Kang, Koohmaraie y
Siragusa (2001), se observa que, cuando se realiza un efecto antimicrobiano continuado
durante el almacenamiento de la carne después de rociarla con soluciones antimicrobianas,
este proceso antimicrobiano “multihurdle” puede reducir el nivel natural de bacterias en la
carne molida, ofreciendo una reducciéon inmediata con un efecto inhibidor residual (Wolf
et al. 2012). También mencionan que las reducciones en los cortes de carne sumergidos,
podian atribuirse a un efecto de lavado, que no se habria producido con un tratamiento
de spray. Durante el tratamiento de inmersion, la carne puede haber adsorbido parte
de la solucion del tratamiento de intervencién en la superficie, permitiendo asi, una
exposicion mas prolongada del patégeno a la solucion del tratamiento de intervencion y
proporcionando una mayor inhibicién del patégeno.

Los resultados de los microorganismos en deterioro concuerdan con Scanga et al. (2000),
donde a mayor contenido de grasa, se encontré un mayor recuento de placas aerdbicas.
Westhoff y Feldstein (1976) informan de un aumento del APC debido a la manipulacién, el
procesado y el tiempo transcurrido desde el sacrificio. Se ha probado la eficacia del acido
lactico para reducir los recuentos bacterianos, este antimicrobiano muestra un efecto
positivo en la reduccion (Castillo et al. 2001). También el acido peracético puede ser viable
para su uso en un enfoque multiple para la reduccion de bacterias (Davenport 2016). En otra
investigacion realizada por Stiles y Ng (1981), se afirmé que la fuente de Enterobacteriaceae en
carnes, esta asociada con las superficies de trabajo de manipulacién de carnes. Las bacterias
lacticas estan relacionadas con la carne fresca, pero representan una cohorte controvertida
con especies microbianas que contribuyen a la degradacion de la carne o sirven como agente
protector contra las bacterias de deterioro (Pothakos et al. 2015).

Los productos de la oxidacion lipidica se han asociado a los malos olores de la carne
(Berruga, Vergaray Gallego 2005). El atributo agrio puede asociarse a bacterias de deterioro
de productos carnicos refrigerados que causan sabores agrios (Borch, Kant-Muermans y
Blixt 1996). El resultado de la presencia de bacterias lacticas es la aparicion de sabores
agrios, hinchazén del envase y color verdoso (Zhang et al. 2009). El olor quimico puede
deberse al uso de antimicrobianos como intervencion para reducir el recuento bacteriano.
En un estudio realizado por Walsh et al. (2018), se demostré que el nivel de acido organico
decae rapidamente y disminuira si se deja transcurrir un periodo de espera suficiente antes
de tomar muestras.




Conclusiones

Un aumento del porcentaje de intervencion antimicrobiana en los recortes de vacuno,
provoco un aumento de la reduccion de patogenos como la E. coli productora de toxina
Shiga y la Salmonella, mejorando asi, la seguridad microbiana de los productos carnicos,
que es ahora una preocupacion creciente entre los consumidores de carne. Asi mismo, los
resultados de este estudio implican que los porcentajes de absorcion del 1.5 % —aplicados a
los cortes—, no parecen tener un gran impacto en el colory el olor de la carne molida. Por
lo tanto, el aumento de los porcentajes de absorcion se puede utilizar para los objetivos de
seguridad alimentaria, sin tener que disminuir la calidad general o la vida util de la carne.
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