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Glosario

GLOSARIO

a*: coordenada rojo/verde. Parametro del sistema del color CIE L*a*b*.

Acidos organicos: acidos débiles con una alta capacidad de disociacién lo que les permite
entrar dentro de la célula y provocar el descenso del pH debido a los iones

formados (Rajkovic et al., 2010).
Agente etioldgico: todo agente capaz de provocar una enfermedad.

Analisis sensorial: evaluaciéon normalizada utilizando los sentidos de determinadas

caracteristicas (aspecto, color, sabor, textura u olor) de los alimentos.

Antibidticos: “sustancia quimica capaz de paralizar el desarrollo de ciertos
microorganismos patégenos, por su accién bacteriostatica, o de causarles la
muerte, por su accién bactericida, y que es producida por un ser vivo o fabricada

por sintesis” (Real Academia Espafiola [RAE], 2014).

Atributos de calidad: son las cualidades que el consumidor atribuye a un producto, bien
porque ya lo ha consumido o porque se ha formado una imagen determinada

sobre él (Steenkamp, 1990).
b*: coordenada amarillo/azul. Pardmetro del sistema del color CIE L*a*b*.

Biofilm: formacién constituida por un conjunto de bacterias dentro de una matriz
polimérica extracelular producida por ellas, que constituye la forma en la que la

gran mayoria de bacterias vive en estado natural (Costerton et al., 1978).

Brote alimentario: intoxicacién de dos o mas personas que han enfermado por ingerir una
misma fuente alimentaria (Sistema de Alerta Rdpida para Alimentos y Piensos

[RASFF], 2018).
c*: croma o saturacién del color. Parametro del sistema del color CIE L*a*b*.

Carne: partes comestibles de los ungulados domésticos, las aves de corral, los lagomorfos

y de los animales de caza, incluida la sangre (Reglamento (CE) 853/2004).

Xl



Glosario

Carne fresca: “la carne que no ha sido sometida a procesos de conservacién distintos de la
refrigeracion, la congelacion o la ultracongelacién, incluida la carne envasada al

vacio o envasada en atmésfera controlada” (Reglamento (CE) 853/2004, p. 16).

Carne picada: “la carne deshuesada que ha sido sometida a una operacién de picado en

trozos y que contiene menos de 1% de sal” (Reglamento (CE) 853/2004, p. 16).

Color instrumental: representaciéon objetiva del color en tres ejes elaborada por la

Comision Internacional de Iluminacion (Hunt et al., 2012).

Compuesto antimicrobiano: sustancia activa de origen sintético o natural que destruye
microorganismos, impide su crecimiento o su capacidad para reproducirse en
animales o humanos, excluyendo a los antivirales y a los antiparasitarios

(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria [EFSA], 2010).

Criterios microbioldgicos: “criterio que define la aceptabilidad de un producto, un lote de
productos alimenticios o un proceso, basandose en la ausencia, presencia o
nimero de microorganismos, y/o en la cantidad de sus toxinas/metabolitos, por

unidad de masa, volumen, superficie o lote” (Reglamento (CE) 2073/2005, p. 2).

Deoximioglobina: forma de la mioglobina desoxigenada con el grupo hemo reducido.

Confiere un tono purpura a la carne (Hunt et al., 2012).

Derivados carnicos: “productos alimenticios preparados total o parcialmente con carnes o
despojos de... [bdvidos, ovinos, capridos, suidos, équidos, camélidos, cetaceos y
aves], sometidos a operaciones especificas antes de su puesta al consumo”

(Decreto 2484/1967, p. 16).

Descontaminacion de la carne: tratamiento que reduce tanto el numero de
microorganismos patdégenos como la carga microbiana total de la superficie de la
carne de canales, despojos comestibles o despieces de carne (Moreno Garcia,

2006).

Enterobacterias: familia heterogénea de bacilos Gram negativos que no forman esporas,
generalmente son anaerobios facultativos. En términos generales, son catalasa

positivos y oxidasa negativos, reducen el nitrato a nitrito y son capaces de
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Glosario

fermentar la glucosa y otros azucares, en algunos casos, con produccion de gas

(Farmer lll et al., 2007; Jenkins et al., 2017).

Enterococos: género que incluye cocos Gram positivos catalasa negativos, anaerobios
facultativos con metabolismo homofermentativo capaces de fermentar la glucosa a
acido lactico y de hidrolizar la esculina en presencia de sales biliares. Suelen

agruparse en parejas o formando cadenas cortas (Teixeira et al., 2007).
Espectrocolorimetro: instrumento utilizado para medir el color de forma objetiva.
h*: hue (en inglés) o matiz del color. Parametro del sistema del color CIE L*a*b*.

Metamioglobina: forma de la mioglobina desoxigenada con el grupo hemo oxidado.

Confiere un tono rojo pardo a la carne (Hunt et al., 2012).
L*: luminosidad del color. Pardmetro del sistema del color CIE L*a*b*.

Microorganismos alterantes: en microbiologia alimentaria son los microorganismos que
degradan los alimentos, provocando cambios en la textura, color, sabor y olor de

estos.

Microorganismos patégenos: todos aquellos microorganismos que pueden provocar

enfermedades en humanos.

Mioglobina: proteina globular formada por una parte proteica o globina y por un anillo
hemo que contiene un atomo de hierro en su interior. Es el pigmento tipico de la

carne (Ordéiiez Pereda et al., 1998).

Oximioglobina: forma de la mioglobina oxigenada con el grupo hemo reducido. Confiere

un tono rojo cereza brillante a la carne (Hunt et al., 2012).

Preparados de carne: “la carne fresca, incluida la carne que ha sido troceada, a la que se
han afiadido productos alimenticios, condimentos o aditivos, o que ha sido
sometida a transformaciones que no bastan para alterar la estructura interna de la
fibra muscular ni, por lo tanto, para eliminar las caracteristicas de la carne fresca”

(Reglamento (CE) 853/2004, p. 16).
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Productos carnicos: “los productos transformados resultantes de la transformacién de la
carne o de la nueva transformacion de dichos productos transformados, de modo
qgue la superficie de corte muestre que el producto ha dejado de poseer las

caracteristicas de la carne fresca” (Reglamento (CE) 853/2004, p. 18).

Resistencia a antibidticos: “ocurre cuando bacterias, parasitos, virus y hongos se hacen
resistentes a los medicamentos antimicrobianos que se utilizan para tratar las
infecciones que causan” (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], Organizacidn
Mundial de la Propiedad Intelectual [OMPI] y Organizacion Mundial del Comercio
[OMC], 2016, p. 1).

Resistencia a multiples farmacos: “la no susceptibilidad adquirida a al menos un agente
de tres o0 mas categorias de antibidticos (uno o mas de los cuales se administran en

la practica clinica)” (Magiorakos et al., 2012).

Seiiales de calidad o de busqueda: es la informacidn que se desprende de un producto y
qgue utilizan los consumidores en el punto de venta para tomar una decisidon de

compra (Olson y Jacoby, 1972).
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RESUMEN

Se realizaron cuatro ensayos diferentes, algunos de los cuales abarcaron varios

objetivos de esta Tesis Doctoral.

Las investigaciones descritas en los capitulos | y Il tienen por objetivos: determinar
si la prevalencia y/o niveles de contaminacién con microorganismos patdgenos e
indicadores de falta de higiene en carne se ajustan a la normativa vigente vy si el uso de
diferentes tratamientos quimicos de descontaminacién reduce significativamente los
niveles microbianos de la carne, tanto inmediatamente después del tratamiento como a lo
largo del almacenamiento en refrigeracidn; si no modifica los parametros de color

instrumental de la superficie de la carne y las caracteristicas sensoriales de la carne.

En el capitulo | se describe el estudio realizado con varios descontaminantes sobre
carne de vacuno. Se recogieron 13 muestras del cuello de canales de vacuno de un
matadero de Ledn destinadas al andlisis microbioldgico, de pH, analisis sensorial y color
instrumental. Estos analisis se realizaron por triplicado tanto el dia del tratamiento como
los 1, 3 y 6 dias posteriores en las muestras control y las tratadas con dacido lactico y
fosfato trisédico, y por duplicado en las muestras tratadas con acido citrico. Antes de
tratar estas piezas, se determind la higiene general de la carne mediante pruebas para
detectar la presencia de Listeria monocytogenes y Salmonella spp. y el recuento de
Staphylococcus aureus. Después, las muestras se trataron con dacido lactico al 4%, acido
citrico al 2 o al 4%, fosfato trisédico al 10% o se dejaron sin tratar como control. Una vez
tratadas, se determiné la carga de la microbiota aerobia meséfila viable, la microbiota o
flora psicrotrofa, Pseudomonas, Pseudomonas fluorescentes, micrococos, coliformes
fecales, enterobacterias, enterococos y bacterias acido lacticas en la superficie de una
pieza de carne de 28 cm?. Ademas, se midié el pH. Mediante un panel de cata se valoré el
color, el olor y la aceptabilidad general en una escala del 1 al 9. En la determinacion
instrumental del color se utilizé un espectrocolorimetro para medir los parametros del
sistema CIE L*a*b* del color. A partir de estos valores se calculd la saturacion (c*) y el
matiz (h*). En términos generales, los tratamientos analizados redujeron la carga
microbiana y la mantuvieron mas baja respecto de las muestras control, siendo el

tratamiento con acido citrico al 2% el mas eficaz. La carne tratada con fosfato trisédico
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mostré una calidad sensorial similar a las muestras sin tratar el dia del tratamiento, pero a
lo largo del tiempo fue el 4cido citrico al 2% el que obtuvo las puntuaciones mas altas. El
acido lactico no mostré una mejora en la calidad sensorial de la carne, ya que produjo
zonas andmalas similares a carne cocida. En cuanto al color, las muestras tratadas con
acidos orgdanicos mostraron mads luminosidad que las no tratadas. En relacidon al tono
rojizo, las muestras tratadas con fosfato trisédico lo mantuvieron a lo largo del tiempo y

las tratadas con acido citrico presentaron el segundo valor mas alto tras las no tratadas.

El segundo estudio analizé el efecto del fosfato trisdédico (8%), acido ascérbico (2%)
y acido lactico (2%) sobre el crecimiento de Escherichia coli, Salmonella enterica subsp.
Hadar, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y Enterococcus faecium
resistente a la vancomicina (EFRV) en la superficie de paletillas de conejo obtenidas en un
hipermercado de Ledn (Espafia). La temperatura de almacenamiento fue de 3 2C. 120
paletillas fueron destinadas al recuento de la microbiota aerobia viable y la medicion del
pH; y otras 24, al analisis sensorial y a la determinacién del color instrumental. Estas
ultimas no fueron inoculadas, mientras que las demas se sumergieron en una solucién con
uno de los cuatro microorganismos patdégenos o se dejaron sin inocular, y después se
sumergieron en la solucion de tratamiento o en agua del grifo (control). Finalizado el
tratamiento se midid el pH. El recuento de la microbiota aerobia viable (PCA, 30 2C/ 72 h)
se realizd sobre una loncha fina de 7 cm? de la superficie. El anélisis sensorial se hizo
mediante una cata heddnica de 6 catadores en una escala de 9 puntos del color, olor y
aceptabilidad sensorial. Con un espectrocolorimetro se midié la luminosidad (L*), la
coordenada rojo/verde (a*) y la amarillo/azul (b*). Con estos valores se calcularon la
saturacion (c*) y el matiz (h*). Estas determinaciones se llevaron a cabo por triplicado el
dia del tratamiento y cada dia durante 7 dias. Los tratamientos analizados no redujeron de
forma significativa la microbiota aerobia viable el dia del tratamiento, pero si redujeron
los niveles de patdégenos inoculados, especialmente el acido lactico. A medida que
transcurrid el tiempo de almacenamiento, los recuentos se mantuvieron mas bajos en las
muestras tratadas, sobre todo en las muestras tratadas con fosfato trisddico. El acido
lactico provocé manchas claras y oscuras en la superficie de la carne con un
blanqueamiento progresivo a lo largo de los dias, reduciendo su calidad sensorial. En la

cata hedodnica el tratamiento con fosfato trisddico obtuvo puntuaciones similares a las de
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las muestras no tratadas y, junto con el dcido ascérbico, fue el que mejor mantuvo la
calidad sensorial. El parametro rojo/verde no varié entre tratamientos ni con el tiempo. El
parametro amarillo/azul fue menor en las muestras tratadas con fosfato trisédico y acido

ascorbico, aumentando a lo largo del tiempo en todas las muestras.

La tercera investigacidn, expuesta en el capitulo lll, tiene como objetivo conocer
los patrones de resistencia a los antibidticos y la capacidad de formacién de biofilms de
especies de enterobacterias aisladas de preparados de carne roja y aves de corral. Se
analizaron un total de 44 muestras de preparados de carne de vacuno, cerdo y ave. Los
recuentos medios (logio ufc/g) de enterobacterias fueron 1,99 * 0,99 (preparados de
carne de vacuno), 1,96 + 1,44 (cerdo), 2,09 + 0,92 (pollo) y 2,17 + 1,06 (pavo) (P>0,05). Se
identificaron 200 cepas de enterobacterias y se distinguieron 13 géneros (21 especies),
incluidas especies que producen infecciones. Los géneros mds comunes fueron Escherichia
(32,5% de las cepas), Serratia (17,0%), Hafnia (12,5%) y Salmonella (12,0%). Se analizé la
susceptibilidad a 15 antibiéticos de las cepas aisladas mediante la técnica de difusién en
disco. Un total de 126 cepas (63% de las cepas) fueron multirresistentes (con resistencia a
dos o mas antibidticos), 46 (23%) fueron resistentes a un antibidtico y 28 (14%) fueron
sensibles a todos los antibidticos. El nUmero medio de resistencias por cepa fue de 2,53 +
2,05. Se observd un mayor nimero promedio de resistencias (P<0,05) en las cepas aisladas
de pavo (3,14 + 2,55) que en las cepas aisladas de vacuno (2,15 + 1,22), cerdo (2,16 £ 1,39)
o pollo (2,44 + 2,22). Al menos el 50% de las cepas mostraron resistencia o susceptibilidad
reducida a ampicilina, cefotaxima, ceftazidima o estreptomicina, considerados agentes
antimicrobianos de importancia critica en la medicina humana. Setenta y nueve cepas
(39,5%), 60 cepas (30,0%) y 46 cepas (23,0%) fueron productoras de biofilms débiles,
moderadas y fuertes (ensayo de cristal violeta), respectivamente. Esta investigacién
evidencia que las bacterias presentes en los preparados de carne y aves de corral

representan un riesgo potencial para la salud de los consumidores.

El dltimo estudio, descrito en el capitulo IV, investigd la resistencia a los
antibidticos y la capacidad de formacion de biofilm de 200 cepas de enterococos aislados
de preparados de carne de vacuno (51 cepas), cerdo (47), pollo (50) y pavo (52) adquiridos
en el noroeste de Espafia. Se analizd la susceptibilidad frente a quince antibiéticos de

importancia clinica mediante el método de difusion en disco. El nimero medio de
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resistencias por cepa fue 4,48 + 1,59. Tomando las cepas resistentes junto con las que
mostraron una susceptibilidad reducida, el nimero total de resistencias por cepa fue de
6,97 + 2,02. Dos cepas (1,0%) fueron resistentes a un solo antibidtico, 21 cepas (10,5%)
presentaron resistencia a dos, una cepa (0,5%) fue resistente a tres y 176 cepas (88,0%)
mostraron resistencia multiple a tres o mds categorias de antibidticos. La prevalencia de la
resistencia varié entre 0,5% (gentamicina) y 100,0% (kanamicina). Todas las cepas
produjeron biofilms en placas de micropocillos de poliestireno, lo cual se determind
mediante el ensayo de cristal violeta. Las cepas se clasificaron como de capacidad débil
(51 cepas; densidad Optica promedio a 580 nandmetros (DOsgo) = 0,206 + 0,033),
moderada (78 cepas; DOsgp promedio = 0,374 + 0,068) o fuerte (71 cepas; DOsgo promedio
=1,167 + 0,621) para producir biofilm (P<0,05). Las cepas aisladas de preparados de carne
de vacuno produjeron los biofilms mas notables (P<0,05). Los resultados de este estudio
indican que los preparados de carne y aves de corral son reservorios de cepas de
enterococos resistentes a antibidticos capaces de formar biofilm. La manipulacion
cuidadosa de estos productos alimenticios durante la preparacién, evitando Ia
contaminacién cruzada y asegurando una coccién completa, es la mejor manera de

prevenir las enfermedades transmitidas por los alimentos.
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INTRODUCCION

1. CARNE: DEFINICION Y TIPOS
1.1. CARNE

Se define carne como “las partes comestibles de los ungulados domésticos, las
aves de corral, los lagomorfos y de los animales de caza, incluida la sangre”, segun el
anexo | del Reglamento (CE) n? 853/2004. De acuerdo con este mismo Reglamento, los
ungulados domésticos incluyen a las especies bovinas, porcinas, ovinas, caprinas y

solipedos domésticos.
1.2.  DERIVADOS CARNICOS

Segun el Decreto 2484/1967, de 21 de septiembre, por el que se aprueba el texto
del Cédigo Alimentario Espafol, se denomina derivados carnicos a “los productos
alimenticios preparados total o parcialmente con carnes o despojos de... [bdvidos, ovinos,
capridos, suidos, équidos, camélidos, cetaceos y aves] y sometidos a operaciones
especificas antes de su puesta al consumo.” Ademas, diferencia los diversos tipos de
derivados carnicos en salazones, ahumados y adobados; tocinos; embutidos, charcuteria y

fiambres; extractos y caldos de carne, y tripas.

El Reglamento (CE) n2 853/2004 establece la distincion entre carne fresca, picada,

preparados de carne y productos carnicos.
1.3.  CARNE FRESCA

“La carne que no ha sido sometida a procesos de conservacion distintos de la
refrigeracion, la congelacién o la ultracongelacién, incluida la carne envasada al vacio o

envasada en atmosfera controlada.”
1.4. CARNE PICADA

“La carne deshuesada que ha sido sometida a una operacién de picado en trozos y

gue contiene menos de 1% de sal.”
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1.5. PREPARADOS DE CARNE

“La carne fresca, incluida la carne que ha sido troceada, a la que se han afiadido
productos alimenticios, condimentos o aditivos, o que ha sido sometida a
transformaciones que no bastan para alterar la estructura interna de la fibra muscular ni,

por lo tanto, para eliminar las caracteristicas de la carne fresca.”
1.6. PRODUCTOS CARNICOS

“Los productos transformados resultantes de la transformacion de la carne o de la
nueva transformacion de dichos productos transformados, de modo que la superficie de

corte muestre que el producto ha dejado de poseer las caracteristicas de la carne fresca.”

2. PRODUCCION, CONSUMO E IMPORTANCIA ECONOMICA DEL SECTOR CARNICO
2.1.  ENELAMBITO MUNDIAL

2.1.1. Produccion

Aunque la pandemia del COVID-19 ha tenido un impacto negativo (-1,7%) en el
sector carnico, acusando el descenso que ya experimentaba la produccién de carne

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon vy la Agricultura [FAQ], 2020a),

durante el afio 2021, se produjo un aumento del 4,5% en la produccién de carne en el
mundo respecto del afio anterior, alcanzando las 355,5 millones de toneladas (FAOQ,
2022b). El descenso observado afios anteriores se debe a la caida en la produccién de
carne de cerdo ocasionada por la peste porcina africana en paises asidticos y en la
produccién de carne de vacuno en Estados Unidos y Australia (FAO, 2020a). A largo plazo,
se espera un crecimiento en la produccion de carne impulsado por China, Brasil, Australia

y Vietnam (FAQ, 2022a).

La produccion en 2021 de diferentes tipos de carne referida en miles de toneladas

se detalla en la tabla 1.
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Tabla 1. Producciéon de carne a nivel mundial en 2021 (FAOSTAT)

Tipo de carne Miles de toneladas
Carne (Total) 357.392
Pollo 121.588
Cerdo 120.372
Vacuno 72.446
Pavo 5.792
Conejo 862
Otras 36.332

Segun el informe del mercado de la carne elaborado por la FAO (2022b), en 2021 la
produccién de carne de vacuno, de ave y de cerdo aumentd un 0,7%, 1,3% y 11,5%
respectivamente, comparada con el aiio anterior. En millones de toneladas, se traduce en
72,5 millones de toneladas de carne de vacuno, 137,8 de carne de ave y 122,5 de carne de
cerdo (FAQ, 2022b). El notable aumento en la produccidn de carne de cerdo es lo que mas
ha contribuido al incremento en la produccién total de carne (FAQ, 2022b). Las zonas del
mundo con mayor produccién de carne de conejo son Europa meridional y Asia, siendo
Europa meridional y la zona mediterranea los principales consumidores. China es el mayor
productor de este tipo de carne, gracias a un alto desarrollo y mejoras tecnoldgicas en

este sector (Jerney et al., 2017), aunque en la actualidad otros paises, como Hungria y

Argentina, estan incrementando la produccién de este tipo de carne (Wu, 2022).

2.1.2. Consumo

Se estima que el consumo mundial de carne per capita fue de 44,9 kilogramos en el

afo 2021. Lo que supuso un aumento del 3,5% respecto del 2020 (43,4 kg) (FAQ, 2022a).

En la Ultima década, la demanda de carne a nivel mundial ha aumentado debido,

en su mayor parte, al crecimiento de la demanda en China (Organizaciéon para la

Cooperacién y Desarrollo Econémico [OECD]-FAOQ, 2018). En 2031 se prevé un aumento

del 15% en el consumo de la carne, aunque no sera correlativo al aumento de la
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poblacion, puesto que el consumo per cépita se reducira en algunas regiones (OECD-FAQ,
2022). En paises en desarrollo, este aumento sera cinco veces mayor que en los paises
desarrollados debido al aumento de la poblacidn y las tasas de crecimiento (OECD-FAQ,

2020).

En cuanto a la demanda de carne de vacuno a largo plazo, se espera que crezca
hasta los 76 millones de toneladas en los proximos diez afios. También aumentara el
consumo de carne de cerdo, hasta las 129 millones de toneladas, sobre todo en paises de

América latina (OECD-FAQ, 2022). La OECD junto con la FAO en su informe de perspectivas

agricolas de 2022 establece que en la préxima década el consumo de carne de ave

alcanzara en 2031 las 154 millones de toneladas. Este tipo de carne experimentara el
mayor crecimiento respecto de otras carnes, sobre todo en los paises en desarrollo debido

a su bajo precio.

2.1.3. Importancia econdmica

En 2022 se estima que el comercio mundial de carne y productos carnicos fue de
42,3 millones de toneladas, lo que supuso un aumento moderado respecto de 2021 (0,5%)

en el que fueron 42,1 millones de toneladas (FAQ, 2022a).

Las importaciones de carne en 2021 se redujeron en Asia y Europa, sobre todo en
China gracias al aumento de su produccién interna. El aumento de importaciones en el
resto de continentes compensé esta reduccion (FAO, 2022b). Brasil y Estados Unidos
fueron los paises que mdas contribuyeron a las exportaciones de carne con 8,35 y 8,69

miles de toneladas respectivamente (FAQ, 2022b).

Como muestra la tabla 2, el comercio de carne de vacuno en 2021 fue el que mas
aumenté respecto del afio anterior, mientras que en el comercio de carne de cerdo se

observa una reduccién comparado con el afio 2020 (FAO, 2022b).
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Tabla 2. Mercado de la carne a nivel mundial en 2021 (FAO, 2022b)

Importaciones Exportaciones
Tipo de carne Miles de Variacion Miles de Variacion
toneladas respecto del toneladas respecto del

2020 (%) 2020 (%)
Carne (Total) 40.137 2,2 42.054 0,9
Vacuno 11.529 3,9 12.083 2,8
Cerdo 12.621 -0,4 12.716 -2,1
Carne de ave!! 14.561 3,3 15.839 2,2

M ncluye carne de pollo, pavo y otras aves.

2.2.  EN LA UNION EUROPEA

2.2.1. Produccion

Entre 2020 y 2021 la produccion total de carne en la Unién Europea aumentd un
0,07% (FAQ, 2022b) (tabla 3). Durante el afio 2018 la peste porcina se extendio por el este
asiatico reduciendo las exportaciones de carne de cerdo desde China. Esta circunstancia
provoco un aumento en las exportaciones desde la Union Europea de este tipo de carne,

acompafiado de un aumento de precio en el mercado interior (FAO, 2019a, 2020a). Ahora

se espera que se produzca una reduccién en la produccién de vacuno y de carne de cerdo.
Aunque la Unidn Europea se ha mantenido como el segundo mayor productor del mundo

de carne de cerdo, solo por detrds de China (FAO, 2022a, 2022b).

A pesar de que en 2017 se contuvieron los brotes de gripe aviar de alta
patogenicidad que habian afectado a la produccion de carne de ave, el crecimiento se vio
limitado y fue de un 1,2% en 2018 y un 1,6% en 2019, datos que contrastan con el
crecimiento del 4% de los 4 afios anteriores (FAO, 2017, 2018, 2019b, 2020b). Durante el

afo 2020 la produccién de carne de ave se redujo un 9,7% y después aumento un 0,5% en

2021 (FAO, 2020b, 2022b).




Introduccidn

Tabla 3. Produccién de carne en la Unién Europea en 2021 (FAOSTAT)

Tipo de carne Miles de toneladas
Carne (Total) 44.249
Cerdo 23.615
Pollo 10.764
Vacuno 6.882
Pavo 1.815
Conejo 119
Otras 1.054

2.2.2. Consumo

El consumo de carne en la Unién Europea entre 2020 y 2022 fue de 37.937 miles
de toneladas con un consumo per capita de 67,5 kilogramos. El consumo de carne de
vacuno, de cerdo y de ave fue respectivamente de 6.637, 18.666 y 11.965 miles de
toneladas. Siendo el consumo per cdpita de cada uno de ellos de 10,3, 32,4 y 23,4

kilogramos (Comision Europea [EC], 2022).

En la proxima década, se prevé una reduccién del consumo total de carne, puesto
gue se espera que también descienda el consumo per capita. Este descenso en el
consumo per capita se explica por una mayor preocupacion social ante el bienestar animal
y la contaminacién, cuestiones de salud y el envejecimiento de la poblacién, ya que la

poblacion de edad avanzada consume menos carne (EC, 2019, 2022).

Respecto al tipo de carne, se espera una disminucién en el consumo de carne de
cerdo y vacuno, favoreciendo el aumento del consumo de la de ave, la cual es mas barata

y los consumidores la perciben mds saludable (EC, 2022).
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2.2.3. Importancia econdmica

En 2021, se importaron desde la Union Europea 1.321 miles de toneladas de carne
(tabla 4), con una caida del 10,6% respecto del 2020 (FAQO, 2022b). La carne de vacuno
sufrié una reduccion del 8,8% en las importaciones, hasta los 310 miles de toneladas. De la
carne que mas se importo fue de la de ave (598 miles de toneladas) a pesar del descenso

del 5,7% respecto del afio anterior (FAO, 2022b).

En relacidn a las exportaciones, estas experimentaron una reduccion del 5,5%
comparado con el afio anterior debido, en parte, a la reduccidon del 3,5% en las
exportaciones de carne de cerdo, como se observa en los datos de la tabla 4. Aunque la
Unidn Europea sigue siendo el mayor exportador de carne de cerdo del mundo a pesar de

esta reduccion (FAQ, 2022b). Respecto a la exportacién de carne de ave, la Unién Europea

se mantiene en el tercer puesto, por detrds de Brasil y Estados Unidos, a pesar de una

reduccion del 9,4% en estas (FAO, 2022b).

Tabla 4. Mercado de la carne en la Unidn Europea en 2021 (FAO, 2022b)

Importaciones Exportaciones
Tipo de carne Miles de Variacion Miles de Variacion
toneladas respecto del toneladas respecto del

2020 (%) 2020 (%)
Carne (Total) 1.321 -10,6 8.356 -5,5
Vacuno 310 -8,8 901 -2,4
Cerdo 105 -36,7 5.198 -3,5
Carne de ave'? 598 -5,7 2.178 -9,4

M ncluye carne de pollo, pavo y otras aves.
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2.3.  ENESPANA

2.3.1. Produccion

Tabla 5. Produccién de carne en Espafia en 2021 (FAOSTAT)

Tipo de carne
Carne (Total)
Cerdo
Pollo
Vacuno
Pavo

Conejo

Miles de toneladas

7.649

5.180

1.331
718
225

51 (afio 2020)

La produccién total de carne en Espafia en el 2021 fue de 7.649 miles de toneladas

(tabla 5). La mayor produccién fue de carne de cerdo con 5.180 miles de toneladas. La

produccién de carne de pollo fue de 1.331 y la de vacuno de 718 miles de toneladas. De

carne de pavo se produjeron 225 miles de toneladas y de la de conejo, 51.

En 2021 se produjeron 5,2 millones de toneladas de carne de cerdo, situando a

Espana como el tercer productor de carne de cerdo en el mundo, por detras de China y

EE.UU. (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion [MAPA], 2022c). En la figura 1 se

observa, tanto en Europa como en Espafia, que en 2021 la carne de cerdo es la que

representa la mayor proporcién en cuanto a la produccién total de carne. Esto también

sucede a escala mundial, pero de forma menos acusada.
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Figura 1. Porcentajes de la produccion mundial, europea y espanola de carne de
cerdo, pollo, vacuno, pavo, conejo y otras, en 2021 (FAOSTAT). Las barras
representan el porcentaje de cada tipo de carne producida respecto del total de
carne.

En 2021, Francia, Espafia e Italia abarcaron mas del 85% de toda la produccién
europea de carne de conejo a pesar de que en Espafia la produccién ha sufrido un fuerte

descenso del 7,7% con 47,5 toneladas (MAPA, 2022a).

2.3.2. Consumo

Segun el ultimo informe del consumo de alimentos en Espaia, en 2021 (MAPA,
2022e) el consumo per capita en alimentacion en el hogar fue de 731,89 kilogramos o
litros con un gasto medio de 2.425 euros. El gasto en carne supuso un 19,9% del
presupuesto asignado a alimentacién y bebidas, con un consumo per capita de 44,7

kilogramos, lo que supuso un 10,3% menos respecto del afio anterior.

El consumo per capita en 2021 de carne fresca, congelada y transformada fue de
31,98, 1,19y 11,57 kilogramos respectivamente. Respecto del afio anterior, el consumo de
carne fresca disminuyd un 11,5%, de carne congelada un 6,9% y de carne transformada un
6,5%. Dentro de la carne transformada se incluyen los embutidos, salazones y fiambres

(MAPA, 2022¢).
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Tabla 6. Consumo de carne fresca en Espafia en 2021 (MAPA, 2022¢)

Carne

. kilogramos

consumida er capita
Carne fresca 100 31,98
Carne pollo 37,71 12,06
Carne cerdo 30,14 9,64
Carne vacuno 14,85 4,75
' Carne ' 3,50 112

ovino/caprino

Carne conejo 2,50 0,80
Resto carnes? 11,32 3,62

@ |ncluye otras carnes frescas y despojos.

Respecto del origen de la carne (tabla 6), la carne mas consumida fue la de pollo
(37,7%) con 12,06 kilogramos por persona en 2021, un 11,6% menos que en 2020. Le
siguio la de cerdo (30,1%) con un consumo per capita de 9,64 kilogramos, lo que supuso
un 11,8% menos que el aifo anterior y la de vacuno (14,8%), cuyo consumo se redujo un
11,2% hasta 4,75 kilogramos por persona. En cuanto a la de conejo, fueron 0,80

kilogramos per capita, un 14% menos interanual (MAPA, 2022¢).

2.3.3. Importancia econoémica

En 2019, la industria de la alimentacién supuso un 16,3% de la facturacién total de

la industria situandola a la cabeza respecto del resto de industrias (Instituto Nacional de

Estadistica [INE], 2022).

Como se observa en la tabla 7, se importaron 207 miles de toneladas de carne de

vacuno en 2021 (MAPA, 2022d) y 349 miles de toneladas de carne porcina, de las cuales,

la mayoria se importaron desde la Unién Europea (MAPA, 2022c). En relacién a la carne de

ave, se alcanzaron las 222 miles de toneladas (MAPA, 2022b) y el sector cunicola importd

1.575 toneladas de carne, un 8,2% mas respecto del afio anterior (MAPA, 2022a).
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En 2021, las exportaciones del sector carnico alcanzaron los 9.708 millones de

euros (MAPA, 2023). En relacién a la carne de vacuno, se exportaron 344 miles de

toneladas, un 1,1% mas que el afio anterior (MAPA, 2022d). Espafia es uno de los

principales exportadores de la Unidn Europea de carne porcina, con una estimacién de
3,09 millones de toneladas. China y Francia fueron los destinos principales de este tipo de
carne dado que importaron 1.209 y 293 miles de toneladas respectivamente (MAPA,

2022c). En cuanto a la carne de ave, se exportaron 285 miles de toneladas (MAPA, 2022b)

y de carne de conejo se alcanzaron las 9.644 toneladas (MAPA, 2022a).

Tabla 7. Comercio exterior de carne en Espafia en 2021 (MAPA, 2022a, 2022b, 2022c,

2022d)
Vacuno Cerdo Ave Conejo
UE 193.114 346.963 198.472 1.575
Paises terceros 13.799 2.162 24.389 0,01
Importaciones Total 206.913 349.125 222.861 1.575
THonEkehy, Variacién
respecto del afio 51 12,3 1,0 8,2
anterior (%)
UE 235.677 1.215.897 180.713 8.830
Paises terceros  108.297 1.875.369 103.956 814
Exportaciones Total 343.974 3.091.266 284.669 9.644
R Variacion
respecto del afio Ll 3,5 16,7 37,8

anterior (%)

2.4. ENCASTILLAY LEON

2.4.1. Produccion

En 2021 el numero de explotaciones mixtas y destinadas a ganado para carne de
vacuno eran 12.397, con una produccién de carne de 111,3 miles de toneladas. La
produccién aumentd un 0,45% respecto del afio anterior, siendo Castilla y Ledn la segunda
comunidad de Espana con la mayor produccién de este tipo de carne con un 15,5% del

total (MAPA, 2022d). En 2021 se cuenta con 8.540 explotaciones de ganado porcino, esta

cifra representa el 9,8% del total de explotaciones de Espaiia, situando a Castilla y Ledn

como la cuarta en Espafia con mas explotaciones, por detrds de Galicia, Extremadura y
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Andalucia. En cuanto a la produccién de carne de cerdo en 2021, se produjeron 631

toneladas, siendo la tercera después de Catalufia y Aragdn con un 12,2% (MAPA, 2022c).

El numero de granjas de produccion en estado de alta en enero de 2022 destinadas a
carne de ave eran 451. La produccién total de este tipo de carne fueron 130.191 toneladas

en 2021, un 9,8% del total de la produccién en Espaina (MAPA, 2022b). En cuanto al sector

cunicola, la produccion de carne fue de 11.297 toneladas en 2021. Esta cantidad
representd el 21,3% de la produccion espafiola, situandola a la cabeza de Espafia (MAPA,

2022a).

2.4.2. Consumo

En Castilla y Leén el consumo per cépita en alimentacion se situé por encima de la
media nacional con 651 kilogramos o litros y un gasto medio de 1.653 euros en 2021

(MAPA, 2022¢). En esta comunidad se consumieron 52,22 kilogramos per capita de carne

fresca, cifra que se encuentra por encima de la media nacional y la situa a la cabeza de
Espafia. Segun el tipo de carne, fue la primera en Espafia en consumo per capita de carne
de cerdo (12,9 kg), la segunda con el mayor consumo de carne de vacuno (6,8 kg), la
novena en el consumo de carne conejo (1,0 kg) y la octava en el consumo de carne de

pollo (13,0 kg) (MAPA, 2022¢).

3. BROTES ALIMENTARIOS TRANSMITIDOS POR LA CARNE Y SUS DERIVADOS

Segun el informe anual de 2020 de la RASFF (2021), la presencia de
microorganismos patégenos fue el mayor riesgo asociado al consumo de carne y
productos derivados. Los patdgenos de los que se recibieron mas notificaciones fueron

Salmonella, Listeria monocytogenes y Escherichia coli.

3.1. ENELAMBITO MUNDIAL

A nivel mundial, estimar el nimero de brotes alimentarios no es facil, debido a la
heterogeneidad en el tipo de alimentacién, agentes etioldgicos, clima y los sistemas de
vigilancia y control de enfermedades transmitidas por alimentos de cada regién del
mundo. Ademads, no todos los paises aportan suficientes datos para realizar estimaciones

precisas (OMS, 2015b).
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En 2015, la Organizacion Mundial de la Salud realizé una estimacién sobre la carga
mundial de enfermedades de transmisién alimentaria. Este informe refleja que el nimero
de casos de infecciones alimentarias en 2010 fue alrededor de 600 millones. Dentro de
estos casos, la mayoria fueron enfermedades diarreicas con cerca de 550 millones de
casos que provocaron 230 mil muertes. Los agentes etioldgicos de enfermedades
diarreicas que provocaron mds casos fueron norovirus (125 millones de casos) y
Campylobacter spp. (96 millones de casos). Este ultimo, junto con otras bacterias,
ocasionaron 350 millones de casos con 187 mil fallecidos. Dentro de estas bacterias
destacaron Campylobacter spp., Escherichia coli enteropatogénica, E. coli
enterotoxigénica, E. coli productora de toxina Shiga, Salmonella enterica no tifoidea,
Shigella spp. y Vibrio cholerae. Aunque hubo diferencias entre regiones segun el nivel de
ingresos, ya que, en aquellas con ingresos bajos, Escherichia coli enteropatdgena,
Escherichia coli enterotoxigénica y Vibrio cholerae fueron los principales agentes de
enfermedades diarreicas; mientras que, en aquellas con ingresos altos, el agente principal
fue Campylobacter spp. Las regiones en las que se observd una mayor carga poblacional
con enfermedades transmitidas por alimentos fueron Africa, Asia Sudoriental y el

Mediterraneo Oriental (OMS, 2015b).

La Red de Alerta Rapida de Alimentos y Piensos recibié 3.862 notificaciones sobre
riesgos alimentarios en 2020, de las cuales el 37% se clasific6 como alerta (RASFF, 2021).
Segun la informacion aportada a esta red, fuera de la Union Europea el mayor riesgo
asociado a carne de ave y derivados fue Salmonella. Dentro de la categoria de carne, las

notificaciones mas recurrentes fueron para carne de pollo de Polonia (273).

3.2.  EN LA UNION EUROPEA

Segln el informe de 2021 de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y el

Centro Europeo para la Prevencién y Control de Enfermedades (EFSA-ECDC, 2022), el 57%

de los brotes alimentarios tuvo su origen en alimentos de origen animal. La carne y sus
derivados provocaron 77 brotes, lo que representa un 21,7% del total (355). Los factores
gue contribuyeron a los distintos brotes alimentarios fueron: la contaminacion cruzada,

los ingredientes contaminados sin procesar, los manipuladores infectados, las incidencias
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en la temperatura y tiempo de almacenamiento, los tratamientos de calor o enfriamiento

insuficientes y el agua potable contaminada (EFSA-ECDC, 2022).

Dentro de la Unidn Europea en 2021 (RASFF, 2021), el mayor riesgo asociado a la

carne y sus productos derivados fue la presencia de microorganismos patégenos.

En la carne y derivados, los agentes causales de los brotes alimentarios en 2021
fueron Salmonella, Campylobacter, Listeria monocytogenes, STEC (Escherichia coli
productora de toxina Shiga), Yersinia, toxinas de Clostridium perfringens, Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus y otras toxinas bacterianas inespecificas (EFSA-ECDC, 2022).

Respecto de las notificaciones realizadas a la RASFF (2021), dentro de los agentes
etiolégicos asociados a carne distinta de ave y derivados, Salmonella, Listeria
monocytogenes y Escherichia coli patégena fueron los principales. En relacidn a la carne

de ave y derivados, los avisos fueron relativos a Salmonella y Listeria monocytogenes.
Salmonella

En 2021 se confirmaron 60.050 casos de salmonelosis en humanos. Es la segunda
zoonosis mas habitual en la Unién Europea tras los casos producidos por Campylobacter.
El nimero de casos relacionados con brotes alimentarios aumenté un 14,3% en el
intervalo anual, con una mayor incidencia durante los meses de verano. Un 19,6% de las
personas infectadas requirieron de hospitalizacion con un 0,11% de mortalidad

(EFSA-ECDC, 2022).

En 2021, la carne de cerdo provocd un 3,9% de todos los brotes seguido de la carne
de pollo y derivados que ocasionaron un 2,8% después de los huevos y derivados, comidas

mixtas y productos de panaderia (EFSA-ECDC, 2022). De hecho, dentro de las

notificaciones mads habituales realizadas ante el Sistema de Alerta Rapida para Alimentos y
Piensos en 2020 (RASFF, 2021), la presencia de Salmonella en carne de ave y productos
derivados fue la notificacién mas habitual entre los alimentos de origen animal. Los
productos alimentarios con mas presencia de Salmonella fueron la carne separada

mecdnicamente y la carne de ave en distintas preparaciones (EFSA-ECDC, 2022). Respecto

de la carne fresca, se detectd esta bacteria en el 4,4% de carne de pollo, en un 3,5% de
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carne de pavo, en carne de cerdo en el 1,5% de las muestras y en carne bovina en un 0,3%

(EFSA-ECDC, 2022).

En la tabla 8 se muestran los serotipos de Salmonella mas frecuentes. La suma de
los casos provocados por los tres serotipos mas habituales (Salmonella enterica Enteritidis,
S. enterica Typhimurium y S. enterica Typhimurium monofasica) alcanza el 79% de todos

los casos analizados (EFSA-ECDC, 2022).

Tabla 8. Serotipos mas frecuentes de casos confirmados de Salmonella en la UE en 2021
(EFSA-ECDC, 2022)

Serotipos Casos %
Enteritidis 23.634 64,6
Typhimurium 4.027 11,0
monofisics e B
Infantis 633 1,7
Derby 239 0,6
Otros 6.777 18,6
Total 36.579 100

El origen animal de los cinco serotipos principales aislados de casos humanos de

salmonelosis en 2021 se detalla a continuacion (EFSA-ECDC, 2022) vy la caracterizacién de

serotipos (son de origen animal) en los aislamientos procedentes de carne de animales de

abasto y animales vivos estudiados, en la tabla 9.

e S enterica Enteritidis: se detecté principalmente en pollos y gallinas ponedoras.

e S. enterica Typhimurium: se aisld, sobre todo, en pollo, cerdos y gallinas
ponedoras.

e S enterica Typhimurium monofasica (1,4,[5],12:i:-): la carne de cerdo fue la fuente
principal y la segunda, el pollo.

e S. enterica Infantis: las aves, sobre todo el pollo y su carne, son los principales

reservorios animales de este serotipo.
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e S. enterica Derby: donde mas se aislé fue en cerdos y, en menor medida, se

encontrd en pavos.

Tabla 9. Serotipos de Salmonella aislados de carne de animales de abasto y animales vivos
en la UE en 2021 (EFSA-ECDC, 2022)

Origen (%)
Serotipos .
Vacunoy Porcinoy Polloysu Pavoysu
sucarne  sucarne carne carne
Enteritidis Sin datos  Sin datos 70,0 Sin datos
Typhimurium Sin datos 29,7 43,2 9,1
Typhlml.llrl.um Sin datos 65,4 21,2 Sin datos
monofasica
Infantis Sin datos  Sin datos 95,2 Sin datos
Derby 0,0 75,3 Sin datos 13,5

El origen se refiere no solo a la carne sino también al ganado en vivo. Las cifras
destacadas representan el mayor porcentaje de cada serotipo.

Listeria monocytogenes

En 2021, los brotes de listeriosis en humanos fueron 23, un 14% mas que el afio
anterior, adquiridos en su mayoria (67,9%) dentro de la Unién Europea. Entre 2017 y 2021
no se ha observado una variacion en el nimero de casos. Esta zoonosis provoca un alto
numero de hospitalizaciones, un 46,1% de los casos confirmados, y una mortalidad del
11,5% de los casos con resultado conocido, mostrando una tendencia al alza desde 2008

(EFSA-ECDC, 2022).

Debido a que esta bacteria se destruye durante la coccidn del alimento y que los
criterios microbioldgicos para ella, recogidos en el Reglamento (CE) n? 2073/2005, se
refieren a alimentos listos para el consumo, su presencia en alimentos crudos no siempre
es declarada. Durante 2021, en muestras estudiadas en la Unién Europea los mayores
porcentajes de Listeria monocytogenes aislada de alimentos listos para consumir fueron
los siguientes: en el 3,5-5,4% de pescado y productos de la pesca, en el 2,7-3,9% de

productos de carne de vacuno o cerdo, en el 2,5% de frutas y hortalizas y en el 4,6% de
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qguesos duros de leche de oveja sin pasteurizar o tratada a baja temperatura. En relacién al
origen de la carne, en los productos de carne de cerdo se hallé este patdgeno en el 2,7%
de las muestras, en los de carne de ave en un 1,3% y en los de carne de vacuno en un 3,9%

(EFSA-ECDC, 2022).

Escherichia coli productora de toxina Shiga

Los casos confirmados de infecciones con STEC alcanzaron los 6.084 en 2021, la
mayoria (71,6%), adquiridas dentro de la Unién Europea. Entre 2017 y 2021 no se observa
ninguna tendencia creciente ni decreciente en el numero de infecciones con este
microorganismo. Al igual que enfermedades provocadas por otras bacterias, la aparicion
de los casos presenta picos estacionales que coinciden con los meses de verano. Un 14,8%
de los casos conocidos requirié de hospitalizacion con un indice de mortalidad de 0,3% en

el caso de las infecciones notificadas (EFSA-ECDC, 2022).

En la siguiente tabla (tabla 10) se muestra el porcentaje de cada serotipo de STEC
que fueron detectados en algunos brotes de origen alimentario. El serotipo 026 fue
asociado al 34,0% de los casos con sindrome hemolitico urémico seguido del serotipo
0157 (19,6%). A pesar de que el serotipo 0157 es el primero de la lista, su porcentaje
respecto del resto de serotipos estd disminuyendo, especialmente frente al 026, cuyo

porcentaje lleva aumentando desde 2014 (EFSA-ECDC, 2019, 2022).

Tabla 10. Serotipos mas frecuentes de brotes confirmados de STEC en la UE en 2021
(EFSA-ECDC, 2022)

Serotipos Casos %
0157 9 37,5
026 6 25,0
0103 5 208
012 1 42
091 1 42
0145 1 4,2
0146 1 42
Total 24 100
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En el afio 2021, en un 1,5% de las muestras de alimentos analizadas se encontré
STEC, la mayoria en productos de panaderia, queso y carne y productos de vacuno. Dentro
de la carne y los productos derivados, se aislé STEC en un 2,3%. En carne bovina fresca se
detectd STEC en un 5,7% de las muestras; en carne fresca de cerdo, en un 16,6%, y en otro

tipo de carne, en un 7,9% (EFSA-ECDC, 2022).

Campylobacter

El nimero de casos en humanos de campilobacteriosis durante el 2021 fue

127.840, un 2,1% mas que el afio anterior (EFSA-ECDC, 2022). De los 249 brotes

notificados, 7 de ellos tuvieron su origen en la ingesta de carne de pollo y 3 en carne
bovina y derivados. La carne y la leche son las dos fuentes principales de esta bacteria

(EFSA-ECDC, 2022). Dentro de los casos confirmados, Campylobacter jejuni fue la especie

que provoco mas casos (88,4%) seguida de Campylobacter coli (10,1%), C. fetus (0,18%), C.
upsaliensis (0,12%) y C. lari (0,09%) (EFSA-ECDC, 2022). En la tabla 11 se detallan los

porcentajes en carne fresca, segun su especie de procedencia, con presencia de
Campylobacter. Se observa que la carne fresca de pavo fue la mayor fuente de esta

bacteria (EFSA-ECDC, 2022).

Tabla 11. Presencia de Campylobacter en carne fresca y derivados de distinto origen
animal en la UE en 2021 (EFSA-ECDC, 2022)

Presencia de Campylobacter

Tipos de carne
P en carne fresca (%)

Pavo 12,9

Pollo 11,5

Cerdo 2,5
Vacuno 0,5
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Yersinia

La yersiniosis fue la zoonosis con mas avisos en la Unidén Europea con 21 brotes en
2021 que generaron 125 casos confirmados. De estos casos, un 11,2 requirid

hospitalizacién (EFSA-ECDC, 2022). La especie mas comun aislada en humanos en 2021 fue

Yersinia enterocolitica. Apenas hay datos sobre los brotes ocasionados por esta bacteria ya

que no existen protocolos normalizados entre paises (EFSA-ECDC, 2022).

3.3. EN ESPANA

En 2020, el sistema de alerta RASFF (2021) recibié 193 notificaciones procedentes
de Espafia, un 30,8% menos que el afio anterior. A pesar de que en el afio 2020 el turismo
en Espafia se redujo casi al minimo debido a la pandemia del COVID 19, Espafia fue en
2019 el segundo destino mas visitado del mundo, después de Francia, con 83,7 millones
de turistas. Los turistas extranjeros dejaron ese afio 92.278 millones de euros, un aumento
del 2,8% respecto del aifo anterior (INE, 2020). La importancia de este sector implica que

los brotes debidos al consumo de alimentos contaminados se deban tener muy en cuenta.

Salmonella

El nimero de casos confirmados en 2020 fue 4.950, un 56,7% menos respecto del

afio anterior, esta reduccion se observa en los dos ultimos afnos (Ministerio de Ciencia e

Innovacion [MCI], 2022b). En 2018 se detectd la presencia de Salmonella Typhimurium en

fuet producido en Espaiia, lo cual fue objeto de una alerta alimentaria en la red de alerta

europea (RASFF, 2019).
Listeria

En 2018 Espana se confirmaron 432 casos de listeriosis, un 30,8% mas que el afio

anterior (Ministerio de Ciencia, Innovacion y Universidades [MCIU], 2019). La tendencia se

muestra al alza desde el afio 2014, pero el aumento se debe a una mejora del sistema de

vigilancia epidemioldgico (EFSA-ECDC, 2019). En agosto de 2019 se declaré la alerta

sanitaria debido a un brote de Listeria monocytogenes asociado a carne mechada
producida en Andalucia. Provocd una gran alarma social con mas de 200 casos, 6 abortos y

3 muertos. Ademas, afectd a turistas extranjeros (Ministerio de Sanidad, Consumo y

Bienestar Social [MSCBS], 2019).
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Escherichia coli productora de toxina Shiga

Desde 2014 se observa un aumento en el nimero de casos de STEC (EFSA-ECDC,

2019), siendo 136 los casos confirmados en 2020 (MCI, 2023). Un 30,9% de los casos

requirido hospitalizacién con 3 casos de sindrome hemolitico urémico y una persona

fallecida (MCI, 2023).

Campylobacter

En 2021, la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (MCI, 2022a) notificé 11.670

casos de campilobacteriosis. De las especies aisladas, Campylobacter jejuni fue la mas

abundante con 6.114 aislamientos, seguida de C. coli (797).

En Europa, durante 2021, un 28,1% de los casos de campilobacteriosis asociados a
estancias en otros paises se produjeron en Espafia. Lo que supuso el pais con mas casos de

este tipo (882) (EFSA-ECDC, 2022).

Yersinia

Los casos confirmados de yersiniosis en 2021 fueron 444 (EFSA-ECDC, 2022), un

14,9 menos que en 2020 (510 casos) y un brote confirmado en Espafia (MCI, 2022c).

3.4. EN CASTILLAY LEON

En 2021, los brotes epidémicos relacionados con agua y alimentos representaron
un 57,1% (24 brotes) del total de brotes, siendo 1 de origen hidrico. Estos brotes
ocasionaron 211 casos, con 26 hospitalizados (54,9%) sin fallecidos. Entre los meses de
junio y septiembre se notificaron 13 brotes, la mayoria de los brotes de todo el afio con un
54,2%. Las provincias con mas brotes fueron Avila (7), Burgos (4) y Leén (4) como se

muestra en la tabla 12 (Consejeria de Sanidad, 2022).
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Tabla 12. Brotes de origen alimentario en Castilla y Ledn en 2021 (Consejeria de Sanidad,

2022)
Hospitalizados
Provincia N2 brotes N2 casos

Ne %

Avila 7 23 2 8,7
Burgos 4 27 4 14,8
Le6n 4 16 4 25,0
Palencia 3 60 2 3,3
Salamanca 1 39 1 2,6
Segovia 0 0 0 0,0
Soria 2 17 8 47,1
Valladolid 1 19 0 0,0
Zamora 2 10 5 50,0
Total 24 211 26 12,3

Entre los alimentos implicados, el huevo o productos derivados provocaron el
20,8% de los brotes alimentarios, mientras que la carne estuvo implicada en seis brotes.
De los microorganismos aislados, Salmonella provocé 9 de los brotes (37,5%), afectando a
46 personas y provocando un alto numero de personas hospitalizadas (21; 45,7%). El
66,7% (6 brotes) correspondid a Salmonella Enteritidis; el 22,2% (2), a Salmonella

Typhimurium, y el 11,1% restante (1), a Salmonella spp. (Consejeria de Sanidad, 2022).

En 7 brotes con 55 casos, dentro de los cuales 1 requirid de hospitalizacidn, el
agente fue desconocido. Los brotes restantes correspondieron a Campylobacter jejuni (3
brotes; 43 afectados), Staphylococcus/enterobacterias (1; 46), Clostridium perfringens (1;
9), Streptococcus (1; 7), Shigella flexneri (1; 3), y Cryptosporidium spp. (1; 2). De estos

brotes, 12 casos precisaron hospitalizacién (Consejeria de Sanidad, 2022).
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La carne estuvo implicada en 6 brotes, lo que supuso un 25% del total de brotes

alimentarios, con 35 casos y tres personas hospitalizadas (Consejeria de Sanidad, 2022).

4. SEGURIDAD Y CALIDAD DE LA CARNE

Para que la carne sea considerada de calidad, no solo es necesario que se adecue a
la legislacion vigente, sino que también sea aceptable para el consumidor. Desde el punto
de vista normativo, el objetivo primordial es evitar los riesgos sanitarios derivados de
malas practicas higiénicas y de manipulacién. Aun asi, un producto puede cumplir todos
los requisitos higiénico-sanitarios pero ser rechazado por los consumidores. Por tanto, la

seguridad y la calidad esperada deben conjugarse a la hora de poner carne a la venta.

4.1. LIMITES MICROBIOLOGICOS PERMITIDOS POR LEGISLACION

A pesar de que los consumidores europeos perciben la carne europea como segura

(Verbeke et al., 2010a), la presencia de microorganismos patégenos en este alimento

supone un grave peligro sanitario (RASFF, 2021). Esto hace necesario la toma de medidas

higiénico-sanitarias para evitar brotes alimentarios en la poblacién.

En relacidn a la carne fresca y los productos carnicos, existe legislacion vigente que
regula estas medidas, como el Reglamento (CE) n2 853/2004, de 29 de abril, en el que se
establecen las normas especificas de higiene de los alimentos de origen animal o el
Reglamento de Ejecucion (UE) 2019/627 de la Comisién, de 15 de marzo 2019, por el que
se establecen disposiciones practicas uniformes para la realizacién de controles oficiales
de los productos de origen animal destinados al consumo humano, de conformidad con el
Reglamento (UE) n2 2017/625 del Parlamento Europeo y del Consejo, y por el que se
modifica el Reglamento (CE) n2 2074/2005 de la Comisidén en lo que respecta a los

controles oficiales.

Los criterios microbiolégicos que determinan los limites permitidos de
microorganismos patdgenos y sus toxinas en determinados alimentos se recogen en el
Reglamento (CE) n2 2073/2005 de la Comisidn. Los criterios microbioldgicos relativos a la

carne y derivados se especifican en las siguientes tablas (tabla 13 y tabla 14).
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24

() Este criterio se aplica si el fabricante puede demostrar, a satisfacciéon de la
autoridad competente, que el producto no superara el limite de 100 ufc/g durante su
vida util. El explotador podra fijar limites intermedios durante el proceso que
deberian ser lo suficientemente bajos para garantizar que no se supere el limite de
100 ufc/g al final de la vida util.

() Este criterio se aplica a los productos antes de que hayan abandonado el control
inmediato del explotador de la empresa alimentaria cuando éste no pueda
demostrar, a satisfaccidén de la autoridad competente, que el producto no superara el
limite de 100 ufc/g durante su vida util.

) Se considera automéaticamente que pertenecen a esta categoria los productos con
pH<4,4 0aw £0,92, productos con pH < 5,0 y aw £ 0,94, y los productos con una vida
util inferior a 5 dias. Otras categorias de productos también pueden pertenecer a esta
categoria, siempre que se justifique cientificamente.
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4.2. CALIDAD DE LA CARNE

Una vez alcanzados los requisitos higiénico-sanitarios de la carne, es el turno de
determinar las cualidades que los consumidores valoran durante la eleccion de una carne
u otra. Sin embargo, no todos los consumidores le dan la misma importancia a esas

cualidades o atributos, complicando su evaluacidon objetiva (Henchion et al., 2014). La

diversidad de opiniones se debe a factores socioecondémicos, edad o género, y otros como

la frecuencia de consumo de un producto (Bernabéu et al., 2018). Aparte de que las

caracteristicas de un alimento ni tienen la misma importancia para los consumidores ni
aportan la misma informacién. El modelo de la calidad de Steenkamp (1990) distingue las

sefiales de calidad o de busqueda, de los atributos de calidad.
4.2.1. Seiales de calidad o de busqueda

Es la informacién que se desprende de un producto y que utilizan los consumidores
en el punto de venta para tomar una decisién de compra. Olson y Jacoby (1972) las

dividen en intrinsecas y extrinsecas.

Sefales intrinsecas

Son las que se infieren a través de las caracteristicas inherentes al producto, que
son las propias de su aspecto fisico. Entre las caracteristicas intrinsecas de la carne de
vacuno mas importantes para los consumidores estan la cantidad de grasa visible e
intermuscular, seguidos del color de la carne y de la grasa. En relacién a la cantidad de
grasa, los consumidores prefieren carne con poca grasa tanto visible como intermuscular

(Ngapo et al., 2017), aunque esto pueda provocarles insatisfaccion cuando la consumen

(Realini et al., 2014). Respecto de la carne de cerdo, el color y la grasa visible también son

las caracteristicas con mas peso para los consumidores, mientras que la cantidad de grasa
intermuscular y el goteo tienen menos importancia. Al igual que para la carne de vacuno
se prefiere la carne con poca grasa visible porque es mas saludable, aunque suponga una

pérdida en calidad sensorial (Grunert et al., 2015; Ngapo et al., 2018).
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Sefiales extrinsecas

Las sefiales extrinsecas son las que se perciben asociadas al producto, aunque no
sean propias de él. En el caso de la carne, suele ser la informacidon contenida en la
etiqueta: fecha de consumo, indicadores de calidad (tales como marcas o logos de
reconocimiento de calidad), origen, alimentacion del animal, producciéon y procesado.

También se incluyen el lugar de compra y el tipo de envasado.

La etiqueta del envase contribuye a que el consumidor forme sus propios atributos
de credibilidad, aunque la percepcién subjetiva sobre el producto dependa del nivel de
conocimiento que el consumidor tenga sobre las denominaciones impresas en ella

(Samant et al., 2016). Entre la diversa informacién contenida en la etiqueta, la marca es

una de las sefiales de calidad que mds tienen en cuenta los consumidores en el punto de

venta (Banovic¢ et al., 2009).

Algunas etiquetas poseen un reconocimiento de la calidad que determina la
aceptabilidad de la carne y lo que un consumidor esta dispuesto a pagar por ella

(Meyerding et al., 2018). Esta caracteristica, en carne de vacuno, es la que tiene mas

importancia después del origen y del precio (Henchion et al., 2017). De hecho, los

consumidores estan dispuestos a pagar mas por una carne con etiqueta de calidad que sin

ella (Meyerding et al., 2018).

4.2.2. Atributos de calidad

Son las cualidades que el consumidor atribuye a un producto, bien porque ya lo ha
consumido o porque se ha formado una imagen determinada sobre él. Estos atributos se

dividen a su vez en las propiedades de experiencia y de credibilidad (Steenkamp, 1990).

Propiedades de experiencia

Son las que forman parte de la opinién del consumidor después del consumo del
alimento. Esta experiencia condicionara la decisidon sobre una futura compra del mismo

producto (Banovi¢ et al., 2009) y en carne se asocia con el sabor, olor, terneza y jugosidad

(Henchion et al., 2014; Troy y Kerry, 2010). En relacién a la ternura de la carne en vacuno,

existen diferencias segun el tipo de consumidor. Por género, las mujeres tienen mas en
cuenta la calidad general de la carne, mientras que los hombres se centran mas en la

28



Introduccion

garantia de la terneza. En cuanto a la edad, los consumidores mads jévenes no tienen tanto

en cuenta la calidad sensorial (Verbeke et al., 2010b). Ademas, el tipo de cocinado y las

preferencias culturales y personales también difieren entre los consumidores, lo que

complica determinar una terneza ideal (Verbeke et al., 2010b).

Propiedades de credibilidad

Estas caracteristicas reflejan cualidades del producto que el consumidor no puede
evaluar ni confirmar después del consumo, tales como los beneficios que tiene para la
salud o el bienestar de los animales de los que proviene. Los atributos de credibilidad
estan cobrando mayor importancia y son un factor que modifica la percepciéon que los

consumidores tienen sobre la calidad de la carne (Regan et al., 2018). Fernqvist y Ekelund

(2014) dividieron las caracteristicas de credibilidad en siete categorias principales:

e Salud: es la percepcion que tienen los consumidores sobre los productos

saludables y difiere segln la edad y el género (Ferngvist y Ekelund, 2014).

e Comida orgdnica: esta categoria incluye aspectos relacionados con la salud y

aspectos éticos. Este tipo de productos se indican mediante reclamos en la
etiqueta de productos naturales o ecoldgicos. Como seria, por ejemplo, el sello

para alimentos organicos de la Unidn Europea (Reglamento (UE) 271/2010) (figura

2) o los sellos oficiales de las distintas comunidades auténomas que certifican la
producciéon ecolégica (figura 3). Esta caracteristica es mas valorada por los
consumidores que otras como las etiquetas de bienestar en carne de vacuno

(Meyerding et al., 2018). Las razones para comprar carne organica (ecoldgica) son

la percepcidén de que es mas segura, mas sana, una produccién respetuosa con el

medioambiente y tiene mejores estandares de bienestar animal (Van Loo et al.,,

2010).
e Origen: El origen es una caracteristica que influye mucho en los consumidores. En
la mayoria de estudios, los consumidores prefieren la carne de origen local, ya que

se percibe como de mas calidad y confianza (Bernabéu et al., 2018; Meyerding et

al.,, 2018; Realini et al., 2014; Telligman et al., 2017). Ademas, existen distintas

figuras que identifican el origen concreto del producto, tales como las DOP

(Denominacién de Origen Protegida) o las IGP (Indicacion Geogréafica Protegida)
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(figura 4). Estas figuras que indican el area geografica o la region donde se ha
producido la carne mejoran la valoracion que tienen los consumidores de sus

caracteristicas intrinsecas y su calidad (Banovi¢ et al., 2009).

Marca: la marca no solo es una seiial extrinseca del producto, sino que también
influye sobre las expectativas y sobre la percepcidon de las sefiales de calidad

intrinsecas (Banovic et al., 2009).

Métodos de produccidn: los consumidores confian mas en los métodos

tradicionales que en los mas innovadores, ya que se muestran reacios a la
utilizacion de nuevas tecnologias en el procesado de la carne mostrando

preferencia por la carne procesada de forma mas tradicional (De Barcellos et al.,

2010). A pesar de ello, las etiquetas de produccion ecoldgica tienen menos impacto
frente a otros atributos, como describen Bernabéu et al. (2018) en relacién a la
carne de cordero.

Etica: en esta categoria se incluyen la sostenibilidad y el bienestar animal, tales
como los “free-range” para carne de ave, regulados por el Reglamento (CE) n®
543/2008. Los consumidores asocian unas buenas practicas de produccién y de
técnicas que aseguren el bienestar animal con una mejor calidad de la carne

(Regan et al., 2018) y, de hecho, estan dispuestos a pagar mas por productos que

certifiguen ese bienestar (Napolitano et al., 2010). Esto mismo sucede con las

etiquetas con reclamos sobre la sostenibilidad del proceso productivo, que
provocan un aumento en la percepcién de la calidad y la aceptabilidad de la carne.
Esto conlleva un cambio en la percepcion de las caracteristicas organolépticas

asociado a esos reclamos (Samant y Seo, 2016). Los consumidores también estan

dispuestos a pagar mas por los sistemas alternativos, por encima de los relativos a
bienestar animal, las etiquetas sobre la huella de carbono y las etiquetas organicas-

ecolégicas (Van Loo et al., 2014).

Nombres descriptivos de alimentos e ingredientes: esta categoria es la que menos

influencia tiene sobre los consumidores segun Fernqvist y Ekelund (2014).

A pesar de estas caracteristicas, el consumidor prefiere una carne de buena

apariencia y sabor para repetir su compra (Fernqvist y Ekelund, 2014).
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Figura 2. Sello de certificacidn ecoldgica de la UE (Reglamento (UE) 271/2010).
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Figura 4. Sellos que identifican a los productos con Denominacion de Origen

Protegida e Indicacién Geografica Protegida (Ministerio de Agricultura y Pesca,

Alimentacion y Medio Ambiente [MAPAMA], 2017).
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4.3. IMPORTANCIA PARA LOS CONSUMIDORES

La importancia que tienen los atributos y sefales de la carne para los
consumidores difiere segin autores. Henchion et al. (2017) realizaron una revision
bibliografica para determinar las cualidades de carne de vacuno mds valoradas por los

consumidores. El ranking obtenido en orden creciente fue el siguiente:

1. Origen 11. Salud/ nutricién/ peso corporal
2. Precio 12. Color de la carne
3. Certificado/ etiquetas/ marca/ 13. Comodidad
informacién 14. Seguridad
4. Cantidad de grasa visible 15. Problemas medioambientales
5. Sabor 16. Apariencia
6. Bienestar animal 17. Jugosidad
7. Sistema de produccién/ 18. Trazabilidad
alimentacion 19. Tecnologias de procesado
8. Frescura/ vida util 20. Lugar de la compra
9. Natural/ organico 21. Envase
10. Terneza 22.Cria

4.4, EXPECTATIVAS DE CALIDAD DEL CONSUMIDOR
Varios estudios sostienen que la opinién después del consumo de un producto
puede verse modificada seglun las sefiales percibidas con anterioridad (Fernqvist vy

Ekelund, 2014; Grunert et al., 2004; Meyerding et al., 2018), ya que los atributos

organolépticos pueden pasar a un segundo plano debido a las expectativas de calidad que
otros factores, como el precio o aspectos referidos al bienestar animal, han generado en

el consumidor (Merlino et al., 2018).

En la figura 5 se muestra la influencia de las sefiales de blsqueda, los atributos de
calidad y otros factores personales y de contexto sobre las expectativas del consumidor.
Ademas, se observa que las expectativas pueden modificar la percepciéon de la calidad

durante el consumo (Fernqgvist y Ekelund, 2014).

32



Introduccion

Senale
> s

intrinsecas

Expectativas

Senales de calidad de| =2 Propiedades
Producto =» Sxbrn e > consumidor <= 4€ eXperiencia

") Propiedades
de credibilidad

£

Factores personales y de
contexto (Valores, género,
variables sociodemograficas,

ambiente...)

Figura 5. Percepcion de la calidad experimentada por el consumidor basada en el
conjunto de sefales y atributos de calidad (adaptado de Fernqvist y Ekelund, 2014).

5. COLOR DE LA CARNE FRESCA

El color de una pieza de carne es una de sus caracteristicas mas importantes,
puesto que es lo que valoran los consumidores para determinar la frescura de la carne

(Mancini y Hunt, 2005).

La mayoria de estudios se refiere al color en carne de vacuno, como el de Ledward
(1985), el de Mancini y Ramanathan (2014) o el de Holman et al. (2017), por citar algunos
ejemplos. Pero el color de la carne difiere entre especies, por ejemplo, el color esperado
en la pechuga de pollo es un blanco rojizo, debido a la falta de pigmentos en el musculo,

mientras que en vacuno el consumidor prefiere un rojo brillante (Realini etal., 2014).

También la genética, alimentacion (Corino et al., 1999), sistema de estabulado (Mancini y

Hunt, 2005) y tipo de musculo del animal hacen variar el color de la carne (Potthast

1987).

El pigmento responsable del color tipico de la carne es la mioglobina y otros
compuestos derivados de esta. En menor medida, la hemoglobina y el citocromo C

también aportan matices al color (Mancini y Hunt, 2005). La mioglobina es una proteina

globular formada por una parte proteica o globina y por un anillo hemo (figura 6) que
contiene un atomo de hierro en su interior. Este dtomo se encuentra unido a cuatro
nitrogenos y a la globina a través de una histidina, de tal manera que queda un sexto

enlace libre. Este enlace permite al hierro unirse a otros sustratos y ganar o perder un
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electréon. Esta caracteristica es la que determina las variaciones de la mioglobina, las
cuales presentan distinto espectro de absorcién y, por tanto, distinto color (Orddiez

Pereda et al., 1998).
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Figura 6. Grupo hemo de la mioglobina. En este caso se encuentra en
forma de oximioglobina (Castafios, 2015).

El grupo hemo se puede encontrar en estado oxidado (Fe3*) o reducido (Fe?*). Sélo

cuando el hierro estd reducido puede unirse a otras moléculas (Judge et al., 1989). Cuando

el hierro de la mioglobina se encuentra oxidado no se puede unir a otras moléculas y en

este estado se denomina metamioglobina (Orddiez Pereda et al., 1998).

La mioglobina puede transformarse, mediante diversas reacciones de forma

reversible (Mancini y Hunt, 2005), dando lugar a tres moléculas de distinto color, como se

observa en la figura 7. La deoximioglobina, que tiene un tono purpura tipico de la carne
envasada al vacio y del musculo recién cortado; la oximioglobina, de color rojo cereza

brillante, y la metamioglobina, de color rojo pardo (Ordéiiez Pereda et al., 1998).

Cuando la deoximioglobina se expone al oxigeno se produce oximioglobina, la cual
puede convertirse en metamioglobina. Primero se transforma en deoximioglobina por
deoxigenacion, y después se oxida en metamioglobina. La metamioglobina puede volver al
estado de deoximioglobina mediante la reduccidon del dtomo de hierro del grupo hemo

(Orddiez Pereda et al., 1998).
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Figura 7. Diagrama que muestra las reacciones que sufre la mioglobina en la carne
provocando diferentes coloraciones (adaptado de Hunt et al., 2012).

El interior de la carne fresca es de color purpura rojizo, ya que predomina la
deoximioglobina que se forma por reducciones de la metamioglobina al reaccionar
Unicamente con el agua del interior de la carne. Cuando se realiza un corte transversal en
la carne se observan tres capas diferentes (figura 8). La capa externa, que ha estado
expuesta al oxigeno, es del color rojo brillante de la oximioglobina. La capa intermedia, de
color pardo, estd formada por metamioglobina y la del interior, por deoximioglobina. La
exposicion del corte al aire durante 35-40 minutos provoca una coloracién rojo brillante

en toda la superficie debido a la formacidon de oximioglobina (Orddfez Pereda etal.,

1998).

Figura 8. Imagen que muestra como se distribuyen las distintas formas de la
mioglobina en una pieza de carne de vacuno recién cortada. La parte superior es la
gue estaba en contacto con el aire y, por tanto, con el oxigeno que ha producido la
oximioglobina que aporta el color rojo brillante (Lorés, 2012).
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La decoloracion de la superficie de la carne por la formacion de metamioglobina
depende del consumo de oxigeno y la actividad reductora del sistema. Este ultimo es el
factor mas importante en la mayoria de circunstancias. La actividad reductora de la
metamioglobina es la capacidad del muasculo para convertir metamioglobina a
deoximioglobina mediante enzimas que consumen oxigeno del musculo. Esta capacidad se

encuentra afectada por el tiempo, la temperatura y el pH (Ledward, 1985).

El papel de la mitocondria en el consumo de oxigeno en la carne determina los

cambios de color durante la maduracion (Mancini y Ramanathan, 2014). A medida que

pasa el tiempo, la mitocondria reduce su actividad, lo que disminuye su consumo de
oxigeno. Esto favorece la produccién de oximioglobina a partir de deoximioglobina, que

provoca el color rojo brillante en la carne (Dikeman, 2017). Pero el descenso de actividad

de la mitocondria con el transcurrir del tiempo también reduce la estabilidad del color.
Esto se debe a un menor nimero de reacciones de reduccién de la metamioglobina para
formar deoximioglobina, a partir de la cual se regenera la oximioglobina (Mancini y

Ramanathan, 2014).

Ademas de la actividad reductora del sistema y el consumo de oxigeno de la
mitocondria, existen otros factores que afectan a la formacidon del color en la carne. Uno
de ellos es la oxidacién lipidica que consume oxigeno y acelera la oxidacién de la

oximioglobina del musculo (Monahan et al., 2005). Otro es la cantidad de fibras rojas en el

musculo que afecta a la estabilidad de la carne y las reacciones de oxidorreduccion de la

mioglobina (Renerre y Labas, 1987). El contenido de glucégeno en el musculo, el pH y la

temperatura son otros (Mancini y Hunt, 2005). Por ejemplo, una temperatura alta y un pH

bajo aumentan la formacién de metamioglobina (Ledward, 1985), teniendo en cuenta que

el pH varia durante la maduracion de la carne después del sacrificio (Koziot et al., 2015).

El tipo de envasado de la carne fresca afecta a la formacién de pigmentos. La carne
envasada al vacio tiene el color purpura de la desoximioglobina que se transforma en rojo

brillante cuando la pieza toma contacto con el aire (Ordéiiez Pereda et al., 1998). En

algunos casos se emplean atmdsferas protectoras. Por ejemplo, la inclusion de mondxido
de carbono provoca la formacién de carboximioglobina al reaccionar con la oximioglobina,

compuesto de color rojo brillante relativamente estable (Mancini y Hunt, 2005).
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En casos de carne de baja calidad como las carnes PSE (pale, soft, exudative;
palidas, blandas y exudativas) y DFD (dark, firm, dry; oscuras, duras y secas) existe un

cambio de color caracteristico ademas de los cambios en textura y jugosidad.

Las carnes PSE suelen aparecer en carnes de origen porcino. Se producen cuando el
descenso del pH durante la maduracion es muy rdpido y se combina con una temperatura
elevada cercana a 37 2C. Esto reduce la capacidad de retencidn de agua del musculo por la
desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares. El agua extracelular refleja mas la luz, lo
que se traduce en carne de color palido. Ademas, el pH bajo afecta a la estructura de los

pigmentos vy, por tanto, al color (Orddiiez Pereda et al., 1998).

Las carnes DFD, que aparecen mas habitualmente en carne de vacuno, se producen
cuando la cantidad de glucdégeno en el musculo es baja, de manera que el pH no se reduce
lo suficiente durante la maduracién, dando lugar a una alta capacidad de retencién de
agua. El color oscuro de este tipo de carne se debe a la gran cantidad de agua intracelular

que refleja menos luz blanca y absorbe mas color (Orddéfiez Pereda et al., 1998).

5.1. COLOR INSTRUMENTAL

En 1976, la comisidn CIE (Comisién Internacional de lluminacion) elaboré el espacio
de color CIE L*a*b* para representar el color de manera objetiva (figura 9). Este sistema

establece el color en tres ejes (Hunt et al., 2012):

e Laluminosidad (L*) se representa en el eje Z. Los valores varian entre el O (negro) y
100 (blanco). Las medidas instrumentales de L* y de a* se intuyen facilmente en el

color del musculo (Mancini y Hunt, 2005).

e la coordenada rojo/verde (a*) se indica en el eje X y abarca del -60 (verde) al +60
(rojo). Este es el pardmetro que mas tienen en cuenta los consumidores a la hora

de valorar la frescura y aceptabilidad de la carne (Khliji et al., 2010) y se ve

afectado por el contenido de pigmento y su estado redox (Mancini y Hunt, 2005).

e La coordenada amarillo/azul (b*), representada en el eje Y, también se encuentra
entre -60 (azul) y +60 (amarillo). En relacién a la carne, este pardmetro se asocia

con tonalidades marrones (O’Sullivan et al., 2003), a pesar de que es un valor que
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no se relaciona intuitivamente con ella (Mancini y Hunt, 2005). El estado redox de

la mioglobina influye a este valor (Mancini y Hunt, 2005).

A partir de estos tres parametros es posible calcular la saturacién o croma (c*) y el

matiz o hue en inglés (h*) (Hunt et al., 2012). La saturacion (c*) determina la pureza del

color, es decir, si un color es mds apagado o mas vivo (Tapp lll et al., 2011). Su calculo es

de la siguiente forma:
c* = (a*? + b*)/?

h* es el angulo que representa las variaciones del color y se calcula mediante la

siguiente formula (Tapp lll et al., 2011):

*

h;, = arctan (E)

L* =100

Figura 9. Esquema del espacio CIE L*a*b* (adaptado de Hunt et al., 2012).

Existe una correlacion entre el color instrumental y las preferencias de los

consumidores (Khliji et al., 2010; Holman et al., 2017). Para medir el color instrumental de

la carne se suele utilizar un colorimetro. En la actualidad los mas utilizados en Europa son
de la marca Minolta. Estos colorimetros determinan varias variables: iluminacién, tamafio
de la apertura y el angulo de observacién. También se tiene en cuenta el tiempo de
exposicion de la carne fresca al aire cuando estd recién cortada y la especie a la que

pertenece la carne (Tapp lll et al., 2011).
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6. USO DE ANTIMICROBIANOS SOBRE CARNE

Se define antimicrobiano como “la sustancia activa de origen sintético o natural
que destruye microorganismos, impide su crecimiento o su capacidad para reproducirse

en animales o humanos, excluyendo a los antivirales y a los antiparasitarios” (EFSA, 2010).

La descontaminacion de la carne es el tratamiento a través del cual se reduce tanto
el numero de microorganismos patégenos como la carga microbiana total de la superficie

de la carne de canales, despojos comestibles o despieces de carne (Moreno Garcia, 2006).

Este proceso es un punto critico de control dentro de los sistemas APPCC (Andlisis de
Peligros y Puntos Criticos de Control) de las empresas carnicas, que no sustituye nunca a

las buenas practicas higiénicas (Bolder, 1997; Comité Cientifico de medidas Veterinarias

relativo a la Salud Publica [SCVPH], 1998).

El mejor momento para realizar los tratamientos es antes de que las bacterias
formen biofilms en la carne y se adhieran a esta de forma mas resistente, generalmente
este momento es después del sacrificio con la carne aun caliente. Debido a que tanto el
despiece como la retirada de piel pueden contaminar la carne, en ocasiones el
tratamiento se efectla después de estos procesos. También se puede realizar antes y

después de la evisceracién (Moreno Garcia, 2006).

Las técnicas de descontaminacion se dividen en tres categorias: fisicas,
microbioldgicas y quimicas. Dentro de las fisicas existen diversos procesos como el uso de
agua caliente de distintos modos: pulverizada, en forma de cascada, bano, vapor o vapor
acompafnado de vacio para la descontaminacién de pequefias areas sucias. El
inconveniente de trabajar con agua caliente es que puede provocar decoloracion en la
superficie de la carne. Otro proceso es el uso de radiaciones ionizantes con rayos gamma y
beta, pero actualmente este procedimiento provoca rechazo entre los consumidores.
Existen otros tratamientos fisicos, como los ultrasonidos, las altas presiones, la luz intensa
pulsada, los rayos infrarrojos, la radiacién ultravioleta o el uso de campos eléctricos

pulsados (Bolder, 1997; Moreno Garcia, 2006). Aunque este ultimo se utiliza sobre todo en

alimentos liquidos como zumos o leche (Rajkovic et al., 2010).
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Los tratamientos microbioldgicos usan bacterias o sus bacteriocinas para inhibir el
crecimiento de la flora microbiana tanto alterante como patdgena. El uso de bacterias
acido lacticas o del antibidtico nisina que producen bacterias de la especie Lactococcus

lactis, serian ejemplos de este tipo de tratamientos (Moreno Garcia, 2006).

En cuanto a los tratamientos quimicos, destaca la aplicacién de compuestos
clorados (hipoclorito, diéxido de cloro), acidos organicos (acido lactico, acido acético,
acido lactico tamponado, acido glucdnico, acido citrico, acido ascoérbico...), fosfatos
inorganicos (fosfato trisédico, polifosfatos), conservantes orgdnicos (benzoatos,
propionatos), oxidantes (peréxido de hidrégeno, ozono) y otros, como el cloruro de

cetilpiridinio (Bolder, 1997; Moreno Garcia, 2006).

Dentro de los compuestos clorados, como el hipoclorito sddico o lejia y el diéxido
de cloro, el diéxido de cloro es un compuesto altamente oxidante que actia como biocida
ante diversos microorganismos, es muy soluble en agua y su eficacia depende de la
concentracion y del tiempo que permanezca en contacto con la superficie de la carne. Su

aplicacion puede ser mediante pulverizacién o por inmersién (Rajkovic et al., 2010). Este

tipo de compuestos tienen diversos inconvenientes, como la corrosidon que producen en
diversos materiales, los fuertes olores que desprenden o la irritacién ocular que pueden

provocar en los operarios (Moreno Garcia, 2006).

Para utilizarlos, los compuestos descontaminantes se solubilizan en agua potable
para pulverizarse sobre la superficie de la carne o para llenar bafos donde sumergir

canales de ave o despieces.

6.1. EFICACIA DE LOS TRATAMIENTOS CON ANTIMICROBIANOS

Existen numerosos estudios que demuestran la efectividad de varios compuestos

descontaminantes sobre diferentes tipos de carne.

En carne de vacuno se ha probado que el uso de cloruro de cetilpiridinio, el didxido
de cloro, el acido lactico y el fosfato trisddico son efectivos para reducir la carga

microbiana (Jiménez-Villarreal etal., 2003b). Ademas, un estudio de Pohlman et al.

(2002b) muestra que el tratamiento con fosfato trisddico al 10% o con cloruro de

cetilpiridinio al 0,5% reduce los niveles de Salmonella Typhimurium, Escherichia coli,
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coliformes y mesdfilos aerobios. En estos estudios se observd que el fosfato trisddico y el
cloruro de cetilpiridinio mejoraron el color, la estabilidad de la oximioglobina y redujeron
la oxidacidn lipidica. Asimismo, estos compuestos mostraron la capacidad de prolongar la

estabilidad del color sin la formaciéon de olores desagradables (Pohlman et al., 2002b).

Otro estudio (DeGeer et al., 2016) comprobd la eficacia del metasilicato de sodio y del

acido lactico sobre carne de vacuno y de cerdo, obteniendo buenos resultados sobre
patdégenos como Escherichia coli, Salmonella y Listeria monocytogenes. La inmersion de
carne de vacuno en soluciones de acido acético, acido citrico y decanoato sédico también

ha mostrado ser efectiva para reducir la carga microbiana (Kassem et al., 2017).

Igualmente, se ha estudiado la efectividad de diversos compuestos sobre la
superficie de carne de pollo. Compuestos como el fosfato trisédico al 12%, el clorito
sodico acidificado a 1.200 ppm y el &cido citrico al 2% son eficaces en la reduccion de la
carga de microorganismos patdégenos inoculados sobre muslos de pollo y sobre la

microbiota microbiana (Alonso-Hernando et al., 2013b; Del Rio et al., 2007a). En el caso de

los muslos tratados con fosfato trisédico y clorito sédico acidificado se observé un
incremento de la reduccién de la carga microbiana patégena durante el almacenaje (Del

Rio et al., 2007a). Ademas, el tratamiento con peroxiacidos a 220 ppm también mostré ser

eficaz, aunque en menor medida que los anteriores, en reducir tanto la flora patégena

como la acompafiante (Del Rio et al., 2007a, 2007b). El uso de estos compuestos no afectd

a las caracteristicas organolépticas de los muslos de pollo (Del Rio et al., 2007b). Rahman

et al. (2016) realizaron un estudio sobre el tratamiento de carne de pollo con soluciones
de cloro, fosfato trisédico y dacido ascérbico en diferentes concentraciones. Todos
mostraron ser efectivos en la reduccion de la carga microbiana. Aunque con fosfato
trisddico y acido ascdérbico la calidad sensorial de la carne se mantuvo aceptable, la

solucién de cloro afectd al color y al sabor de la carne.

Hay diversos autores que combinan tratamientos fisicos y quimicos en sus estudios
0 varios compuestos antimicrobianos. A este uso de varios tratamientos que actuan de
forma sinérgica se le denomina hurdle technology o tecnologia basada en obstaculos

(Moreno Garcia, 2006).
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En un experimento sobre carne de pollo en el que se combinaron tratamientos
fisicos y quimicos se concluyd que el uso de fosfato trisédico seguido de un bafio en agua
caliente y barrido de la superficie resultd ser mas eficaz que los tratamientos por separado
o duplicados en la reduccién de bacterias mesofilas aerobias, Escherichia coli y coliformes
totales. Aunque redujo la contaminacion, este tratamiento modificd la apariencia de la

piel volviéndola mds oscura y amarillenta (Singh et al., 2017).

En relacién al uso simultdneo de varios antimicrobianos, existen estudios que
corroboran su eficacia en la reduccion de la carga microbiana y en el mantenimiento de las
caracteristicas sensoriales. El uso de cloruro de cetilpiridinio al 0,5% seguido de fosfato
trisddico al 10% ha mostrado ser eficaz para la descontaminaciéon de la superficie de
piezas de vacuno, mejorando ademas el color de la carne. También la aplicacién de
diéxido de cloro a 200 ppm seguido de cloruro de cetilpiridinio al 0,5% muestra eficacia

antimicrobiana sin modificar las caracteristicas organolépticas (Jiménez-Villarreal et al.,

2003a). El agua ozonada al 1% seguida de la aplicacién de otros compuestos tales como
acido acético al 5% o cloruro de cetilpiridinio al 0,5% han mostrado ser efectivos sobre
carne de vacuno, al igual que el diéxido de cloro a 200 ppm seguido de fosfato trisddico al

10% (Pohlman et al., 2002a).

A pesar de los estudios que demuestran que la aplicacidn conjunta de distintos
tratamientos es mejor que la individual, existen estudios con resultados diferentes, como
en un trabajo de DeGeer et al. (2016) en el cual se concluye que el uso de acido lactico y
de metasilicato de sodio es mas efectivo de forma individual que conjunta sobre vacuno y

carne de cerdo.

La efectividad de los tratamientos con antimicrobianos depende de diversos
factores segun el tipo de compuesto quimico y la carne que se trate, asi como de la

temperatura, el pH, el método utilizado o la concentracién.

Los tratamientos no penetran igual en todas las carnes. Sarjit y Dykes (2015)
llevaron a cabo un estudio sobre la eficacia del fosfato trisédico sobre Campylobacter y
Salmonella en carne de pavo y carne de pollo, y concluyeron que este compuesto es mas
eficaz en carne de pavo que de pollo porque esta ultima protege mejor a los

microorganismos en su superficie. Ademas, los compuestos antimicrobianos actian mejor
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cuando se aplican sobre el musculo que sobre piel o grasa, ya que estos ultimos son

elementos en los que el tratamiento no penetra completamente (Capita et al., 2003).

Las condiciones de temperatura, y en su caso la posible ruptura en la cadena de
frio, pueden afectar a la eficacia del tratamiento. Cuando las condiciones de temperatura
son constantes o con una ligera ruptura en la cadena de frio, el fosfato trisédico se mostré
como el tratamiento mas eficaz sobre carne de pollo para controlar el crecimiento de
microorganismos psicrotrofos, Gram negativos y Gram positivos. Por otro lado, el clorito
sédico acidificado y el acido citrico funcionaron mejor cuando la rotura en la cadena de

frio fue mas pronunciada (Alonso-Hernando et al., 20133, 2013c, 2015).

Aunque generalmente la actuacién de los compuestos sobre la carga
antimicrobiana es mayor cuanto mayor es la temperatura, existen sustancias
antimicrobianas que actian mejor a temperaturas mas bajas. Como por ejemplo el

didxido de cloro, que actia mejor a 4 2C que a 50 ¢C (Alonso-Hernando et al., 2013d).

También hay que tener en cuenta que en ocasiones la temperatura a la que se aplican los

antimicrobianos no parece afectar a su eficacia (DeGeer et al., 2016). Es por ello, que la

temperatura dptima de tratamiento depende de cada compuesto y debe ser estudiada.

El uso de antimicrobianos modifica el pH de la carne (Del Rio et al., 2007b). La

carne tiene un sistema tampdn capaz de amortiguar los cambios de pH que les provocan
los tratamientos. Aun asi, cuando la carne se trata con compuestos que modifican
sustancialmente su pH como el fosfato trisddico, que lo aumenta, o el acido citrico, que
ejerce el efecto contrario, el pH tarda en regularse varios dias inhibiendo el crecimiento de

los microorganismos en la carne después de haber sido tratada (Del Rio et al., 2007a).

6.2. INCONVENIENTES DEL USO DE ANTIMICROBIANOS SOBRE LA CARNE

El uso de tratamientos quimicos sobre la superficie de la carne también tiene
ciertos inconvenientes, lo cual explica la reticencia que tienen los organismos oficiales de

la Unién Europea para legalizarlos.

A veces, los tratamientos aplicados provocan danos subletales a las bacterias.
Cuando esto sucede, se puede desencadenar la formacion de células resistentes tanto a

los tratamientos descontaminantes como a antibidticos (Capita et al., 2013; Rajkovic et al.,
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2010). Algunos estudios han demostrado que la concentracién de uso del antimicrobiano
estd relacionada con cambios en los parametros cinéticos del crecimiento de los
microorganismos, como el aumento de la tasa de crecimiento de Salmonella Enteritidis y
Listeria monocytogenes al ser expuestas a concentraciones bajas de fosfato trisédico (Del

Rio et al., 2008). También se ha observado que las bacterias tratadas a dosis bajas con

compuestos antimicrobianos o expuestas a un medio acido son mas resistentes a los

tratamientos posteriores (Alonso-Hernando et al., 2009a, 2009b). Aunque los mecanismos

gue provocan esta resistencia en las células no estan claros, se cree que puede deberse a
un cambio de la membrana celular que la hace mas rigida y, por tanto, mas resistente

(Alonso-Hernando et al., 2010).

Ademas, la eliminacion de la flora acompafiante puede provocar un mayor
crecimiento de los microorganismos patdgenos, como sucede con la utilizacion de

concentraciones altas de acido citrico (Del Rio et al., 2008). El aumento del crecimiento de

bacterias patégenas frente a la flora alterante después del tratamiento de la carne con

antimicrobianos supone un riesgo sanitario para los consumidores (Alonso-Hernando

et al., 2012a; Del Rio et al., 2006).

Uno de los inconvenientes que hay que tener en cuenta, a pesar de que no
constituyan un riesgo para la salud, son los cambios en la calidad sensorial de la carne. La
carne tratada puede adquirir tonalidades, olores y/o sabores no deseados que pueden
provocar el rechazo de los consumidores ante su consumo. Un ejemplo es el cambio de
color de la carne de vacuno provocado por el uso de acido acético o de 4cido citrico sobre

la superficie de la carne (Kassem etal., 2017). Ajustando las concentraciones de los

compuestos utilizados se puede evitar este problema (Del Rio et al., 2007b).

6.3. FOSFATO TRISODICO Y ACIDOS ORGANICOS

6.3.1. Fosfato trisddico

Q

P
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Figura 10. Estructura quimica del fosfato trisédico.
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El fosfato trisédico es una sustancia quimica considerada GRAS (Generalmente

Reconocido Como Seguro) por la FDA (21 ECFR 182.1778) (Oficina de Publicaciones del

Gobierno _de los Estados Unidos [GPO], 2021a), que forma cristales transparentes

blanquecinos (EFSA, 2008). Su férmula quimica es NasPOas y en agua se disocia en los iones
Na*y POs>. Su mecanismo de accion se basa en esta capacidad de disociaciéon que provoca
un pH 12 en las soluciones al 1% de este compuesto. Esta alcalinidad rompe los acidos
grasos de la membrana plasmatica lo que conduce a la rotura celular. Ademas, posee una
alta capacidad surfactante que permite la eliminacion de peliculas grasas y evita la
adherencia de las células en las superficies cuando no se encuentran fuertemente

adheridas (EFSA, 2006).

Este compuesto actla mejor a mayores temperaturas (Alonso-Hernando et al.,

2013d) y es mas eficaz frente a bacterias Gram negativas como enterobacterias,

Pseudomonas, Salmonella y Campylobacter, que sobre Gram positivas (Del Rio etal.,

2008; Moreno Garcia, 2006).

La concentracidon antimicrobiana minima efectiva es del 8% (EFSA, 2006). Las
concentraciones de hasta el 10% no afectan a la calidad organoléptica en carne de pollo e
incluso se ha observado una mejora del color con soluciones de hasta el 12% (Capita et al.,

2000).

ACIDOS ORGANICOS

Los acidos organicos se utilizan para reducir el nimero de bacterias sobre la
superficie de la carne, aunque su eficacia depende no solo del tipo de acido, el pH vy la
temperatura de la solucidn sino también del pH de la carne, la capacidad tampdn de esta,
el tipo de carne y la carga microbiana inicial. En general, presentan una eficacia mayor
ante bacterias Gram negativas, con algunas excepciones como sobre Escherichia coli
0157:H7, que presenta una alta resistencia ante el tratamiento con estos acidos (Rajkovic

et al., 2010).

Por su estructura quimica, son acidos débiles con una alta capacidad de disociacion

gue les permite entrar dentro de la célula y provocar el descenso del pH debido a los iones
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formados. La acidificacién del citoplasma impide el normal desarrollo de las funciones

celulares (Rajkovic et al., 2010). La descontaminacidn con acidos organicos tiene un efecto

bactericida en el momento en el que se aplica y un efecto bacteriostatico durante el

almacenaje, debido a que la carne no se aclara después del tratamiento (Moreno Garcia,

2006). El momento mas adecuado para el uso de estos descontaminantes es antes del
enfriamiento de la carne para que los microorganismos no lleguen a adherirse a la

superficie de forma irreversible (Rajkovic et al., 2010).

Aunque los acidos organicos son eficaces para reducir la carga microbiana, tienen
diversos inconvenientes como son el cambio de color y la aparicidon de olores y sabores
extrafios en la carne. También pueden facilitar la aparicion de células microbianas
resistentes cuando ocasionan dafios subletales en las células. Como su modo de actuacion
se basa en el descenso de pH, el sistema tampdn que posee la carne puede restarle
eficacia. El acido lactico tamponado mediante la adicion de hidréxido de sodio hasta un pH

3 corrige este defecto, y suele utilizarse en canales de ave (Moreno Garcia, 2006).

6.3.2. Acido citrico

O OH
O O

HO OH
OH

Figura 11. Estructura quimica del acido citrico.

El acido citrico es un acido tricarboxilico que se encuentra de forma natural en
diversas frutas, especialmente en los citricos como las naranjas. Es una sustancia
considerada GRAS por la FDA (21 ECFR 184.1033) (GPO, 2021b) y que, al contrario que
otros acidos organicos, es mas eficaz sobre bacterias Gram positivas que sobre las

negativas (Alonso-Hernando et al., 2013b; Del Rio et al., 2008).

6.3.3. Acido ascérbico

Figura 12. Estructura quimica del 4cido ascérbico.
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El dcido ascérbico o vitamina C es un acido de azucar que posee un grupo dienol

con poder reductor, el cual determina el caracter acido de esta molécula (Eddy y Ingram,

1953). Es considerado GRAS por la FDA (21 ECFR 182.3013) (GPO, 2021a).

Este compuesto, ademas de inhibir el crecimiento bacteriano por reduccion del pH
como otros acidos orgdanicos, también dificulta el crecimiento de microorganismos
aerobios y libera perdoxido de hidrégeno al oxidarse, lo que ocasiona cambios
conformacionales de enzimas y proteinas bacterianas, conduciendo a su muerte celular

(Eddy vy Ingram, 1953).

6.3.4. Acido lactico

HaC
3 OH

OH
Figura 13. Estructura quimica del acido lactico.
El acido lactico, considerado GRAS por la FDA (21 ECFR 184.1061) (GPO, 2021b), es
una molécula organica presente en la leche de los mamiferos y un producto metabdlico de
las bacterias acido lacticas. También se encuentra en la carne, ya que se forma en el

musculo a partir del glucdgeno en condiciones anaerobias.

El 4cido lactico a una concentracidon del 4% sobre carne fresca de vacuno y de
cerdo muestra gran eficacia sin apenas modificacion de las caracteristicas organolépticas

(DeGeer et al., 2016; Rodriguez-Melcén et al., 2017). Aunque el tratamiento con acido

lactico alarga la vida util y mejora las caracteristicas sensoriales de la carne tratada, tiende

a blanquear la carne (Rodriguez-Melcén et al., 2017).

6.4. LEGISLACION

En el articulo 3.2 del Reglamento (CE) n2 853/2004 se recoge que “los operadores
de empresa alimentaria no utilizaran para eliminar la contaminacion de superficie de los
productos de origen animal ninguna sustancia distinta del agua potable o, cuando el
Reglamento (CE) n2 852/2004 o el presente Reglamento autorice su uso, distinta del agua

limpia, a menos que el uso de dicha sustancia haya sido autorizada.” De lo que se deduce
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qgue es posible el uso de nuevas sustancias descontaminantes siempre y cuando sean

autorizadas.

La autorizacion de un antimicrobiano pasa porque este tenga eficacia probada, sea
aceptado por los consumidores, no sea nocivo para la salud y no modifique las

caracteristicas sensoriales de la carne (Moreno Garcia, 2006).

En 2011 la EFSA determind que la utilizacion de acido lactico no presenta riesgos y
que tiene eficacia antimicrobiana probada y acordd que la concentracién maxima de
tratamiento es de 190 ppm. Segun este dictamen, se autorizd en el 2013 el uso de acido
l[actico en canales, medias canales o cuartos en el matadero sin ignorar el cumplimiento de
las buenas practicas de higiene y las directrices de los planes APPCC (Reglamento (UE) n2
101/2013, de 4 de febrero, relativo a la utilizacién de &cido lactico para reducir la

contaminacién de superficie de las canales de bovinos).

La Unién Europea estd a la espera de mds estudios para la aprobacién o no de

otras sustancias.

En otros paises como Estados Unidos, Canada o Australia permiten el uso de
diversas sustancias como tratamientos descontaminantes sobre la superficie de la carne.
En Estados Unidos esta autorizada la utilizacion de dioxido de cloro (21 CFR 173.300)

(GPO, 2021c) en el agua para el enfriamiento de canales de ave a una concentracién

maxima de 3 ppm (Servicio de Seguridad e Inspeccién Alimentaria, 1996). También se

utiliza el fosfato trisddico entre el 8 y el 12% para reducir la carga de Salmonella y
Campylobacter en canales de ave y sobre canales de vacuno para reducir Escherichia coli

0157:H7 (Moreno Garcia, 2006). Otro compuesto permitido, tanto para la limpieza de

carne de ave como de vacuno, es el clorito sddico acidificado (21 CFR 173.325) (GPO,
2021d), cuya mezcla con dacidos organicos en solucién también esta permitida en unas
condiciones determinadas. Para la descontaminacién de carne de ave también se permite
el uso de peroxiacidos (21 CFR 173.370) (GPO, 2021e) a concentraciones menores de 220

ppm y el cloruro de cetilpiridinio (21 CFR 173.375) (GPO, 2021f).

En Canada se permite lavar las canales con agua clorada como maximo a 50 ppm

en el caso de carne de ave y a 20 ppm en el caso de carnes rojas (Agencia Canadiense de
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Inspeccidn de Alimentos, 2016), al igual que en Australia y Nueva Zelanda que se permite

para el enfriamiento de las canales de ave a una concentraciéon de entre 50 y 70 ppm de

cloro libre (Australia Nueva Zelanda, 2005). En estos dos ultimos paises también se

permite el uso de clorito sdédico acidificado a concentraciones entre 50 y 150 ppm para
canales enteras de ave y entre 500 y 1.200 ppm para despieces tanto de ave como de

otras carnes (Australia Nueva Zelanda, 2003).

7. BIOFILMS

Un biofilm es una matriz polimérica extracelular producida por un conjunto de
bacterias que viven dentro de ella (figura 14) y que constituye la forma en la que la gran

mayoria de bacterias vive en estado natural (Costerton et al., 1978). Estas estructuras

pueden afectar a la calidad y a la seguridad de los alimentos, ya que presentan gran
adherencia a las superficies constituyendo una forma de resistencia y de propagacién de

microorganismos patogenos y alterantes (Abee et al., 2011).

La formacion del biofilm mejora la supervivencia de las células y les permite
expandirse hacia nuevas areas. Depende fundamentalmente del entorno que les rodea y

de factores microbioldgicos propios (Whitehead y Verran, 2015).

Figura 14. Microfotografia en microscopio electrdonico de barrido de un biofilm sobre
una superficie metalica de un sistema de agua industrial (Donlan y Costerton, 2002).
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Los biofilms pueden formarse tanto sobre superficies bidticas como abidticas

(Ordoiiez Pereda et al., 2014), con diferente adherencia segin el material sobre el que

crezcan (Milan et al., 2015). En el plano clinico, causan infecciones dificiles de erradicar,

como la fibrosis quistica provocada por Pseudomonas aeruginosa (Bjarnsholt et al., 2013)

y contaminan el material médico y de los hospitales (Jamal et al., 2018).

El crecimiento de biofilms sobre superficies y utensilios que suelen utilizarse en la

industria alimentaria también es motivo de preocupacién (Wang etal., 2018). Por

ejemplo, Diez-Garcia etal. (2012) observaron el crecimiento de biofilms de distintos
serotipos de Salmonella enterica sobre poliestireno, plastico cominmente utilizado en la
industria alimentaria. También el estudio de Da Silva Meira et al. (2012) demostrd la
capacidad de Staphylococcus aureus de adherirse sobre superficies de acero inoxidable y

de polipropileno.

El desarrollo de biofilms en industrias alimentarias y en los hogares supone una
fuente de contaminacidn, si estdn constituidos mayormente por bacterias alterantes, o de

infeccion, en el caso de estar constituidos por bacterias patégenas (Bridier et al., 2015).

Las zonas de las industrias alimentarias donde se encuentran mas biofilms son las que
estan en contacto continuo con un flujo de materia organica, tales como las tuberias. En
superficies abiertas es menos probable que los biofilms llegan a formarse completamente,

porque no disponen de la suficiente cantidad de materia organica (Whitehead y Verran,

2015). La adherencia de bacterias sobre la superficie de la carne (Capita et al., 2004) y en

las instalaciones de industrias carnicas puede provocar contaminaciones cruzadas que
implican, no solo la contaminacién y pronta alteracién de la carne, sino también la

posibilidad de contraer alguna enfermedad por parte de los consumidores (Giaouris et al.,

2014).

Los compuestos poliméricos extracelulares que producen las bacterias forman una
matriz polimérica extracelular o glicocalix que les permite adherirse entre ellas (cohesidn)

y a las superficies (adhesion) (Simdes etal., 2010), proporcionandoles estabilidad

mecanica y permitiéndoles la comunicacion entre ellas (Abee et al., 2011). La mayor parte

de la matriz corresponde a proteinas y polisacaridos (Gonzalez-Machado et al., 2018;

Tsuneda et al., 2003) y en menor medida a acidos nucleicos y lipidos (Kumar et al., 2017).
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Aunque los componentes varian segun las especies y el ambiente en el que se encuentren

(Kumar et al., 2017). Ademas, dentro de la matriz existen diversos microcanales por los

que circula el agua para transportar nutrientes (Orddfiez Pereda et al., 2014).

Ejemplos de microorganismos alterantes que pueden formar biofilms serian las

especies de los géneros Pseudomonas (Wang et al., 2018) o Bacillus (Ordéiiez Pereda

etal.,, 2014). Y ejemplos de microorganismos patégenos, Listeria monocytogenes

(Zadernowska et al., 2017), Salmonella spp. (Steenackers et al., 2012) o Campylobacter

jejuni (Orddiez Pereda et al., 2014).

Hasta ahora, la mayoria de estudios se centran en biofilms de una sola especie

(Steenackers et al., 2012; Wang et al., 2018; Zadernowska et al., 2017). Esto no representa

el comportamiento de los biofilms naturales, ya que generalmente se componen de
diversas especies, incluyendo, en ocasiones, organismos de varios reinos (Bridier et al.,

2015; Burmglle et al., 2014). Las interacciones entre las especies que componen el biofilm

pueden ser de competencia, pero también de cooperacién, ya que los productos
resultantes del metabolismo de una bacteria, un cambio en el medio, como una variacion
del pH, o la presencia de una cierta especie pueden favorecer el desarrollo de otra

(Burmglle et al., 2014). Actualmente, el conocimiento sobre biofilms mixtos es escaso

(Rgder et al., 2016).

Las bacterias dentro de un biofilm se encuentran muy préximas entre si, de tal
manera que se favorece la transferencia de genes mediante conjugacion y también por
transformacion, debido a la existencia de diverso material genético extracelular contenido

en la matriz (Burmglle et al., 2014).

Los biofilms no son solo un problema higiénico-sanitario, sino que también son
utiles para el tratamiento de aguas residuales o la eliminacion de productos
contaminantes. Esto es asi gracias a las enzimas que quedan contenidas en la matriz
polimérica y que sirven para degradar materia organica u otros compuestos (Burmglle

et al., 2014).
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7.1. FORMACION DE LOS BIOFILMS

Diversos factores afectan a la formacion del biofilm, segin Donlan (2002) y Simd&es

et al. (2010), estos serian los mas importantes:

e Superficie de contacto (Rodriguez-Melcon etal., 2018): como son la textura o

rugosidad (Whitehead y Verran, 2015), hidrofobicidad, quimica, carga o la cantidad

de materia organica. Durante el inicio de formacién de un biofilm es necesario que

en la superficie se haya adherido materia orgdnica (Dourou etal., 2011),

dependiendo del tipo de industria alimentaria implicada, el tipo de materia orgéanica
sera diferente.

e Liguido en contacto: velocidad del flujo, pH (Wang etal., 2016), temperatura

(Dourou et al., 2011), cationes, presencia de productos antimicrobianos o la

disponibilidad de nutrientes. Estos factores determinan la cohesién entre las células

de la misma especie o de distinta para formar microcolonias (Kumar et al., 2017).

e (Célula: hidrofobicidad de la superficie celular, apéndices extracelulares, sustancias
extracelulares poliméricas o la liberacién de moléculas sefalizadoras. La
hidrofobicidad, tanto del exterior de la célula como de la superficie en la que se va a
formar el biofilms, desempefia un papel fundamental al actuar como fuerza que

mantiene a las bacterias adheridas al sustrato (Donlan, 2002).

Los mecanismos que provocan la cascada de cambios quimicos y fisicos en las
células plancténicas para que estas se adhieran a las superficies no estan claros. Diversas
teorias sugieren que este cambio de conformaciéon de la célula se inicia con una sefial
transmitida por los apéndices, como son los flagelos o los pilis, al tomar contacto con una

superficie (Simdes et al., 2010; O’Toole y Wong, 2016). Las células plancténicas o de vida

libre presentan movilidad, la cual pierden una vez que conforman el biofilm (Abee et al.,

2011).

La formacion del biofilm (figura 15) comienza con la adhesiéon de las células

planctdnicas sobre la superficie gracias a interacciones electrostaticas (Kumar et al., 2017).

La adherencia se produce en dos fases. Primero, las células se adhieren de forma
reversible, generalmente por un polo de la célula que no permite la adherencia total, y

después, de forma irreversible, cuando todo el eje longitudinal de la bacteria se encuentra
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en contacto con la superficie (Petrova y Sauer, 2016). En la superficie de la carne la

adherencia también se produce en dos fases. Durante la adhesidn reversible, las células
bacterianas quedan atrapadas en un film liquido gracias a la hidrofobicidad de las células.
En la segunda fase, irreversible, las células comienzan a producir la matriz polimérica

extracelular del biofilm (Selgas et al., 1993).

Las células adheridas comienzan a dividirse y proliferar formando microcolonias
cuyo crecimiento sucede de manera organizada mediante la comunicacién entre si a

través del quorum sensing (Kumar et al., 2017). El quorum sensing es el sistema de

comunicacidon bacteriano que regula la expresidon de los genes mediante compuestos
quimicos denominados moléculas senalizadoras o autoinductores. Solo cuando la
poblacién bacteriana ha alcanzado un tamafo determinado, la cantidad de moléculas
sefializadoras es suficiente para que las células comiencen a sufrir cambios (Fuqua et al.,
1994). Los autoinductores se clasifican en: lactonas homoserinas, producidas por bacterias
Gram negativas; oligopéptidos, producidas por bacterias Gram positivas; autoinductor-2,
que utilizan especies diferentes para comunicarse, y el autoinductor-3 o Pseudomonas

quinolona sefial (Turan et al., 2017).

Cuando el biofilm ha terminado de consolidarse se denomina maduro y tiene una
estructura determinada que depende del ambiente y de los microorganismos implicados,
ademas de la cantidad y tipo de materia orgdnica adherida a la superficie. Los nutrientes
del medio también modifican la composicién de los polisacédridos extracelulares que
componen la matriz, de tal modo que condicionan la arquitectura del biofilm (Whitehead

y Verran, 2015). En este estado, las células pueden liberarse del biofilm por dispersién

gracias a la accidn del quorum sensing que regula la dispersion de células desde el biofilm

y la produccion de sustancias surfactantes que facilitan esa liberacion (Solano et al., 2014).

Ademas de esta forma activa de liberacién de células desde el biofilm maduro, también
pueden liberarse de forma pasiva, por erosion o desprendimiento o por desorcion de las

células que estaban adheridas de forma reversible a la superficie (Petrova y Sauer, 2016).

Es en este biofilm maduro donde se forman las esporas resistentes de las especies que

poseen esta capacidad (Abee et al., 2011; Vlamakis et al., 2008).
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Tanto la movilidad celular, como el desarrollo del biofilm y la esporulacidn, estan
regulados de forma global por genes que permiten que estos procesos se sucedan uno a

otro en este mismo orden (Abee et al., 2011).
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Figura 15. Esquema de la formacion de un biofilm (adaptado de Monds & O’Toole,
2009).

Dentro del biofilm existe un gradiente creciente de adentro hacia afuera de
nutrientes y oxigeno, de forma que las células que se encuentran en el exterior crecen a
un ritmo mayor que las del interior. Este gradiente provoca diferentes expresiones génicas

entre las bacterias creando diversidad fenotipica dentro del biofilm (Vlamakis et al., 2008).

Dentro de esta heterogeneidad existe una fraccidn de células con baja tasa metabdlica
gue se replican mas lentamente. Este tipo de células son mas resistentes a los
antimicrobianos, y son capaces de revertir su estado al estado plancténico y comenzar el

desarrollo de otro biofilm (Kumar et al., 2017).

7.2.  RESISTENCIA DE LOS BIOFILMS

La formacién de biofilms aumenta la resistencia y la persistencia de los

microorganismos a los tratamientos de descontaminaciéon (Yang etal.,, 2018). Esta

resistencia se debe a multiples causas tales como la impenetrabilidad del biofilm, la baja
tasa de crecimiento de los microorganismos, que provoca la lenta absorcidon de los
antimicrobianos, y otros mecanismos de resistencia, como la variabilidad en la expresién

de los genes (Donlan y Costerton, 2002). Ademas, los biofilms retienen una gran
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concentraciéon de agua, lo cual les protege de la desecacién (Even et al., 2017), y aumenta

la transmisién horizontal de diversos genes entre bacterias, lo que les proporciona un

mayor numero de factores de virulencia (Kumar et al., 2017).

La matriz polimérica extracelular es una barrera fisica eficaz que protege a las

células bacterianas de las agresiones externas (Kumar et al., 2017), ya que bloquea el paso

de sustancias desinfectantes y atrapa algunas moléculas debido a fuerzas iénicas (Orddiiez

Pereda etal., 2014). Las bacterias con alta capacidad de formacién de biofilms y que

ademads poseen resistencia a antibidticos suponen un peligro sanitario en la industria
alimentaria, ya que son mas resistentes a los procesos de limpieza y desinfeccion (L+D)
gracias a la proteccion que les ofrece la matriz polimérica extracelular en la que se
engloban. El aumento de la persistencia de los microorganismos que esta estructura les
confiere no es lo Unico que determina su patogenicidad, sino que también supone un
reservorio de bacterias con capacidad para producir contaminaciones cruzadas en

diversos alimentos (Bridier et al., 2015; Orddfiez Pereda et al., 2014).

Se ha observado que el efecto sinérgico de varias especies permite que los biofilms

mixtos sean mas resistentes que los biofilms de una sola especie (Abee etal., 2011;

Burmglle et al., 2014). La edad del biofilm también influye sobre la resistencia de este, ya

qgue los biofilms maduros o de mas edad son mas resistentes que aquellos mas jévenes

(Da Silva Meira et al., 2012; Nguyen vy Yuk, 2013).

Existen diversos estudios sobre la eficacia de diversos biocidas, descontaminantes
y tratamientos para la eliminacion de biofilms bacterianos sobre materiales que suelen

encontrarse en las instalaciones de las industrias alimentarias (Belessi et al., 2011). Los

resultados sugieren que la mejor técnica para la eliminacion de biofilms es la utilizacién de

tratamientos conjuntos (Jessen y Lammert, 2003; Kumar etal., 2017). Actualmente,

también se estd investigando el uso de inhibidores del quorum sensing (Turan etal.,

2017).

La eliminacion de los biofilms es muy dificil, por lo que la prevencién es la mejor
estrategia. Retirar los restos de materia organica y limpiar de forma sistematica es el
tratamiento mas efectivo para impedir que las bacterias se adhieran de forma irreversible

(Rodriguez-Melcdn et al., 2018; Simdes et al., 2010).
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8. RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Un antibidtico es “una sustancia quimica capaz de paralizar el desarrollo de ciertos
microorganismos patdgenos, por su accion bacteriostatica, o de causarles la muerte, por
su acciodn bactericida, y que es producida por un ser vivo o fabricada por sintesis” (RAE,
2014). Es por ello que han sido ampliamente utilizados para la erradicacién de infecciones

bacterianas en humanos, animales e incluso en cultivos agricolas.

Desde el descubrimiento de la penicilina, por Alexander Fleming en 1928, se han
ido descubriendo y desarrollando nuevos antibiéticos. Pero en la actualidad, la mayoria

han generado resistencias y apenas se producen otros nuevos (Frieri et al., 2017). Segun la

OMS, OMPI y OMC (2016), “la resistencia a antibidticos ocurre cuando bacterias,
parasitos, virus y hongos se hacen resistentes a los medicamentos antimicrobianos que se

utilizan para tratar las infecciones que causan”.

La adquisicion de resistencias por parte de las bacterias es inherente a ellas y les ha
permitido sobrevivir hasta ahora, pero el uso de antibiéticos de forma incorrecta o

abusiva estd aumentando su nimero (Cox y Wright, 2013). Este aumento se ha observado

en diversos estudios, como en el de Alonso-Hernando et al. (2012b) donde se observé un
aumento desde el 37% hasta el 96% de cepas de Listeria aisladas de pollo resistentes al

menos a un antibidtico entre los afios 1993 y 2006. Otro estudio (Alvarez-Fernandez et al.,

2012) también refleja en sus resultados un aumento en el nimero medio de antibidticos
(del 3,98 al 5,00) a los que fueron resistentes diversas cepas de Salmonella aisladas de

pollo entre los mismos afos.

Las infecciones ocasionadas por microorganismos resistentes son mas dificiles de
erradicar, lo cual produce una mayor mortalidad y un aumento en el gasto sanitario
debido al aumento en la duracién de la enfermedad que ocasiona largos periodos de

hospitalizacion (Capita y Alonso-Calleja, 2013; Cosgrove, 2006; Laxminarayan et al., 2013).

En Europa, segun un informe del Centro Europeo para la Prevencion y Control de

Enfermedades junto con la Agencia Europea de Medicamentos (ECDC-EMA, 2009), el

numero de muertes en Europa asociadas a infecciones con patdgenos resistentes asciende
a 25.000, con un gasto de 1,5 billones de euros cada afio en sanidad y por pérdidas en

productividad. En Espafa, el nimero estimado de muertes debidas a infecciones con estos
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microorganismos cada afio alcanza la cifra de 35.000 segun la Sociedad Espaiiola de

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC, 2018), lo que representa una

quinta parte de todas las personas infectadas con bacterias resistentes.

Estas cifras van en aumento y, segin un estudio de O’Neil (2014), el nimero de
muertes en el mundo asociadas a infecciones con patdgenos resistentes a antibidticos
alcanzara los 10 millones al afio en 2050, superando en 1,8 millones a las muertes
provocadas por el cancer. Esto supondra entre 2014 y 2050 una pérdida de entre 60 y 100
trillones de ddlares. En Europa, el nimero de muertes serd de 390.000 segln esta
prediccién. De hecho, en 2019 el nimero mundial de muertes asociadas a infecciones con
patégenos resistentes a antibidticos fue de 1,27 millones de personas (Murray etal,
2022).

En la tabla 15 se detallan los porcentajes de microorganismos aislados resistentes a
ciertos antibidticos en Espafa y Europa segun el ultimo informe de la ECDC y OMS (2022).
En algunos casos, resaltados en negrita, los porcentajes de Espaifa de determinados
microorganismos resistentes son mas elevados que la media europea como Escherichia
coli resistente a aminopenicilinas, fluoroquinolonas, aminoglucdsidos, carbapenos y a la
combinacion de fluoroquinolonas, cefalosporinas de 32 generacidon y aminoglucésidos;
Acinetobacter spp. resistentes a fluoroquinolonas, aminoglucésidos, carbapenos y a la
combinacidon de todos estos; Streptococcus pneumoniae resistente a la penicilina,
macrdlidos y a la combinacidon de ambos; Staphylococcus aureus resistente a la meticilina,

y Enterococcus faecalis resistente a la gentamicina.

57



Introduccidn

Tabla 15. Porcentaje de los principales microorganismos patégenos que presentan

resistencia a antibiéticos en Espafia y en Europa en 2020 (ECDCy OMS, 2022)

Microorganismo Antibidtico Espana Europa
Aminopenicilinas 57,6 54,6
Fluoroquinolonas 28,6 23,8
Escherichia coli Aminoglucdsidos 13,6 10,9
Carbapenos 0,4 0,2

Fluoroquinolonas,
cefalosporinas de 32 6,3 5,7
generacion y aminoglucdsidos

Fluoroquinolonas 25,7 33,8
i a
Cefalosporm?:s de 3 26,8 33.9
generacion
Klebsiella pneumoniae Aminoglucdsidos 20,2 23,7
Carbapenos 4,7 10,0
Fluoroquinolonas,
cefalosporinas de 32 16,4 21,0
generacion y aminoglucdsidos
Piperacilina-tazobactam 11,0 18,8
Fluoroquinolonas 18,1 19,6
Ceftazidima 9,6 15,5
Aminoglucdsidos 8,7 9,4
Pseudomonas aeruginosa Carbapenos 16,6 17.8
Piperacilina-tazobactam,
quoroqw.noIonas', c.efta2|d|ma, 9.1 12,1
aminoglucésidos y
carbapenos
Fluoroquinolonas 62,6 41,8
Aminoglucdsidos 53,8 37,1
Acinetobacter spp. Carbapenos 61,5 38,0
Fluoroquinolonas,
aminoglucésidos y 51,6 34,1
carbapenos
Penicilina 20,7 15,6
Streptococcus pneumoniae Macrélidos 22,2 16,9
Penicilina y macrdlidos 11,8 9,0
Staphylococcus aureus Meticilina 23,3 16,7
Enterococcus faecalis Gentamicina 33,9 29,0
Enterococcus faecium Vancomicina 1,2 16,8
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El aumento del numero de resistencias se debe a diversas causas. En el aspecto
clinico, la sobreprescripcidon de los antibidticos por parte de los facultativos, la utilizacion
conjunta de varios antibidticos o de antibidticos de amplio espectro antes de identificar el

patégeno a tratar (Michael et al., 2014) y el abuso o mal uso de los antibidticos por parte

de los pacientes (Zaman et al., 2017) contribuyen a este proceso. La utilizacién de estos

medicamentos en animales, no solo como terapéuticos sino también para su engorde y
como profilaxis, ha contribuido al aumento de microorganismos resistentes en su

microbiota, convirtiéndolos en reservorios de resistencias (Nulty etal., 2016; Teuber,

2001). Ademas, el uso de antibidticos en agricultura para evitar enfermedades y de
fertilizantes de origen animal también aumentan la propagacion de estas bacterias (Rather

et al., 2017), por ejemplo, en el suelo, donde se han hallado patégenos resistentes (Cox y

Wright, 2013).

8.1. DESARROLLO DE RESISTENCIAS A ANTIBIOTICOS

El desarrollo de resistencias por parte de los microorganismos forma parte de su
evolucidn natural y es el mecanismo que tienen para sobrevivir a los cambios del medio

(Rodriguez-Rojas et al., 2013). Las bacterias adquieren las resistencias de diversos modos.

En ocasiones, se producen mutaciones que favorecen la supervivencia de un determinado
grupo frente a cambios ambientales. Aunque estos sucesos no se producen muy a
menudo, el gran tamafio de las poblaciones bacterianas y su rdpido ritmo de
multiplicacién, aumentan las probabilidades de que sucedan. Las bacterias también
adquieren nuevos genes de forma horizontal mediante conjugacién, traduccién vy
transformaciéon, que les confieren diversas caracteristicas nuevas, como resistencias o

mayor virulencia (Michael et al., 2014). La inclusidn de una resistencia tiene un coste para

la bacteria, asi que suelen adquirirse cuando las condiciones son adversas y pueden
proporcionarles una ventaja competitiva que justifique ese gasto. La pérdida de esa
funcién también tiene un coste, por lo que las resistencias suelen mantenerse en el

tiempo (Courvalin, 2016). Las bacterias que estan mas expuestas a antibiodticos desarrollan

mas resistencias y mas rapido debido a esa presion selectiva que permite solo la

supervivencia de las que son mas resistentes (Michael et al., 2014).
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Los antibidticos pueden contaminar el medio ambiente y provocar reservorios de
bacterias resistentes en el suelo o en el agua. Esto se debe a que muchos de ellos no se
degradan una vez metabolizados y terminan, a través de los productos de desecho de los

animales y humanos, en el medio ambiente (Founou etal., 2016). En un estudio de

Guerrero-Ramos et al. (2016a) se aislaron 55 cepas del género Enterococcus de carne de
caza silvestre y se observd que todas ellas eran multirresistentes a entre 3 y 10
antibidticos diferentes. La prevalencia de cepas de Escherichia coli y Enterobacter faecalis
resistentes a antibidticos aisladas de carne de palomas domésticas y silvestres no
presentd diferencias significativas entre ambos tipos en las investigaciones de Cordero
et al. (2019). Esto deja patente la dispersidn de microorganismos resistentes que llegan a

los animales salvajes.

El gran nimero de personas que viven en la tierra y la globalizacidon permiten a los

organismos que nos infectan propagarse de manera amplia y muy rapida (Michael et al.
2014). A pesar de esto, existen ciertos microorganismos que no han adquirido resistencias
a pesar de haber utilizado antibiéticos contra ellos durante afos, como es el caso de
Streptococcus pyogenes, y otros cuyas resistencias se han reducido sin una causa

aparente, como es el caso de algunos estafilococos (Dubourg et al., 2017).

8.2.  RESISTENCIAS EN LA CADENA ALIMENTARIA'Y EN CARNE

Dentro de la cadena alimentaria pueden producirse y propagarse microorganismos
resistentes. Las causas son el uso de organismos modificados genéticamente, la adicién de
microorganismos de forma intencionada o el uso de sustancias antimicrobianas, como
desinfectantes o conservantes, que ejercen una presién selectiva sobre los
microorganismos de manera que estos generan resistencias no solo ante estos

antimicrobianos sino también frente a los antibidticos (Capita y Alonso-Calleja, 2013;

Capita et al., 2013; Molina-Gonzalez et al., 2014). El aumento de resistencias debido al uso

de dosis subinhibitorias de antimicrobianos, entre los que se incluyen los antibidticos,
aumentan la capacidad de las bacterias para la transferencia genética horizontal de genes

responsables de resistencias (Jutkina et al., 2018).

El uso de antibioticos en animales destinados al consumo los convierte en

reservorios de bacterias resistentes. Esto provoca que puedan propagarse mediante
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contacto directo, como el que tienen los operarios con los animales, o por contacto

indirecto a través del consumo de carne u otros alimentos derivados (Founou et al., 2016).

En Espafia, una encuesta realizada a facultativos (De Briyne et al., 2014) revela que los

antibiodticos criticos para el ser humano que mas se usan en animales destinados a
alimentacion humana son, en relacion con el ganado vacuno, las penicilinas,
fluoroquinolonas, tetraciclinas, cefalosporinas de 32 y 42 generacién y macrdlidos, y para
el ganado porcino son penicilinas, tetraciclinas, macrdlidos, pleuromutilina y polimixina. La
mayoria de los antibidticos citados en esta encuesta no son criticos para los seres
humanos, especificamente un 74% en vacuno y un 80% en cerdos. Para asegurar que los
productos de la industria carnica son seguros es necesario la implementacion de
programas de vigilancia y control, ademas de la cooperacién nacional e internacional

(Nulty et al., 2016).

En relacidn a la carne y sus derivados, existen diversos estudios sobre la resistencia
a antibidticos que presentan algunos microorganismos aislados de estos. En un estudio de
Doménech et al. (2015b) se aislé Salmonella de carne picada de cerdo y pollo y se observé
gue un 41% de los aislados fue resistente a tres o mads antibiéticos. En otro, en el que se
aislé Salmonella de carne de pollo fresca, un 60% de las cepas fue resistente a tres o mas
clases de antibidticos, siendo un 80% las que fueron resistentes a uno o mas (Zwe et al.,
2018). También, en relacién a cepas de Campylobacter spp. aisladas de carne de pollo y
pavo, el 70% mostrd resistencia a un antibidtico y un 26% a mas de uno (Nobile et al.,
2013). En otro experimento, el resultado fue de casi un 92% de cepas de Escherichia coli

aisladas de pollo multirresistentes a dos o mds antibidticos (Alvarez-Ferndndez et al.,

2013).

8.3. MEDIDAS ANTE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Aunque este problema no puede ser erradicado del todo (Capita y Alonso-Calleja,

2013), el uso racional de los antibidticos por parte de la poblaciéon ayudaria a reducir la

incidencia de las resistencias (Ramos et al., 2020; Zaman et al., 2017). El desarrollo de

técnicas rapidas de deteccion puede ayudar a la reduccién de la utilizacion de antibidticos

de amplio espectro y, de este modo, utilizarlos de modo mas sensato y dirigido hacia el
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microorganismo especifico que provoque la infeccion (Founou et al., 2016; Howard et al.,

2013).

Las industrias farmacéuticas no estan dispuestas a desarrollar mas antibidticos, ya
qgue no les reporta los beneficios que esperan. Por ello, los gobiernos deberian establecer
programas para un uso racional de los antibiéticos y para politicas de desarrollo de nuevas

terapias (Dodds, 2017; Inoue y Minghui, 2017).

La vigilancia es una parte esencial en el control de este problema y en ella se debe
incluir no solo aislados clinicos o de alimentos, sino también muestras del medio
ambiente, ya que este puede convertirse en un reservorio de microorganismos resistentes

(Laxminarayan et al., 2013; Roca et al., 2015). Parte de estos microorganismos llegan al ser

humano y al medio ambiente a través de los animales destinados al consumo, por lo que
se debe reducir el uso de antibidticos sobre ellos y tratar de utilizar otras alternativas

(Founou et al., 2016; Tang et al., 2017). Otra parte, también esencial, es la investigacion y

el uso de métodos estandarizados en la industria alimentaria (Capita y Alonso-Calleja,

2013).

Una de las medidas mas simples y efectivas es el uso de buenas practicas
higiénicas, tales como lavarse las manos con frecuencia, entre la poblacion, en los
hospitales y en la industria alimentaria, lo que puede evitar la propagacion de

microorganismos y, por tanto, de las infecciones que provocan (Howard et al., 2013). Otro

gran instrumento para evitar enfermedades y, de paso, el uso de antibiéticos, son las

vacunas (Courvalin, 2016). Actualmente se estd estudiando el potencial de la nueva

tecnologia CRISPR para la inhibicion de ciertos fragmentos del genoma que contienen

genes que codifican para resistencias (Dubourg et al., 2017).

Debido a la propagacidn mundial de este tipo de microorganismos, solo una

respuesta global puede dar una solucién a este problema (OMS, OMPI y OMC, 2016). En

2015, la OMS adoptd el Plan de Accién Global sobre Resistencia a Antibidticos (GAP-AMR).
Este plan tiene cinco objetivos principales: mejorar el conocimiento sobre los antibidticos,
realizar mas investigacién para obtener mas datos, reducir el nimero de infecciones,
optimizar el uso de los antibidticos e invertir mas en investigacidon, nuevas técnicas

médicas y vacunas (OMS, 2015a). La FAO en el 2016 también desarrollé un plan sobre
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resistencias a antibidticos enfocado a mejorar la conciencia sobre el uso de los antibiéticos
y sus posibles peligros, ademas de desarrollar programas de vigilancia, organizacién legal y
buenas practicas en alimentacién y agricultura. Aunque todos estos esfuerzos seran en

vano sin la cooperacién de todos los implicados (Tacconelli et al., 2018).

8.4.  PRINCIPALES BACTERIAS PATOGENAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS

La mayoria de bacterias resistentes son Gram negativas ya que su pared celular le

proporciona proteccién ante agentes externos (Courvalin, 2016; Raphael y Riley, 2017). En

la tabla 16 se enumeran de mayor a menor importancia bacterias patégenas resistentes a
determinados antibidticos. Esta ordenacién responde a criterios sobre su tratabilidad
(tratamientos implicados y facilidad de realizacién de los mismos), la mortalidad que
ocasionan, la carga que suponen en el cuidado de la salud, la tendencia y la prevalencia de
su resistencia, la transmisibilidad de la resistencia, la carga en la comunidad, su posible
prevencidn en el sistema sanitario, la informacién que existe sobre ellas y su prevencién

dentro de la comunidad (OMS Pathogens priority list working group, 2018).

Tabla 16. Ranking de los microorganismos patégenos con resistencias a antibidticos de

mayor a menor importancia (OMS Pathogens priority list working group, 2018)

Microorganismo Resistente a

Acinetobacter baumannii Carbapenos

Pseudomonas aeruginosa Carbapenos

Escherichia coli
Klebsiella spp.
Klebsiella spp.
Enterobacter spp.
Serratia spp.
Proteus spp.
Enterobacter spp.
Escherichia coli
Providencia spp.
Enterococcus faecium
Staphylococcus aureus
Citrobacter spp.
Morganella spp.
Helicobacter pylori

Cefalosporinas de 32 generacién
Cefalosporinas de 32 generacion
Carbapenos
Cefalosporinas de 32 generacion
Cefalosporinas de 32 generacion
Cefalosporinas de 32 generacion
Carbapenos
Carbapenos
Cefalosporinas de 32 generacion
Vancomicina
Meticilina
Cefalosporinas de 32 generacion
Cefalosporinas de 32 generacion
Claritromicina
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Campylobacter spp. Fluoroquinolonas
Salmonella Typhi Fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Fluoroquinolonas
Streptococcus pneumoniae No susceptible a la penicilina
Salmonella no tifoidea Fluoroquinolonas
Haemophilus influenzae Ampicilina
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinas de 32 generacidn
Shigella spp. Fluoroquinolonas
Staphylococcus aureus Vancomicina

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y Enterococcus faecium
resistente a la vancomicina (EFRV) son dos patégenos Gram positivos con relevancia de
acuerdo a la tabla 16. En relacién a SARM, a pesar de que entre 2016 y 2020 el nimero de
casos se ha reducido, en Europa sigue siendo un problema sanitario ya que todavia hay

paises con porcentajes elevados (ECDC y OMS, 2022) (figura 16). En Espafia, cobra mayor

importancia ya que el nimero de casos es superior a la media europea. Este patdogeno
puede ser un problema para personas inmunodeprimidas cuando estd presente en

alimentos (Pesavento et al., 2007). El porcentaje de EFRV ha aumentado del 11,6% al

16,8% entre 2016 y 2020, lo que supone un problema en Europa (ECDC y OMS, 2022)

(figura 17). En Espaia supuso un 1,2% durante 2020.

-

B <1%

0 1% a<5%
o 5% a<10%
0 10% a <25%
= 25% a <50%
- >50%

1 Mo incluido

Figura 16. Porcentaje de cepas aisladas invasivas de Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina en Europa en 2020 (ECDC y OMS, 2022).
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Figura 17. Porcentaje de cepas aisladas invasivas de Enterococcus faecium resistente
a la vancomicina en 2020 en Europa (ECDCy OMS, 2022).

9. ENTEROBACTERIAS

Enterobacteriaceae es una familia heterogénea de bacilos Gram negativos que no
forman esporas. Algunas de estas bacterias son moviles gracias a fimbrias y flagelos,
mientras que otras no tienen movilidad. En términos generales, ya que existen géneros
que no cumplen todas estas caracteristicas, son catalasa positivos y oxidasa negativos,
reducen el nitrato a nitrito y son capaces de fermentar la glucosa y otros azlcares, en
algunos casos, con produccion de gas. Generalmente, son anaerobios facultativos (Farmer

lll et al., 2007; Jenkins et al., 2017).

Son microorganismos que se pueden encontrar en multiples habitats, tales como el
suelo, el agua, en las plantas y en el intestino de algunos animales, incluyendo en el del ser

humano (Farmer lll et al., 2007). Debido a que forman parte de la flora intestinal, su

presencia en determinados alimentos es indicador de contaminacién con materia fecal

(Jenkins et al., 2017). Existen ciertas especies patdgenas como Salmonella y Escherichia
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coli, que pueden transmitirse a través de la carne (EFSA-ECDC, 2019). Estos patdégenos

provocan enfermedades gastrointestinales que pueden complicarse y convertirse en

infecciones extraintestinales (Farmer Il et al., 2007). La presencia de gran cantidad de

enterobacterias en productos carnicos explica una manipulacion no higiénica y/o una
conservacién inadecuada, lo que favorece la proliferacién de estas bacterias (Stiles y Ng,
1981). En el Reglamento (CE) n2 2073/2005 se definen los limites de enterobacterias,
Escherichia coliy Salmonella que pueden estar presentes en las canales, carne y derivados

(tabla 13).

Actualmente, esta familia engloba 51 géneros segun la web www.bacterio.net, de

los cuales los principales géneros patdgenos que producen infecciones intestinales
relacionados con la carne son Escherichia, Salmonella, Shigella y Yersinia (EFSA-ECDC,

2019; OMS, 2015b).

Escherichia

En este género se incluyen cepas méviles y no mdviles que suelen encontrarse en
el tracto intestinal humano. La especie tipo es Escherichia coli, la cual es considerada un
indicador de contaminacidon fecal. Algunas cepas pueden causar, ademas de las diarreas
tipicas de las infecciones intestinales, infecciones en el tracto urinario, meningitis y

bacteriemia que pueden terminar en sepsis y shock séptico (Kaper et al., 2004; Nataro

et al., 2007).

Existen diversos tipos de Escherichia coli diarreogénica, pero las que provocan mas
brotes son Escherichia coli enteropatogénica, E. coli enterotoxigénica y E. coli productora

de toxina Shiga (STEC) (OMS, 2015b). Los serogrupos mas virulentos de STEC son 0157:H7

y 026. El serotipo 0157 se encuentra en el intestino del ganado vacuno, tanto en las que
son destinadas para leche como para las que son destinadas para carne, y a través de su
estiércol pueden llegar al suelo, al agua y a las plantas. Ademas, este serotipo se propaga
facilmente entre personas ya que no requiere de grandes dosis infectivas (Nataro et al.,

2007).

Salmonella

66


http://www.bacterio.net/

Introduccion

Algunas cepas de Salmonella son no mdéviles, aunque la mayoria si lo son. No
fermentan la lactosa ni la urea, pero metabolizan el citrato y producen acido sulfhidrico.
Este género contiene dos especies, Salmonella enterica y Salmonella bongori. La
subespecie Salmonella enterica subsp. enterica suele formar parte de la microbiota
intestinal en humanos y animales de sangre caliente y es la que provoca las infecciones en
el ser humano. Dentro de esta subespecie existen cepas no tifoideas que son las que
causan las infecciones intestinales y, en ocasiones, infecciones extraintestinales
generalmente en personas inmunodeprimidas. Debido a que esta bacteria se encuentra
en animales, suele encontrarse en alimentos que han tenido contacto con animales de

forma directa o indirecta (Jenkins et al., 2017; Nataro et al., 2007). El serotipo Salmonella

Typhi se encuentra solo en humanos (Farmer Il et al., 2007), por lo que se transmite de

persona a persona, a través del agua o de alimentos contaminados con heces, y puede
llegar a provocar fiebres tifoideas caracterizadas por infecciones sanguineas. Salmonella
Paratyphi también provoca una enfermedad son sintomas similares a los que provoca S.

Typhi (Nataro et al., 2007).

Shigella

Son bacterias no modviles que no forman gas durante la fermentacidon de los
carbohidratos. Son muy similares a Escherichia coli y se diferencian de esta en que son
microorganismos en cierto grado anaerdébicos. La especie tipo es Shigella dysenteriae. Este
género se encuentra en el intestino de humanos y grandes primates, de manera que el
modo de propagarse suele ser mediante contacto persona-persona y por practicas poco
higiénicas. Este patdgeno provoca diarreas y, en muchos casos, disenteria debida a la
toxina Shiga que produce. Ademas, puede llegar a causar sindrome urémico hemolitico

(Jenkins et al., 2017; Nataro et al., 2007).

Yersinia

Este género engloba bacilos mas pequeiios que el resto de enterobacterias. Son
moviles a temperatura ambiente pero no a 37 9C, excepto Yersinia pestis, que no es movil.
Las tres especies mdas patdgenas de este grupo, Y. pestis, Y. enterocolitica y Y.
pseudotuberculosis, contienen un plasmido con factores de virulencia. Ademas, Y.

enterocolitica y Y. pseudotuberculosis contienen genes para la produccién de
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enterotoxinas que pueden provocar infecciones gastrointestinales. Yersinia enterocolitica
se encuentra, ademas de en los humanos, animales y medio ambiente, en el cerdo, por lo
qgue es habitual aislarla de carne cruda o de preparados carnicos de este animal. Es por
ello que la carne de cerdo puede provocar infecciones gastrointestinales si se consume

cruda o mal cocinada (Jenkins et al., 2017; Wanger, 2007).

10. ENTEROCOCOS

El género Enterococcus incluye cocos Gram positivo catalasa negativos que son
anaerobios facultativos con metabolismo homofermentativo capaces de fermentar la
glucosa a acido lactico. También son capaces de hidrolizar la esculina en presencia de sales
biliares y suelen agruparse en parejas o formando cadenas cortas. Su temperatura dptima
de crecimiento es 35 2C, aunque el rango de temperatura abarca de los 10 2C a los 45 ¢C

(Teixeira et al., 2007). Ademas, pueden crecer en un amplio rango de pH y de salinidad, lo

qgue los convierte en organismos muy resistentes que pueden sobrevivir bajo multiples

factores de estrés (Ramsey et al., 2014). No solo son muy resistentes, sino que también

intercambian material genético de forma habitual, lo que provoca la aparicion de

resistencias que pueden dotarlos de una mayor virulencia (Ramos et al., 2020; Santagati

etal., 2012; Werner et al., 2013).

Hace afios, este género se incluia dentro del género Streptococcus, pero nuevos

estudios genéticos han concluido que son géneros separados (Schleifer y Kilpper-Bilz,

1987). El genotipo de cada especie de este género suele mostrar afinidad a su hospedador

habitual (Santagati et al., 2012).

Estos microorganismos que forman parte de la microbiota del tracto intestinal
humano, y del de otros animales como insectos, anfibios, reptiles, aves y mamiferos

(Byappanahalli_et al., 2012; Collins et al., 1986; Svec etal., 2006), también pueden

encontrarse en el suelo, en las plantas y en el agua (Byappanahalli et al., 2012).

Generalmente, las 60 especies de este género no son muy Vvirulentas

(www.bacterio.net), pero en personas de edad avanzada o inmunodeprimidas pueden

provocar infecciones graves e incluso la muerte (Teixeira et al., 2007). El tipo de infeccion

qgue mas provocan son de tipo nosocomial (Piedrahita, 2001; Ramos et al., 2020) vy las
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especies que causan la mayoria de ellas son Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis

(ECDCy OMS, 2022).

Este grupo también establece la calidad higiénica de alimentos y del agua, ya que
son indicadores de contaminacién fecal. En este género de bacterias también hay especies
gue actdan durante la fermentacién de algunos quesos producidos en la cuenca
mediterranea, ya que tienen actividad proteolitica, y en la fermentacién de salchichas y

carne curada (Foulquié Moreno etal., 2006). Generalmente, se encuentran en estos

alimentos de forma natural, pero en algunos casos pueden afiadirse intencionadamente.
Por ejemplo, algunas cepas de Enterococcus faecium se usan en piensos destinados a

animales como aditivo alimentario (EFSA, 2016). Este tipo de microorganismos también

pueden actuar como probidticos (Foulquié Moreno et al., 2006).

La presencia de estos microorganismos en los animales explica que sean parte de
la microbiota o microflora habitual de la carne y productos derivados, aunque no hay una
legislacién que defina un limite mdximo para estos microorganismos en carne, como Ssi

que existe para el agua envasada en el Real Decreto 1799/2010.
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Objetivos

OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar diferentes pardmetros de calidad microbioldgica, fisico-quimica y
organoléptica en carne y productos carnicos de diferentes especies de animales de abasto
que influyen en su comercializacién y venta. Prestando especial atencién a los
tratamientos de descontaminacidon de la carne en vacuno y conejos vy, al aislamiento y
caracterizacion de enterobacterias y enterococos, considerando en los aislamientos
procedentes de ambos grupos microbianos el perfil de resistencia a antibidticos y su

potencial formacion de biofilms.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

La presente Tesis Doctoral trata de determinar:

1. Sila prevalencia y/o niveles de contaminacion con microorganismos patogenos
e indicadores de falta de higiene en carne y preparados carnicos se ajusta a la

normativa vigente.
2. Siel uso de diferentes tratamientos quimicos de descontaminacién:

2.1. reduce significativamente los niveles microbianos de la carne, tanto
inmediatamente después del tratamiento como a lo largo del

almacenamiento en refrigeracion.

2.2. no modifica los pardmetros de color instrumental de la superficie de la

carne.
2.3. no modifica las caracteristicas sensoriales de la carne.

3. Si las cepas microbianas aisladas de preparados cdarnicos presentan

caracteristicas fenotipicas y/o genotipicas de especial interés en Salud Publica.
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CAPITULO I. EFECTO ANTIMICROBIANO DEL ACIDO LACTICO AL 4%, ACIDO
CiTRICO AL 2% Y AL 4%, Y FOSFATO TRISODICO AL 10% SOBRE CARNE DE
VACUNO

En este capitulo se pretende determinar el efecto de varios descontaminantes
(acido lactico (4%), acido citrico (2% y 4%) y fosfato trisédico (10%)) sobre la calidad
microbioldgica y sensorial en carne de vacuno. Se recogieron 13 muestras del cuello de
canales de vacuno de un matadero de Ledn destinadas al andlisis microbioldgico, de pH,
analisis sensorial y color instrumental. Estos andlisis se realizaron tanto el dia del
tratamiento como los dias 1, 3 y 6 posteriores. Antes de tratar estas piezas, se determiné
la calidad higiénica de la carne mediante el analisis de la presencia de Listeria
monocytogenes y Salmonella spp. y el recuento de Staphylococcus aureus. Una vez
tratadas, se determind la carga de la microbiota aerobia meséfila viable, la flora
psicrotrofa, Pseudomonas, Pseudomonas fluorescentes, micrococos, coliformes fecales,
enterobacterias, enterococos y bacterias acido lacticas en la superficie de una pieza de
carne de 28 cm?. Ademds, se midid el pH. Mediante un panel de cata se valord el color, el
olor y la aceptabilidad general en una escala del 1 al 9. En la determinacién instrumental
del color se utilizé un espectrocolorimetro para medir los pardmetros del sistema CIE
L*a*b* del color. En términos generales, los tratamientos analizados redujeron la carga
microbiana, siendo el tratamiento con acido citrico al 2% el mas eficaz. La carne tratada
con fosfato trisédico mostré una calidad sensorial similar a las muestras sin tratar el dia
del tratamiento, pero a lo largo del tiempo fue el acido citrico al 2% el que obtuvo las
puntuaciones mas altas. El cido lactico no mostré mejorar la calidad sensorial de la carne,
ya que produjo zonas andmalas similares a carne cocida. En cuanto al color, las muestras
tratadas con acidos organicos mostraron mas luminosidad que las no tratadas. La carne
fresca de vacuno presentd una baja calidad microbioldgica, lo que supone un riesgo para
la salud de los consumidores. A pesar de su eficacia, el uso de estos tratamientos nunca

debe ser un sustituto de las buenas practicas de higiene.
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INTRODUCCION

Durante 2021, la produccién de carne de vacuno superd los 72 millones de
toneladas, un 20,3% del total de carne producida (FAOSTAT). En Espaia, la produccion de
este tipo de carne en 2021 alcanzd los 718 miles de toneladas (FAOSTAT), un 9,4% del

total, y el consumo ascendié a 4,75 kilogramos per cdpita durante 2021 (MAPA, 2022¢).

Fue la carne mas consumida tras la carne de pollo y cerdo.

El consumo de carne de vacuno, y de la carne en general, puede ser un riesgo para
los consumidores debido a la presencia de bacterias patégenas tales como Salmonella,

Listeria monocytogenes y Escherichia coli patégena (EFSA-ECDC, 2022; OMS, 2015b;

RASFF, 2021). Para aumentar la seguridad respecto a este alimento, la Unidn Europea
publicé el Reglamento (CE) n2 853/2004, de 29 de abril, en el que se establecen las
normas especificas de higiene de los alimentos de origen animal, asi como los criterios
microbioldgicos permitidos en el Reglamento (CE) n? 2073/2005, de 15 de noviembre de

2005, relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios.

Ademas, la carne puede contener bacterias alterantes cuya actividad metabdlica y
crecimiento provoca su deterioro, reduciendo la calidad y la aceptacién desde el punto de

vista de los consumidores (Henchion etal., 2017). Para determinar la calidad

microbioldgica de la carne se analiza la carga de determinados grupos microbianos, como
los meséfilos aerobios, los microorganismos psicrotrofos, las enterobacterias o los
enterococos, que son indicadores de contaminacidon o marcadores higiénicos en carne que

ha sufrido practicas no higiénicas o manipulaciones inadecuadas (Jenkins etal., 2017;

Rodriguez-Melcon et al., 2017; Stiles y Ng, 1981; Teixeira et al., 2007).

Para reducir la carga microbiana en la superficie de la carne pueden utilizarse
diversos tratamientos descontaminantes tales como soluciones de acidos organicos, como

el acido lactico o el acido citrico, o de fosfato trisddico (Bolder, 1997; Moreno Garcia,

2006). De hecho, en la Unién Europea, el Reglamento (UE) n2 101/2013, de 4 de febrero,
relativo a la utilizacién de acido lactico para reducir la contaminacién de superficie de las
canales de bovinos, autoriza el uso de acido lactico entre el 2 y el 5% sobre la superficie de

las canales, incluyendo medios y cuartos, en los mataderos.

78



Estudio en carne de vacuno (6] Ji{T| [N

El uso de antimicrobianos puede modificar el pH de la carne (Del Rio et al., 20073,

2007b), de hecho, el modo de accidn de los acidos organicos es provocar un descenso de

pH que inhibe el crecimiento bacteriano (Moreno Garcia, 2006; Rajkovic et al., 2010).

También puede provocar cambios organolépticos como cambios en el color (Pohlman

et al., 2002a, 2002b), que es uno de los atributos que mas influyen en los consumidores a

la hora de comprar carne (Banovic et al., 2009; Grunert et al., 2004; Henchion et al., 2017;

Merlino et al., 2018).

El pigmento responsable del color de la carne de vacuno es la mioglobina (Mancini
y Hunt, 2005). Las variaciones que se producen en esta molécula debido a reacciones de
oxido-reduccion por el contacto con el oxigeno, se traduce en las tipicas tonalidades de la

carne que varian entre el rojo pardo, rojo cereza y purpura (Mancini y Hunt, 2005;

Ordofiez Pereda et al., 1998).

Otros autores (DeGeer etal., 2016; Kassem etal., 2017; Pohlman et al., 20023,

2002b; Rodriguez-Melcédn et al., 2017) han estudiado el efecto sobre la carga microbiana

de diversos tratamientos descontaminantes en carne de vacuno. También existen estudios

(Jiménez-Villarreal et al., 2003a, 2003b) sobre el efecto de estos tratamientos sobre la

calidad sensorial de la carne, incluyendo el color. Otros estudios determinan el efecto de
la aplicacién de un tratamiento descontaminante en la superficie de la carne sobre la
carga microbiana junto con el efecto sobre la calidad sensorial y el color de la carne

(Kassem et al., 2017; Pohlman et al., 2002a, 2002b; Rodriguez-Melcdn et al., 2017).

Con este trabajo se pretende determinar los niveles de Staphylococcus aureus, asi
como la presencia de Listeria monocytogenes y Salmonella enterica en la superficie de
carne fresca de vacuno y si el uso de acido lactico (4%), acido citrico (2% y 4%) y fosfato
trisddico (10%) reduce significativamente los niveles microbianos de la superficie de la
carne, tanto inmediatamente después del tratamiento como a lo largo del
almacenamiento en refrigeracion (7 2C) durante 6 dias. Ademas, se mide el efecto de
estos tratamientos sobre los parametros de color instrumental y las caracteristicas

sensoriales de la superficie de la carne.
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MATERIAL Y METODOS

Se analizé el efecto del fosfato trisddico, acido lactico y dacido citrico sobre la
calidad microbioldgica y sensorial de la superficie de carne de vacuno basandose en los

estudios de del Rio et al. (2007b) y de Rodriguez-Melcén et al. (2017).

En relacién a la calidad microbiolégica, se determind la presencia de patdgenos
antes del tratamiento y se analizaron, una vez aplicadas las soluciones, la microbiota
aerobia mesoéfila viable, la flora psicrotrofa, Pseudomonas, Pseudomonas fluorescentes,
micrococos, coliformes fecales, enterobacterias, enterococos y bacterias acido lacticas.
Para determinar la calidad organoléptica se realizé un analisis sensorial sobre el olor, el

color y la aceptabilidad general en un panel de cata y se midié el color instrumental.

Para estudiar la evolucidon de la carne tras el tratamiento, estos analisis fueron
realizados en los dias 0, 1, 3 y 6. Mientras durd el estudio, las piezas de carne se
almacenaron a 49C en contenedores de plastico opacos, previamente desinfectados con

alcohol de quemar.
Recogida de carne cruda de vacuno

El dia O se realizé la recogida de la carne en el matadero. Para ello, se cortd de
manera estéril una pieza de la parte izquierda del cuello de la canal (unos 200 cm?) y otra
de tamafio similar de la parte derecha del cuello de la misma. Cada canal se considerd una
muestra (13 muestras). De esta manera, de cada muestra o canal se obtuvieron dos
piezas. Una pieza se utilizd para realizar el andlisis microbiolégico y medir el pH, mientras

gue sobre la otra se realizaron el andlisis sensorial y la medicién del color.

De las piezas de carne se eliminaron las fascias y las capas de grasa, en los casos en
gue estuviesen presentes, con la ayuda de un bisturi y unas pinzas estériles. La
preparacién de la carne evita que capas diferentes al musculo interfieran en el andlisis del
color y homogeneiza la superficie de la carne permitiendo que el tratamiento penetre de

igual modo en todas las zonas para que los andlisis microbiolégicos sean representativos.
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Aislamiento de bacterias patdégenas

Antes de tratar la carne con las soluciones descontaminantes, de la pieza destinada
para el analisis microbiolégico y la medicion del pH, se aislaron Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. y Staphylococcus aureus. Estos patdgenos son frecuentes en la industria
alimentaria y su analisis proporciona una idea general de la contaminacion inicial de la

carne.

DETECCION Y AISLAMIENTO DE Listeria monocytogenes (Basado en la norma EN 1SO
11290-1:2017 (Asociacion Espaiiola de Normalizacién y Certificacion [AENOR], 2017b))

Tras la recogida de la carne en el matadero se recorté un trozo de carne de 25 cm?
en condiciones estériles y se homogeneizdé en 225 mL de caldo Fraser semi (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) (1:10) durante 2 minutos en el Stomacher (Masticator
Silver Panoramic; 9000520; UL, Barcelona, Espaiia). La bolsa se dejé incubando durante
24 horas a 30 9C. Este paso preliminar constituyd el preenriquecimiento. Después, se
afadieron 0,1 mL del caldo incubado a un tubo con 10 mL de caldo Fraser completo
(Oxoid Ltd., Wesel, Alemania) y se dejé 24 horas incubando a 37 2C. Cuando termind la
incubacidn, el caldo fue sembrado en estria sobre medio cromogénico para Listeria (OCLA;
Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) y sobre medio PALCAM (Oxoid Ltd., Wesel,
Alemania). Para ambos medios, la incubacion fue de 48 horas a 35 eC. Transcurrido este
tiempo se determind si las colonias crecidas eran Listeria monocytogenes. En medio OCLA
las colonias crecieron de color verde brillante con halo transparente, mientras que en

medio PALCAM crecieron de color amarillo oscuro y halo también oscuro.

DETECCION Y AISLAMIENTO DE Salmonella spp. (Basado en la norma EN 1SO 6579-1:2017
(AENOR, 2017a))

Este andlisis comenzé con el preenriquecimiento. Para ello, se homogeneizé un
trozo de carne de 25 cm? en condiciones estériles junto con 225 mL de agua de peptona
tamponada (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) (1:10) durante 2 minutos y se
incubé durante 24 horas a 41,5 °C. Finalizada la incubacion, se anadieron 0,1 mL de la
muestra a tubos con 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RVS; Oxoid Ltd., Basingstoke,

Hampshire, Inglaterra). Los tubos se incubaron durante 24 horas a 41,5 2C. Por ultimo, se
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sembré en estria por agotamiento en placas con medio Rambach (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania). Las placas se incubaron durante 48 horas a 37 2C y se anotd la
ausencia o presencia de colonias de Salmonella, las cuales presentan color fucsia en este

medio.

RECUENTO DE Staphylococcus aureus (Lancette y Tatini, 1992)

Para el recuento de Staphylococcus aureus se cortd un trozo de carne de 25 cm? y
se anadié a 25 mL de agua de peptona (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) al
0,1%, en relacién 1:1. Después se homogeneizd y se sembraron 0,1 mL en superficie sobre
medio Baird-Parker (BP; Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) adicionado con
telurito-yema de huevo (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) por duplicado.
Una vez sembrado, se incubd durante 48 horas a 37 2C. Tras la incubacién se realizo el

recuento de las colonias negras con halo transparente.
Tratamiento

Cada muestra, compuesta por dos piezas de carne, fue sometida a un tratamiento
diferente con soluciones acuosas de dacido lactico (AL; 4%; Sigma Aldrich, Steinhem,
Alemania), acido citrico (AC; 2% y 4%; Panreac, Castellar del Vallés, Barcelona, Espaia) y
fosfato trisddico (FT; 10%; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Una muestra no fue
tratada para hacer de control (C). Las soluciones se prepararon con agua del grifo, ya que
es lo habitual en los mataderos, esterilizada con anterioridad. Los tratamientos se
realizaron por triplicado, excepto en el caso de los tratamientos con acido citrico, tanto al

2% como al 4%, que se realizaron por duplicado.

Cada cm? de carne fue tratado con 0,1 mL de solucidon del tratamiento
correspondiente. La cantidad exacta de la solucidn, contenida en un spray, se pulverizé
sobre la pieza de carne colocada en posicion vertical sobre papel de filtro hasta vaciar el
spray. Después, se dejé la pieza durante 1 minuto en posicién vertical para que lo

sobrante escurriera y el tratamiento penetrase.

Durante el tratamiento se midié tanto la temperatura ambiente como la de la
solucién sobrante, con un termdmetro digital (30.1018; TFA Dostmann, Wertheim,

Alemania), y el pH, con un pH-metro (Crison pH25; Crison Instruments SA, Espafa). La
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temperatura ambiental fue de 22,5+ 0,7 2C y la temperatura de cada solucién fue la
siguiente: 23,0+4,2°C (AL;4%), 24,2+0,2°C (AC;2%), 23,3+1,1°C (AC;4%) vy
22,8+ 1,29C (FT; 10%). Los resultados de pH fueron: 2,1+0,04 (AL 4%), 2,1+0,01
(AC; 2%), 1,8 £ 0,06 (AC; 4%) y 12,3 £ 0,07 (FT; 10%).

Analisis microbiolégico y pH
Estas determinaciones se realizaron los dias 0, 1, 3 y 6 después del tratamiento.
Analisis microbioldgico

Se cortd una pieza de carne de cada muestra de 28 cm? con ayuda de un molde
circular de metal, un bisturi y una pinza, todos ellos estériles. Se homogeneizé durante 2
minutos en 28 mL de agua de peptona al 0,01% estéril en relacion 1:1. Este
homogeneizado se considerd la dilucidon 0. A partir de la dilucion O se realizaron 5

diluciones decimales en agua de peptona estéril al 0,1%.

Mediante siembra en superficie (0,1 mL) por duplicado se determiné la carga
microbiana de los siguientes microorganismos: microbiota aerobia mesdfila viable o
mesofilos (agar de recuento estandar (PCA); Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,
Inglaterra), psicrotrofos (PCA), Pseudomonas y Pseudomonas fluorescentes (Pseudomonas
agar; Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) y micrococos (agar manitol salado

(MSA); Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra).

Las placas se incubaron a las temperaturas y los tiempos indicados en la tabla 17

para cada tipo de microorganismo.

Mediante siembra en profundidad (1 mL) por duplicado se realizaron los recuentos
de los siguientes grupos microbianos tras la incubacién a las temperaturas y tiempos
indicados en la tabla 17: coliformes fecales (agar violeta rojo bilis (VRBA); Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Hampshire, Inglaterra), enterobacterias (agar violeta rojo bilis glucosa
(VRBGA); Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra), enterococos (agar kanamicina
esculina azida (KAA); Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) y bacterias acido
lacticas (agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS); Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,

Inglaterra).
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Tabla 17. Temperaturas y tiempos de incubacion para determinar los recuentos de

diversos grupos microbianos

Medi Ti ,
Grupo microbiano edl.o de Temperatura lempo Bibliografia
cultivo (horas)
Flora aerobia PCA 30C 72 (Jay, 2002)
viable
Psicrotrofos PCA 7°C 10 dias (Cousin et al., 2001)
Pseudomonas Pseu;jggnronas 25°C 48 (Anénimo, 1990)
Micrococos MSA 35¢C 48 (Andnimo, 1990)
Coliformes fecales VRBA 45 °C 24 (Baird et al., 1987)
Enterobacterias VRBGA 35¢C 24 (Baird et al., 1987)
Enterococos KAA 41,5 °C 24 (Baird et al., 1987)
Bacterias acido MRS 30 eC 72 (Baird et al., 1987)
lacticas

Una vez finalizada la incubacién de las placas se realizd el recuento de las ufc
(unidades formadoras de colonias) de cada placa y se realizaron los calculos pertinentes
para determinar el nimero de logio ufc/cm? en la superficie carnica. El recuento de
Pseudomonas fluorescentes se realizé colocando las placas de Pseudomonas sobre una
[dmpara de rayos ultravioleta en una habitacién oscura para contabilizar las colonias que

emitian fluorescencia.
Determinacion del pH

Una vez que se terminaron las siembras se midid el pH del contenido sobrante de

la dilucién 0 con la ayuda de un pH-metro.
Analisis sensorial y de color

El tratamiento dado a las piezas destinadas al andlisis sensorial y de color fue
idéntico y se llevd a cabo al mismo tiempo que en el caso de las piezas destinadas para los

analisis microbioldgicos y del pH.
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Analisis sensorial

Los dias 0, 1, 3 y 6 se realizd el andlisis sensorial mediante un panel de cata de
entre 6 y 8 catadores dependiendo de su disponibilidad. En este andlisis heddnico se midié
el color, el olor y la aceptabilidad general en una escala del 1 al 9, siendo el 1 la
puntuacion correspondiente a un menor agrado por la carne y 9, el mayor (figura 18). Una

vez realizado, se calculé la media de los tres pardmetros para cada dia y muestra.

SENSORIAL Dia - Fecha:

Muestra:

Catador:
COLOR 1 2 3 4 5 6 7 8 9
OLOR 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ACEPTABILIDAD GENERAL 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 18. Ficha utilizada para realizar el analisis organoléptico.

Analisis color

Los dias de andlisis (0, 1, 3 y 6) se midié el color de la carne en 5 puntos distintos
con un espectrocolorimetro (CM-700d; Minolta, Osaka, Japon) calibrado previamente
sobre un estandar blanco. Las variables fijadas fueron D65 para la iluminaciéon, modo SCI,
tamafio de la apertura de 11 mm para la iluminacién y 8 mm para la medida y con un
angulo de observacion de 102. Asi se obtuvieron los parametros L*, a* y b* del espacio del
color CIE L*a*b*. De cada pardametro se realizé la media de los 5 puntos y, a partir de los
valores de a* y b*, se calculé la saturacién (c*) y el matiz (h*) mediante estas formulas: c*

= (a*2 + b*2)Y2y h* = arctan (b*/ a*).
Analisis estadistico

Las medias obtenidas de los recuentos entre los diversos tratamientos para los
mismos dias se compararon mediante el test de Student-Newman-Keuls utilizando el
software estadistico IBM® SPSS® Statistics para Windows, Version 24.0 (IBM Corp.,
Armonk, New York, EE.UU.). En el caso del anadlisis sensorial y del analisis de color se hizo
la comparacion de medias mediante un andlisis de varianza seguida del test de Duncan

con el mismo software estadistico, entre distintos dias y tratamientos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A pesar de que se han simulado las condiciones normales de aplicacién de un
matadero, como el uso de agua del grifo, los resultados obtenidos en laboratorio podrian
diferir de los obtenidos en el matadero. Respecto del modo de aplicacidn del tratamiento,
en otros estudios también se ha pulverizado sobre la superficie de la carne (DeGeer et al.,
2016). Otros autores han probado técnicas diferentes tales como sumergir la pieza de

carne directamente en la solucidn tratante (Kassem et al., 2017) o mezclar la carne con el

tratamiento (Jiménez-Villarreal et al., 2003a). En otros estudios, se inoculd la carne de

vacuno con algun microorganismo alterante o patégeno previamente al tratamiento con

acido lactico, acido citrico o fosfato trisddico (DeGeer etal., 2016; Min etal., 2007;

Pohlman et al., 2002a, 2002b).

Se ha estudiado el efecto del tratamiento de carne de vacuno con acido citrico (Ke

etal., 2009) y del acido citrico sobre el efecto sobre el color de las vértebras (Mancini

et al., 2007), pero existen pocos estudios sobre su efecto en la calidad microbioldgica

(Dias-Morse et al., 2015). La accidén de este compuesto sobre la carga microbiana en carne

de vacuno ha sido analizada someramente, ya que la mayoria de estudios versan sobre el

efecto de este compuesto en carne de pollo (Alonso-Hernando et al., 2013c, 2015).

La concentracion de acido lactico utilizada fue 4%, ya que es la que tiene mejor

efecto sobre carne de vacuno (DeGeer et al., 2016; Rodriguez-Melcdn et al., 2017). Puesto

gue esta concentracidn es la que mas reduce la carga microbiana con la menor alteracién

en la apariencia de la carne.
Bacterias patogenas aisladas

La calidad higiénica inicial de la carne se determind con el andlisis de la presencia
de bacterias patégenas en su superficie. En un 7,7% de las muestras se detectd la
presencia de Listeria monocytogenes, y en un 23,1%, Salmonella spp. En relacién a
Staphylococcus aureus, el promedio de los recuentos fue 2,70 + 1,06 logio ufc/cm? (media
+ desviacion estandar). El recuento minimo fue 1,48 logio ufc/cm? y el maximo 4,79 logio

ufc/cm?.
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La presencia de Listeria monocytogenes en la superficie de la carne no conlleva un
riesgo sanitario, puesto que se destruye una vez que la carne es cocinada. En cambio, la
presencia en un 23,1% de las muestras de especies de Salmonella supone un riesgo sobre
la salud, ya que, segun el Reglamento (CE) n? 2073/2005, en canales bovinas el limite de
este patégeno es ausencia en la zona examinada de la canal (tabla 13). Otro estudio
analizé diversos puntos criticos en una compaiia carnica europea, estudiando tanto

canales de vacuno como piezas de carne fresca (Luning et al., 2011). Los resultados

mostraron ausencia en Listeria monocytogenes y Salmonella spp., a diferencia de nuestro

estudio.
Recuentos microbiolégicos

En la tabla 19 se observa que, excepto para coliformes, enterococos, bacterias
acido lacticas y micrococos, los tratamientos aplicados fueron efectivos tras la aplicacion,
reduciendo la carga microbiana de forma significativa (P<0,05) respecto de las muestras
no tratadas. Al igual que la reduccién de enterobacterias en carne de vacuno tratada con

acido lactico presentada en el estudio de Rodriguez-Melcon et al. (2017).

En el caso del recuento de Pseudomonas fluorescentes se observé una amplia

dispersion de los datos que podria deberse a la dificultad del recuento con luz ultravioleta.

La eficacia de los tratamientos de descontaminacion sobre carne de vacuno se
muestra en otros estudios tales como el de Kassem et al. (2017). En él se determiné que
tanto el acido citrico, como el acido lactico y el fosfato trisddico son eficaces para reducir
la cantidad de la microbiota o flora aerobia total. Los recuentos de la flora aerobia viable
alcanzan valores similares a los aqui obtenidos (3,3 +0,3 - 4,9 + 0,4 logio ufc/g). También
el estudio de Dias-Morse et al. (2015) mostré una reduccién significativa de la carga de
Salmonella spp. y Escherichia coli en carne de vacuno tras el tratamiento con acido citrico

y acido lactico al 2,5%, tanto combinados como de forma individual.

En enterobacterias y bacterias acido lacticas, exceptuando las muestras tratadas
con Aacido citrico al 4%; mesdfilos, psicrotrofos, Pseudomonas y Pseudomonas
fluorescentes de las muestras tratadas con fosfato trisddico al 10%, la carga microbiana

fue aumentando a medida que aumentaron los dias de almacenamiento. El Ultimo dia no
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se observaron diferencias significativas en ningln caso entre las muestras tratadas y no
tratadas (P>0,05). A pesar de esto, las muestras control presentaron unos recuentos

mayores que el resto de muestras tratadas.

El tratamiento con acido lactico no mantuvo bajos los niveles de la flora psicrotrofa
y de Pseudomonas, de manera que fueron aumentando a lo largo del tiempo. Ademas, los
resultados de la microbiota o flora aerobia mesdfila, los psicrotrofos y las enterobacterias
fueron mayores a los obtenidos en otro estudio de carne de vacuno tratada con acido

lactico al 4% (Rodriguez-Melcon et al., 2017).

Se observd una mayor reduccion de la carga microbiana en la carne tratada con
acido citrico al 2% que al 4% aunque sin diferencias significativas (P>0,05), excepto sobre
la carga de micrococos (recuentos en MSA). Esto no es lo que cabria esperar utilizando
una concentracion menor. Teniendo en cuenta que solo se realizaron dos repeticiones con
cada concentracion de acido citrico, esta diferencia podria no ser tal si el experimento
contara con un mayor nimero de muestras tratadas. Kassem et al. (2017) no observaron

diferencias entre el efecto del acido citrico al 3% y al 5% sobre carne de vacuno.

Estudiando el efecto del dia del tratamiento, el acido citrico al 2% fue el que mas
redujo los niveles bacterianos en todos los casos, excepto sobre los niveles de bacterias
acido lacticas. El acido citrico al 2% fue el que mostré mas efectividad para mantener la
carga microbiana estable durante los dias de almacenamiento, excepto sobre los niveles
de Pseudomonas, mas susceptibles al fosfato trisédico, y de micrococos (recuentos en

MSA), que mostraron niveles menores al ser tratados con acido citrico al 4%.

El fosfato trisédico no fue el que mostrd la mayor eficacia tras el tratamiento y, de
hecho, las muestras tratadas con este compuesto mostraron altos niveles de
Pseudomonas fluorescentes, micrococos (recuentos en MSA), coliformes fecales,
enterococos y bacterias acido lacticas frente al resto de tratamientos el dia 6. La eficacia
de este compuesto sobre carne de vacuno también ha sido estudiada por Pohlman et al.
(200243, 2002b), aunque sus resultados sobre la carga de microbiota o flora aerobia viable
y de coliformes son superiores a los obtenidos en este estudio, ya que, en su caso, la carne

fue preinoculada y picada.
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de vacuno no tratadas (control) y de muestras tratadas con diversos tratamientos

descontaminantes (media * desviacion estandar)

Tratamiento

Tiempo de almacenamiento (dias)

1

3

Mesofilos

Control
Acido lactico 4%
Acido citrico 4%
Acido citrico 2%
Fosfato trisddico 10%

4,57 +0,68%,
3,25+ 0,56%%,
3,57 +0,59%°,
2,03 +£0,65°%,
3,18 + 0,93,

3,98 £ 0,68%,
5,79 + 3,38%«
4,37 £0,56%,
3,08 £0,34%,
3,43 £0,82%,

7,69 + 2,20
7,55 + 2,13%
6,22 0,232
5,84 + 0,99
6,08 + 0,38%

9,68 + 0,562,
9,05 + 0,862,
9,58 +0,59°,
7,59 + 2,013,
8,66 + 1,47°,

Psicrotrofos

Control
Acido lactico 4%
Acido citrico 4%
Acido citrico 2%
Fosfato trisddico 10%

2,94 0,532,
1,21 + 1,05%,,
2,94 +0,17°,
0,35 +0,49°%,
2,09 +0,87%%,

2,99 +0,68%,
3,01 +0,55%
2,52 +0,80%
1,52 +1,58%
2,49 +1,53%,

6,15 + 1,76
5,710,673,
5,30 + 0,46%
4,26 + 0,48%
4,77 +0,98%

8,83 + 1,032,
8,93 + 0,982,
8,30 £ 0,112,
7,44 £ 1,307,
7,74 0,912,

Pseudomonas

Control
Acido lactico 4%
Acido citrico 4%
Acido citrico 2%
Fosfato trisddico 10%

2,89 +0,47°,
1,42 + 1,26,
1,80 + 0,88%,,
0,35 +0,49°%,
1,38 +0,59%,,

1,75 1,182,
3,11+ 1,87%,
2,58 + 1,612,
1,34 1,892,
1,73 £ 1,562,

6,59 + 3,18%
7,06 + 2,55%
5,03 £0,03%
4,48 + 0,98%
4,30 + 1,06%,

9,13 * 1,50
10,00 + 0,00%
8,82 + 1,67
8,32 + 2,37
8,06 + 1,85

Pseudomonas fluorescentes

Control 1,71+0,86%, 1,29+1,29%, 3,02+0,76°%  3,33+5,77°,

Acido lactico 4% 0,13+0,23, 0,60+1,05°% 2,70+1,49%, 3,33+5,773,

Acido citrico 4% 0,00 +0,00°%, 1,77+2,513, 0,00+0,003, 5,007,073,

Acido citrico 2% 0,00 +0,00°, 0,00+0,00%, 1,89+2,68%,  0,00%0,00%,

Fosfato trisddico 10% 0,23 +0,40°, 0,00+0,00%, 1,15+1,00%, 5,97 *3,82%
Micrococos

Control
Acido lactico 4%
Acido citrico 4%
Acido citrico 2%
Fosfato trisddico 10%

2,56 +0,67%,
1,03 £0,89°,
1,33 +1,88?%,
0,00 + 0,00%,
1,06 +0,10°%,

2,55+ 0,313,
1,91 +0,66%,,
0,35+ 0,495,
0,00 % 0,00%,
1,05 + 0,60,

3,13 +1,99%,
1,64 +0,23%,
0,500,713,
0,85+ 1,20%,
1,52 +1,48%,

2,56 * 2,35%,
1,96 + 0,292,
1,17 1,66,
1,42 + 2,013,
3,00 + 1,09,

Coliformes fecales

Control
Acido lactico 4%
Acido citrico 4%
Acido citrico 2%

Fosfato trisédico 10%

0,53 £0,46%,
0,00 + 0,00%,
0,00 £ 0,00%
0,00 + 0,00%,

0,00 £ 0,00%

0,21 +0,36%,
0,41 +0,44%,
0,76 +0,16%
0,00 + 0,00%

0,20 +0,35%

0,76 £ 0,94%,
0,19 +0,20%,
0,00 + 0,00%,
0,00 + 0,00%,

0,64 +1,11%,

0,81 +0,54%,
0,37 +0,40%,
0,33 +0,213,
0,00 + 0,00%

0,810,713,

Tabla 18. Recuento de diversos grupos microbianos (logio ufc/cm?) de muestras de carne
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Enterobacterias
Control 1,23+0,19%, 1,19+0,25%, 3,37%0,39%, 8,49 %2,62%
Acido lactico 4% 0,16 £0,28°, 0,55+0,53%, 3,23+0,21%, 6,63 % 3,04%
Acido citrico 4% 0,00 +£0,00%, 1,06+0,45%, 2,20+0,47%, 7,72 +3,22%
Acido citrico 2% 0,00 +0,00°%, 0,00+0,00%, 2,32+0,50%x 3,91 2,34%
Fosfato trisédico 10% 0,00 +0,00°, 0,46 +0,79%, 2,21+0,38%  5,26+0,47%
Enterococos
Control 0,72+0,99°, 1,02+0,47%, 1,17+1,04%, 3,39+5,72%,
Acido lactico 4% 0,67+1,16% 0,20+0,35%, 0,13+0,23%, 0,71+0,56%,
Acido citrico 4% 0,79+1,11%, 1,44+2,03%, 0,82+1,16% 0,93+0,75%,
Acido citrico 2% 0,00 £ 0,00%, 0,00+0,00% 0,15+0,21%, 0,00+0,00%,
Fosfato trisédico 10% 0,56 + 0,55, 0,38+0,51%, 1,37+1,22%, 0,95+1,10%,
Bacterias acido lacticas
Control 1,94 +0,36%, 2,41%0,25%, 3,51+0,42°% 5,03+0,24%
Acido lactico 4% 1,15+0,36%, 1,71+0,55°, 3,62+0,27% 4,56 +0,22%,
Acido citrico 4% 1,77 £0,39%, 2,07+0,64%, 2,07+0,30°% 7,48 +3,56°%,
Acido citrico 2% 1,65+0,53%, 1,65%0,21%, 2,97+0,51%x 3,85+0,65%
Fosfato trisédico 10% 1,58 +0,36%, 1,66+0,77%, 2,32+0,84°, 5,17 +0,13%
Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas
(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05).

Resultados de pH

El pH de los acidos (acido lactico y acido citrico) fue mas bajo que el pH de las
muestras no tratadas o tratadas con fosfato trisédico (tabla 19), ya que ese descenso en
relacion con el pH es una caracteristica de los acidos orgdnicos que determina su poder de

accion frente a la proliferacion de microorganismos (Moreno Garcia, 2006). Las muestras

control y las tratadas con fosfato trisédico presentaron un pH similar.

El pH se mantuvo estable a lo largo del tiempo, aunque en el caso de las muestras
tratadas con acido lactico este aumentd, y en el caso de las muestras tratadas con fosfato
trisddico disminuyd. Puesto que, a medida que pasaban los dias, el pH de las muestras
tendidé a estabilizarse sin mostrar diferencias significativas el ultimo dia del estudio
(P>0,05). Las muestras tratadas con acido citrico mantuvieron valores de pH similares al
inicio. Esta capacidad del acido citrico para mantener el pH puede explicar su mayor

efectividad para mantener los niveles microbianos mas bajos que el resto de tratamientos.

Dentro de la literatura analizada, se han encontrado diversos estudios que reflejan

el pH de los tratamientos utilizados en la descontaminacion de carne de vacuno. En
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algunos, los resultados de pH del fosfato trisédico y del acido lactico son similares a los
aqui expuestos: 6,76 para el fosfato trisédico y 5,52 para el 4acido lactico

(Jiménez-Villarreal et al., 2003b), y 5,63 para el acido lactico (2003a). En el estudio de

Rodriguez-Melcon etal. (2017), el pH en las muestras tratadas con dcido lactico

(6,28 £ 0,27) es inferior a las no tratadas (6,59 + 0,31) (P<0,05), al igual que en el nuestro.

Ademads, carne de pollo tratada con acido citrico al 2% presenté unos valores de pH
similares a los resultados obtenidos en este estudio considerando el dia 0 del tratamiento
(5,44 £ 0,41), aunque superiores el dia 7 (6,33 £ 0,29) en comparacién con los alcanzados

el dia 6 en este estudio (Alonso-Hernando etal., 2012a). En el estudio de Alonso-

Hernando et al. (2012a), los valores de pH de carne de pollo tratada con fosfato trisédico
al 12% oscilaron entre 7,00 + 0,14 (dia 7) y 7,57 + 0,37 (dia 0), valores mas elevados que

los obtenidos en las muestras de vacuno tratadas con fosfato trisddico al 10%.

Tabla 19. Valores de pH de muestras de carne de vacuno no tratadas (control) y de
muestras tratadas con diversos tratamientos descontaminantes (media + desviacion

estandar)

Tiempo de almacenamiento (dias)

Tratamiento

0 1 3 6

Control 6,33+0,34% 6,33+0,38% 6,16 +0,56% 6,56 +0,61%
Acido lactico 4% 5,09 +0,09% 5,46 +0,26°, 5,56 +0,14%, 5,85 +0,31%
Acido citrico 4% 5,18 +0,64% 5,39 +0,08% 5,46 +0,03% 5,59 +0,13%
Acido citrico 2% 5,41 £0,24% 5,50+0,13% 5,62 +0,09% 5,67 +0,06%

Fosfato trisddico 10% 6,88 +0,27% 6,12 +£0,29%, 5,72 +0,23%, 5,87 +0,24°,
Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas

(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05).

Analisis sensorial

Las muestras control son las que obtuvieron las mejores puntuaciones el primer
dia, como se observa en la tabla 20. A lo largo del tiempo, las puntuaciones de todas las
fueron disminuyendo progresivamente. Aun asi, el dia 6, las muestras sin tratar son las
mejor puntuadas en relacion al color y las segundas en el resto de parametros, por detras
del acido citrico al 2%. Por ello, el acido citrico al 2% seria el Unico tratamiento que

mejoraria la calidad organoléptica en relacién al control después de unos dias tras el
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sacrificio. El mismo dia del sacrificio, la carne tratada con fosfato trisédico obtuvo notas
similares al control, aunque cada vez fueron mas bajas a medida que transcurrian los dias.

En ciertos casos, la carne tratada con este ultimo compuesto se mostrd exudativa.

En algunas muestras, como las tratadas con dacido lactico al 4% o acido citrico al
4%, la superficie de la carne aparecia como con zonas decoloradas, similar a la carne
cocida, y zonas ennegrecidas donde anteriormente habia estado en contacto con sangre.
Esto puede haber afectado a las puntuaciones del color y de la aceptabilidad general, y no
asi al olor. A medida que paso el tiempo, la carne tratada con 4cido lactico al 4% se volvio
mas palida. El acido citrico al 2% también blanqueé ligeramente la carne, pero en menor

medida que el acido citrico al 4%, aunque no se reflejé en los valores de color.

En el andlisis sensorial de carne de vacuno tratada con fosfato trisddico (10%) y

acido lactico (2%) (Jiménez-Villarreal et al., 2003b), en relacién con el color las muestras

sin tratar (6,3; dia 0 - 3,5; dia 7) tuvieron puntuaciones similares a las muestras tratadas
con fosfato trisédico al 12% (6,2; dia 0 - 3,6; dia 7), y puntuaciones mayores respecto a las
tratadas con dcido lactico al 2% (6,0; dia 0 - 2,9; dia 7). Respecto del olor, las muestras
tratadas con fosfato trisédico (7,4; dia 0 - 3,1; dia 7) fueran valoradas de forma similar a
las muestras sin tratar (7,3; dia0-3,1; dia7) y a las tratadas con acido lactico (7,2;
dia 0 - 3,1; dia 2,7). En nuestro estudio, las muestras sin tratar, tratadas con acido lactico y
fosfato trisédico tienen unas puntuaciones un poco superiores en cuanto al olor y el color,
pero la reduccidn en las puntuaciones se produce de forma andloga a medida que se

suceden los dias.

Los resultados obtenidos sugieren que el acido lactico al 4% no mejoro la calidad

sensorial de la carne de vacuno, a pesar de que otros autores (Rodriguez-Melcdén et al.,

2017) hayan determinado lo contrario.
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Tabla 20. Valores de los pardmetros de color, olor y aceptabilidad general del analisis

sensorial de muestras de carne de vacuno no tratadas (control) y de muestras tratadas

con diversos tratamientos descontaminantes (media + desviacién estandar)

Tiempo de almacenamiento (dias)

Parametros Tratamiento
0 1 3 6
Control 8,43+0,36°% 7,83+0,44%, 7,21+0,26% 6,120,473
_ AL (4%) 7,22 £1,07*%, 5,96 +1,13%, 4,47 +0,74%, 3,19 +2,07%
< AC (4%) 4,67 £0,67°% 4,08+0,12%, 3,25+0,59% 3,57 + 0,40%°,,
© AC (2%) 5,72 +1,25*, 6,87+0,66%, 5,64+0,10°%, 5,39 +0,15%,
FT (10%) 7,83+0,69%, 7,41+0,22%, 6,44+0,38®, 4,67+1,32%
Control 8,25+0,52%, 7,67%0,29%« 6,44+0,96% 4,67+0,67%,
AL (4%) 7,07+0,51%, 6,77 £1,12®, 5,44 +0,37°,x 4,52 +1,10%
g AC (4%) 6,74+0,77°% 5,50 +£0,00°%  4,50+0,24%, 4,07+0,10%
AC (2%) 7,37 £0,05%, 6,73+0,09%°, 6,21+0,10%, 5,76 +0,13%,
FT (10%) 7,73+0,48%, 7,45+0,68%, 6,17+0,87% 4,10+0,16%
- Control 8,48+0,30°, 7,77+0,41%, 6,71+0,62%  5,07+0,32%
§ = AL (4%) 7,09 +0,80%°, 5,83+1,19°%, 4,37+0,68%  3,40+1,85°
g § AC (4%) 509+0,69% 4,08+0,12% 3,17+0,71% 3,43 +0,20%
§ % AC (2%) 5,80+1,13%*, 6,78+0,54*®, 5,86+0,20%, 5,38+0,07%,
< FT (10%) 7,67+0,59%, 7,41+0,36%, 5,89+0,25% 4,00+0,76%

Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas
(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05). AL; acido lactico, AC; acido citrico, FT; fosfato trisédico.

Analisis de color

El color de la carne de vacuno varia con el tiempo y con la temperatura de
conservacion. En este estudio, los pardmetros de color se mantuvieron estables (P>0,05)
en términos generales, como se observa en la tabla 21. Habitualmente, al inicio del
almacenamiento, la intensidad del color aumenta debido a la formacién de oximioglobina.
Después se va reduciendo, lo que se refleja en una disminucién del valor a* de la carne

(Mancini_y Ramanathan, 2014). En nuestro estudio esto no se produjo, puesto que el

parametro a* se mantuvo estable (P>0,05), excepto en las muestras tratadas con acido

citrico al 2%.
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Segun el estudio de Holman et al. (2017), los pardmetros normales del color de la
carne de vacuno se encuentran entre los siguientes valores: la luminosidad (L*), entre 35,3
y 46,3; el parametro a*, entre 6,7 y 27,3; el b*, entre 11,2 y 23,7; la saturacién (c*), entre
14,2 y 35,9, y el matiz (h*), entre 0,6 (34,382) y 1,1 (63,032). En nuestro estudio, L* se
mantiene entre esos valores (35,11 + 3,03 - 45,59 + 4,19) el dia 0, al igual que los valores

de a* (7,00 £ 2,22 - 13,67 + 1,57).

En el estudio de Jiménez-Villarreal et al. (2003a), aplicaron fosfato trisddico y acido
l[actico en conjuncién con cloruro de acetilpiridinio. Los resultados que obtuvieron para el
color (control: L: 40,70; a*: 21,60; b*: 18,53; fosfato trisédico: L: 40,16; a*: 22,75; b*:
17,72; acido lactico: L: 48,13; a*: 21,25; b*: 20,17) fueron superiores a los aqui

presentados.

La luminosidad o valor CIE L* se presentd estable a lo largo del tiempo, aunque en
el caso de las muestras tratadas con dacido lactico, aumentd. En algunos casos, la carne
tratada con acido lactico o con &cido citrico presentd zonas mas claras, lo que se tradujo
en un aumento de la luminosidad. El dia 6 se apreciaron diferencias significativas (P<0,05)
entre las muestras control (37,52 + 4,74) y las tratadas con fosfato trisddico (38,28 + 3,98),
respecto a las tratadas con acido lactico (48,08 + 4,81). Los resultados de Pohlman et al.
(2002a) reflejaron que la carne de vacuno tratada con fosfato trisédico al 10% y diéxido de
cloro mostraba una decoloracién menor que las muestras sin tratar, siendo mas evidente

esta diferencia el dia 7.

Kassem et al. (2017) realizaron un estudio sobre carne de vacuno con los mismos
compuestos aqui utilizados a distintas concentraciones. Los valores de luminosidad que
obtuvieron fueron similares a los resultados presentados en el presente estudio (control:
39,45, acido lactico: 40,41 - 40,73, acido citrico: 41,76 - 41,98, fosfato trisddico:
37,28 - 38,96). En las investigaciones de Rodriguez-Melcén et al. (2017), las muestras de
carne de vacuno tratadas con dacido lactico al 4% se oscurecieron en el ultimo dia de
almacenamiento tras dicho tratamiento (de 36,64 + 4,01 a 31,78 + 4,22), mientras que en

el nuestro se volvieron mas claras.
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En otro estudio (Jiménez-Villarreal et al., 2003b) se utilizé fosfato trisédico al 10% y

acido lactico al 2% sobre carne de vacuno y los valores de los parametros de color fueron

mas altos que los aqui obtenidos (L*: 41,17, 45,60; a*: 25,10, 20,40; b*: 21,02, 19,21).

El valor CIE a* (rojo/verde) se mantuvo estable (p<0,05), excepto en la carne
tratada con 4cido citrico al 2%. Todos los valores fueron positivos, lo que representa un
color rojizo en la superficie de la carne. Esto, en carne de vacuno, es una cualidad
deseable. En las muestras tratadas con acido citrico al 2% se observé un aumento del
pardmetro a* a medida que pasaron los dias, lo que puede explicar las altas puntuaciones
obtenidas en el andlisis sensorial en relacion al color en estas muestras. Aunque también
podria deberse a un mayor componente azul (b*), que se refleja en un ligero matiz

morado, deseable en carne de vacuno.

El valor minimo de a* para que una carne sea aceptable es 14,5 (Holman et al.,

2017). Si comparamos este valor con los resultados obtenidos, solo las muestras control y
las tratadas con fosfato trisédico a partir del dia 1 tendrian un color rojizo aceptable, y el
acido citrico al 2% a partir del dia 3. La mejora del color rojo de la carne tratada con

fosfato trisédico se debe a que favorece la estabilidad de la oximioglobina (Pohlman et al.,

2002a).

En el estudio de Rodriguez-Melcon et al. (2017), en el que se tratd carne de vacuno
con distintas concentraciones de acido lactico, el valor a* de la carne tratada (5,83 + 0,85
a 10,31 £ 3,64) fue menor que la de la carne no tratada (12,12 + 2,84), igual que indican
nuestros resultados. Este valor aumentd en las muestras tratadas con acido lactico, a
diferencia de los resultados aqui presentados en los que el valor a* de las muestras no

tratadas se mantuvo constante (P>0,05).

En todo momento, las muestras tratadas con fosfato trisddico reflejaron valores de
a* menores que las muestras no tratadas, al contrario que en el estudio de Pohlman et al.
(2002a) en el cual las muestras tratadas con fosfato trisédico se volvieron mas rojas. Esta
diferencia podria deberse a que sus muestras fueron preinoculadas con microorganismos

alterantes y patdgenos.
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En otros estudios, los valores de a* fueron superiores a los aqui obtenidos como en
el de Kassem et al. (2017) que utilizé acido lactico (20,17 - 21,36), acido citrico (18,59 -
21,01) y fosfato trisddico al 10% (21,83 - 23,99) o el de Jiménez-Villarreal et al. (2003b)
que tratd la carne de vacuno con fosfato trisédico al 10% (25,10) y acido lactico al 2%
(20,40). En este ultimo estudio, las muestras tratadas con fosfato trisddico obtuvieron el
mayor valor de a*, mientras que en nuestro caso fueron las no tratadas. Las que reflejaron

el menor valor fueron las tratadas con acido lactico al igual que en nuestro estudio.

El parametro b* no es tan obvio en relacién al color de la carne como lo es el
parametro a*. Cuando este valor es bajo, la carne tiene un mayor componente azul que da
lugar a tonos purpuras cuando se mezcla con el tono rojizo. Cuando es mas alto, entonces
el color de la carne tiene un mayor componente amarillo y toma colores pardos. Este

ultimo caso se observo en las muestras no tratadas, que se volvieron mads pardas.

A excepcion de la carne tratada con acido citrico, en la que se observd una
reduccion del valor del pardametro b* el dia del tratamiento, en el resto de tratamientos
este pardmetro toma valores similares a los observados en el estudio de Kassem et al.
(2017), nombrado anteriormente (control: 6,61; acido lactico: 6,10 - 6,39; acido citrico:
5,79 - 6,82; fosfato trisddico: 5,93 —6,02). La carne tratada con dacido lactico obtuvo
valores superiores de b* que las muestras sin tratar el dia del tratamiento. Al finalizar el
estudio, las muestras tratadas con acido lactico mostraron valores superiores a las
muestras sin tratar como también refleja el estudio de Rodriguez-Melcén et al. (2017)

(control: de 12,87 + 2,88 a 15,40 + 5,56; acido lactico (4%): de 6,44 + 3,94 a 15,61 + 4,11).

En otros estudios, el parametro b* tomd valores mas altos a los obtenidos en el
presente estudio y fueron disminuyendo con el tiempo, como muestran los resultados de
Pohlman et al. (2002a) en carne tratada con fosfato trisédico y los de Jiménez-Villarreal
et al. (2003b) que también usd fosfato trisddico y acido lactico sobre carne de vacuno. En
este Ultimo caso, las muestras tratadas con fosfato trisddico obtuvieron el mayor valor de
b*, por delante de las tratadas con acido lactico y de las muestras control; mientras que,
en los resultados aqui descritos, el tratamiento con fosfato trisédico obtuvo menor valor
que el acido lactico y que las muestras no tratadas. En nuestro estudio este pardmetro

toma cada vez valores mas altos con independencia del tratamiento realizado, al igual que
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los resultados descritos por Rodriguez-Melcén et al. (2017) en carne tratada con acido

lactico.

El pardmetro CIE c* o saturacidon se mantuvo estable a lo largo del tiempo en las
muestras no tratadas, las tratadas con acido lactico y con acido citrico al 4%, al igual que el
valor b*. En cuanto al matiz o CIE h*, solo se mantuvo estable en la carne no tratada y en

la tratada con 4cido lactico, ya que en el resto este valor fue aumentando.

La saturacién (c*) y el matiz (h*) estan relacionados con los valores a* y b* por lo
gue toman valores proporcionales a estos. La saturacion y el matiz no se indican en todos
los experimentos en los que se han medido el resto de parametros del espacio CIE L*a*b*.
Rodriguez-Melcon et al. (2017) calcularon estos valores en carne de vacuno tratada con

acido lactico obteniendo resultados similares a los aqui expuestos.

Las diferencias halladas entre los valores aqui obtenidos y estudios de otros
autores pueden deberse a variaciones intrinsecas de la carne, como la edad, sexo,
alimentacion, tipo de estabulado o forma de sacrificio de los animales; asi como de la
concentraciéon y tipo de tratamiento utilizado, las condiciones de aplicacion o el tipo de

espectrocolorimetro y la calibracién de este.

Tabla 21. Valores de color (espacio CIE L*a*b*) de muestras de carne de vacuno no
tratadas (control) y de muestras tratadas con diversos tratamientos descontaminantes

(media £ desviacion estandar)

Tiempo de almacenamiento (dias)
1 3 6

Parametros Tratamiento

Control 35,11 +3,03% 39,41+0,84% 38,81+6,01% 37,52 +4,74%
AL (4%) 36,73 £5,56°% 46,37 +6,71%, 45,88+5,29°%, 48,08+4,81°
CIE L* AC (4%) 44,34 +3,21%, 48,77+1,70% 47,39+0,63% 44,11 + 3,24%,
AC (2%) 45,59 + 4,19  44,95+9,98% 42,72 +2,58% 43,72 +3,23%,
FT(10%) 36,09 +3,03%, 38,93+4,36% 40,52 +2,78 38,28 + 3,98%
Control 13,67 +1,57%, 17,03+4,84%,  18,32+2,8  17,84+2,72%
AL (4%) 9,54 +2,93%°, 12,39+4,33%®, 11,83+0,60% 9,60+ 1,99
CIE a* AC (4%) 7,00+2,22°%  9,21+0,25°%  8,90+3,15% 10,75 + 5,08"
AC (2%) 7,45+0,35% 12,21+3,35%%, 16,33+0,75°% 15,13 +1,61%,
FT (10%) 12,82 +2,37% 14,76 £2,72%%  1598+0,61%, 14,11 +2,89%,
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Control 6,74 2,72 10,47 +4,43%, 12,74+3,99% 12,40 + 3,87%
AL (4%) 6,98 +1,64%  7,36+4,95%,  9,17+2,16% 9,52 +2,88%
CIE b* AC (4%) 1,50 £1,60°%  551+2,03%  7,30+4,65%, 8,43 +4,05
AC (2%) -0,78+1,34°%  6,99+4,41°, 13,17+0,32%, 10,34 £ 1,60%,
FT (10%) 579+1,97°  9,14+1,78%, 10,99+0,19% 10,92 + 0,86%
Control 15,30+2,65% 20,04+6,33%, 22,36+4,52°, 21,77 +4,41%
AL (4%)  12,09+1,32°%, 14,59+5,21%, 15,06 +0,78%, 13,75+ 1,607
CIE c* AC (4%) 7,214£2,50%  10,79+1,24% 11,57 +5,35% 13,66 £ 6,51%
AC (2%) 7,55+0,21%, 14,16 +5,07%, 20,98+0,38%, 18,33 +2,23%,
FT(10%)  14,08+2,94° 17,40+2,97%, 19,40+0,60%, 17,87 +2,81%,
Control  2556+6,13%® 30,61+5,37% 34,25+4,58%, 34,16 +4,79°,
AL (4%)  37,26+15,26% 28,72+10,37% 37,50+8,10°% 44,26 + 13,507,
CIE h* AC (4%) 10,47 +9,29*, 30,37 +8,63%, 37,32+8,87%, 38,030,253,
AC(2%)  -6,11+10,46° 28,12+9,39°%, 38,90+1,97°, 34,27 +1,29°,
FT(10%)  23,83+3,79% 31,89+4,32%, 34,52+0,59°, 38,08 t 3,442,

Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas
(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05). AL; acido lactico, AC; acido citrico, FT; fosfato trisédico.

La carne fresca de vacuno presentd una baja calidad microbioldgica con niveles
altos de la flora patdgena y alterante. Esto supone un riesgo para la salud de los
consumidores, por lo que se aconseja mejorar las practicas higiénicas durante la
manipulacion de la carne. Recién aplicados, los tratamientos quimicos de
descontaminacién utilizados sobre la superficie de carne de vacuno redujeron los niveles
de la microbiota o flora aerobia mesdfila, psicrotrofa, de Pseudomonas, Pseudomonas
fluorescentes y enterobacterias. Aun asi, no se observaron diferencias significativas el
resto de dias entre las muestras tratadas y sin tratar. Los acidos orgdnicos afectaron
negativamente a la superficie de la carne recién aplicados, pero retrasaron la degradacién
de esta durante el almacenamiento en refrigeracién, de tal manera que su calidad
sensorial respecto de las no tratadas fue mayor. El fosfato trisddico también mantuvo la
calidad organoléptica de la carne durante el almacenamiento y, ademas, no afectd
negativamente a la carne una vez aplicado. Las muestras tratadas con 4acido lactico al 4%
se blanquearon durante el almacenamiento en refrigeracion, lo que repercutid
negativamente en las puntuaciones referidas al color en el andlisis sensorial. El uso de
tratamientos de descontaminacién debe estar siempre acompafiado de buenas practicas

higiénicas y de manipulacién durante el procesado de la carne.
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CAPITULO Il. EFECTO ANTIMICROBIANO DEL FOSFATO TRISODICO AL 8%,
ACIDO ASCORBICO AL 2% Y ACIDO LACTICO AL 2% SOBRE CARNE DE
CONEJO

El efecto de los descontaminantes quimicos sobre la carne de conejo apenas se ha
analizado. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de fosfato trisddico al 8%,
de acido ascérbico al 2% y de acido lactico al 2% sobre la carga de la flora aerobia viable, el
pH, las caracteristicas sensoriales y el color en la superficie de paletillas de conejo.
Previamente, las paletillas se inocularon con cuatro bacterias patdgenas de origen
alimentario: Listeria monocytogenes, Salmonella enterica Hadar, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina y Enterococcus faecium resistente a vancomicina. Los analisis se
realizaron inmediatamente después de la inmersion (dia 0) y cada 24 h durante 7 dias de
almacenamiento a 3 £1 9C. Los recuentos de la flora aerobia viable fueron similares en
todos los tratamientos (entre 1,73 +1,29 y 2,78 + 0,12 log10 ufc/cm?), pero el dltimo dia
del analisis, la carne sin tratar mostré el valor mas alto (8,58 + 0,23 log10 ufc/cm?) seguido
de la carne tratada con &cido lactico (6,62 + 0,68 log10 ufc/cm?), con &cido ascérbico
(5,40 + 1,49 log10 ufc/cm?) y con fosfato trisddico (4,89 + 0,54 logl0 ufc/cm?). Todos los
parametros del analisis de color, excepto los valores de a*, presentaron diferencias
significativas (P<0,05) a lo largo del tiempo y también entre los distintos tratamientos
aplicados. El tratamiento que obtuvo la puntuacién mas baja el dia 0 fue el de acido lactico
(6,67 £ 0,31) seguido del de acido ascdrbico (7,27 + 0,61), fosfato trisddico (8,40 + 0,35) y
control (8,87 £ 0,12). Las paletillas sin tratar obtuvieron la puntuacién mas baja el dia 7
(2,33 £1,10), aunque sin presentar diferencias significativas (P>0,05) con el resto de
tratamientos. Los tratamientos redujeron significativamente la flora patégena y la
mantuvieron en niveles bajos durante el almacenamiento en refrigeracién. El uso de estos
tratamientos afectd a la superficie de la carne, aunque no en todos los casos de forma
negativa, ya que las puntuaciones del andlisis sensorial de las muestras tratadas son

superiores a las no tratadas tras el almacenamiento.
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INTRODUCCION

Durante 2021 se produjeron 862 mil toneladas de carne de conejo a nivel mundial
(FAOSTAT). Las zonas con mayor produccidon son China y el sur de Europa. Siendo este

segundo y el drea mediterranea los principales consumidores (Jerney et al., 2017). En

Europa, la produccién de carne de conejo supuso el 0,27% de la produccion total de carne
en 2021 y el 0,68% en Espafia, con 51 mil toneladas en 2020 (FAOSTAT). En 2021, Espafia
alcanzé el segundo lugar en Europa, detras de Francia, con mas de 47 toneladas (MAPA,
2022a). El consumo en Espafia ese afo fue de 0,80 kg per capita, un 2,5% del total de

carne fresca consumida (MAPA, 2022¢).

La descontaminacién de la carne es el tratamiento mediante el cual se reduce
tanto el nimero de microorganismos patégenos como la carga microbiana total de la

superficie de la canal, despojos o recortes de carne (Moreno Garcia, 2006). Este proceso

es un punto critico de control dentro de los sistemas APPCC (Andlisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control) de las empresas cdrnicas, que nunca debe reemplazar a las buenas

practicas higiénicas (Bolder, 1997; SCVPH, 1998).

El Reglamento (CE) n? 853/2004 permite el uso de nuevas sustancias
descontaminantes en la superficie de productos de origen animal siempre que estén
autorizados. Para la autorizacion de un nuevo antimicrobiano este debe tener eficacia
probada, ser aceptado por los consumidores, no ser nocivo para la salud y no modificar las

caracteristicas sensoriales de la carne (Moreno Garcia, 2006). En 2013, el uso de acido

lactico en canales enteras, medias canales o cuartos en el matadero fue autorizado en el
Reglamento (UE) n2 101/2013, relativo al uso de acido lactico para reducir la
contaminacién superficial de canales de bovinos. Actualmente, en otros paises como
Estados Unidos, Canadd o Australia, se permite el uso de diversas sustancias como
tratamientos descontaminantes en la superficie de la carne. De hecho, en Estados Unidos,
la FDA (Food and Drug Administration) considera GRAS (Generalmente Reconocido como

Seguro) al fosfato trisddico, al acido ascérbico y al acido lactico (GPO, 2021a, 2021b). La

Unidn Europea esta esperando mas estudios para la aprobacién o no de otras sustancias.

El mecanismo de accion del fosfato trisddico se basa en su capacidad de

disociacion que provoca un pH de 12 en soluciones al 1%. Esta alcalinidad descompone los
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acidos grasos de la membrana plasmatica y conduce a la rotura celular. Ademas, tiene una
alta capacidad tensioactiva que permite la eliminacién de peliculas grasas evitando la
adhesion de células sobre superficies cuando no estan fuertemente adheridas (EFSA,
2006). Es mas eficaz contra bacterias Gram negativas que contra bacterias Gram positivas

(Del Rio et al., 2008; Moreno Garcia, 2006).

Por su parte, los acidos orgdnicos que se utilizan para reducir el numero de
bacterias en la superficie de la carne tienen, en general, mayor eficacia frente a bacterias

Gram negativas (Rajkovic et al., 2010). Por su estructura quimica, son acidos débiles con

alta capacidad de disociacién que provocan la acidificacidn del citoplasma impidiendo el

normal desarrollo de las funciones celulares (Rajkovic et al., 2010). El acido ascérbico,

ademas de inhibir el crecimiento bacteriano por la reduccidon del pH como otros acidos
orgdnicos, también dificulta el crecimiento de microorganismos aerébicos y libera
perdxido de hidrégeno cuando se oxida, lo que provoca cambios conformacionales de

enzimas y proteinas bacterianas, provocando la muerte celular (Eddy e Ingram, 1953).

La carne tiene un sistema tampdn capaz de amortiguar los cambios de pH
provocados por los tratamientos. Aun asi, cuando la carne es tratada con compuestos que
modifican sustancialmente su pH, permanece asi durante varios dias hasta que se regula
inhibiendo el crecimiento de microorganismos en la carne tras ser tratada (Del Rio et al.,

2007a).

Uno de los inconvenientes del uso de tratamientos antimicrobianos, aunque no
constituya un riesgo para la salud, son los cambios en la calidad sensorial de la carne. La
carne tratada puede adquirir tonos, olores y/o sabores no deseados que pueden hacer

que los consumidores rechacen su consumo (Kassem etal., 2017). Ajustando las

concentraciones de los compuestos utilizados se puede evitar este problema (Del Rio

et al., 2007b).

Existen pocos estudios relacionados con la carne de conejo y los tratamientos
antimicrobianos. En general, la mayoria de los estudios analizan los efectos sobre la carne

de los cambios en la composicidon de la dieta (Abdel-Wareth et al., 2019; Dabbou et al.,

2017; Dalle Zotte et al., 2016a; Echegaray et al., 2018; Koné et al., 2015; Mancini et al.,

2015) y la influencia sobre la carne del sexo y la raza (Dalle Zotte et al., 2016b; Fadare y
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Arogbo, 2015; Koziot et al., 2017; Maj et al., 2012; Timova et al., 2014). Este estudio se

basa en otros sobre la efectividad de varios compuestos en la superficie de la carne de

pollo (Alonso-Hernando et al., 2013b; Del Rio et al., 2007b).

El objetivo de este estudio fue probar la efectividad sobre la calidad microbiolégica
y la calidad sensorial del fosfato trisédico, dcido ascorbico y acido lactico sobre la

superficie de varias paletillas de conejo inoculadas previamente con cepas patégenas.
MATERIAL Y METODOS

Se realizd el andlisis microbioldgico y sensorial de la superficie de paletillas de
conejo, inoculadas previamente con cepas patdgenas, tras ser sometidas a un tratamiento
descontaminante con fosfato trisddico, acido ascdrbico o acido lactico para medir la
eficacia de estos tratamientos. Se realizaron tres réplicas de cada andlisis y se realizaron
durante los dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7. Las paletillas se almacenaron a 3 2C en contenedores

de plastico esterilizados previamente con alcohol de quemar durante el estudio.

Este estudio siguid los protocolos de del Rio et al. (2007b) y de Alonso-Hernando

etal. (2013b).
Recogida de carne

Se compraron 144 patas delanteras o paletillas de conejo envasadas en bandejas
plasticas en un supermercado de Ledn. El peso aproximado de cada paletilla fue de 125 g.
De estas, 120 se destinaron al analisis microbiolégico y de pH, mientras que las 24

restantes se destinaron al analisis sensorial.

Las 120 paletillas destinadas al analisis microbiolégico se dividieron en dos grupos
de forma aleatoria, uno destinado a los analisis de los dias 0, 1, 2 y 3 y otro a los andlisis
de los dias 4, 5, 6 y 7. Se utilizaron 60 muestras para realizar por triplicado todas las
combinaciones de las inoculaciones y los tratamientos. Las 20 paletillas de cada repeticion
se dividieron en 5 grupos de 4 paletillas de forma aleatoria. 4 de estos grupos fueron
inoculados con 4 cepas patdgenas y otro se dejo sin inocular. Después, cada una de las
paletillas se trataron con uno de los 3 tratamientos a estudiar y con agua del grifo estéril

como control.
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Las paletillas que se utilizaron en el analisis sensorial y de color también se
dividieron en dos grupos para analizarlas en distintos dias, unas en los dias 0,1, 2,3,6y 7
y las otras en los dias 4 y 5. Estas paletillas no fueron inoculadas, solo tratadas con uno de

los 3 descontaminantes o con agua del grifo estéril por triplicado.
Inoculacion

Antes de realizar el tratamiento sobre las paletillas destinadas al analisis
microbioldégico y de pH, estas se inocularon con cuatro cepas, cada una de un
microorganismo distinto (seleccionado en base a su interés como patégeno o posible
patégeno de origen alimentario): Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serotipo
Hadar, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y Enterococcus faecium
resistente a la vancomicina (EFRV). Otras paletillas no se inocularon para ser usadas como

control.

El dia anterior del tratamiento se inocularon 100 uL de la cepa bacteriana
correspondiente en 10 mL de caldo TSB (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra).
Se dejaron incubando a 35 C durante 18 horas para alcanzar una carga de 10° ufc/mL.
Una vez incubadas, se realizdé una dilucidn decimal de cada cepa en agua de peptona al
0,1% (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra). De esta dilucion se afiadieron 0,25
mL a 249,75 mL de agua de peptona al 0,1% estéril contenida en tarros de vidrio de
570 mL, uno por cada paletilla, para alcanzar una cantidad de 10° ufc/mL. Los tarros con el
agua de peptona fueron esterilizados con anterioridad cubiertos con papel de aluminio y

se dejaron enfriar antes de ser utilizados.

En condiciones asépticas se introdujeron las paletillas en los tarros con la cepa
durante 30 minutos. La proporcién entre la carne y la solucion fue de 1:2 (p/vol). Después,
se dejaron escurriendo durante otros 30 minutos sobre papel de filtro y se les aplicé el

tratamiento que se describe a continuacion.

Una vez que se termind con las soluciones de los indculos se midié su pH con un
pH-metro (Crison pH25; Crison Instruments SA, Espaiia) obteniendo resultados entre 5,16
y 6,86. También se midid su temperatura con un termdmetro (30.1018; TFA Dostmann,

Wertheim, Alemania) cuya media alcanzé los 22 + 1,3 °C.
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Tratamiento

Para el tratamiento también se utilizaron tarros de vidrio de 570 mL con agua del
grifo. Se esterilizaron cubiertos con papel de aluminio y se dejaron enfriar antes de
disolver el compuesto descontaminante correspondiente. En este estudio se utilizaron
fosfato trisddico (FT; 8%; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), acido ascorbico (AA; 2%;
Sigma Aldrich, Steinhem, Alemania) y acido lactico (AL; 2%; Sigma Aldrich, Steinhem,
Alemania). También se prepararon tarros solo con 250 mL de agua del grifo estéril para los

controles.

En condiciones asépticas, las paletillas se introdujeron en los tarros con la solucién
durante 15 minutos. Al igual que en la inoculacidn, la proporciéon entre la carne y la
solucién fue de 1:2. Después, se dejaron escurrir sobre resmas de papel de filtro otros 15

minutos. Por ultimo, se introdujeron en los contenedores de plastico.

Una vez que las paletillas se retiraron de los tarros, se midid el pH y la temperatura
de la temperatura ambiente que fue de 24,1 + 2 oC, asi como de las soluciones contenidas
en el tarro obteniendo los resultados de la tabla 22. Las soluciones, tanto de las

inoculaciones como las del tratamiento, no fueron reutilizadas.

Tabla 22. Temperatura media y pH medio de los tratamientos aplicados a las paletillas de

conejo (media + desviacién estandar)

FT 8% AA 2% AL 2% Control
T2 21,7+1,9 22,5+2,2 22,7+2,1 22,6+2,0
pH 13,8+0,2 3,0+£0,1 2,5+0,1 6,9+0,3

Las paletillas tratadas se destinaron tanto para realizar el control microbioldgico y

de pH, como para el andlisis sensorial y de color.
Control microbiolégico y pH

Se cortaron piezas de carne de 7 cm? y 2 mm de grosor con la ayuda de un bisturi,
una pinza y un tapén metalico estériles. Estas piezas se homogeneizaron (Masticator Silver

Panoramic; 9000520; IUL, Barcelona, Espafia) en 7 mL de agua de peptona al 0,1% en
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proporciéon 1:1. De la solucion homogeneizada se prepard cierto nimero de diluciones,
segln la carga microbiana y el dia del tratamiento, y se sembré en superficie (0,1 mL) por
duplicado en placas con medio PCA (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra).
Después, las placas se mantuvieron a 30 2C durante 72 horas y se realizé el recuento de la

flora o microbiota aerobia mesoéfila crecida.

Terminada la siembra, para evitar contaminaciones, se midié el pH de la soluciéon

contenida en la bolsa de Stomacher donde fue homogeneizada la muestra.
Analisis sensorial y color

Mediante una cata heddnica se realizé el andlisis sensorial con un grupo de 6
catadores pertenecientes a nuestro equipo de investigacién y alumnos. Durante la cata se
midié el color, el olor y la aceptabilidad general de la carne mediante una escala del 1 al 9,

siendo el 1 la puntuacién de mayor desagrado y el 9 la de mayor agrado.

Ademas, se midid el color cada dia en 5 puntos distintos de cada paletilla con un
espectrocolorimetro (CM-700d; Minolta, Osaka, Japdén) ajustado con las siguientes
variables: D65 para la iluminacién, modo SCI, tamafio de la apertura de 11 mm para la
iluminacién y 8 mm para la medida, con un angulo de observacién de 102. Asi, se obtuvo
la luminosidad (L*), la coordenada rojo/verde (a*) y la coordenada amarillo/azul (b*). A
partir de estos parametros se calcularon la saturacién (c*) y el matiz (h*) mediante estas

férmulas: c* = (a*2 + b*2)/2 y h* = arctan (b*/ a*).
Analisis estadistico

A partir de los recuentos de las unidades formadoras de colonias se obtuvieron los
valores de logio ufc/cm?. Las medias obtenidas entre los diversos tratamientos en los
mismos dias se compararon mediante el test de Student-Newman-Keuls utilizando el
software estadistico IBM® SPSS® Statistics para Windows, Versién 24.0 (IBM Corp.,
Armonk, New York, EE.UU.). En el caso del analisis sensorial y de color, la comparacién de
medias se calculé mediante un andlisis de varianza seguida del test de Duncan con el

mismo software estadistico, entre distintos dias y tratamientos.
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RESULTADOS

Recuentos microbiolégicos

El dia que se realizd el tratamiento las muestras sin tratar o control son las que
muestran la mayor carga microbiana, excepto en las paletillas sin inocular previamente.
Esta diferencia respecto de las muestras control es mas acusada en la carne tratada con

acido lactico.

En todos los casos se observa un aumento de la carga microbiana a medida que
transcurren los dias de almacenamiento (P<0,05), aunque en el caso de las muestras
tratadas con acido lactico la carga microbiana el dia del tratamiento y al dia siguiente es
similar en todos los casos. En el caso de las muestras sin inoculacién previa, los recuentos

son mas bajos respecto del resto de muestras inoculadas (P<0,05).

Sin inoculacion

Los recuentos de la flora o microbiota aerobia viable en las paletillas tratadas sin
inoculacidn previa, como refleja la tabla 23, muestran valores que aumentan a lo largo del
tiempo. Aunque el dia 0 el recuento es similar en todos los tratamientos (entre 1,73 + 1,29
y 2,78 + 0,12 logio ufc/cm?), el aumento es mayor en el caso de las muestras sin tratar que
en las muestras tratadas. Después del periodo de almacenamiento, en el ultimo dia del
analisis la carne no tratada muestra el mayor valor (8,58 + 0,23 logio ufc/cm?) seguida de
la carne tratada con &cido lactico (6,62 + 0,68 logio ufc/cm?), con acido ascérbico (5,40 +

1,49 logio ufc/cm?) y con fosfato trisddico (4,89 + 0,54 logio ufc/cm?).
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Tabla 23. Recuento de la flora o microbiota aerobia viable (logio ufc/cm?) de la superficie
de paletillas de conejo no tratadas y tratadas con diversos tratamientos descontaminantes

sin inocular (media + desviacidn estandar)

Tiempo de Tratamiento
almacenamiento Fosfato Acido ascérbico  Acido lactico
, Control .
(dias) trisédico (8%) (2%) (2%)
0 2,78 +0,12% 2,18 + 0,95% 1,73 £1,29% 2,05 + 0,68

3,74 £0,38% 2,07 £0,42%, 1,72 £ 1,04, 1,80 +1,15?%,
5,17 + 0,075 2,32+0,70%,  3,37+1,24®,  1,80+0,17%,
5,33+0,74%  3,29+1,41%, 2,93+1,14®, 1,70 + 0,00,
5,97 £0,27% 3,92 +1,08%, 3,65 + 1,64%, 2,70 £ 0,007,
7,47 £0,76% 4,97 +2,02%, 4,82+1,88",  2,96+0,45%
8,49 + 0,08, 6,30 £ 0,40, 6,57 + 1,125 5,18 +1,30%
7 8,58 + 0,23, 4,89 +0,54*, 5,40+ 1,49, 6,62 + 0,68°,
Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas

A U1 A WN PR

(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05).

Inoculacion previa con Listeria monocytogenes

En las paletillas inoculadas con Listeria monocytogenes se observa en la tabla 24
que el dia del tratamiento el 4cido lactico (1,12 + 0,39 logio ufc/cm?) fue el que redujo més
la carga microbiana respecto del control (5,15 + 0,47 logio ufc/cm?) (P<0,05). Como se
observa en el resto de casos, los recuentos aumentan con el tiempo, de forma mads
acusada en la carne tratada con acido ascérbico y con acido lactico. A pesar de que el
fosfato trisddico presenta un valor similar al control el primer dia (4,09 £1,44
logio ufc/cm?), cuando se alcanza el dia 7 de almacenamiento, es el tratamiento que

presenta el menor valor de recuento (7,58 + 0,70 logio ufc/cm?).
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Tabla 24. Recuento de la flora o microbiota aerobia viable (logio ufc/cm?) de la superficie
de paletillas de conejo no tratadas y tratadas con diversos tratamientos descontaminantes

inoculadas con Listeria monocytogenes (media + desviacion estandar)

Tiempo de Tratamiento
almacerjamiento Control Fosfato Acido ascérbico  Acido lactico
(dias) trisddico (8%) (2%) (2%)
0 5,15 + 0,47% 4,09+1,44°  3,04+1,71%, 1,12+0,39%
1 544+1,18  4,06+1,16%, 4,07+1,36%, 2,76 +1,46%,
2 7,14 2,01,  4,85+1,75%°%  5,552+0,58", 5,27 2,24
3 7,88+1,54° 6,67 +1,49*,, 578%0,56%, 4,67 +1,69",
4 8,25+0,59° 5,99 +2,03%,  521+1,82%  5,60+1,67%%
5 7,99+1,51%  580%0,17*  7,42+0,57% 6,54 +2,11%
6 8,38+ 0,67" 8,34 + 0,16% 7,91+0,98%  6,75+1,97%%

7 9,25 +0,39% 7,58 £0,70%,  8,46+0,18%, 8,34 +0,92%,
Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas
(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05).

Inoculacion previa con Salmonella Hadar

Los recuentos de la carne inoculada con Salmonella enterica Hadar (tabla 25)
muestran un incremento a medida que transcurre el tiempo de almacenamiento, menos
acusado en el caso de las muestras tratadas con acido ascérbico. Este tratamiento obtuvo
el valor mas bajo (7,00 + 2,03 logio ufc/cm?) de los recuentos el Ultimo dia del estudio
respecto del resto de tratamientos (P<0,05). Sin embargo, el tratamiento que dio lugar a
valores mas bajos el dia que se trataron las paletillas fue el acido lactico al 2% (2,21 + 2,62

log1o ufc/cm?).
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Tabla 25. Recuento de la flora o microbiota aerobia viable (logio ufc/cm?) de la superficie

de paletillas de conejo no tratadas y tratadas con diversos tratamientos descontaminantes

inoculadas con Salmonella Hadar (media * desviacion estandar)

Tiempo de Tratamiento
almacerjamiento Control Fosfato Acido ascérbico  Acido lactico
(dias) trisédico (8%) (2%) (2%)

0 531+1,11%  4,60+1,09%,, 4,20+0,53%,,  2,21+2,62%
1 5,98 +0,81% 3,57 +£0,75% 4,11 £ 1,243, 2,26 £ 1,367,
2 6,92 £1,67°% 591+2,53%,,  4,44+103%,  3,40%1,21%,
3 7,85 + 1,35, 7,01 + 1,44, 6,37 +1,11%, 5,25 + 1,882,
a4 8,33+0,52',  544+0,97®, 7,56+2,14%, 4,84 +1,25%,
5 8,41 +0,99>,  5,87+1,13%¢,  7,42+0,29°, 6,08 +1,51%,
6 8,72 + 0,36, 8,07 £0,77% 7,63 +1,16°% 6,99 £ 1,32%
7 9,50 + 0,39% 7,93 £ 0,545, 7,00 +2,03°, 7,66 +1,28%,

Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas

(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias

significativas (P<0,05).

Inoculacion previa con SARM

Los recuentos de las paletillas inoculadas con SARM aumentan a medida que

avanzan los dias de almacenamiento, al igual que en las muestras inoculadas con otros

microorganismos. La tabla 26 refleja este aumento, mds acentuado en las muestras

tratadas con 4cido lactico, a pesar de que estas presentan el menor recuento (P<0,05) el

dia del tratamiento (1,93 + 0,34 logio ufc/cm?). No hubo diferencias significativas (P>0,05)

el dia 7 entre los diversos tratamientos; aun asi, la carne tratada con fosfato trisddico

muestra el valor mas bajo (7,19 +2,15 logio ufc/cm?) y la no tratada, el mas alto

(9,17 + 0,66 logio ufc/cm?).
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Tabla 26. Recuento de la flora o microbiota viable (logio ufc/cm?) de la superficie de
paletillas de conejo no tratadas y tratadas con diversos tratamientos descontaminantes

inoculadas con SARM (media * desviacion estandar)

Tiempo de Tratamiento

almacenamiento Control Fosfato Acido ascérbico  Acido lactico
i trisédico (8% A A
(dias) dico (8%) (2%) (2%)

0 4,75 +1,94% 3,04 +0,30%, 2,38 £0,79% 1,93 +0,34%,

1 5,97 +0,75% 4,67 +1,09®°,, 3,37 +0,53%, 1,23 +0,67?%,

2 7,21+1,42%, 521+1,02%, 3,70+1,73%,  3,65+0,98,

3 7,89 + 1,36, 5,80 + 0,60, 5,69 + 1,89, 6,84 + 0,70%,

4 7,81+0,98>,  4,67+1,67®,  585+207%, 4,86+1,04%,

5 8,01 + 1,34, 6,86 + 1,03, 6,47 + 1,33, 6,24 +1,15%,

6 8,69 £ 0,23< 7,29 £0,77% 6,34 + 2,50, 6,68 + 2,73%,

7 9,17 £ 0,66% 7,19 + 2,155 7,37 £ 1,45% 8,19+ 1,215
Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas
(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05).

Inoculacion previa con EFRV

El dia 0, las muestras tratadas con acido lactico mostraron los valores mas bajos
(1,81 + 0,97 logio ufc/cm?) (P<0,05) (tabla 27). Esto se mantiene a lo largo del tiempo y al
finalizar el estudio se observa que las muestras tratadas con este acido dieron lugar al
recuento mas bajo (6,89 + 1,50 logio ufc/cm?) junto a las tratadas con fosfato trisddico
(6,97 + 1,24 logio ufc/cm?). Los recuentos reflejan un incremento desde el primer dia hasta

la finalizacion del estudio.
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Tabla 27. Recuento de la flora o microbiota aerobia viable (logio ufc/cm?) de la superficie
de paletillas de conejo no tratadas y tratadas con diversos tratamientos descontaminantes

inoculadas con EFRV (media + desviacién estandar)

Tiempo de Tratamiento
almacenamiento Fosfato Acido ascérbico  Acido lactico
(dias) Control trisédico (8%) (2%) (2%)
0 5,24 +0,79% 4,25+0,20%,  3,12+0,64°%, 1,81 +0,973,
1 5,80 + 0,51%%, 3,85+ 1,29%, 3,48 £ 2,00%, 1,37 +1,15%,
2 6,87 + 1,47, 4,20 £1,38°%, 4,88 +1,57°%,, 4,04 +0,79°
3 8,82 + 0,30% 6,68 0,17, 4,67 +1,68%, 4,58 +1,53%,
4 7,88 +1,09%, 6,33 +0,67° 6,71 + 0,65, 4,03 +0,58%,
5 8,18+0,78  6,32+1,01°  7,03+1,18%  6,35+0,79%
6 8,69+0,26%  7,65+0,51%  7,24+0,76% 5,20 + 1,819,
7 9,29 + 0,099 6,97 +1,24°, 8,15+ 0,429, 6,89 + 1,509,

Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas
(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05).

Resultados de pH

Los valores medios de pH de la tabla 28 se calcularon a partir del promedio de las
tres réplicas por cada tratamiento e inoculacién, y después del promedio de cada
tratamiento para cada dia de almacenamiento, sin tener en cuenta la inoculacién. Se
realizd de esta manera porque no se observaron diferencias significativas entre los valores

de pH de muestras inoculadas con distintos microorganismos.

En todos los casos para un mismo dia, el mayor valor de pH se observa en las
muestras tratadas con fosfato trisddico (entre 7,11 +0,08 y 8,16 + 0,15), seguidas de las
no tratadas (entre 6,53 +0,13 y 6,98 + 0,11), de las tratadas con acido ascérbico (entre
5,56 +0,27 y 6,43 + 0,14) y acido lactico (entre 5,06 + 0,24 y 6,14 + 0,14). A pesar de que
este orden no varia a lo largo del tiempo, el pH no se mantiene constante. En el caso de la
carne no tratada y la tratada con acido lactico el pH aumenta, sobre todo entre el sexto y
séptimo dia. También aumenta en las muestras tratadas con acido ascérbico entre el

primer y segundo dia y se mantiene constante hasta el ultimo dia. Sucede lo contrario
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para el caso de las paletillas sumergidas en fosfato trisddico, en las cuales se observa una

disminucion en el pH, aunque aumenta ligeramente entre los dias sexto y séptimo.

Tabla 28. Valores medios de pH de la superficie de paletillas de conejo no tratadas
(control) y tratadas con diversos tratamientos descontaminantes con o sin inoculacién
previa (media + desviacién estandar)

Tiempo de Tratamiento

almacenamiento Control Fosfato Acido ascérbico  Acido lactico
(dias) trisodico (8%) (2%) (2%)
0 6,53 + 0,13% 8,16 + 0,15%, 5,56 + 0,273, 5,06 + 0,243,
1 6,64 +0,072% 7,75 +0,63%, 6,07 + 0,35, 5,29 £+ 0,177,
2 6,63 + 0,08%, 7,56 + 0,14, 6,10 + 0,09, 5,35 £ 0,08?,
3 6,71 £ 0,122, 7,41 £ 0,25, 6,09 = 0,09by 5,31 +£0,19?,
4 6,62 + 0,107, 7,56 0,15, 6,14 0,18by 5,34 £ 0,147,
5 6,79+0,09%  7,52+0,20*,  6,12+0,12° 5,35+0,10%
6 6,78 +0,17% 7,11 £ 0,08¢, 6,13+ 0,13, 5,77 + 0,19,
7 6,98 £ 0,115 7,50 0,19, 6,43 0,14by 6,14 £ 0,14,

Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas
(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05).

Analisis sensorial

Como refleja la tabla 29 las puntuaciones medias obtenidas para cada tratamiento
y para los tres pardmetros (color, olor y aceptabilidad general) disminuyen a medida que

avanzan los dias.

Respecto del pardmetro del color, el tratamiento que obtuvo la menor puntuacion
el dia 0 fue el de acido lactico (6,27 +0,31) seguido del acido ascdérbico (6,93 + 0,31), del
fosfato trisédico (8,13 £0,12) y de las paletillas sin tratar (8,73 £+ 0,12), cuya nota fue la
mas alta. Cuando avanza el tiempo, las paletillas control dejan de obtener la mayor
puntuacion y su nota pasa a ser la mas baja el dia 7 (3,07 £ 1,03), aunque sin presentar
diferencias significativas (P>0,05) respecto del resto de tratamientos. Las paletillas
tratadas con 4acido lactico fueron las que obtuvieron la menor puntuacién al principio del
estudio, y la segunda peor el ultimo dia de almacenamiento (3,13 + 0,46). Esto puede
deberse a que las paletillas tratadas con este acido presentaron, en algunos casos, zonas

blanquecinas con el aspecto de la carne cocida. La carne tratada con fosfato trisddico
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obtuvo la segunda mejor puntuacién el primer dia y fue la carne mejor valorada el ultimo

dia de almacenamiento a refrigeracion (4,40 £ 0,72).

Los valores del analisis del olor y de la aceptabilidad general son similares a los
obtenidos para el color. El dia del tratamiento, la carne sin tratar presenta el mayor valor
(olor: 9,00 + 0,00; aceptabilidad general: 8,87 +0,12), y la carne tratada con acido lactico,
la menor (olor: 7,20 £ 0,20; aceptabilidad general: 6,67 £ 0,31). El dltimo dia, las paletillas
sin tratar obtuvieron la menor puntuaciéon (olor: 2,93 +1,60; aceptabilidad general:
2,33 £1,10) seguidas de las tratadas con acido lactico (olor: 4,20 £ 0,20; aceptabilidad
general: 3,07 +£0,23). Aunque la carne tratada con fosfato trisédico obtuvo una
puntuacion mayor el dia 0 (olor: 8,40 +0,53; aceptabilidad general: 8,40 + 0,35) que la
tratada con acido ascérbico (olor: 7,40 + 0,20; aceptabilidad general: 7,27 £ 0,61), una vez
terminado el estudio, es la tratada con acido ascérbico la que presenta las puntuaciones
mas altas (olor: 5,13 + 1,50; aceptabilidad general: 4,27 £+ 1,72) no solo respecto de la
carne tratada con fosfato trisddico (olor: 4,47 + 1,33; aceptabilidad general: 3,93 + 0,99)

sino también de la no tratada y la tratada con acido lactico.

Tabla 29. Valores de los pardmetros de color, olor y aceptabilidad general del analisis
sensorial de paletillas de conejo no tratadas (control) y tratadas con diversos tratamientos

descontaminantes (media + desviacién estandar)

Tratamiento

Tiempo de
Parametros almacenamiento Fosfato Acido L, L.
, . P Acido lactico
(dias) Control trisodico ascorbico (2%)
(1)
(8%) (2%)
0 8,73 +0,12%, 8,13 £+ 0,12% 6,93 £ 0,319 6,27 £ 0,317,
1 8,58 + 0,14 8,17 £ 0,14% 6,00 + 0,252 4,75 + 0,50°,
2 8,07 £ 0,23, 8,13+0,31% 7,07 £ 0,813 5,00 + O,40by
Col 3 8,58 + 0,18% 7,80 + 0,533 6,27 £0,31%, 4,67 +£0,12°,
r
olo 4 8,47 £0,12%, 7,67 £0,23%°»x 6,47 +1,33% 4,80 + O,87by
5 7,67 £0,12% 6,73 +0,46%x 5,60+ 1,22%%, 4,27 +1,17°,
6 4,93 +1,33%x 5,27 +1,10%x 5,73+1,22%5%, 3,27 + 0,23
7 3,07 +1,03% 4,40 £ 0,72% 4,20 + 1,59, 3,13+ 0,46%
ol 0 9,00 + 0,00%y 8,40 + 0,533 7,40 £ 0,209, 7,20 £ 0,209,
or
1 8,92 +0,14% 8,33+ 0,14% 6,67 + 1,235 5,83 + 0,14%
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2 8,33+0,12°%,  8,27+0,31%  6,60+0,40% 6,07 +0,42"

3 8,55+0,28%  7,53+0,23% 6,13+0,23%®, 5,73+0,31%

4 8,53+0,12%  8,00+0,35% 7,07+1,33%x 6,13 £0,92%

5 7,80+£0,20% 6,93+0,23% 5,80+0,92% 5,67 %0,23%

6 4,53+2,21%, 553+150°% 5,13+0,90°% 4,80t 0,35%

7 2,93+1,60°% 4,47+1,33%  513+1,50°% 4,20 £0,20%

0 8,87+0,12%, 8,40+0,35% 7,27+0,61% 6,67 +0,31%

1 8,83+0,14%  8,25+0,25% 6,00 +0,25° 4,83 +0,52%

2 8,20+0,35%, 8,00+0,20°*», 6,87 £0,50°% 5,40+ 0,20%

Aceptabilidad 3 8,57+0,06% 7,60+0,20% 5,93 +0,58%, 4,87 +0,23%
general 4 8,53+0,12°% 7,73+0,23%% 6,67 +1,22%%, 5,33 +1,10%
5 7,80+ 0,00% 6,80+0,53%x 5,47 £1,10%%, 4,60 +0,87"

6 4,13+1,62% 507+1,45% 5,20+1,06*w 3,53%0,31%

7 2,33+1,10%  3,93+0,99%  4,27+1,72%  3,07%0,23%

Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas
(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05).

Analisis de color

Todos los pardmetros del analisis de color, excepto los valores de a*, presentaron
diferencias significativas (P<0,05) a lo largo del tiempo y también entre los diversos

tratamientos aplicados como puede observarse en la tabla 30.

Los parametros de color de las paletillas no tratadas no varian a medida que pasa
el tiempo, a excepcion del parametro b* (amarillo/azul) que se reduce hasta el dia 2
(7,35+1,18) y, a partir de este, aumenta hasta el dia 6 (11,84 +2,05) y disminuye
levemente el dia 7 (11,62 + 0,93).

En el caso de las paletillas tratadas con fosfato trisédico, el valor L* se mantiene
similar a lo largo del tiempo. El dia 4 se observa el mayor valor (60,71 +2,08) y el 6, el
menor (55,99 +2,12). El valor a* y la saturacion no varian a medida que aumenta el

tiempo. En relacién al pardmetro b* y al matiz, existe un aumento en ambos.

El tratamiento con acido ascdorbico no presenta diferencias a medida que se sucede
el tiempo en los pardmetros L* y a*, aunque en el resto de pardmetros existen
oscilaciones entre los dias de almacenamiento y se observa en términos generales un

aumento en los valores alcanzados.
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Al igual que en la carne tratada con &cido ascérbico, los valores de b*, de la
saturacion y el matiz de la carne tratada con dacido lactico, experimentan un aumento
significativo (P<0,05) entre el dia 0 y 7. En relacién a la luminosidad existe un aumento
entre el dia 0 y 1, manteniéndose este valor estable hasta el dia 7. En cuanto al parametro
a*, no existen diferencias significativas (P>0,05) entre los valores observados en dias

distintos.

El primer dia, las paletillas tratadas con acido ascérbico tienen el mayor valor
(64,35 £ 0,88) de L*, lo cual varia el dia 7 de almacenamiento, ya que ese dia es la carne
tratada con 4cido lactico el que presenta el mayor valor (64,95 + 2,61). El valor de a* de
los diversos tratamientos no presenta diferencias significativas (P>0,05), pero el dia 0, la
superficie de la carne no tratada tiene el valor mas alto (6,12 + 1,62), al igual que sucede el
ultimo dia del estudio (5,72 + 3,40). El valor b* de estas ultimas muestras también
presenta valores elevados el dia 0 (8,52 +2,13) y el dia 7 (11,62 + 0,93), que son similares
a los valores de la carne tratada con dcido lactico el dia 0 (8,69 £2,10) y el dia 7
(10,81 £ 0,64). La saturacién presenta los valores mas altos, tanto para el primer como el
ultimo dia de los andlisis, en las muestras no tratadas (dia 0: 10,56 +2,24; dia 7:
13,18 + 1,83). En relaciéon al matiz, aunque sin diferencias significativas (P>0,05), es el
tratamiento con acido lactico el que da como resultado los valores mas altos (dia O:

66,08 + 6,35; dia 7: 73,32 £ 5,03).

Tabla 30. Valores de color (espacio CIE L*a*b*) de paletillas de conejo no tratadas
(control) y de muestras tratadas con diversos tratamientos descontaminantes (media +

desviacion estandar)

Tiempo de Tratamiento
Parametros almacenamiento Fosfato Acido Acido lactico
(dias) Control trisédico (8%) ascorbico (2%) (2%)

0 59,05 + 4,38%y 59,30 + 2,76%%y 64,35 + 0,887 58,05 £ 1,80%

1 59,44 £ 4,40°%  57,59+1,79°°%  65,19+1,89%, 62,88+ 2,03%,

2 58,88 + 4,06%y 56,95 + 3,27%% 65,09 £ 2,177, 63,69 + 0,86",

CIE L* 3 59,09 + 3,66% 59,52 +1,71%% 63,96 + 3,49% 63,04 + 0,94%
4 56,49 +1,19% 60,71 £ 2,08%y 63,85 + 2,999, 66,25 * 3,33%,

5 57,09 £ 0,85% 59,99 + 2,012, 62,48 + 3,523y 63,89 + 5,33

6 57,10 + 1,893 55,99 + 2,125 63,37 £2,90% 63,71 + 1,74%,

7 57,14 + 3,543 58,99 + 2,07%% 62,66 + 3,113y 64,95 + 2,61°
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CIE a*

6,12 +1,62%
5,51+ 2,41%
6,33 +1,74%
5,79 + 0,87
7,07 +1,30%
6,50 * 1,94%
5,26 + 1,98%
5,72 + 3,40%

3,73 +2,78%
3,35+ 2,08%
4,93 +2,87%
3,51+1,70%
2,99 +1,04%,
3,41 £ 0,78%
4,80 + 1,49%
3,92 £ 0,49%

4,35 + 0,60%
3,80 + 0,65%
4,05 * 0,93%
4,32 + 0,65%y
4,13+0,71%
5,47 +2,07%
4,83 +0,14%
4,84 + 1,55%

3,77 £ 0,76%
2,66 +0,17%
3,59 £ 0,75%
3,75+ 0,86%
2,01 +1,05%
3,94 + 3,32%
3,30+ 0,79%
3,25 +1,04%

CIE b*

8,52 + 2,133
7,98 + 2,623
7,35 +1,18%
7,47 +3,48%%
7,88 + 2,173
8,27 + 1,86°°%
11,84 + 2,05%
11,62 + 0,93

2,70 + 2,817,
2,43 +1,55%
5,13 +1,82%%
2,83 0,89
3,33+1,58%
4,26 +0,52%°,
6,75 + 2,87%
7,26 +0,93°

5,35 £ 0,45%%,
5,01 + 2,260
6,02 + 0,205
6,81 + 0,879,
3,44 £ 0,06%
5,42 +1,51%%
7,77 £ 0,59,
8,42 + 1,58Y%,

8,69 + 2,10°°
6,94 + 1,34%%
9,90 + 1,29,
9,38 +2,22%,
5,84  0,39%
7,20 £ 2,22%,,
10,87 % 2,45%
10,81 + 0,64

CIE c*

10,56 + 2,24%
9,90 + 2,60%
9,81 +1,11%
9,63 +2,77%
10,59 + 2,48%
10,56 * 2,40%
13,05 +2,11%
13,18 +1,83%

4,66 + 3,85%
4,23 +2,37%
7,22 +3,05%
4,52 +1,83%
4,48 +1,87%
5,46 + 0,88%
8,39 +2,76%
8,27 +0,69%,

6,91 + 0,542%,
6,33 +2,19%
7,27 % 0,642
8,07 + 1,012,
5,38 + 0,56%
7,74 £ 2,372,
9,16 + 0,45,
9,76 + 1,83%,

9,51 + 1,96
7,45 + 1,23%,,
10,53 + 1,45,
10,11 + 2,33,
6,22 + 0,69°%
8,40 * 3,322,
11,39 + 2,40%,
11,32 £ 0,71%

CIE h*

O U1 WNRFP OINOO U A WN P OINO U P WNPRPEPOINO O PMWNDNDPRELRO

7

54,27 + 7,95%
55,22 + 13,212
49,46 + 10,31%
50,02 + 12,86%
47,69 +2,52%
52,00 + 6,82%
66,22 + 8,71%
64,90 + 13,79%

31,86 £ 13,313,
38,80 + 17,33%%
49,52 + 14,29%°
40,39 + 8,323,
46,81 + 4,765
51,62 * 3,595
53,44 + 12,66

61,38 + 5,66

50,97 * 4,33%%
51,15 + 7,64%%,
56,35 + 5,43%,
57,60 + 2,90%,
40,14 + 4,89
45,18 + 7,625
58,06 + 2,60%,
60,26 + 7,00%

66,08 * 6,35
68,57 + 4,40%,
70,16 + 2,08%,
68,18 + 2,84,

52,16 + 32,242,
38,82 +28,11%

72,72 + 4,58%,
73,32 £ 5,03%

Los valores de una columna con superindices diferentes presentan diferencias significativas

(P<0,05). Los valores dentro de la misma fila con subindices distintos muestran diferencias
significativas (P<0,05).

DISCUSION

Existen pocos estudios relacionados con la carne de conejo y sobre tratamientos de

la superficie de este tipo de carne con antimicrobianos. En general, la mayoria de estudios

analizan los efectos de las modificaciones en la composicién de la dieta (Abdel-Wareth
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et al., 2019; Dabbou et al., 2017; Dalle Zotte et al., 2016a; Echegaray et al., 2018; Koné

et al., 2015; Mancini et al., 2015) y de la influencia del sexo y de la raza sobre la carne

(Dalle Zotte et al., 2016b; Fadare y Arogbo, 2015; Koziot et al., 2017; Maj et al., 2012;

Tamova et al., 2014).

Otros autores han realizado experimentos similares al nuestro, pero en carne de
pollo, como los estudios de del Rio et al. (2006, 2007a) o Alonso-Hernando et al. (2012a),
en el que se basa este método. En este caso, las muestras se inocularon con Salmonella
Enteritidis y Listeria monocytogenes, entre otros, y se sumergieron en una solucién de
fosfato trisédico al 12% para comparar su efecto respecto de muestras no tratadas. El
estudio de Alonso-Hernando et al. (2015) es similar. Inocularon Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus, entre otros, en carne de pollo antes de tratarla con dacido citrico al
2% y fosfato trisddico al 12%, entre otros tratamientos, y midieron la carga microbiana vy el

pH a lo largo del tiempo bajo distintas condiciones de rotura de la cadena de frio. En otro

experimento (Elmali etal., 2012), se inoculd Listeria monocytogenes sobre carne de
vacuno y se tratd con distintos tratamientos descontaminantes, entre ellos, acido lactico

al 1% vy acido lactico al 2%.

En nuestro estudio, las paletillas de conejo habian sido cortadas e introducidas en
bandejas con atmdsfera de aire sin especificar la fecha del sacrificio del conejo. Esta
circunstancia complica la comparacién de los resultados con los obtenidos por otros
autores. La temperatura a la cual se almacena la carne de conejo influye en la calidad de
esta, provocando un aumento de la carga microbiana a temperaturas mas altas (Lan et al.,

2016). En otros estudios, la carne se mantuvo a 0 2C (Rodriguez-Calleja et al., 2005) o a

4 °C (Koziot et al., 2015; Lan et al., 2016; Nakyinsige et al., 2015).

Recuentos microbioldgicos

Sin inoculacion

El dia del tratamiento no se observaron diferencias entre las paletillas tratadas y
las no tratadas, tampoco entre los distintos tratamientos. A pesar de esto, los
tratamientos fueron efectivos durante los dias de almacenamiento, ya que la carne

tratada mantuvo una carga microbiana mas baja que la no tratada. Esta diferencia fue mas
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acusada en las tratadas con fosfato trisddico y menos en las tratadas con acido lactico. La
reduccion de los recuentos de microorganismos meséfilos después de tratar la carne con

fosfato trisédico también se ha observado sobre carne de pollo (Del Rio et al., 2007b).

Segun Rodriguez-Calleja et al. (2005), se considera que la carne de conejo estd
deteriorada cuando el recuento de la flora aerobia viable alcanza los 8,0 logio ufc/g.
Aunque otros autores, como Lan et al. (2016), consideran que la carne de conejo esta
alterada cuando se alcanzan las 6,0 logio ufc/g. Teniendo en cuenta este ultimo dato, los
tratamientos con fosfato trisédico o con acido ascérbico aumentaron un par de dias la
duracion de la carne respecto al control; mientras que el tratamiento con acido lactico
alargdé su vida util tres dias. Como cabria esperar, las muestras inoculadas antes del

tratamiento mostraron una menor vida util.

En comparacion con el estudio de Nakyinsige et al. (2015), en el que se realizé el
recuento de la flora aerobia viable de carne de conejo almacenada a 4 9C, los resultados
aqui presentados son inferiores el dia 0 pero superiores el dia 7. En general, los resultados
de otros autores reflejan recuentos de la flora aerobia viable superiores a los que

obtuvieron las paletillas sin inocular de este estudio (Badr, 2004; Cwikova y Pytel, 2017;

Kohler et al., 2008; Pereira y Malfeito-Ferreira, 2015; Rodriguez-Calleja et al., 2004, 2005).

En algunos casos, la carne fue troceada y picada (Badr, 2004), lo que pudo propiciar una
mayor proliferacion de microorganismos, caracteristica de la carne procesada (Cwikova y

Pytel, 2017).

Otros autores han utilizado distintos tratamientos antimicrobianos sobre carne de
pollo, tal como Singh et al. (2017) con fosfato trisédico al 8% junto con un bafio de agua
caliente, dando como resultado cifras superiores a las aqui presentadas, al igual que en el
estudio de Capita et al. (2013) con fosfato trisddico al 12% y acido ascorbico al 2%. En el
estudio de Rahman et al. (2016), los recuentos de la flora aerobia viable en carne de pollo
tratada con fosfato trisédico al 10% y acido ascérbico al 2% fueron similares a los

nuestros.
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Muestras inoculadas

Las muestras inoculadas presentaron valores mayores que las no inoculadas, lo
cual era de esperar. Los recuentos obtenidos son comparados con estudios de carne de
pollo, ya que no se han encontrado estudios similares al nuestro en carne de conejo. En
carne de pollo sin tratar inoculada con distintos microorganismos patégenos los recuentos
fueron superiores a los aqui descritos, oscilando entre 1,33+0,33 y 4,41+0,90

log1o ufc/cm? (Alonso-Hernando et al., 2015).

En las paletillas inoculadas con Listeria monocytogenes el acido lactico fue el mas
eficaz a la hora de reducir la carga de flora aerobia viable el dia del tratamiento. Pero fue
el fosfato trisédico, a medida que pasaron los dias, el que mantuvo los recuentos mas

bajos.

Segun otros autores, la prevalencia de Listeria monocytogenes en carne de conejo

es del 5,9% (Rodriguez-Calleja et al., 2006) y de 3,81 logio ufc/g en carne cruda de conejo

recién sacrificado (Badr, 2004). Aunque no todos los autores han aislado L.

monocytogenes de esta carne (Kohler et al., 2008).

En estudios referidos a carne de pollo inoculada con este microorganismo

(Alonso-Hernando et al., 2013b, 2015; Del Rio et al., 2007a), los tratamientos con fosfato

trisédico al 12% también mostraron eficacia frente a las muestras sin tratar, obteniendo

valores inferiores a los aqui presentados.

El tratamiento con acido lactico fue el mas efectivo el dia del tratamiento en las
muestras inoculadas con Salmonella, siendo el acido ascérbico el que mantuvo el valor

mas bajo el ultimo dia del estudio.

En carne de conejo, la prevalencia de especies de Salmonella es menor del 2%

(Rodriguez-Calleja et al., 2006), como en el estudio de Kohler et al. (2008) en el que no

encontraron Salmonella sobre canales de conejo.

La carne de pollo preinoculada de Salmonella Enteritidis y después tratada con

fosfato trisddico al 12% (Del Rio etal., 2007a) presentd reducciones en la carga

microbiana mayores que las obtenidas en este estudio. Otros autores, como
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Alonso-Hernando et al. (2013b), también observaron estas reducciones aunque, en este,

los recuentos fueron inferiores a los aqui presentados.

El 4cido ascérbico y el acido lactico fueron los tratamientos mds efectivos frente a
la carga microbiana en las paletillas preinoculadas con SARM. Pero a lo largo del tiempo
no se observaron diferencias significativas (P<0,05) entre los recuentos de la carne tratada

con tratamientos distintos.

En carne de conejo, se ha determinado que la prevalencia de Staphylococcus

aureus es de 52,9% con recuentos de 1,37 0,79 logio ufc/cm? (Rodriguez-Calleja et al.,

2006). Esta cifra es superior en el estudio de Badr (2004) con un recuento de 3,98
logio ufc/g en carne cruda de conejo recién sacrificado. Kohler et al. (2008) encontraron
estafilococos coagulasa positivos en la superficie de un 30,6% de canales de conejo. De

este porcentaje, un 98,7% fue identificado como Staphylococcus aureus.

En estudios ya mencionados (Alonso-Hernando et al., 2013b, 2015) de carne de

pollo tratada con fosfato trisédico al 12% inoculada previamente con Staphylococcus
aureus, se han observado niveles inferiores tanto de la carga microbiana como de la
diferencia respecto de las muestras no tratadas en comparacion con nuestro estudio (Del

Rio et al., 2007a).

En las paletillas inoculadas con EFRV, el tratamiento con acido lactico fue el mas
efectivo una vez aplicado, y el que mantuvo la carga mas baja seguido del fosfato

trisodico.

La carne es un reservorio de EFRV, lo que supone un riesgo sanitario para los

consumidores (Messi et al., 2006). En el estudio de Badr (2004) se obtuvo un recuento de

Enterococcus faecalis de 4,26 logio ufc/g en carne cruda de conejo recién sacrificado. Este
valor es inferior a los presentados en esta tesis, ya que esta carne no fue inoculada
previamente. En enterococos aislados de carne de pollo, un 67,5% fueron EFRV (Talebi

et al., 2015).
Resultados de pH

Sobre el pH de la carne de conejo existen diversos estudios (Blasco y Piles, 1990;

Hulot y Ouhayoun, 1999; Koziot et al., 2015). Rodriguez-Calleja et al. (2005) defiende que
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los microorganismos que suelen degradar la carne de conejo (Pseudomonas, levaduras y

Brochothrix thermosphacta), generan valores mas altos de pH que los de la carne roja.

El pH de la carne de conejo estd alrededor de 5,86 (Hulot y Ouhayoun, 1999),

aunque existe heterogeneidad entre musculos diferentes y entre partes del mismo
musculo. Ademas, existen ciertos factores que provocan la variacién del pH, entre ellos, el
peso y edad del conejo cuando fue sacrificado; factores genéticos como el sexo o la raza;
la dieta, el tratamiento ante mortem, el modo de sacrificio, o el tratamiento post mortem

como puede ser el enfriamiento (Hulot y Ouhayoun, 1999); ademdas de factores

tecnoldégicos como los cambios en ciertos metabolitos; por ejemplo, el glucégeno (Dalle
Zotte, 2002). La media de pH que obtuvo Rodriguez-Calleja et al. (2004) en canales de
conejo fue 5,98, valor ligeramente superior al 5,86 que expusieron Hulot y Ouhayoun
(1999); mientras que Pereira y Malfeito-Ferreira (2015) obtuvieron valores de pH entre
6,01+ 0,06 y 6,36 + 0,20. En comparacién, las paletillas control mostraron valores de pH

superiores que, ademas, fueron aumentando a medida que paso el tiempo.

Después de 24 horas de almacenamiento después del sacrificio, la carne de conejo
refleja distintos valores de pH segun autores. Rodriguez-Calleja etal. (2005), tras
mantener las canales de conejo limpias a 0 2C, midieron un pH de 6,26 + 0,20. Este valor
es inferior al de nuestro estudio y al de Koziot et al. (2015), en el que se obtuvieron valores
de pH de 5,90+ 0,14 en canales de conejo mantenidas a 4 2C 24 horas después del

sacrificio.

Las muestras tratadas con fosfato trisédico mostraron el mayor pH, ya que este
compuesto es alcalino. Esta alcalinidad puede explicar la mayor efectividad para mantener

las poblaciones microbianas en niveles bajos a lo largo de los dias.

Las muestras tratadas con acido lactico presentaron, durante todos los dias, el
menor pH. La acidez de estas muestras podria explicar que los niveles bacterianos sean
mas bajos que en las muestras tratadas con el resto de tratamientos el mismo dia de Ia

aplicaciéon (Moreno Garcia, 2006). Estos niveles de pH tan bajos pueden explicar que

apareciesen en la superficie de la carne zonas blanquecinas y, en algunos casos, zonas

negruzcas. En la carne tratada con acido ascdrbico también se observaron valores bajos de
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pH respecto del control, pero ligeramente mas altos que en las muestras tratadas con

acido lactico.

Nakyinsige et al. (2015) midieron el pH de carne de conejo almacenada a 4 ¢C. Los
resultados fueron 6,53 + 0,04, el dia 0, y 6,03 £ 0,06, el dia 7. Aunque el dia 0 el valor es el
mismo de nuestra muestra control; el dia 7, en nuestro caso el pH asciende, mientras que
en el estudio de Nakyinsige et al. se reduce. La diferencia de pH entre ambos casos podria

explicar que los recuentos de nuestro estudio sean mas bajos.

Otros autores también estudiaron los efectos del fosfato trisédico a distintas
concentraciones sobre carne de pollo. A una concentracidn del 10%, los resultados de pH

fueron superiores a los resultados aqui expuestos (Rahman etal., 2016), a una

concentracion del 12%, nuestros valores fueron similares a los del estudio de Alonso-
Hernando et al. (2015) e inferiores, en otro de los mismos autores (2012a). En otros

estudios (Del Rio et al., 2007a, 2007b) se observa que el pH de las muestras de pollo

tratadas con fosfato trisédico al 12% va disminuyendo con el tiempo y en las muestras no
tratadas aumentando, al igual que en este estudio. También se ha probado el
tratamientos con acido ascérbico al 2% sobre la superficie de carne de pollo (Rahman

et al., 2016), dando como resultado valores de pH mayores a los nuestros.

Analisis sensorial

En relacién al color, las muestras no tratadas tuvieron mas aceptacion, ya que los
tratamientos modificaron el color de la superficie de la carne. Aun asi, el color empeord
mas rapido en las muestras no tratadas, ya que las muestras tratadas mantuvieron los
niveles microbianos mas bajos lo que redujo la degradacién de la carne. En cuanto al olor
y la aceptabilidad general, también se observaron las puntuaciones mas altas al comienzo

del estudio en las muestras sin tratar y las menores, al finalizar.

Las muestras tratadas con acido lactico mostraron las peores puntuaciones en los
tres parametros sensoriales (color, olor, aceptabilidad general) tanto al principio como al
final de la investigacidn. Esto puede explicarse a que la carne tratada con esta solucién

presentd zonas palidas y zonas negras.
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No se encontraron referencias de estudios sobre tratamientos descontaminantes
en carne de conejo. El analisis sensorial de carne de pollo tratada con fosfato trisédico al

12% (Del Rio et al., 2007b) refleja valores similares a los de nuestro estudio el dia 0, pero

un poco superiores el dia 5. A pesar de que, segun el estudio de Capita et al. (2000), el
fosfato trisédico al 12% afecta de forma adversa a las cualidades sensoriales, siendo

preferible utilizar concentraciones inferiores sobre carne de pollo.
Anilisis de color

En el analisis sensorial del color, las muestras tratadas con fosfato trisédico
obtuvieron puntuaciones similares a las de las muestras sin tratar el dia de la aplicacidn.
Puede deberse a que el color deseable en carne de conejo es un rojo muy palido, y eso es
lo que reflejaron los pardmetros de color medidos para este tratamiento con altos valores

de luminosidad y mas bajos de a* y b*.

Sobre el color de la carne de conejo no existe demasiada literatura con la que
comparar los datos. En un estudio de canales de conejo mantenidas a 4 2C durante 24

horas después del sacrificio (Koziot et al., 2015), los datos obtenidos de L*, a*, b*,

saturacion y matiz fueron respectivamente 55,43 +1,20, 5,16 +1,00, 3,48 +0,85,
6,36+ 1,18 y 33,23 +6,30. En todos los casos, son valores inferiores a los obtenidos en
nuestro estudio, como sucede con los resultado de Lan et al. (2016) excepto en el valor b*
el dia del sacrificio. En este estudio de canales de conejo mantenidas a 4 2C desde el
sacrificio, los datos obtenidos de L*, a* y b* el dia del sacrificio fueron respectivamente
64,07 + 1,07, 2,37 £+ 0,51y 10,53 + 0,83. Mientras que los datos obtenidos de L*, a* y b* el
dia 6 después del sacrificio fueron 59,48+3,16, 0,15+0,33 vy 10,50+0,88,
respectivamente. Asi, se observa una reduccién de la luminosidad y del parametro a*
mientras que el parametro b* se mantiene constante. En nuestro estudio, la luminosidad y
el valor a* se mantienen constantes entre el dia del tratamiento y el dia 5, mientras que el

pardmetro b* aumenta entre esos dias.

Aunque la carne tratada con acido lactico obtuvo mayores valores de luminosidad
y de rojez (a*), al presentar zonas anémalas similares a carne cocida, no obtuvo tanta
puntuacion en el andlisis sensorial. La carne tratada con fosfato trisddico es la que obtuvo

la segunda mejor puntuacion en relacién al color, después del control, junto con el menor
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valor de la luminosidad y del parametro b*. En carne de pollo también se ha observado
que el fosfato trisédico oscurece su superficie, reduce el paradmetro a* vy, al contrario que

en los resultados obtenidos en la carne de conejo, aumenta el b* (Singh et al., 2017).

La saturacion del color (c*) y el matiz (h*) fueron menores en las paletillas tratadas
con fosfato trisddico el dia del tratamiento, pero el ultimo dia del andlisis el matiz no

presento diferencias (P>0,05) entre las muestras tratadas y no tratadas.

Los tratamientos estudiados redujeron significativamente los niveles y presencia
de microorganismos patégenos y mantuvieron bajos los niveles de la flora o microbiota
aerdbica viable durante el almacenamiento en refrigeracién. El acido lactico al 2% afectd
negativamente al color de la superficie de la carne de conejo, provocando manchas claras.
El tratamiento de las muestras con fosfato trisédico no modificd las caracteristicas de la
carne una vez aplicado. La calidad sensorial de las muestras tratadas con fosfato trisddico
al 8% y con acido ascérbico al 2% mejoré a medida que transcurrian los dias de
almacenamiento en refrigeracion. La superficie de la carne tratada mostré cambios de
color. Esta variacién no fue necesariamente negativa, ya que las puntuaciones del andlisis
sensorial en la carne de conejo después del almacenamiento en refrigeracidén fueron mas
altas en las muestras tratadas en comparacién con las no tratadas. A pesar de la eficacia
desinfectante y bacteriostatica del uso de tratamientos de descontaminacién en la
superficie de la carne fresca de conejo, estos nunca deben sustituir las buenas practicas de

higiene.
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CAPITULO IIl. DIVERSIDAD, RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y
CAPACIDAD DE FORMACION DE BIOFILMS DE ENTEROBACTERIAS AISLADAS
DE PREPARADOS CARNICOS DE VACUNO, CERDO, POLLO Y PAVO

Este trabajo tiene como objetivo conocer los patrones de resistencia a antibidticos
y la capacidad de formacién de biofilms de especies de enterobacterias aisladas de
preparados de carne roja y aves de corral. Se analizaron un total de 44 muestras de
preparados de carne de vacuno, cerdo y ave. Los recuentos medios (logio ufc/g) de
enterobacterias fueron 1,99 + 0,99 (preparados de carne de vacuno), 1,96 + 1,44 (cerdo),
2,09+0,92 (pollo) y 2,17+1,06 (pavo) (P>0,05). Se identificaron 200 cepas de
enterobacterias y se distinguieron 13 géneros (21 especies), incluidas especies que
producen infecciones. Los géneros mas comunes fueron Escherichia (32,5% de las cepas),
Serratia (17,0%), Hafnia (12,5%) y Salmonella (12,0%). Se analizé la susceptibilidad a 15
antibidticos de las cepas aisladas mediante la técnica de difusion en disco. Un total de 126
cepas (63% de las cepas) fueron multirresistentes (con resistencia a dos o mas
antibidticos), 46 (23%) fueron resistentes a un antibidtico y 28 (14%) fueron sensibles a
todos los antibidticos. El nUmero medio de resistencias por cepa fue de 2,53 £ 2,05. Se
observé un mayor niumero promedio de resistencias (P<0,05) en las cepas aisladas de
pavo (3,14 + 2,55) que en las cepas aisladas de vacuno (2,15 + 1,22), cerdo (2,16 £+ 1,39) o
pollo (2,44 £ 2,22). Al menos el 50% de las cepas mostraron resistencia o susceptibilidad
reducida a ampicilina, cefotaxima, ceftazidima o estreptomicina, considerados agentes
antimicrobianos de importancia critica en medicina humana. Setenta y nueve cepas
(39,5%), 60 cepas (30,0%) y 46 cepas (23,0%) fueron productoras de biofilms débiles,
moderadas y fuertes (ensayo de cristal violeta), respectivamente. Esta investigacion
evidencia que las bacterias presentes en los preparados de carne y aves de corral

representan un riesgo potencial para la salud de los consumidores.
INTRODUCCION

El consumo mundial per capita de los tres tipos de carne mas consumidos en 2017
fue de 15,7, 15,2 y 9,0 kg por persona y afio, para carne de cerdo, de ave y de vacuno,
respectivamente (FAOSTAT). Un determinado porcentaje de carne se consume en forma

de preparados carnicos. El Reglamento (CE) n2 853/2004 define los preparados de carne
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como la carne fresca, incluida la carne que ha sido troceada, a la que se han afiadido
productos alimenticios, condimentos o aditivos, o que se ha sometido a transformaciones
gue no bastan para alterar la estructura interna de la fibra muscular ni, por lo tanto, para

eliminar las caracteristicas de la carne fresca.

El extenso consumo de carnes rojas y de aves de corral genera preocupaciones
sobre los productos comercializados, puesto que estos deben ser seguros, tener una baja
tasa de deterioro y mostrar una composiciéon, envasado, color, sabor y apariencia
adecuados. En dicho escenario, los productos excesivamente contaminados con

microorganismos son indeseables (Del Rio etal., 2007b). La evaluacion de las

enterobacterias de la carne es conveniente, puesto que estas actian como indicadores de
su calidad microbiolégica y del nivel de higiene en los procesos de produccién y
manipulacidon, ademas, esta evaluacién ayuda a predecir la vida atil potencial de los

productos (Alonso-Calleja et al., 2004; Alvarez-Astorga etal., 2002). La familia

Enterobacteriaceae también incluye varias especies que causan infecciones, tanto en la

comunidad como en entornos nosocomiales (Rouger et al., 2017).

Existe una preocupacidon cada vez mayor sobre la resistencia bacteriana a los
medicamentos, tanto a nivel nacional como internacional. La resistencia a los
antimicrobianos se ha definido como una pandemia mundial, una de las principales
amenazas para la salud publica mundial y, en consecuencia, uno de los principales

desafios sanitarios del siglo XXI (Capita y Alonso-Calleja, 2013). La resistencia a los

antibidticos es una tendencia creciente, y se estima que, dentro de tres décadas, las
infecciones por bacterias resistentes a los antibidticos serdn la principal causa de
mortalidad mundial con diez millones de muertes cada afio en todo el mundo. Estas cifras
deben contrastarse con las 700.000 muertes atribuibles a la resistencia a los antibidticos
en 2014 (O’Neill, 2016). Las consecuencias econémicas de la resistencia a los antibidticos
también tienen un valor considerable, ya que se estima que estas infecciones cuestan 1,1
mil millones de euros cada afo a los sistemas sanitarios de los paises de la Unién Europea

y del Espacio Econdmico Europeo (Organizacién para la Cooperacion y Desarrollo

Econdmico [OECD], 2019).
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La presencia de bacterias resistentes a los antibidticos en los alimentos es un
riesgo directo para los consumidores debido al potencial de estos microorganismos para
causar infecciones transmitidas por los alimentos dificiles de tratar. También existe un
riesgo indirecto de transferencia horizontal de genes de resistencia a microorganismos
patdgenos, incluso entre géneros no relacionados, en varios puntos de la cadena

alimentaria (Capita y Alonso-Calleja, 2013). Una especie de enterobacteria, Escherichia

coli, actia como reservorio de genes de resistencia, lo que es un hecho preocupante
desde el punto de vista de la salud publica, ya que existe una alta probabilidad de
transferencia de genes a otras bacterias patdégenas. Ademas, esta circunstancia permite
gue este grupo bacteriano sea utilizado como centinela de la resistencia a los antibidticos

(Comité Cientifico sobre Riesgos para la Salud Emergentes y Recién Identificados

[SCENIHR], 2009). El seguimiento de la resistencia a los antibiéticos es esencial no solo

para obtener informacion sobre la magnitud de este problema y las tendencias dentro del
mismo, sino también para planificar y supervisar la efectividad de las medidas de control

introducidas.

Los biofilms son el modo predominante de crecimiento microbiano en la

naturaleza (Diez-Garcia et al., 2012). Estas estructuras se definen como comunidades

complejas de microorganismos integrados en una matriz polimérica extracelular
sintetizada por los propios microorganismos, con la capacidad de adherirse a superficies

bidticas o abidticas diferentes (Gonzalez-Machado et al., 2018; Rodriguez-Campos et al.,

2019). En lo que respecta a la industria alimentaria, una vez establecidos los biofilms, las
bacterias residentes muestran una mayor resistencia a diferentes estreses ambientales, lo
que fomenta su persistencia durante largos periodos y aumenta el riesgo de

contaminacién de los alimentos (Capita et al., 2014). Los biofilms presentes en las

superficies de los equipos vy las instalaciones de la industria alimentaria se han identificado
como la causa de la mayor parte de los brotes de enfermedades transmitidas por los

alimentos (Piercey et al., 2016).

Existe informacion extremadamente limitada sobre las especies, la resistencia a los
antibidticos y la produccién de biofilms en las enterobacterias de la carne en el noroeste

de Espaia. El objetivo del presente trabajo fue conocer los patrones de resistencia a los

131



(6= 1V NIl Estudio de enterobacterias en preparados carnicos

antibidticos y la capacidad de formacién de biofilms de especies de enterobacterias

aisladas de preparados a base de carne roja y aves de corral.
MATERIAL Y METODOS
Muestras

Se adquirieron un total de 44 muestras crudas de preparados cdrnicos con un peso
aproximado de 250 g cada una en diferentes supermercados de la ciudad de Ledn, en el
noroeste de Espafia. Los preparados de carne de vacuno incluyeron hamburguesas (10
muestras); los preparados de cerdo incluyeron albdndigas (2), carne picada (6),
hamburguesas (2) y longaniza (4); los preparados de pollo incluyeron hamburguesas (4),
nuggets (2) y longaniza (2), y los preparados de pavo incluyeron albdndigas (4) vy
hamburguesas (8). Cada muestra se colocé en una bolsa de plastico estéril separada, se
transporté al laboratorio inmediatamente en una nevera portatil y se analizé a su llegada

o se almacend a 3 + 1 2C durante menos de 4 horas antes de comenzar los analisis.
Analisis microbioldgico

Las muestras, cada una con un peso de 10 g, se colocaron en una bolsa stomacher
estéril con 90 ml de agua de peptona estéril al 0,1% (p/vol) (Oxoid Ltd., Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra) y se homogeneizaron (Masticator Silver Panoramic; 9000520;
Barcelona, Espaiia) durante 2 minutos. Las muestras de 10 g se tomaron de dos o mas
piezas de carne del mismo lote. Se prepararon diluciones decimales en serie en el mismo
diluyente a partir del homogeneizado. De estas diluciones se sembré 1 mL en profundidad
en medio VRBGA (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) por duplicado con
sobrecapa y se incubaron a 379C durante 24 horas para realizar el recuento de
enterobacterias. Se contaron las placas con colonias tipicas y se calcularon los recuentos

medios. Los recuentos microbianos se transformaron a logio ufc/g.
Identificacion de las especies de enterobacterias

Se seleccionaron de 3 a 8 colonias en VRBGA de las placas de cada muestra, se
transfirieron individualmente a agar soja triptona (TSA; Oxoid Ltd., Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra) y se incubaron a 37 2C durante 24 horas para obtener cultivos
puros, que se examinaron para determinar la morfologia de las colonias y las células,
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tincion de Gram y actividades oxidasa y catalasa. Las cepas correspondientes a bacilos
Gram negativos, catalasa positivos y oxidasa negativos se identificaron con la ayuda de
tiras APl 20E (bioMérieux, Marcy L'Etoile, Francia) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La interpretacién de los datos se realizé utilizando la base de datos Analytical
Profile Index (API) (V5.0) con el software de identificacién apiweb™ (bioMérieux, Marcy
L'Etoile, Francia). Las cepas se mantuvieron congeladas a -502C después de
resuspenderlas en caldo de triptona soja (TSB; Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,

Inglaterra) con glicerol al 20% (vol/vol).
Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Se analizaron un total de 200 cepas en agar Mueller-Hinton (MHA; Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) para determinar la susceptibilidad a un panel de 15
antibidticos, utilizando el método de difusién en disco como se describe en las directrices
del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio de EE.UU. (CLSI, 2019). Los discos (Oxoid
Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) utilizados para estudiar la resistencia de las
enterobacterias fueron los siguientes: amoxicilina-acido clavuldnico (AMC, 30 ug),
ampicilina (AMP, 10 ug), aztreonam (ATM, 30 ug), cefotaxima (CTX, 30 ug), cefoxitina
(FOX, 30 ug), ceftazidima (CAZ, 30 pg), cloranfenicol (C, 30 pg), ciprofloxacina (CIP, 5 ug),
amikacina (AK, 30 pg), gentamicina (CN, 10 ug), estreptomicina (S, 10 ug), imipenem (IPM,
10 pug), 4acido nalixidico (NA, 30pg), sulfametoxazol-trimetoprima (SXT, 25pug) vy
tetraciclina (TE, 30 ug). Después de la incubacién a 37 2C durante 18 a 24 horas, se
midieron los halos de inhibicion y se calificaron como susceptibles, intermedios
(susceptibilidad reducida) o resistentes. Se utilizaron Escherichia coli ATCC 25922 vy
Staphylococcus aureus ATCC 29213 como cepas de referencia para el control de los discos

con antibidtico.
Determinacion de la capacidad de formacién de biofilms

Se siguidé un procedimiento descrito anteriormente (Diez-Garcia et al., 2012) para

cuantificar los biofilms. Las cepas (200) cultivadas en TSA se transfirieron a TSB y se
incubaron a 37 eC durante 18 horas. Transcurrido este tiempo, los tubos mantuvieron una
concentracion de aproximadamente 10° ufc/mL. Se realizaron 4 diluciones decimales en

TSB para alcanzar concentraciones de 10° ufc/ml, que luego se utilizaron para inocular los
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pocillos de las placas de microtitulo de poliestireno (Oy Growth Curves Ab Ltd., Helsinki,
Finlandia). Los pocillos se llenaron con 225 uL de TSB y 25 uL de cultivo bacteriano, de
modo que la concentracidn final en el pocillo fue de 10* ufc/mL. Se incluyeron controles
negativos con 250 uL de TSB. Después de incubar la placa a 37 C durante 24 horas, se
vertié el contenido de la placa y se lavaron los pocillos con 300 pL de agua destilada
esterilizada. Las bacterias que permanecieron adheridas se fijaron agregando 250 ul de
metanol a cada pocillo durante 15 minutos. A continuacién, se vaciaron las placas, se
secaron al aire y se tifleron durante 5 minutos con 250 ul por pocillo de una solucién
acuosa de cristal violeta al 0,5%. Los pocillos se vaciaron y lavaron colocando la placa bajo
el grifo con agua corriente. Posteriormente, las placas se secaron al aire y el colorante
unido a las células adherentes se resolubilizé con 250 pl de acido acético al 33% (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, EE.UU.) por pocillo, dejandolo actuar durante un minuto. La
densidad éptica a 580 nm (ODsgo) se determind en un Bioscreen C MBR (Oy Growth Curves
Ab Ltd., Helsinki, Finlandia). Las placas de microtitulo se agitaron durante 1 minuto antes
de medir la turbidez. En cada andlisis se incluyeron cepas de control fuertes y débiles

productoras de biofilm de la coleccién de cultivos de la Universidad de Ledn, Espaia.

Las cepas se clasificaron en funcién de su capacidad para formar biofilms. La DOsgo
de corte (DOc) se definid como 3 desviaciones estandar por encima de la DOsgp media de
los controles negativos. La densidad éptica de cada pocillo se compard con el valor DOc

para clasificar cada cepa en una de estas categorias (Diez-Garcia et al., 2012):

. No productoras de biofilm: cuando DOsgo < DOc.

° Débiles productoras de biofilm: cuando DOc < DOsgp < (2DOc).

° Moderadas productoras de biofilm: cuando (2DOc) < DOsgo < (4DOc).
° Fuertes productoras de biofilm: cuando (4DOc) < DOsso.

Analisis estadistico

Los recuentos microbianos (logio ufc/g) y las diferencias en el grado de formacién
de biofilms se examinaron mediante técnicas de andlisis de varianza (ANOVA), utilizando
la prueba de rango multiple de Duncan para separar promedios. La prevalencia de las

resistencias en diferentes especies de enterobacterias se comparé mediante la prueba
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exacta de Fisher. La significancia se determind al nivel del 95% (P<0,05). Todas las pruebas

se realizaron con el paquete Statistica® 8.0 (Statsoft Ltd., Tulsa, OK, EE.UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis microbioldégico e identificacion de enterobacterias

Todas las muestras de preparados carnicos presentaron enterobacterias. El
recuento promedio de enterobacterias fue de 2,04 + 1,12 logio ufc/g. No se observaron
diferencias significativas (P>0,05) entre los preparados carnicos de vacuno (1,99 + 0,99

logio ufc/g), cerdo (1,96 + 1,44), pollo (2,09 £ 0,92) y pavo (2,17 + 1,06).

La mayoria de las enterobacterias que se encuentran en la carne proceden de la
contaminacién con heces debido a la ruptura del intestino o al uso de agua contaminada
durante el sacrificio y la evisceracién. Por lo tanto, su presencia en grandes cantidades
puede indicar una higiene deficiente en el matadero en el que se obtiene la carne, una
manipulacién poco higiénica, un almacenamiento inadecuado o una combinacién de estos

factores (Andritsos et al., 2012; Scheutz et al., 2012; Wong et al., 2004). Cabe seialar que

los recuentos para enterobacterias cumplieron con los criterios microbioldgicos, que

establecen que no deben exceder 2 (maximo 4) logio ufc/g (Comisién Internacional de

Especificaciones Microbioldgicas en Alimentos [ICMSF], 2011; Instituto de Ciencia vy

Tecnologia de Alimentos, 1997) o 3,5 (maximo 4,5) logio ufc/g (Uyttendaele et al., 2010).

Previamente se han encontrado recuentos de enterobacterias similares a los del presente

estudio en la carne (Cordero etal., 2019; Gonzalez-Gutiérrez et al., 2020; Luning et al.,

2011).

Se aislaron 200 enterobacterias de preparados carnicos de vacuno (47), cerdo (32),
pollo (64) y pavo (57). Se detectaron un total de 24 cepas de S. enterica (12,0% de las 200
cepas aisladas) (tabla 31). La prevalencia de S. enterica fue de 8,5%, 31,3%, 7,8% y 8,8%
para carne de vacuno, cerdo, pollo y pavo, respectivamente. Estos valores se encuentran
dentro del rango de los datos obtenidos en otros trabajos de investigacién para carnes

rojas y aves, donde se han comunicado valores de 3,6% (Doménech et al., 2015b), 9,0%

(Doménech et al., 2015a), 12,4% (Alvarez-Ferndndez et al., 2012), 18,1% (Zwe et al., 2018)

y 34,0% (Yildirim et al., 2011). Cabe sefialar, sin embargo, que no se utilizaron pasos de
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enriguecimiento para el aislamiento de Salmonella en el presente estudio, lo que podria

haber influido en los resultados obtenidos.

Cincuenta y cinco cepas de las 200 aisladas (27,5%) se identificaron como E. coli.
Esta bacteria ha sido aislada en un alto porcentaje de carne cruda y productos no

procesados listos para el consumo en varios estudios (Capita et al., 2013; Gwida et al.,

2014). El resto de las cepas pertenecian a la especie Escherichia vulneris (10 cepas; 5,0%),
y a los géneros Serratia (34; 17,0%), Hafnia (25; 12,5%), Enterobacter (19; 9,5%), Klebsiella
(14; 7,0%), Pantoea (5; 2,5%), Yersinia (4; 2,0%), Proteus (3; 1,5%), Citrobacter (2; 1,0%),
Kluyvera (2; 1,0%), Providencia (2; 1,0%) y Cedecea (1; 0,5%) (tabla 31). Estos géneros han

sido detectados previamente en la carne (Gwida et al., 2014; Stiles y Ng, 1981). El niUmero

de especies bacterianas aisladas diferentes en cada tipo de preparado carnico oscild entre
8 (pavo) y 13 (cerdo y pollo). Las especies mas frecuentes en cada tipo de preparado
carnico fueron E. coli (pollo y pavo), Hafnia alvei (vacuno y cerdo), S. enterica (cerdo) y
Serratia liquefaciens (vacuno y pavo). En particular, la mayoria de las especies detectadas
en preparados de carne roja y aves de corral han estado implicadas en enfermedades
humanas, por ejemplo, S. enterica, E. coli, H. alvei, Klebsiella pneumoniae, Kluyvera spp. y

S. liquefaciens (Farmer lll et al., 2007). Cabe sefalar que estos resultados deben

considerarse con cautela, porque los métodos fenotipicos pueden dar lugar a

identificaciones erréneas en algunos casos (Osman et al., 2020).

Tabla 31. Identificacion y origen (especie animal) de 200 cepas de enterobacterias aisladas
de preparados carnicos de carne roja y aves de corral

Especie de enterobacteria Origen (Numero de cepas)

Numero medio
de resistencias a
antibidticos

Vacuno Cerdo Pollo Pavo
(47) (32) (64) (57)

Cedecea lapegei 1 2,00 £ 0,00

Citrobacter spp. C. braakii 1 2,00 £ 0,00

C. freundii 1 1,00 + 0,00

Enterobacter spp. E. aerogenes 1 2,00 £ 0,00
E. amnigenus 1 3 4,75+ 0,50

E. asburiae 4 1 4 1,11 +1,36

E. cloacae 1 4 1,60 + 0,55

Escherichia spp. E. coli 1 25 29 3,95+2,46

E. vulneris 5 5 1,10+0,32

Hafnia alvei 10 8 3 4 2,84 +1,07
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Klebsiella spp. K. oxytoca 4 5 2,11+1,05

K. pneumoniae 1 2 2 2,00 +1,87

Kluyvera spp. 1 1 3,00£1,41
Pantoea spp. 1 2 1,20+ 1,64
Proteus vulgaris 3 1,67 +0,58
Providencia alcalifaciens 1 1 1,00+1,41
Salmonella enterica 4 10 5 5 2,17+ 1,66
Serratia spp. S. liquefaciens 13 3 6 10 1,59 1,64

S. marcescens 1 2,00 £ 0,00

S. plymuthica 1 0,00 £ 0,00

Yersinia spp. 3 1 2,25+ 3,86

Susceptibilidad antimicrobiana

Se analizaron 200 aislados de enterobacterias de preparados carnicos de carne roja
y aves de corral para determinar su susceptibilidad a 15 antibidticos. La tabla 32 muestra
el nimero y porcentaje de cepas que fueron multirresistentes (presentaron resistencia a
dos o mas antibidticos; M), resistentes a un antibiético (R) y sensibles a todos los
antibiodticos (S). Un total de 126 (63%), 46 (23%) y 28 (14%) cepas se clasificaron como M,
R o S, respectivamente. Las cepas multirresistentes fueron resistentes a 2 (43 cepas), 3
(28), 4 (25), 5 (12), 6 (6), 7 (5), 8 (5) 0 9 (2) antibidticos. Es preocupante la considerable
prevalencia de cepas resistentes y multirresistentes observadas en este trabajo, puesto
qgue las resistencias detectadas probablemente reducirian la utilidad como opcién
terapéutica de varios antibidticos utilizados tanto en medicina humana como veterinaria.
Las infecciones causadas por bacterias multirresistentes no solo se asocian con altas tasas
de morbilidad y mortalidad, sino también con un aumento de los costes del tratamiento

(Capita et al., 2019; Cosgrove, 2006).

Tabla 32. NUmero y porcentaje de cepas de enterobacterias multirresistentes (M),

resistentes (R) y sensibles (S) aisladas de preparados cérnicos de carne roja y de ave

M R S
Origen n2 % n2 % n2 %
Vacuno (n = 47) 33 70% 10 21% 4 9%
Cerdo (n =32) 21 66% 6 19% 5 16%
Pollo (n = 64) 35 55% 18 28% 11 17%
Pavo (n =57) 37 65% 12 21% 8 14%
Total (n = 200) 126 63% 46 23% 28 14%
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El nimero medio de resistencias por cepa fue de 2,53 + 2,05. Se observé un mayor
(P<0,05) numero promedio de resistencias en las cepas de pavo (3,14 + 2,55) que en las
cepas de vacuno (2,15 1,22), cerdo (2,16 +1,39) o pollo (2,44 + 2,22). Estos valores
medios se encuentran dentro del rango de los registrados previamente para bacterias

Gram negativas en carne, con resistencias antimicrobianas de 0,57 (Cordero et al., 2019),

0,78 (Capita et al., 2019), 3,76 (Capita et al., 2013) y 4,0 (Logue et al., 2003) encontradas

para aislados de enterobacterias de la carne. Cabe seiialar que Enterobacter amnigenus
(4,75 +0,50) y E. coli (3,95 *+ 2,46) mostraron el mayor nimero medio de resistencias a los
antibioticos. Este hecho es motivo de preocupacién porque ambas especies bacterianas

son patégenos humanos frecuentes (Capita et al., 2019; Raphael y Riley, 2017). Por el

contrario, Serratia plymuthica (0,00 + 0,00), Citrobacter freundii (1,00 + 0,00) y Providencia
alcalifaciens (1,00 £ 1,41) tuvieron el menor nimero de resistencias a los antibidticos

(tabla 31).

La figura 19 muestra el porcentaje de cepas que fueron susceptibles, intermedias o
resistentes a cada uno de los antibidticos probados. Se observaron resistencias en cepas
aisladas de enterobacterias a amoxicilina-acido clavulanico (AMC) (33,5% de las cepas),
ampicilina (AMP) (46,0%), aztreonam (ATM) (8,0%), cefotaxima (CTX) (28,5%), cefoxitina
(FOX) (5,5%), ceftazidima (CAZ) (23,0%), cloranfenicol (C) (6,5%), ciprofloxacina (CIP)
(11,5%), amikacina (AK) (4,5), gentamicina (CN) (1,0%), estreptomicina (S) (23,5%),
imipenem (IPM) (18,5%), acido nalidixico (NA) (20,5%), sulfametoxazol-trimetoprima (SXT)
(4,5%) y tetraciclina (TE) (17,5%). Se observé resistencia o susceptibilidad reducida frente
a AMC (48,0% de las cepas), AMP (68,0%), ATM (23,0%), CTX (68,0%), FOX (7,5%), CAZ
(60,5%), C (11,0%), CIP (18,5%), AK (26,0%), CN (16,5%), S (83,0%), IPM (48,0%), NA
(25,0%), SXT (10,0%) y TE (21,0%). En estudios previos también se han observado niveles
elevados de resistencia a estos antibidticos en enterobacterias aisladas de carnes rojas y

aves de corral (Alonso-Hernando et al., 2012b; Alvarez-Fernandez et al., 2013; Buzdn-

Duran et al., 2017; Capita et al., 2019; Guerra et al., 2003; Guerrero-Ramos et al., 201643,

2016b).
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Figura 19. Porcentaje de cepas de enterobacterias susceptibles, intermedias o
resistentes a cada uno de los antidbiticos probados. Amoxicilina-dcido clavulanico
(AMC), ampicilina (AMP), aztreonam (ATM), cefotaxima (CTX), cefoxitina (FOX),
ceftazidima (CAZ), cloranfenicol (C), ciprofloxacina (CIP), amikacina (AK), gentamicina
(CN), estreptomicina (S), imipenem (IPM), &cido nalixidico (NA),
sulfametoxazol-trimetoprima (SXT) y tetraciclina (TE).

El gran nimero de cepas resistentes en alimentos de origen animal observado en
diferentes trabajos de investigacion parece estar relacionado con el uso de antibidticos en

la produccién animal y la practica clinica (Capita y Alonso-Calleja, 2013). En el presente

estudio, se observé una alta prevalencia de resistencia a antibidticos utilizados

ampliamente en la produccién animal (Cameron y McAllister, 2016; De Briyne et al., 2014;

Roth etal.,, 2019). Sin embargo, cabe destacar que también se observé una alta

prevalencia de resistencia a sustancias cuyo uso ha estado prohibido en animales
productores de alimentos durante algunas décadas, por ejemplo, el cloranfenicol. Los
mecanismos de resistencia cruzada y co-resistencia pueden haber contribuido a la
persistencia a lo largo del tiempo de genes de resistencia a estas sustancias, como se ha

sugerido anteriormente (Alvarez-Ferndndez et al., 2013; Capita y Alonso-Calleja, 2013).

Cabe sefialar que al menos el 50% de las cepas mostraron resistencia o
susceptibilidad reducida a ampicilina, cefotaxima, ceftazidima o estreptomicina. Estos
cuatro compuestos se consideran agentes antimicrobianos "de importancia critica" en la

medicina humana, segun la Organizacion Mundial de la Salud (2019). La Organizacién
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Mundial de Sanidad Animal (2018) enumera la ampicilina y la estreptomicina como

“agentes antimicrobianos veterinarios de importancia critica”.

Se observaron 88 patrones de resistencia a los antibiéticos entre las 200 cepas de
enterobacterias. Los ocho patrones mas frecuentes fueron: AMC/AMP (mostrado por 12
cepas; 6,0%), AMP (10 cepas; 5,0%), CTX/IMP (9 cepas; 4,5%), AMC/AMP/CAZ (7 cepas;
3,5%), NA (7 cepas; 3,5%), IPM (6 cepas; 3,0%), AMC (5 cepas; 2,5%) y CTX (5 cepas; 2,5%).

Capacidad de formacion de biofilms

La produccion de biofilms facilita la persistencia bacteriana en las instalaciones de
procesamiento de alimentos, proporcionando un entorno favorable para el intercambio
de genes de resistencia a los antibidticos. Un total de 185 (92,5%) de las cepas examinadas
fueron capaces de formar biofilm sobre poliestireno, de las cuales 79 (39,5%) cepas fueron
débiles, 60 (30,0%) cepas fueron moderadas y 46 (23,0%) cepas fueron fuertes formadoras
de biofilm. El valor medio de DOsgo (ensayo de cristal violeta) para las 200 cepas de
enterobacterias fue 0,524 + 0,581. La DOsgo observada en la presente investigacién para
las cepas no productoras de biofilm fue 0,112 £ 0,004. Los datos de las cepas débiles,
moderadas y fuertes productoras de biofilm fueron 0,209 + 0,071, 0,343 +0,041 vy
0,767 +0,118, respectivamente (P<0,05). La capacidad de las enterobacterias para

producir biofilms sobre poliestireno se ha demostrado previamente (Cosgrove, 2006; Diez-

Garcia et al., 2012). Estos hallazgos son motivo de preocupacién porque los materiales

plasticos se utilizan con frecuencia para fabricar una variedad de superficies en las
instalaciones de procesamiento de alimentos, como tuberias, tablas de cortar y otros

equipos (Cosgrove, 2006; Diez-Garcia et al., 2012).

Se observé un numero promedio de resistencias menor (P<0,05) para las cepas no
productoras de biofilm (1,80 + 1,61) que para las cepas fuertes productoras de biofilm
(2,91 £2,41). Las productoras de biofilm débiles y moderados fueron resistentes a
2,53+1,97 y 2,40 £ 1,94 antibidticos, respectivamente. Otros estudios también reflejan
gue la resistencia a los antibiéticos es mayor entre las cepas productoras de biofilm que

entre las que no lo son (Nirwati et al., 2019; Saha et al., 2018). Por el contrario, varios

autores no han observado ninguna relacion entre la produccion de biofilms y la resistencia

a antibidticos (Cepas et al., 2019).
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La figura 20 muestra el porcentaje de cepas no productoras de biofilm y de las
cepas débiles, moderadas y fuertes productoras de biofilm aisladas de preparados
carnicos de vacuno, cerdo, pollo y pavo, respectivamente. No se observaron diferencias
(P>0,05) en la capacidad de formacién de biofilm de las enterobacterias aisladas de

preparados carnicos de diferentes especies animales.
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Figura 20. Porcentaje de cepas no productoras de biofilm y de cepas débiles,
moderadas y fuertes productoras de biofilm aisladas de preparados cdrnicos de
vacuno, cerdo, pollo y pavo.

La tabla 33 muestra la capacidad de formaciéon de biofilm de cada especie de
enterobacterias aisladas de preparados de carne y aves de corral. El porcentaje mas alto
de cepas no productoras de biofilm se encuentra entre las cepas de C. freundii (el 100% de
las cepas no eran productoras de biofilm), E. amnigenus (25%) y S. enterica (21%). Estos
resultados no concuerdan con hallazgos anteriores, donde todas las cepas de S. enterica

fueron capaces de formar biofilm (Capita et al., 2019; Diez-Garcia et al., 2012). Estas

discrepancias entre los trabajos de investigacion pueden deberse a variaciones entre
diferentes cepas de la misma especie, o incluso del mismo serotipo, con respecto a su

capacidad para formar biofilm (Diez-Garcia et al., 2012). Si bien el ensayo de cristal violeta

es uno de los métodos mas utilizados para evaluar la formacién de biofilm, debido a que
es una herramienta de deteccidén rdpida y de alto rendimiento con gran valor para los
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microbidlogos, este ensayo es conocido por su desviacién sustancial de un experimento a
otro, e incluso entre los pocillos. El ensayo de microtitulacion de biofilm tiene varias
trabas y puede dar lugar a resultados dispersos debido a un crecimiento heterogéneo,
procedimientos disruptivos y deficiencias en la cuantificaciéon de la biomasa y las células

viables (Kragh etal., 2018, 2019). Lo cual también podria ser responsables de las

diferencias observadas entre trabajos de investigacion.

Tabla 33. Capacidad de formacion de biofilm de diversas especies de enterobacterias

aisladas de preparados carnicos de carne roja y de ave

n?2 cepas (%)

Débil Moderada Fuerte
Especie de No pro_du.c tora productora productora productora
enterobacteria debiofilm 4. biofilm  de biofilm de biofilm
Cedecea lapegei 1 (100%)
Citrobacter braakii 1 (100%)
Citrobacter freundii 1 (100%)
Enterobacter aerogenes 1 (100%)
Enterobacter amnigenus 1(25%) 3 (75%)
Enterobacter asburiae 5 (56%) 3 (33%) 1(11%)
Enterobacter cloacae 2 (40%) 3 (60%)
Escherichia coli 5 (9%) 23 (42%) 14 (25%) 13 (24%)
Escherichia vulneris 1(10%) 5 (50%) 2 (20%) 2 (20%)
Hafnia alvei 9 (36%) 12 (48%) 4 (16%)
Klebsiella oxytoca 3 (33%) 4 (44%) 2 (22%)
Klebsiella pneumoniae 1 (20%) 4 (80%)
Kluyvera spp. 2 (100%)
Pantoea spp. 4 (80%) 1 (20%)
Proteus vulgaris 3 (100%)
Providencia alcalifaciens 1 (50%) 1 (50%)
Salmonella enterica 5(21%) 5(21%) 12 (50%) 2 (8%)
Serratia liquefaciens 2 (6%) 16 (50%) 5(16%) 9 (28%)
Serratia marcescens 1 (100%)
Serratia plymuthica 1 (100%)
Yersinia spp. 1(25%) 3 (75%)

Los preparados carnicos de carne roja y aves de corral albergaban enterobacterias
de especies patégenas, como S. enterica. Esto puede suponer un riesgo de infeccion
humana por el consumo de preparados de carne crudos o poco cocidos y de

contaminacién cruzada con otros productos alimenticios. Un hecho preocupante que
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surge de esta investigacion es la considerable prevalencia de resistencias a antibidticos
observada entre las cepas de enterobacterias aisladas de preparados de carne roja y aves
de corral. No se observaron diferencias significativas entre los niveles o la prevalencia de
resistencias a antibidticos en las bacterias aisladas de los diferentes preparados cdrnicos.
El alto porcentaje de cepas capaces de formar biofilm (92,5%) también es motivo de
preocupacion. Los resultados de este estudio proporcionan informacion sobre la
prevalencia de la resistencia a antibidticos y la capacidad de formacidn de biofilm en cepas

de enterobacterias aisladas de preparados de carne roja y aves de corral en Espaiia.
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CAPITULO IV. RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y CAPACIDAD DE FORMACION
DE BIOFILMS DE ENTEROCOCOS AISLADOS DE PREPARADOS DE CARNE
ROJA Y AVES DE CORRAL

Este estudio investigd la resistencia a los antibidticos y la capacidad de formacion
de biofilm de 200 cepas de enterococos aisladas de preparados de carne de vacuno (51
cepas), cerdo (47), pollo (50) y pavo (52) adquiridos en el noroeste de Espafia. Se analizé la
susceptibilidad frente a quince antibidticos de importancia clinica mediante el método de
difusion en disco. El nimero medio de resistencias por cepa fue 4,48 + 1,59. Tomando las
cepas resistentes junto con las que mostraron una susceptibilidad reducida, el nimero
total de resistencias por cepa fue de 6,97 + 2,02. Dos cepas (1,0%) fueron resistentes a un
solo antibidtico, 22 cepas (11,0%) presentaron resistencia a dos, una cepa (0,5%) fue
resistente a tres y 175 cepas (87,5%) mostraron resistencia multiple a tres o mas
categorias de antibidticos. La prevalencia de la resistencia varié entre 0,5% (gentamicina)
y 100,0% (kanamicina). Todas las cepas produjeron biofilms en placas de microtitulo de
poliestireno, lo cual se determind mediante el ensayo de cristal violeta. Las cepas se
clasificaron como de capacidad débil (51 cepas; densidad optica promedio a 580
nanometros (DOsg) = 0,206 +0,033), moderada (78 cepas; DOsgo promedio =
0,374 +0,068) o fuerte (71 cepas; DOsgo promedio = 1,167 + 0,621) para producir biofilm
(P<0,05). Las cepas aisladas de preparados de carne de vacuno produjeron los biofilms
mas notables (P<0,05). Los resultados de este estudio indican que los preparados de carne
y aves de corral son reservorios de cepas de enterococos resistentes a antibidticos
capaces de formar biofilms. La manipulacién cuidadosa de estos productos alimenticios
durante la preparacién, evitando la contaminacién cruzada y asegurando una coccién
completa, es la mejor manera de prevenir las enfermedades transmitidas por los

alimentos.
INTRODUCCION

La producciéon de carne en el mundo en 2021 alcanzé los 355,5 millones de
toneladas, de las cuales 121,6 millones fueron de aves de corral; 120,4 millones fueron
porcino, y 66,3 millones de toneladas, de carne de vacuno. En la Unién Europea se

produjeron 23,6 millones de toneladas de carne de cerdo, 10,8 millones de toneladas de
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pollo y 6,9 millones de toneladas de carne de vacuno. El consumo de los tres tipos de
carne mas consumidos en la Unién Europea en 2013 fue de 39,0 kg de cerdo, 22,5 kg de
aves de corral (principalmente pollo) y 12,2 kg de carne de vacuno por persona y afo
(FAOSTAT). Parte de esta carne se consume en forma de preparados carnicos. De acuerdo
con el Reglamento (CE) n? 853/2004, se definen como la carne fresca, incluida la carne
que ha sido troceada, a la que se han anadido productos alimenticios, condimentos o
aditivos, o que se ha sometido a transformaciones que no bastan para alterar la estructura
interna de la fibra muscular ni, por lo tanto, para eliminar las caracteristicas de la carne

fresca.

En las ultimas décadas se observa una preocupacién creciente por las bacterias
resistentes a los antibidticos, que en la actualidad se consideran uno de los principales

problemas de los sistemas sanitarios de todo el mundo (Capita y Alonso-Calleja, 2013). La

prevalencia de la resistencia a los antibidticos estd aumentando, y se estima que, dentro
de treinta anos, las muertes anuales serdn de diez millones de personas en todo el mundo
como resultado de la infeccidon por bacterias resistentes (una cifra mayor que los 8,2
millones de muertes esperadas por cancer). Esta alta tasa contrasta con las 700.000
muertes atribuibles a la resistencia a los antibidticos en 2014 (O’Neill, 2016). La resistencia
a los antibidticos también tiene importantes consecuencias financieras, ya que se estima
gue estas infecciones cuestan a los sistemas sanitarios de la Unidn Europea y los paises del

Espacio Econdmico Europeo 1,1 millones de euros anuales (OECD, 2019).

La presencia de bacterias resistentes a los antibidticos en los alimentos implica
riesgos tanto directos como indirectos para los consumidores. El riesgo directo es la
posibilidad de que dichos microorganismos puedan causar infecciones transmitidas por los
alimentos dificiles de tratar, como resultado de un cocinado insuficiente o por
contaminacién cruzada con otros alimentos debido a una manipulacién inadecuada. El
riesgo indirecto radica en la posibilidad de transferencia horizontal de genes de resistencia

a microorganismos patdgenos, incluidos géneros no relacionados (Capita y Alonso-Calleja,

2013).

En las ultimas décadas, los enterococos han surgido como una causa importante de

infecciones nosocomiales y extrahospitalarias debido a la capacidad de estas bacterias
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para adquirir rasgos de virulencia (Guerrero-Ramos et al., 2016b). Ademads, estas bacterias

actuan como reservorio de genes de resistencia a los antibidticos, circunstancia que
permite que este grupo microbiano sea utilizado como centinela de resistencias (SCENIHR,
2009). El control de la resistencia a los antibidticos es fundamental, no solo para obtener
informacién sobre la magnitud del problema y las tendencias dentro del mismo, sino
también para planificar y dar seguimiento a la eficacia de las medidas de control

introducidas.

En la naturaleza, los microorganismos crecen preferentemente en forma de
biofilms, comunidades complejas de microorganismos incrustados en una matriz
polimérica extracelular sintetizada por los propios organismos, con la capacidad de

adherirse a diferentes superficies bidticas o abidticas (Diez-Garcia etal., 2012;

Rodriguez-Melcdn et al., 2019). Las células sésiles que forman parte de un biofilm tienen

una resistencia mucho mayor a diferentes factores de estrés, como desinfectantes y
antibiodticos, en comparacion con las células plancténicas o de vida libre. Por lo tanto, los
biofilms se han identificado como un factor determinante en la persistencia de patégenos
transmitidos por los alimentos en los entornos de procesamiento de alimentos (Capita
et al., 2014). Se ha demostrado que los biofilms son la principal fuente de contaminacidn
de los alimentos y han sido asociados con la mayoria de los brotes de enfermedades

transmitidas por alimentos (Piercey etal., 2016). Ademds, también provocan graves

problemas de ingenieria, como la obstruccion de filtros y tubos, o la disminucion de la
eficiencia de los intercambiadores de calor, debido a la presencia de biofilms en los
equipos y en las instalaciones de las plantas de procesamiento de alimentos (Diez-Garcia

et al., 2012).

Hay muy poca informacion disponible sobre la resistencia a los antibidticos vy la
capacidad de formar biofilms de cepas enterocdcicas que se encuentran en la carne. El
objetivo de la presente investigacion fue conocer los patrones de resistencia a los
antibidticos y la capacidad de formacién de biofilms de los enterococos aislados de

preparados de carne y de aves de corral adquiridos en el noroeste de Espafia.
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MATERIAL Y METODOS
Muestras

Se adquirieron 44 muestras, cada una con un peso aproximado de 250 g, de
preparados carnicos crudos de carne roja y ave de diversos supermercados de la ciudad de
Ledn, en el noroeste de Espafia. Se obtuvieron diez muestras de hamburguesas de
preparados de vacuno. Los preparados cdrnicos de cerdo incluyeron albdndigas (2
muestras), carne picada (6), hamburguesas (2) y salchichas (4). Las muestras de
preparados de pollo comprendieron hamburguesas (4), nuggets (2) y salchichas (2), y los
preparados carnicos de pavo fueron albdndigas (4) y hamburguesas (8). Todas las
muestras se colocaron individualmente en bolsas de plastico estériles, se transportaron al
laboratorio en una hielera y se analizaron en un lapso maximo de 4 horas desde su

adquisicion. Las muestras se almacenaron a 4 2C hasta que se realizo el analisis.
Analisis microbiolégico

Se tomaron porciones de 10 g de cada muestra y se colocaron en una bolsa
stomacher estéril con 90 mL de agua de peptona estéril al 0,1% (p/vol) (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) y se homogeneizaron (Masticator Silver Panoramic;
9000520; Barcelona, Espafia) durante 2 minutos. Las muestras de 10 g se tomaron de dos
0 mas piezas del mismo lote. A partir de las porciones homogeneizadas, se prepararon

diluciones decimales en serie en el mismo diluyente.

Se determind la carga de microorganismos psicrotrofos mediante siembra en
superficie (0,1 mL) sobre agar de recuento en placa (PCA; Oxoid Ltd., Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra) por duplicado después de 10 dias de incubaciéon a 7 2C. Para
realizar el recuento de enterococos se incubaron placas sembradas en profundidad de
agar kanamicina esculina azida (KAA; Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra),

preparadas con 1 mL de la dilucién apropiada, durante 24 horas a 42 °C.

Se realizd el recuento en las placas con entre 25 y 250 colonias (siembra en
superficie) y entre 30 y 300 colonias (siembra en profundidad), se calcularon los recuentos
medios y se transformaron a logio unidades formadoras de colonias por gramo (ufc/g). De

cada muestra, se seleccionaron entre 3 y 7 colonias tipicas en KAA. Estas colonias se
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transfirieron a agar soja triptona (TSA; Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) y se
incubaron a 42 2C durante 24 horas para obtener cultivos puros. Se analizaron las colonias
de cocos Gram positivos, catalasa negativos capaces de crecer a 109C y 452C y en
presencia de cloruro sédico al 6,5% para determinar la susceptibilidad antimicrobiana y la
capacidad de formacién de biofilms. Las cepas se mantuvieron congeladas a -50 ¢C
después de resuspenderlas en caldo soja triptona (TSB; Oxoid Ltd., Basingstoke,

Hampshire, Inglaterra) con glicerol al 20% (vol/vol).
Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad de 200 aislados de enterococos a un panel de 15 antibidticos se
determiné mediante el método de difusién en disco (CLSI, 2019), utilizando discos de
antibidticos (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) en agar Mueller-Hinton
(Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra). Se utilizaron las siguientes clases de
antibidticos: penicilinas (ampicilina; AMP 10 ug, penicilina G; P 10 pug), anfenicoles
(cloranfenicol; C30ug), fluoroquinolonas (ciprofloxacina; CIP5pug), macrdlidos
(eritromicina; E 15 pug), derivados del acido fosfonico (fosfomicina; FOS 50 ug),
aminoglucésidos (gentamicina; CN 120 ug, kanamicina; K120 ug, estreptomicina;
S 300 pug), derivados de nitrofurano (nitrofurantoina; F 300 pg), estreptograminas
(quinupristin-dalfopristin; QD 15 ug), ansamicinas (rifampicina; RD 5 ug), tetraciclinas

(tetraciclina; TE 30 ug) y glicopéptidos (teicoplanina; TEC 30 pg, vancomicina; VA 30 ug).

Estos antibidticos se clasifican como de importancia critica (ampicilina,
ciprofloxacina, eritromicina, fosfomicina, gentamicina, kanamicina, estreptomicina,
rifampicina, teicoplanina, vancomicina), muy importantes (penicilina G, cloranfenicol,
quinupristin-dalfopristin, tetraciclina) o importantes (nitrofurantoina) para la medicina

humana (OMS, 2019). Ademas, de acuerdo con la Organizacion Mundial de Sanidad

Animal, estos compuestos se clasifican como agentes antimicrobianos veterinarios de
importancia critica (ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina, kanamicina,
estreptomicina, tetraciclina) o de gran importancia veterinaria (fosfomicina, rifampicina)

(OIE, 2018).

Los halos de inhibicidon se midieron después de la incubacién a 37 2C durante 18 a

24 horas, y las cepas aisladas se clasificaron como susceptibles, intermedias
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(susceptibilidad reducida) o resistentes. Se utilizaron Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 29213 como cepas de referencia para el control de los discos

con antibidticos.
Determinacion de la capacidad de formacidn de biofilm

El estudio de la capacidad de formacidn de biofilm se realizé6 de acuerdo con el
procedimiento descrito anteriormente por Diez-Garcia et al. (2012). Las 200 cepas
estudiadas, sembradas en TSA, se transfirieron a tubos de ensayo con TSB y se incubaron a
37 °C. Después de 18 horas, la concentracion bacteriana en los tubos alcanzé
aproximadamente 10° ufc/mL (datos no mostrados). Se realizaron 4 diluciones decimales
en TSB para obtener concentraciones de 10° ufc/mL, las cuales se utilizaron para inocular
los pocillos de las placas de microtitulo de poliestireno (Oy Growth Curves Ab Ltd.,
Helsinki, Finlandia). Los pocillos se llenaron con 225 pL de TSB y 25ulL de cultivo
bacteriano, alcanzando una concentracion final de 10* ufc/mL. Se emplearon controles
negativos con 250 plL de TSB. Después de la incubacidn a 37 2C durante 24 horas, se vertio
el contenido de las placas y se lavaron los pocillos con 300 uL de agua destilada
esterilizada. Posteriormente, se afiadieron 250 puL de metanol (Sigma Aldrich, Steinhem,
Alemania) a cada pocillo y se dejo actuar durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo,
las placas se vaciaron, se secaron al aire y se tifieron mediante la adicién de 250 plL de una
solucion acuosa al 0,5% de cristal violeta (Panreac Quimica SA, Montplet & Esteban SA,
Moncada y Reixach, Barcelona, Espafia) a cada pocillo. Después de 5 minutos, los pocillos
se vaciaron y se enjuagaron bajo el agua corriente del grifo. A continuacion, las placas se
secaron al aire una vez mas y el colorante unido a las células adheridas se resolubilizé con
250 pL en cada pocillo de acido acético al 33% (Panreac Quimica SA, Moncada y Reixach,
Barcelona, Espaifia). Transcurridos 60 segundos de contacto, se determind la densidad
Optica a 580 nm (DOsso) en un Bioscreen C MBR (Oy Growth Curves Ab Ltd., Helsinki,
Finlandia). Las placas de microtitulo se agitaron durante 1 minuto antes de medir la
turbidez. En cada andlisis se incluyeron cepas formadoras de biofilms fuertes y débiles de
la coleccidon de cultivos del Departamento de Higiene y Tecnologia de Alimentos de la

Universidad de Ledn en Espaia.
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Para clasificar las cepas en funcién de su capacidad de formacion de biofilm, se
calculd la DOsgo de corte (DOc), que se fijo en un valor de 3 desviaciones estandar por
encima de la DOsgp media de los controles negativos. Las cepas se agruparon en estas

cuatro categorias (Diez-Garcia et al., 2012):

° No productoras de biofilm: cuando DOsgo < DOc.

° Débiles productoras de biofilm: cuando DOc < DOsgo < (2 x DOc).

° Moderadas productoras de biofilm: cuando (2 x DOc) < DOsgo < (4 x DOc).
° Fuertes productoras de biofilm: cuando (4 x DOc) < DOsgo.

Analisis estadistico

Los recuentos microbianos en logio ufc/g y los valores de DOsgo del ensayo de
cristal violeta se examinaron mediante técnicas de andlisis de varianza (ANOVA),
utilizando la prueba de rango multiple de Duncan para separar los promedios. La
prevalencia de resistencia en los diferentes tipos de carne se comparé mediante la prueba
exacta de Fisher. La significancia se determind al nivel del 95% (P<0,05). Todas las pruebas

se llevaron a cabo utilizando el paquete Statistica® 8.0 (Statsoft Ltd., Tulsa, OK, EE.UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION

Recuentos microbianos

Los recuentos de psicrotrofos (logio ufc/g) fueron 5,88 +1,09 en preparados de
vacuno, 5,50 + 2,00 en cerdo, 5,14 + 0,89 en pollo y 6,27 + 1,17 en pavo (P>0,05). Estos
resultados se encuentran dentro de un amplio rango de valores (entre 3,68 +1,75
logio ufc/g y 9,57 + 0,37 logio ufc/g) previamente observados en preparados de carne de

aves y mamiferos (Buzén-Durdn et al., 2017; Gonzalez-Gutiérrez et al., 2020). Las muestras

superaron el limite maximo de referencia de 5 logio ufc/g establecido en Espafia por

Pascual-Anderson (1992) para preparados de aves de corral.

Ninguna de las muestras examinadas presentaba signos de deterioro sensorial,
aunque en algunos casos los recuentos de psicrotrofos han superado los 8 logio ufc/g. Este

resultado coincide con hallazgos anteriores (Buzén-Duran et al., 2017). Por el contrario,

otros investigadores (Dainty y Mackey, 1992) observaron que niveles de este grupo
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microbiano entre 6 y 8 logio ufc/g son suficientes para afectar el olor y la apariencia de la

carne.

Todas las muestras analizadas estaban contaminadas con enterococos. Las cargas
de enterococos en los preparados de pollo (3,11 + 1,84 logio ufc/g) fueron mayores
(P<0,05) que las observadas en preparados de carne de vacuno (1,46 + 0,72 logio ufc/g),
cerdo (1,87 + 1,18 logio ufc/g) y pavo (1,91 + 0,49 logio ufc/g). Estos valores son similares a
valores observados previamente en muestras de preparados de carnes rojas y aves, donde
se encontraron niveles entre 0,70 + 0,00 logio ufc/g y 3,97 * 1,29 logio ufc/g (Buzdn-Duran

etal.,, 2017; Gonzalez-Gutiérrez et al., 2020).

La determinacién de enterococos en carnes y productos carnicos es util porque
estos microorganismos actuan como indicadores de la calidad microbiolégica y de los
estandares de higiene durante la produccién y manipulacién, asi como del mantenimiento
de la integridad de la cadena de frio. Ademas, contribuyen a predecir la vida util potencial

de los alimentos (Alonso-Calleja et al., 2004; Alvarez-Astorga et al., 2002). La presencia de

una alta concentracion de enterococos en los productos alimenticios se asocia con
practicas de higiene inadecuadas, dada la resistencia de estas bacterias al secado,
temperaturas extremas, agentes limpiadores y desinfectantes, junto con otros factores de

estrés (Franz etal, 1999; Thian y Hartman, 1981). Aparte de su papel como

microorganismos indicadores, los enterococos son responsables de infecciones y
generalmente presentan multiples resistencias a diversos antibidticos de importancia

clinica (Cordero etal., 2019; Guerrero-Ramos etal., 2016a, 2016b). De hecho, los

enterococos se consideran microorganismos centinelas de la resistencia a los antibidticos

(Capita y Alonso-Calleja, 2013).

Resistencia a antibidticos

Se investigd la susceptibilidad a 15 antibidticos de importancia clinica humana y
veterinaria de 200 cepas de enterococos aisladas de preparados carnicos de vacuno (51
cepas), cerdo (47), pollo (50) y pavo (52). Todas las cepas presentaron susceptibilidad
intermedia a al menos un antibidtico. Se observé una media de 4,48 + 1,59 resistencias
por cepa. El numero de resistencias fue de 4,57 + 1,37 para cepas aisladas de carne de

vacuno, 4,17 + 1,81 para las de cerdo, 4,50 + 1,64 para las de pollo y 4,65 + 1,53 para las
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de pavo (P<0,05). Si se consideran en conjunto la resistencia y la susceptibilidad reducida,
el numero de resistencias por cepa fue de 6,97 + 2,02. La cifra para la carne de vacuno fue
de 7,67 £ 1,51; la de cerdo, 6,87 + 2,33; la de pollo, 6,42 + 1,93, y la de pavo, 6,90 + 2,11
(P<0,05). Dichos valores son similares a los observados anteriormente con respecto a las
bacterias Gram positivas de origen carnico. Estos fueron resistentes a una media de 6,35

antibiodticos en el caso de Staphylococcus aureus (Buzén-Durdn et al., 2017) y de 5,58 para

los enterococos (Cordero et al., 2019).

En la tabla 34 se muestran los distintos patrones de resistencia, determinados por
el método de difusion en disco, que se encontraron en las 200 cepas de enterococos
aisladas de preparados carnicos. Un grupo de expertos internacionales que trabaja en una
iniciativa conjunta del Centro Europeo para la Prevenciéon y Control de Enfermedades
(ECDC) y los Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) de EE.UU., como
sefialaron Magiorakos et al. (2012), ha propuesto una definicion estandar para la
resistencia adquirida a los antibidticos como una forma de describir adecuadamente los
perfiles resistentes a multiples farmacos de cepas bacterianas de importancia para la salud
publica. Estos expertos definieron la resistencia a multiples farmacos como la no
susceptibilidad adquirida a al menos un agente de tres o mas categorias de antibidticos
(uno o mas de los cuales se administran en la practica clinica). Este criterio se utilizé en el
presente estudio para caracterizar los perfiles de resistencia a antibidticos de cepas de

enterococos.

Ninguna de las cepas de enterococos estudiadas fue susceptible a todos los
antibidticos probados, mientras que dos cepas (1,0% de las cepas; una cepa de pollo y otra
de pavo) fueron resistentes a un solo antibidtico. Sin embargo, 22 aislamientos (11,0%)
fueron resistentes a dos antibidticos, uno (0,5%) fue resistente a tres antibidticos y 175
aislamientos (87,5%) mostraron un fenotipo de resistencia a mdultiples farmacos. La
contaminacién de carnes rojas y aves de corral con bacterias resistentes a los antibidticos

es un hallazgo frecuente (Alvarez-Fernandez et al., 2012; Buzén-Durén et al., 2018; Capita

et al., 2013; Davis et al., 2018; Gonzalez-Gutiérrez et al., 2020; Hussain et al., 2017; Koo y

Woo, 2011; Ojer-Usoz et al., 2013). Al igual que en la presente investigacién, otros autores

han observado que el 100% de las cepas de carne mostraron resistencia a uno o mas

antibidticos (Carramifiana et al., 2004). En esta investigacion se ha observado un amplio
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porcentaje de cepas con resistencia a multiples farmacos, que es mas alto que la mayoria

de las cifras observadas para otras bacterias aisladas de alimentos (EFSA-ECDC, 2020), lo

gue es un resultado alarmante.

Tabla 34. Patrones de resistencia a antibidticos en 200 aislados de enterococos de
preparados carnicos

Patrones de Ne Patrones de Ne . . Ne
resistencia a de resistencia a de Patrones (.ie. r’efslstenaa a de
antibidticos cepas antibioticos cepas Rotblehces cepas
K 2 CIP/K/F/RD 3 AMP/P/CIP/K/RD/TE 1
CIP/K 2 CIP/K/F/TE 2 AMP/P/E/K/F/RD 2
E/K 6 CIP/K/F/VA 1 AMP/P/E/K/F/TE 1
K/RD 4 CIP/K/RD/TE 1 AMP/CIP/K/S/QD/TE 1
K/TE 9 E/K/F/RD 1 P/CIP/E/K/F/TE 1
K/VA 1 E/K/QD/RD 3 P/CIP/E/K/RD/TE 1
AMP/P/K 1 E/K/QD/VA 1 P/CIP/K/F/RD/VA 1
AMP/CIP/K 1 K/QD/RD/VA 5 P/E/FOS/K/F/RD 1
P/CIP/K 1 K/QD/TE/VA 4 P/E/K/QD/RD/VA 1
P/K/F 2 K/RD/TE/VA 1 CIP/E/FOS/K/F/RD 1
P/K/RD 2 AMP/P/CIP/K/F 2 CIP/E/K/F/RD/TE 1
P/K/TE 2 AMP/P/CIP/K/RD 1 CIP/E/K/QD/RD/TE 2
CIP/K/RD 3 AMP/P/CIP/K/TE 2 CIP/E/K/QD/RD/VA 4
CIP/K/TE 2 AMP/P/K/F/RD 2 CIP/E/K/QD/TE/VA 1
E/K/QD 1 AMP/P/K/F/TE 1 CIP/K/QD/RD/TE/VA 6
E/K/TE 8 AMP/CIP/E/K/RD 1 E/K/QD/RD/TE/VA 3
E/K/VA 1 AMP/CIP/K/S/TE 1 E/K/QD/RD/TEC/VA 3
FOS/K/VA 1 P/CIP/K/F/RD 3 AMP/P/CIP/E/FOS/K/TE 1
K/F/RD 6 P/CIP/K/F/TE 1 AMP/P/CIP/K/F/RD/TE 3
K/F/TE 1 P/E/K/F/RD 1 AMP/P/E/FOS/K/F/RD 1
K/QD/TE 2 P/FOS/K/F/RD 1 AMP/CIP/E/FOS/K/F/RD 2
K/RD/VA 1 P/K/F/RD/VA 1 P/CIP/E/K/F/RD/TE 1
AMP/P/K/RD 1 CIP/E/K/F/TE 1 P/CIP/E/K/F/RD/VA 1
AMP/CIP/K/RD 2 CIP/E/K/RD/TE 1 P/CIP/K/RD/TE/TEC/VA 1
AMP/CIP/K/TE 1 CIP/K/F/RD/TE 1 CIP/E/K/QD/RD/TE/VA 1
AMP/E/K/RD 2 CIP/K/QD/RD/VA 3 CIP/K/QD/RD/TE/TEC/VA 2
P/CIP/K/F 2 P/E/K/RD/TE 1 E/K/S/F/QD/RD/TE 1
P/CIP/K/RD 1 E/K/S/QD/RD 1 E/K/S/QD/RD/TE/VA 1
P/CIP/K/TE 1 E/K/F/RD/TE 3 AMP/P/CIP/E/FOS/K/F/RD 1
P/K/F/RD 3 E/K/QD/RD/VA 8 AMP/P/CIP/K/F/RD/TE/VA 1
P/K/RD/TE 1 E/K/RD/TEC/VA 1 AMP/CIP/E/K/S/QD/RD/VA 1
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C/E/K/TE 1 K/QD/RD/TE/VA 5 CIP/E/CN/K/QD/RD/TE/VA 1
C/K/F/RD 1 AMP/P/CIP/E/K/TE 1 CIP/E/K/S/QD/RD/TE/TEC/VA 1
CIP/E/K/F 1 AMP/P/CIP/K/F/RD 1

CIP/E/K/TE 4  AMP/P/CIP/K/F/TE 3
Ampicilina (AMP), penicilina G (P), cloranfenicol (C), ciprofloxacina (CIP), eritromicina (E),
fosfomicina (FOS), gentamicina (CN), kanamicina (K), estreptomicina (S), nitrofurantoina (F),
quinupristin-dalfopristin (QD), rifampicina (RD), tetraciclina (TE), teicoplanina (TEC) y vancomicina
(VA).

La figura 21 muestra los porcentajes de cepas que fueron susceptibles, intermedias
o resistentes a cada uno de los antibiéticos probados. No se observaron diferencias
sustanciales entre los tipos de preparados carnicos con respecto a las clases de
antibiodticos a los que las cepas eran resistentes. La resistencia observada de las cepas de
enterococos respecto a la ampicilina fue en el 19,0% de las cepas, a la penicilina G el
29,0% y al cloranfenicol el 1,0%. En cuanto a la ciprofloxacina, la cifra fue del 43,5% y para
la eritromicina ascendid al 41,5%. Para la fosfomicina, el valor fue del 4,5% vy para la
gentamicina del 0,5%, siendo para la kanamicina del 100%. En el caso de la
estreptomicina, la cifra fue del 3,5%, y para la nitrofurantoina fue del 32,0%, mientras que
frente a quinupristin-dalfopristin fue del 31,0%. El valor para la rifampicina fue del 61,0%,
para la tetraciclina del 46,0%, para la teicoplanina del 4,0% y para la vancomicina del
31,5%. Se observd resistencia o susceptibilidad reducida para ampicilina (19,0% de las
cepas), penicilina G (29,0%), cloranfenicol (9,0%), ciprofloxacina (93,5%), eritromicina
(91,5%), fosfomicina (19,5%), gentamicina (2,0%), kanamicina (100%), estreptomicina
(7,0%), nitrofurantoina (44,5%), quinupristin-dalfopristin (49,0%), rifampicina (71,5%),
tetraciclina (66,5%), teicoplanina (48,5%) y vancomicina (46,5%). La resistencia a estos
antibidticos se ha informado anteriormente en cepas de enterococos aisladas de la carne

(Cordero et al., 2019; Guerrero-Ramos et al., 2016a, 2016b), y también ha sido observado

por otros investigadores (Poeta et al., 2007; Radhouani et al., 2013; Radimersky et al.,

2010; Santos et al., 2013; Silva et al., 2010; Zigo et al., 2017).
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Figura 21. Porcentaje de cepas de enterococos susceptibles, intermedias o
resistentes a cada uno de los antibidticos probados. Ampicilina (AMP), penicilina G
(P), cloranfenicol (C), ciprofloxacina (CIP), eritromicina (E), fosfomicina (FOS),
gentamicina (CN), kanamicina (K), estreptomicina (S), nitrofurantoina (F),
quinupristin-dalfopristin (QD), rifampicina (RD), tetraciclina (TE), teicoplanina (TEC) y

El considerable nimero de bacterias resistentes a antibidticos en alimentos de
origen animal que reflejan la mayoria de las publicaciones consultadas esta relacionado
con el uso de antibidticos en diversos ambitos, como la agricultura, la produccién animal y
la practica clinica. Esto ha tenido un gran impacto en las poblaciones microbianas y ha

desencadenado la seleccion y proliferacion de bacterias resistentes (Gonzdlez-Gutiérrez

et al., 2020). En esta linea, el presente trabajo observé una gran prevalencia de resistencia

a los antibidticos ampliamente empleados en la produccidn animal (Cameron y McAllister,

2016; De Briyne et al., 2014; Roth et al., 2019). Ademds, se encontraron cepas resistentes

a sustancias cuyo uso ha estado prohibido durante décadas en animales productores de
alimentos, como el cloranfenicol o la nitrofurantoina. Cabe sefialar que los mecanismos de
resistencia cruzada o co-resistencia pueden haber contribuido a la persistencia en el
tiempo de los genes de resistencia a estas sustancias, como se ha sugerido previamente

(Alvarez-Fernandez et al., 2013; Capita et al., 2013).

La fuerte prevalencia de cepas de enterococos que son resistentes o tienen una
susceptibilidad reducida a varios antibidticos que se encontré en este estudio es un hecho
preocupante. Esto se debe a que, en el caso de una infeccidén, probablemente se reduciria

la utilidad de numerosos antibiéticos empleados en la practica clinica tanto en la medicina
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humana como en la veterinaria. En tal escenario, debe sefialarse que la ampicilina,
ciprofloxacina, eritromicina, fosfomicina, gentamicina, kanamicina, estreptomicina,
rifampicina, teicoplanina y vancomicina se clasifican como antibiéticos de importancia
critica, mientras que la penicilina G, cloranfenicol, quinupristin-dalfopristin y tetraciclina
se clasifican como antibidticos de gran importancia, y la nitrofurantoina como antibiético

importante para la medicina humana (OMS, 2019). Segun la Organizacion Mundial de

Sanidad Animal, la ampicilina, la ciprofloxacina, la eritromicina, la gentamicina, la
kanamicina, la estreptomicina y la tetraciclina se clasifican como agentes antimicrobianos
veterinarios de importancia critica, mientras que la fosfomicina y la rifampicina se

consideran agentes antimicrobianos veterinarios de gran importancia (OIE, 2018).
Capacidad de formacion de biofilms

La capacidad de las bacterias para formar biofilms es motivo de preocupacién

tanto en la industria alimentaria como en entornos clinicos (Diez-Garcia et al., 2012). En la

presente investigacion, todas las cepas de enterococos estudiadas produjeron biofilms en
placas de micropocillos de poliestireno, con valores de DOsgp (ensayo de cristal violeta)
gue oscilan entre 0,146 £ 0,012 y 3,192 + 0,024. La DOsgo promedio observada entre las
200 cepas probadas fue 0,613 + 0,558. Para la clasificacion de las cepas se utilizd un valor
de corte de tres desviaciones estandar por encima de la DOsgg media de los controles
negativos, calculada en 0,133. Las cepas aisladas se clasificaron como débiles productoras
(51 cepas; DOsgo promedio = 0,206 + 0,033), moderadas (78 cepas; DOsgo promedio =
0,374 £ 0,068) y fuertes (71 cepas; DOsgo promedio = 1,167 £ 0,621) de biofilm (P<0,05). Si
bien la capacidad de los enterococos para producir biofilm sobre poliestireno ha sido
previamente demostrada, hay que sefialar que el porcentaje de cepas de enterococos
formadoras de biofilm observado en la presente investigaciéon (100%) es superior a las

cifras obtenidas de alimentos, tanto en estudios previos (Guerrero-Ramos et al., 2016b)

como en trabajos de investigacién de otros autores (Barbosa et al., 2010; Duckova et al.,

2014; Korenova et al., 2009; Necidova et al., 2009). La figura 22 muestra el porcentaje de

cepas fuertes, moderadas y débiles productoras de biofilm aisladas de preparados de
carne de vacuno, cerdo, pollo y pavo. Las muestras de carne de vacuno mostraron el

porcentaje mas alto (P<0,05) de cepas fuertes productoras de biofilm.
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Un punto a destacar es que las cepas que fueron fuertes productoras de biofilm
mostraron un numero promedio de resistencias mayor (P<0,05) (4,73 £1,49) que las
productoras débiles (4,06 + 1,74). El nimero promedio de resistencias por cepa en las
moderadas productoras de biofilm fue de 4,53 + 1,54 (P<0,05). Esta es la primera vez que
se ha informado de una relacion directa entre la resistencia a los antibidticos y la
formacién de biofilms en enterococos de preparados de carne y aves de corral, y se
necesitan mads estudios para respaldar este hallazgo. Cepas et al. (2019) han demostrado
que la adquisicién de resistencias antimicrobianas especificas puede comprometer o
mejorar la formacion de biofilms en varias especies de bacterias Gram negativas. Por el
contrario, otros autores han observado que las cepas con un mayor nivel de resistencia

tienden a formar biofilms mds débiles (Qi et al., 2016). Se ha sugerido que el biofilm actua

como un mecanismo que mejora la supervivencia de las bacterias, especialmente en cepas
aisladas que presenten bajos niveles de resistencia. Ademas, aunque los biofilms que
estan formados por cepas con un alto nivel de resistencia son débiles, podrian

proporcionar un nivel similar de proteccion para las bacterias.

Capacidad de formacion de biofilm
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Figura 22. Porcentaje de cepas de enterococos débiles, moderadas y fuertes
productoras de biofilm aisladas de carne de vacuno, cerdo, pollo y pavo.

Los resultados de esta investigacién dejan claro que las cepas de Enterococcus spp.
aisladas de preparados de carne y aves de corral suponen una amenaza potencial para los
consumidores, en vista de la considerable prevalencia de cepas resistentes o con

susceptibilidad reducida a los antibidticos. Esto es un hallazgo que preocupa desde el

160



Estudio de enterococos en preparados carnicos [e&]«Ji{I] [N

punto de vista de la salud publica y la seguridad alimentaria, no solo por el riesgo directo
de infeccién por el consumo o manipulacién de preparados cdrnicos contaminados con
enterococos, sino también por el riesgo indirecto derivado de una posible transferencia
genética horizontal a otras bacterias patégenas. Las cepas de enterococos estudiadas
mostraron débil (25,5%), moderada (39,0%) o fuerte (35,5%) capacidad para formar
biofilms sobre poliestireno. Los resultados de esta investigacidon sugieren una relacién
directa entre la resistencia a los antibidticos y la capacidad de producir biofilms. Se
destaca la necesidad de tomar medidas para reducir las tasas de resistencia a los
antibioticos en las bacterias presentes en los preparados cdrnicos y avicolas, incluido el
uso prudente de los antibidticos en la produccion animal. También se subraya la
importancia de la manipulacién cuidadosa de estos productos alimenticios para evitar la

contaminacién cruzada y la necesidad de garantizar una coccidén completa.
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Atendiendo a los resultados obtenidos en los diferentes estudios realizados en la

presente Tesis Doctoral, se desprenden las siguientes conclusiones.

OBJETIVO 1. Si la prevalencia y/o niveles de contaminacion con microorganismos
patogenos e indicadores de falta de higiene en carne y preparados carnicos se ajustan a

la normativa vigente.

La carne fresca de vacuno y los preparados carnicos analizados presentan una baja
calidad microbioldgica con niveles altos de la flora o microbiota patdgena y alterante. Esto
supone un riesgo para la salud de los consumidores, por lo que se aconseja mejorar las
practicas higiénicas durante la manipulacién de la carne y la elaboracidon de preparados

carnicos.

OBJETIVO 2.1. Si el uso de diferentes tratamientos quimicos de
descontaminacion reduce significativamente los niveles microbianos de la carne, tanto
inmediatamente después del tratamiento como a lo largo del almacenamiento en

refrigeracion.

El uso de acido lactico (4%), acido citrico (2% y 4%) y fosfato trisédico (10%) sobre
la superficie de carne de vacuno reduce los niveles de la microbiota o flora aerobia
mesofila, psicrotrofa, de Pseudomonas, Pseudomonas fluorescentes y enterobacterias. El

tratamiento con acido citrico al 2% es mas eficaz que el resto de los tratamientos.

En relacién con la carne de conejo, el uso de fosfato trisédico (8%), acido ascérbico
(2%) y acido lactico (2%) reduce de forma significativa la flora o microbiota patégena,
especialmente el acido lactico. Ademas, estos tratamientos, sobre todo el tratamiento con
fosfato trisédico, mantienen unos niveles mas bajos de la flora o microbiota aerobia viable

durante el almacenamiento en refrigeracion.

A pesar de la eficacia desinfectante y bacteriostatica del uso de tratamientos de
descontaminacién sobre la superficie de carne fresca, estos nunca deben ser un sustituto

de las buenas practicas de higiene.
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OBJETIVO 2.2. Si el uso de diferentes tratamientos quimicos de
descontaminacion no modifica los parametros de color instrumental de la superficie de

la carne.

El fosfato trisddico (10%) mantiene el color de la carne de vacuno, al contrario que
el acido lactico al 4%, que provoca el blanqueamiento de la superficie durante el
almacenamiento en refrigeracién. El parametro rojo/verde (a*) de la carne tratada con
acido citrico (2%) o con fosfato trisddico es similar al de la carne no tratada después del

almacenamiento en refrigeracion.

El uso de 4cido ascérbico (2%) sobre carne de conejo provoca el blanqueamiento
de su superficie, mientras que el uso de acido lactico (2%), la oscurece. A medida que
avanza el tiempo de almacenamiento en refrigeracion, la carne tratada con acido lactico
se aclara. Ni el fosfato trisddico ni los acidos orgdnicos previamente mencionados afectan
al pardmetro rojo/verde (a*). El parametro amarillo/azul (b*) es presenta valores

reducidos en las muestras tratadas con fosfato trisddico.

La superficie de la carne varia de color cuando se utilizan acidos organicos o fosfato
trisédico en su superficie. Esta variacion no es necesariamente negativa en todos los
casos, puesto que las puntuaciones del andlisis sensorial en carne de conejo tras el
almacenamiento en refrigeracidn son superiores en las muestras tratadas con compuestos

descontaminantes respecto de las no tratadas.

OBJETIVO 2.3. Si el uso de diferentes tratamientos quimicos de

descontaminacion no modifica las caracteristicas sensoriales de la carne.

La superficie de la carne de vacuno tratada con fosfato trisddico (10%) muestra una
calidad sensorial similar a la de las muestras sin tratar tras el tratamiento, pero a medida
gue transcurre el tiempo de almacenamiento en refrigeracidn, es el acido citrico al 2% el
que mantiene la carne en mejores condiciones. El 4cido lactico (4%) no mejora la calidad
sensorial de la carne, porque provoca manchas en la superficie similares al aspecto de la

carne cocida.
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El acido lactico (2%) afecta negativamente al color de la superficie de la carne de
conejo, provocando manchas claras. El tratamiento de las muestras con fosfato trisédico
no modifica las caracteristicas de la carne una vez aplicado. La calidad sensorial de las
muestras tratadas con fosfato trisdédico (8%) y con acido ascérbico (2%) mejora a medida

gue pasan los dias de almacenamiento en refrigeracion.

Los acidos orgdnicos afectan negativamente a la superficie de la carne cuando
estdn recién aplicados, pero retrasan la degradacién de esta durante el almacenamiento
en refrigeraciéon, de tal manera que aumentan su calidad sensorial respecto de las
muestras no tratadas. El fosfato trisédico también mantiene la calidad organoléptica de la
carne durante el almacenamiento y, ademads, no afecta negativamente a la carne una vez

aplicado.

OBIJETIVO 3. Si las cepas microbianas aisladas de preparados carnicos presentan

caracteristicas fenotipicas y/o genotipicas de especial interés en Salud Publica.

Los preparados carnicos contienen cepas de enterobacterias y enterococos con
resistencia a diversos antibidticos, lo que pone en peligro la salud de los consumidores.

Entre las enterobacterias existen cepas patdgenas, sobre todo en carne de ave.

Una mayor capacidad de formacién de biofilm se relaciona con un mayor nimero
de antibidticos frente a los que las cepas presentan resistencia. Los enterococos aislados

de preparados carnicos de vacuno tienen una mayor capacidad de formacién de biofilms.

Por todo ello, se aconseja una buena manipulacion de los preparados cérnicos para

evitar la diseminacién de cepas resistentes o de genes de resistencia.
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ABSTRACT

A total of 44 samples of beef, pork, and poultry preparations were tested.
Average counts (log cfu/g) of enterobacteria were 1.99 + 0.99 (beef preparations),
1.96 + 1.44 (pork), 2.09 £ 0.92 (chicken), and 2.17 £1.06 (turkey) (P >0.05). Two
hundred enterobacterial strains were identified and 13 genera (21 species) were
distinguished, including species that are a significant cause of infection. The most
common genera were Escherichia (32.5% of strains), Serratia (17.0%), Hafnia
(12.5%), and Salmonella (12.0%). Isolates were screened by disc diffusion for
susceptibility to 15 antibiotics. A total of 126 strains (63% of the isolates) were
multirresistant (having resistance to two or more antibiotics), 46 (23%) were
resistant to one antibiotic, and 28 (14%) were sensitive to all antibiotics. The average
number of resistances per strain was 2.53 +2.05. A higher (P <0.05) average
number of resistances was observed in strains from turkey (3.14 £ 2.55) than in
strains from beef (2.15 £ 1.22), pork (2.16 + 1.39), or chicken (2.44 £ 2.22). At least
50% of strains showed resistance or reduced susceptibility to ampicillin, cefotaxime,
ceftazidime, or streptomycin, considered to be “critically important” antimicrobial
agents in human medicine. Seventy-nine strains (39.5%), 60 strains (30.0%), and 46
strains (23.0%) were weak, moderate, and strong biofilm producers (crystal violet
assay), respectively. This investigation provides evidence that bacteria from red

meat and poultry preparations pose major potential risk to consumers.
RESUMEN

Se analizaron un total de 44 muestras de preparados carnicos crudos de
carne de vacuno, cerdo y aves. Los recuentos medios (log ufc/g) de enterobacterias
fueron 1,99 £ 0,99 (preparados de carne de vacuno), 1,96 + 1,44 (cerdo), 2,09 + 0,92
(pollo) y 2,17 + 1,06 (pavo) (P > 0,05). Se identificaron 200 cepas de enterobacterias
y se distinguieron 13 géneros (21 especies), incluidas especies que son una causa
importante de toxiinfeccion alimentaria. Los géneros mas comunes fueron
Escherichia (32,5% de las cepas), Serratia (17,0%), Hafnia (12,5%) y Salmonella
(12,0%). Los aislamientos se examinaron mediante difusidn en disco para determinar

la susceptibilidad a 15 antibidticos. Un total de 126 cepas (63% de los aislados)



fueron multirresistentes (resistencia a dos o mas antibiodticos), 46 (23%) resistentes a
un antibidtico y 28 (14%) sensibles a todos los antibidticos. El valor medio de
resistencias por cepa fue de 2,53 + 2,05. Se observé un mayor numero medio de
resistencias (P <0,05) en cepas de pavo (3,14 +2,55) que en cepas de vacuno
(2,15 +1,22), cerdo (2,16 = 1,39) o pollo (2,44 £ 2,22). Al menos el 50 % de las cepas
mostrd resistencia o sensibilidad reducida a la ampicilina, la cefotaxima, la
ceftazidima o la estreptomicina, considerados agentes antimicrobianos de
"importancia critica" en la medicina humana. Setenta y nueve cepas (39,5%), 60
cepas (30,0%) y 46 cepas (23,0%) fueron productores de biofilms o biopeliculas
débiles, moderados y fuertes (ensayo de cristal violeta), respectivamente. Esta
investigacion proporciona evidencia de que las bacterias presentes en los
preparados carnicos de carnes rojas y aves representan un riesgo potencial

importante para los consumidores.
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ABSTRACT

This study investigated the resistance to antibiotics and the capacity to form
a biofilm of 200 isolates of enterococci isolated from raw preparations of beef (51
strains), pork (47), chicken (50), and turkey (52) acquired in north-western Spain.
Fifteen antimicrobials of clinical importance were tested by the disc diffusion
method. The average number of resistances per strain was 4.48 + 1.59. If resistant
strains were taken together with those showing reduced susceptibility, the total
number of resistances per strain was 6.97 + 2.02. Two isolates (1.0% of strains) were
resistant to a single antibiotic, twenty-two isolates (11.0%) presented resistance to
two, one strain (0.5%) was resistant to three, and 175 isolates (87.5%) showed a
multiple drug-resistant phenotype (MDR; defined as no susceptibility to at least one
agent from each of three or more antimicrobial categories). The prevalence of
resistance varied between 0.5% (gentamicin) and 100% (kanamycin). All strains
produced biofilm on polystyrene microwell plates, determined using crystal violet
assay. Isolates were classified as having a weak (51 strains; average optical density at
580 nanometers (ODsgp) =0.206 +0.033), moderate (78 strains; average
ODsgo = 0.374 £ 0.068), or strong (71 strains; average ODsgo = 1.167 £ 0.621) ability
to produce biofilm (P < 0.05). Isolates from beef preparations produced the most
substantial (P <0.05) biofilms. The results of this study indicate that meat and
poultry preparations are major reservoirs of antibiotic-resistant enterococcal strains
capable of forming a biofilm. In order for food-borne infections to be prevented, the
importance of careful handling of these foodstuffs during preparation, avoiding

cross-contamination, and ensuring thorough cooking, is stressed.
RESUMEN

En este estudio se ha investigado la resistencia a los antibidticos y la
capacidad de formacion de biofilms o biopeliculas en 200 aislamientos o cepas de
enterococos aislados de carne y preparados carnicos crudos de vacuno (51 cepas),
cerdo (47), pollo (50) y pavo (52) adquiridos en el noroeste de Espaiia. La resistencia
a quince antimicrobianos de importancia clinica se ha determinado por el método

de difusion en disco. El valor medio de resistencias por cepa fue de 4,48 + 1,59. Si se



juntan los datos de las cepas resistentes con las que mostraban susceptibilidad
reducida, el numero total de resistencias por cepa era de 6,97 +2,02. Dos
aislamientos (1,0% de las cepas) fueron resistentes a un solo antibiético, veintidds
aislamientos (11,0%) presentaron resistencia a dos, una cepa (0,5%) fue resistente a
tres y 175 aislamientos (87,5%) mostraron resistencia a multiples farmacos -fenotipo
resistente- (MDR; definido como ausencia de susceptibilidad al menos a un agente
de cada una de tres o mas categorias de antimicrobianos). La prevalencia de
resistencia varié entre 0,5% (gentamicina) y 100% (kanamicina). Todas las cepas
produjeron biopelicula en placas de microtitulo de poliestireno, determinadas
mediante el ensayo de cristal violeta. Los aislamientos se clasificaron como débiles
(51 cepas; densidad 6ptica promedio a 580 nandmetros (ODsso) = 0,206 + 0,033),
moderadas (78 cepas; promedio ODsgo=0,374 +0,068) o fuertes (71 cepas;
promedio ODsgo=1,167 +0,621) capacidad de producir biofilm (P <0,05). Los
aislamientos procedentes de preparados carnicos de vacuno produjeron las
biopeliculas mas importantes (P < 0,05). Los resultados de este estudio indican que
los preparados carnicos de carne de mamiferos y los preparados carnicos de origen
avicola son importantes reservorios de cepas de enterococos resistentes a los
antibidticos capaces de formar una biopelicula o biofilm. Para prevenir las
infecciones transmitidas por los alimentos, se destaca la importancia del manejo
cuidadoso de estos alimentos durante la preparacién, evitando la contaminacién

cruzada y asegurando un cocinado (tratamiento térmico) completo.



