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Introduccion

A nivel mundial Escherichia coli es reconocida como uno de los principales patdégenos transmitidos por
alimentos, siendo el agente causal de cientos de brotes anualmente [1-4]. En reportes recientes se estima
que E. coli O157:H7 es la responsable de mas de 63000 casos de enfermedad en los Estados Unidos
anualmente [5]. El Servicio de Inspeccion y Seguridad Alimentaria de los Estados Unidos (FSIS por sus
siglas en inglés) reconoce los serogrupos 0157, 026, 045, 0103, 0111, 0121 y O145 de E. coli productora
de toxina Shiga (STEC) como adulterantes en carne no intacta de res, por lo que su control en los
establecimientos de sacrificio y plantas de procesamiento de carne es sumamente importante [6,7].

La carne de res puede contaminarse con STEC durante el sacrificio y procesamiento del animal. El
posicionamiento de la canal durante el sacrificio puede permitir que microorganismos presentes en las
superficies de la canal migren a la cabeza [8,9]. En la industria de la carne se han disefiado y estudiado
diferentes métodos para reducir eficazmente la contaminacién microbiana en los cortes primarios y
subprimarios [10-14]. Sin embargo, no muchos estudios se centran en el uso de estas intervenciones en
cortes de carnes no tradicionales o menudencias. Delmore et al. [13], evaluaron el uso de diferentes
tratamientos antimicrobianos en la descontaminacion de carne de mejilla, intestino, labios, higado, rabo y
lengua de res, mediante dos métodos de aplicacion (aspersion e inmersion). De los antimicrobianos
estudiados, tanto el acido lactico (LA) como el acético (AA) ambos a una concentracion de 2%, redujeron
organismos mesofilos aerobios en 5 de las 6 variedades de carne estudiadas de 0,7-2,6 ciclos logaritmicos
por cualquiera de los métodos de aplicacidén, mientras que la inmersion en agua caliente (AC) resulté en
reducciones de 1.1-1.4 ciclos logaritmicos en los mismos tipos de carne. [13].

En otro estudio, se evalud la efectividad de diferentes sustancias antimicrobianas para reducir E. coli
0O157:H7 inoculada en carne de cabeza y mejilla de res utilizando una cabina de lavado de cabezas de
bovinos [11]. Los tratamientos antimicrobianos evaluados en ese estudio incluyeron AC, LA, FreshFx ® (FF,
antimicrobiano comercial), agua oxidante electrolizada acida y alcalina y agua ozonizada (OZ), los cuales
resultaron en reducciones en el recuento de E. coli 0157:H7 de 1,72, 1,52 y 1,06 log UFC/cm? para AC, LA
y FF respectivamente, mientras que las reducciones obtenidas con EO y OZ fueron menores a 0,50 log
UFC/cm? [11].

El uso a nivel industrial de intervenciones antimicrobianas en la reduccion de patégenos en cortes de carne
no tradicionales, entre estos la carne cabeza y mejilla de res, no ha sido ampliamente estudiado o
implementado. El objetivo del presente estudio es examinar la aplicacion de intervenciones antimicrobianas
comunmente utilizadas en el tratamiento de canales de res [acido lactico (LA), acido peroxiacético (PAA),
acido peroxiacético acidificado (aPAA) y 1,3-dibromo-5,5-dimetilhidantoina (DBDMH)] en la reduccién de
sustitutos de STEC en la carne fresca de cabeza y mejilla de res durante el procesamiento de la misma.

Metodologia

Obtencién de la carne: Las cabezas de bovino fueron separadas de reses sacrificadas en una planta
comercial de sacrificio de gran produccion localizada en el estado de Nebraska. Las cabezas se separaron
de la linea de produccion comercial y se transfirieron a un espacio asignado en un piso diferente dentro de
la planta para su posterior inoculacién y tratamiento.
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Preparacion del Inéculo: El indculo fue preparado a partir de cepas congeladas pertenecientes al laboratorio
de Inocuidad y Seguridad Alimentaria de la Universidad de Kansas (Kansas State University, Manhattan,
KS). El mismo consistié en una mezcla de 5 cepas de E. coli no patégena del Biotipo | (sustitutos de STEC).
Las cepas estan identificadas en el ATCC (American Type Culture Collection), como: E. coli (Migula)
Castellani and Chalmers ATCC BAA-1427, ATCC BAA-1428, ATCC BAA-1429, ATCC BAA-1430, y ATCC
BAA-1431, y las mismas han sido validadas en diversos estudios como sustitutos de STEC ya que presentan
propiedades de resistencia a acidos y resistencia térmica similar a STEC O157:H7 [15-17]. Cada cepa de
E. coli fue inoculada en 40 ml de caldo infusion cerebro-corazoén (Difco Laboratories, Detroit, MI) e incubada
a 37°C por 24 h. Volumenes iguales de cada cultivo fueron mezclados en botellas para centrifuga estériles
de 250 ml, para obtener una concentracion aproximada de 108 UFC/ml. La mezcla de cepas fue centrifugada
a 4105 x g por 15 min a 4°C utilizando una centrifuga Beckman J2-21M/E (Beckman Coulter, Inc.,
Indianapolis, IN). El sobrenadante fue descartado asépticamente y el paquete celular fue almacenado a 4°C
hasta el momento de usarse. Varias botellas similares fueron preparadas para posteriores inoculaciones.
Para cada uno de los experimentos en la planta de sacrificio, se extrajo del refrigerador una botella con el
paquete celular, el cual fue suspendido en 200 ml de agua peptonada al 1%, y diluido a un volumen de 2000
ml con agua peptonada 1%. Esta suspensién diluida fue utilizada para inocular las cabezas.

Inoculacién de la carne: En cada cabeza, se inoculd la suspension diluida tanto dentro de la cavidad oral
como sobre la superficie externa. La cavidad oral interna de cada cabeza fue inoculada con 3 ml del inéculo
utilizando una botella aspersora desechable, mientras que la superficie de la cabeza fue inoculada utilizando
una brocha de esponja de 5 cm de amplitud (SeaChoice, Pompano Beach, FL) para extender 50 ml del
indculo en toda la superficie externa. Este procedimiento resultd en una concentracién aproximada de 10*
UFC/cm? en las cabezas de res después de inocular. Luego de la inoculacion, las cabezas de res se dejaron
reposar por un periodo de 30 min a temperatura ambiente para permitir la adhesién bacteriana previo al
tratamiento antimicrobiano. Después del periodo de adhesién, 2 de las cabezas fueron deshuesadas
inmediatamente para obtener muestras de cabeza y mejilla de entre 100 y 120 g para determinar el inéculo
inicial. Estos datos fueron usados como control.

Disefio experimental: el estudio fue disefiado en dos fases. En la primera fase se condujo la comparacién
de tratamientos usando cabezas de res obtenidas en el area de sacrificio. Esta fase se completé en dos
réplicas. En cada replica 20 cabezas de res fueron inoculadas superficialmente con las bacterias sustitutas
de STEC y se dejaron reposar para permitir adherencia bacteriana segun se describié anteriormente.
Posterior a esto, cada cabeza fue asignada a un tratamiento de inmersién en: agua, LA (1 y 2%), DBDMH
(200 y 400 mg/L), aPAA (200 y 400 mg/L) y PAA (200 y 400 mg/L). Para cada uno de estos tratamientos se
evaluaron dos tiempos de inmersién: 5y 15 minutos. En la segunda fase del experimento, se evaluaron dos
antimicrobianos en dos réplicas adicionales. Para cada réplica, ocho cabezas de res fueron inoculadas y
asignadas aleatoriamente a tratamiento por inmersion durante 5 o 15 minutos en agua, LA al 2% o PAA a
400 mg/L y un control consistente en carne inoculada sin ningun tratamiento. Los recuentos obtenidos con
estos tratamientos tanto en la primera como en segunda fase se incluyeron en el andlisis estadistico.

Tratamientos antimicrobianos: Para cada tratamiento, las soluciones fueron preparadas de acuerdo a las
instrucciones del fabricante en cilindros de plastico de 208 L de capacidad. Dentro de cada cilindro
conteniendo agua o solucién antimicrobiana se agrego suficiente hielo para enfriar a 3°C. La concentracion,
temperatura y pH de cada solucién fue registrada previo y posterior a cada tratamiento. La concentracion
de los compuestos de marca protegida (aPAA y DBDMH) fue verificada por representantes de la compafiia
fabricante. Las cabezas fueron asignadas aleatoriamente al tratamiento antimicrobiano correspondiente,
sumergiéndose en el cilindro con la solucién correspondiente y agitando manualmente por 5 o 15 minutos
segun el tratamiento respectivo. Una vez transcurrido el tiempo de inmersion las cabezas se dejaron drenar
por 5 minutos en ganchos metalicos. Posterior a este tiempo cada cabeza fue examinada visualmente para
determinar cambios en el color o apariencia producto del tratamiento. Cada cabeza fue deshuesada y las
muestras de carne de cabeza y mejilla fueron obtenidas para determinar el recuento de E. coli posterior al
tratamiento. Todas las muestras fueron colocadas en bolsas Whirl-Pack estériles a las cuales se les
afadieron 225 ml de caldo neutralizante D/E. Las bolsas fueron selladas, etiquetadas adecuadamente y
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mantenidas en cadena de frio para su transporte al laboratorio y posterior analisis dentro de un maximo de
6 h.

Durante la segunda fase del estudio se evalu6 la presencia de microorganismos sobrevivientes en las
soluciones de inmersion posterior al tratamiento. Inmediatamente después de extraer las cabezas sometidas
al tratamiento, se recolectaron 50 ml de cada solucidon residual utilizando un cucharén de aluminio
desinfectado y se transfirieron a una bolsa Whirl-Pack estéril, a la cual se le agregaron 100 ml de caldo D/E,
mezclando por masajeo de la bolsa. Estas muestras fueron mantenidas en frio y se almacenaron y
transportaron junto con las muestras de carne.

En el laboratorio, las muestras fueron homogenizadas para proceder a las diluciones seriadas en agua
peptonada al 0.1% y posterior siembra en placas de Petrifilm E. coli/Coliform (Petriflm™ EC,3M™ St. Paul,
MN, USA), incubando a 37 °C por 24 h para enumeracion de colonias de color azul con produccién de gas.

Andlisis estadistico: los recuentos bacterianos fueron transformados a log UFC/g previo al analisis
estadistico. Los datos fueron analizados en busqueda de diferencias significativas entre tratamientos
antimicrobianos utilizando el software JMP (JMP Pro, v14.0.0, SAS Institute Inc., Cary, NC). La funcién Fit
Model fue utilizada para el analisis de varianza (ANOVA), determinando interacciones del modelo completo.
Se realizaron comparaciones de medias de minimos cuadrados utilizando la prueba de Tukey con a=0.05.

Resultados y discusion

Primera fase: El recuento de E. coli obtenido en las muestras control de carne de cabeza y mejilla fue de
3.9+0.02 log UFC/g y 3.6+0.4 log UFC/ g, respectivamente. En la Figura 1. se observan los recuentos de
E. coli obtenidos posterior al tratamiento, en general mayores reducciones fueron obtenidas en carne de
mejilla. Los tratamientos con mayor reduccion en el recuento de E. coli en carne de mejilla fueron aPAA
(200 mg/L), 2% LA y PAA (200 mg/L) aplicados durante 15 min con reducciones de 1.7, 1.5y 1.4 log UFC/g
respectivamente. En carne de cabeza la mayor reduccion en el recuento de E. coli fue obtenida con el
tratamiento de inmersion por 15 min en PAA (200 mg/L) (1.2 log CFU/qg).
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Figura 1. Logaritmo de la concentracién de E. coli en carne de cabeza y mejilla de res luego del
tratamiento con soluciones antimicrobianas (n=2).

Los recuentos bacterianos obtenidos posterior al tratamiento con PAA y aPAA fueron comparables entre si.
Resultados similares han sido reportados, Britton et al. evaluaron el efecto antimicrobiano de &acido
peroxiacético (PAA) y acido peroxiacético acidificado con diversos acidos organicos (aPAA) en carne de res
inoculada con sustitutos de STEC. Para esto, cortes de carne fresca de res inoculados en el tejido adiposo
con una mezcla de cinco cepas de E. coli biotipo | (6-7 log CFU/cm?), fueron sometidos a tratamientos de
inmersion o aspersion con PAA y aPAA por un periodo de 10 s. En general, los resultados mostraron que
tanto el tratamiento con PAA como los tratamientos con aPAA cuyo pH fue ajustado utilizando diferentes
acidos organicos fueron efectivos para reducir los niveles de los sustitutos de STEC. Sin embargo, no se
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observaron diferencias en la eficacia antimicrobiana entre los tratamientos de PAA no acidificados y
acidificados inmediatamente después de la aplicacién del tratamiento [18].

La reduccién obtenida con los tratamientos de DBDMH (ambas concentraciones y tiempos de inmersion) se
encontré en un rango entre 0.1y 0.7 log UFC/g los cuales se asemejan a la reduccion obtenida con inmersion
en agua (0.0 a 0.3 log UFC/g). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Sexton [19], quien reporto
que el tratamiento de aspersion con DBMDH 650 mg/L (38°C), no produjo reducciones significativas en el
recuento de STEC y Salmonella en carne de cabeza y mejilla de res inoculada con los mismos.

El color observado posterior al tratamiento con DBDMH fue similar al observado posterior a la inmersién en
agua, para los respectivos tiempos de inmersion. Mientras que las cabezas tratadas con LA, PAA y aPAA
presentaban una decoloracion posterior al tratamiento. Se ha reportado en la literatura que puede producirse
una decoloracion de las canales de res cuando se utilizan altas concentraciones de acido y/o un tiempo
prolongado de exposicion en los tratamientos de descontaminacion con acidos organicos [20-22].

Segunda fase: El recuento de E. coli obtenido en las muestras control de carne de cabeza y mejilla fue de
4,2 +0,3log UFC/gy 3,8 £ 0,4 log UFC/g respectivamente (Figura 2). Reducciones significativas (p <0.05)
en el recuento de E. coli en carne de mejilla de res posterior al tratamiento, de 1.3 - 2.1 ciclos logaritmicos
fueron obtenidas con ambos tratamientos antimicrobianos evaluados (LA al 2% y PAA 400mg/L). Las
reducciones obtenidas en carne de cabeza fueron significativas cuando los respectivos tratamientos se
aplicaron por 15 min (1.8 log UFC/g para LA al 2%y PAA 400mg/L). Al evaluar el efecto del tiempo de
aplicacion en el modelo estadistico, se obtuvo que el efecto del tiempo no tuvo un papel significativo en la
comparacion (p > 0.05), y la diferencia observada se baso principalmente en el tratamiento antimicrobiano
empleado (p < 0.05). Los resultados obtenidos coinciden con Schmidt et al. [23], quienes encontraron que,
en general, aumentar el tiempo de inmersion en soluciones antimicrobianas no aumenta significativamente
la efectividad del tratamiento.
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Figura 2. Logaritmo de la concentracion de E. coli en carne de cabeza y mejilla de res luego del
tratamiento con soluciones antimicrobianas (n=4).

En general, se observaron recuentos mas altos en la carne de la cabeza en comparacién con la carne de
mejilla después de las respectivas intervenciones antimicrobianas (Figura 2). Una hipotesis para explicar
esta diferencia es que la carne de mejilla al presentar varias grietas en el tejido presenta una mayor
superficie expuesta a las soluciones antimicrobianas en comparacién con la carne de la cabeza, y esto
facilita el contacto entre el tratamiento antimicrobiano y la carne.

En la Tabla 1 se presenta el recuento de E. coli (log UFC/ml) en las soluciones de inmersion posterior al
tratamiento Al tomar las muestras para evaluar las soluciones de inmersion se observé que 100 ml de caldo
neutralizante D/E no eran suficientes para neutralizar las muestras de 50 ml de LA, por lo que muestras
adicionales de LA al 2% fueron recolectadas (5 ml LA 2% en 100ml D/E), el recuento de E. coli obtenido fue
de 1.9 log UFC/g. Este resultado es de suma importancia, ya que la presencia de bacterias viables en la
solucion de inmersion residual posterior al tratamiento de las cabezas podria generar contaminacién cruzada
durante el tratamiento. Es posible que un sistema de tratamiento de contraflujo similar al que se utiliza en la
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industria avicola pueda disminuir los posibles problemas de contaminacion cruzada. Sin embargo, mas
estudios son necesarios para evaluar el uso de un sistema de recirculacion de la solucion antimicrobiana
con el fin de proporcionar una descontaminacion adecuada de las cabezas de res al tiempo que se evita la
contaminacion cruzada.

Tabla 1. Recuento de E. coli en las soluciones de inmersion posterior al tratamiento.

Tratamiento Conteo en la solucion de inmersién
antimicrobiano posterior al tratamiento (log UFC/ml) 2
5min  Agua 3.3
15min  Agua 3.4
5min  LA2% <0.02
15min LA 2% <0.023
5min  PAA 400 mg/L <0.02
15 min  PAA 400 mg/L <0.0?

" Recuento por debajo del limite de deteccion del método utilizado (3 UFC/ml).
2 50-ml de la solucion de inmersion posterior al tratamiento fueron mezcladas con 100 ml D/E
35 ml 2% LA afadidos a 100 ml D/E, resulté en un recuento bacteriano de 1.9 log UFC/ml.

Conclusiones

Los resultados de este estudio muestran que los tratamientos de inmersién en LA y PAA son capaces de
reducir significativamente bacterias presentes en la superficie de carne fresca de cabeza y mejilla de res.
En caso de tener altas cargas de contaminacién bacteriana en las cabezas de res, la solucién de inmersion
puede contaminarse lo cual podria permitir la contaminacion cruzada entre las cabezas; sin embargo, es
poco probable que los niveles de contaminacién de origen natural sean similares a los utilizados en este
estudio. Un posible beneficio adicional (no evaluado en este estudio) de un tratamiento de inmersion
antimicrobiana refrigerado a escala comercial es el enfriamiento rapido de las cabezas inmediatamente
después del sacrificio, lo que ayuda a preservar las caracteristicas de calidad del corte de carne y la vida
atil.
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