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El conocer la dindmica de los microorganismos de relevancia en salud publica y comercio en los
alimentos, es fundamental y, el enfoque de EMA proporciona valiosos elementos y herramientas en
esa linea.El consumidor globalizado e informado demanda calidad y seguridad, ademas el
mejoramiento de la competitividad de las cadenas de valor respectivas, el mantenimiento de los
mercadosy el eventual acceso a nuevos y exigentes circuitos comerciales, son factores criticos para
contribuir al progreso del sector carnico. Los principales factores que afectan el desarrollo y
sobrevida de los microorganismos en la carne y los productos carnicos se presentan en la Tabla 1,
clasificados de acuerdo a la categorizacion inicial de Mossel modificada para permitir la inclusion
de nuevos procesosy parametros.

Principales factores que condicionan la respuesta de los microorganismos.

La aplicacion de las bajas temperaturas es sin duda el factor extrinseco mas relevante en la industria
carnica. Su efecto preservador se debe a la disminucion de las velocidades de las reacciones
quimicas de deterioroy de las velocidades de crecimiento microbiano.

Las temperaturas minimas, 6ptimas y maximas de crecimiento, conocidas como

temperaturas cardinales, son caracteristicas de cada microorganismo y de muy especial relevancia
en EMA. La temperatura 6ptima de crecimiento define funcionalmente distintos grupos de
microorganismos como psicrofilos, con temperatura 6ptima de crecimiento entre 15-25°C;
mesofilos, con temperatura éptima de desarrollo cercana a 37°C y termofilos con temperatura
optima cercanas a 50°C o mas. Otro grupo funcional especialmente relevante para la preservacion
de la carne es el de los psicrétrofos, definidos
como aquellos microorganismos capaces de
desarrollar a temperaturas de refrigeracién (0-
5°C) independientemente de su temperatura
optima.
Para el desarrollo bajo condiciones de
refrigeracion, es necesario que los
microorganismos cuenten con varias
capacidades metabdlicas, entre ellas la de
mantener la fluidez de la membrana, ya que una
de las causas determinantes del efecto
inhibitorio de las bajas temperaturas es la
mayor dificultad para el transporte de solutos a
través de la membrana citoplasmatica con el
descenso térmico. Esta adaptacién se observa
especialmente en los psicrétrofos, donde hay
un marcado cambio composicional de los
fosfolipidos de la membrana, a bajas
temperaturas de crecimiento, con un
incremento relativo de lipidos insaturados de
menor punto de fusibn que su contraparte
saturada, mejorando las cualidades de
permeabilidad de la membrana.
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Los homofermentativos tienen como producto final de su metabolismo al acido lactico, que da un
flavor levemente acido al producto, agradable al paladar de los consumidores de estos productos
madurados. Asi por ejemplo, cortes de carne bovina envasados al vacio pueden mantener
recuentos menores a 107 microorganismos por cm2 y una aceptable calidad sensorial por mas de
90 dias a 1°C, observandose un marcado predominio de la flora lactica y una disminucién de 0.4
unidades de pH. Sin embargo bajo determinadas condiciones intrinsecas de pH y presencia de
grasa superficial algunas bacterias alteradoras psicrotrofas tales como B. thermosphacta,
Shewanella putrefaciens y otras pertenecientes a los géneros Enterobacteriaceae pueden
desarrollar significativamente y producir el acortamiento de la vida util en cortes envasados al
vacio.

Las atmosferas modificadas empleadas en la preservacion de cortes vacunos frescos consisten en
mezclas de N2, 02y especialmente CO2 las que permiten un significativo aumento de la vida Util en
refrigeracién manteniendo un atractivo color para los consumidores. Respecto del uso del CO2 se
ha demostrado que su mayor efecto es el de aumentar la fase de latencia mas que en la disminucion
de las velocidades de crecimiento, y aun cuando su mecanismo de accién no esta dilucidado
totalmente se interpreta que el CO2 puede deprimir la actividad enzimatica.

En lo que se refiere al control de los patdgenos, tanto el envasado al vacio como las atmosferas
modificadas no son inhibitorios del desarrollo de los patégenos alimentarios. Al contrario se debe
tener cuidado que al retrasar la alteracion microbioldgica, este efecto no sea el de incrementar los
riesgos para la salud del consumidor.

Los factores inherentes al microorganismo, a su estado fisiologico y a sus interacciones con otros
microorganismos, constituyen los parametros implicitos. Asi como cada género o especie
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microbiana posee caracteristicas metabolicas definidas, asi también bajo cada combinacion de
factores ambientales cada especie bacteriana posee una velocidad de crecimiento caracteristica.
Tan sélo como ejemplo de las diferencias de rapidez metabdlica podemos citar que bajo las
respectivas condiciones éptimas de crecimiento el tiempo de generacién (la capacidad de duplicar
su numero, por division binaria) del Vibrio parahaemolyticus es de 6 minutos mientras que el de las
enterobacterias, incluyendo claro a E. coli, es en general de 20 minutos.

En contraste, la duracion de la fase lag de un microorganismo aun bajo condiciones ambientales
similares tiene una variabilidad mucho mayor que la velocidad de crecimiento exponencial, ya que
depende de factores adicionales y principalmente del estado fisiologico de las células el cual
dependera a su vez de su historia previa. En la Figura 2, se aprecia la curva del desarrollo tipico de los
microorganismos en los alimentos.

Los microorganismos pueden ser daflados (injuriados, lesionados) o sea afectados, por la accion de
niveles subletales de factores tales como, calor, radiacion, acidos, agentes sanitizantes, entre otros.
Esta injuria es caracterizada por la disminucion de la resistencia a ciertos agentes selectivos, o por el
aumento de ciertos requerimientos nutricionales. El estudio del fendmeno de la injuria bacteriana
en carnes y productos carnicos no es nuevo, pero ha recibido especial atencion en especial en los
patdégenos emergentes y re-emergentes. La existencia de microorganismos lesionados en los
alimentos y su recuperacion durante los procedimientos de cultivo es critica. La injuria microbiana
se caracteriza por la capacidad de un microorganismo para volver a la normalidad durante un
proceso de resucitacion en el que se reparan los componentes esenciales dafiados. La deteccion de
microorganismos lesionados es muy importante en la interpretacion de los datos en microbiologia
alimentaria. La injuria, por otro lado, es un fendmeno complejo influenciado, entre otros factores,
por el tipo del agente injuriante, el tiempo, la temperatura del proceso, y de la cual las células se
recuperan mediante la sintesis de RNA y proteinas lo que redunda en la prolongacion de la fase de
latencia. En la Figura 3, se grafica el efecto del estrés microbiano, la injuria, la adaptaciony la
resistencia al procesamiento respectivo.

La injuria bacteriana puede definirse simplemente como el efecto de uno o mas tratamientos
subletales sobre un microorganismo. Por extension, el dafo subletal es una consecuencia de la
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Tipo Principales Factores

pH

Actividad de agua (a,)

Potencial redox (Eh)
Intrinsecos Nutrientes

Viscosidad

Microestructura

Antimicrobianos naturales

Temperatura (Pasteurizacion, Esterilizacion)
Radiacién ionizante (lrradiacion)

Procesamiento Presion (Altas presiones hidrostaticas)
Aditivos antimicrobianos (Acidos organicos, nitritos, sorbatos)
Envasado (Vacio, atmésferas modificadas)

Temperatura de almacenamiento (Refrigeracion)
Extrinsecos Atmosfera gaseosa ambiental
Humedad ambiental

Implicitos Microorganismo (Fisiologia, injuria)
Biota natural o agregada (Competencia, sinergismo)
Adherencia y biofilms
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compuesta por Gram negativos psicrofilos originados en el suelo, agua y vegetacion. En estudios
en Argentina en el cuero bovino se ha encontrado 7.93 mesofilos, 3.58 psicrotrofos, 2.67
enterobacterias y 3.74 B. thermosphacta, todos estos valores expresados como logaritmos
decimales del nUmero de unidades formadoras de colonias por centimetro cuadrado (UFC/cm2),
mientras que por otro lado en el contenido ruminal hay 7.7 UFC/g, en tanto que en contenido
intestinal puede haber 12.2 UFC/g, también expresados como logaritmos decimales del recuento.
Estos valores son similares, especialmente en el caso del cuero, a los reportados en estudios clasicos
realizados en Nueva Zelanda en la década del 70 y mas recientemente en la UE —segunda década
del milenio. La presencia de esta biota no solo es relevante por su potencial efecto alterador del
producto final, sino también y especialmente pues puede albergar patdgenos de alto riesgo en
salud publica (STEC, Salmonella, Yersinia, entre otros).

En este sentido, aun utilizando la mejor tecnologia de faena disponible, es posible que se tenga
algun grado o nivel de contaminacién con esa biota en las canales (Tabla 2). Muchos de los
microorganismos que se encuentran en el cuero de a los animales, pueden pasar a las canales si las
operaciones no siguen los procedimientos de buenas practicas de manufactura (GMP) y analisis de
peligros y puntos criticos de control (HACCP) apropiados. Durante la remocién del cuero, no
obstante, algunas bacterias pueden pasar a la superficie expuesta, especialmente por los aerosoles
y polvo que se generaren durante el cuereado del animal, de las manos de los operarios, equipos o
canales vecinas.

Los microorganismos pueden también alcanzar la superficie de la canal durante en proceso
de evisceracion. La contaminacion puede ocurrir si se producen incisiones o roturas en el tracto
intestinal o en el manejo de los proventriculos, en el caso de los rumiantes. Un adecuado
seguimiento de las GMP en esta etapa, puede minimizar el riesgo de contaminacion con material
del tracto digestivo. En este sentido es fundamental proceder al adecuado atado del eséfago y
recto, para evitar pérdidas del contenido gastrointestinal. Como se expreso, también pueden
agregarse bacterias de las manos de los operarios, paredes, equipos, utensilios y otras canales. Por
ejemplo en cuchillos utilizados en la zona del cuereado y en manos de operarios de playa de faena,
se ha reportado recuentos del orden de 4.45-7.08 y 5.34-6.45 como log de UFC/totalidad de la
superficie, respectivamente.

El enfriado de las canales, con humedad controlada y adecuada velocidad de aire, minimizara el
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desarrollo bacteriano y contribuira a seleccionar la flora dominante -la flora que desarrolla es
especialmente Gram negativa y psicrotrofa. Sin embargo, durante los procesos de despostado y
preparacion de los cortes, las bacterias presentes por ejemplo, en los tejidos superficiales, manos
de operarios, cuchillos, pueden ser transferidas a las nuevas superficies recién expuestas. Esto es
especialmente critico en los productos picados o finamente trozados, en donde la superficie
originalmente externa, puede pasar a quedar en el interior de la masa formada. Esto amerita
también tomar especiales precauciones desde el punto de vista de la inocuidad de este tipo de
productos. Recientemente el desarrollo y alteracion por la biota durante el almacenamiento y
transporte de la carne, especialmente bovina, ha sido analizada en detalle en la UE. Este estudio
sefiala que Pseudomonas y las bacterias lacticas (LAB) son los organismos mas relevantes para
evaluar el efecto de escenarios especificos de enfriamiento tiempo-temperatura sobre el
crecimiento de las bacterias alteradoras bajo condiciones aerobias y anaerdbicas (cortes envasados
al vacio), respectivamente.

Es importante sefalar también que la biota y el metabolismo de tejidos grasos bovinos ha
sido también estudiado extensamente en Argentina. La grasa de pecho, naturalmente
contaminada, alcanz6 un recuento de psicrotréfos de 4x109 UFC/cm?2 después de 14 dias de
almacenamiento aerdbico en refrigeracién (5°C £ 1°C). Pseudomonas fue el género predominante.
Otros microorganismos, tales como Enterobacteriaceae y Brochothrix thermosphacta, crecieron
hasta 2.5x108 UFC/cm2 y 1.6x108 CFU/cm2, respectivamente. La concentracion de glucosa cayé
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FIGURA 5.

Vida Util: Evolucién de la carga
microbiana en carne refrigerada
envasada en una pelicula
permeable al 02

Pero para los productos en que el desarrollo bacteriano pudo tener lugar, el mantener los
productos mas alla de su vida util, puede resultar en que el producto se vuelva peligroso para el
consumo, dando lugar a que pueda producirse una intoxicacion alimentaria o enfermedad
trasmitida por los alimentos (ETA). Estos productos tipicamente tienen coincidentes, su vida Util y la
fecha de expiracion.

En términos de asegurar la inocuidad de producto aparece, entonces el concepto de ensayos de
desafio (“paquetes inoculados”).Frecuentemente hay confusién acerca de la aplicacion de los
analisis de vida util, versus aquellos de los ensayos microbiologicos de desafio. En los analisis de
vida util, el producto es almacenado bajo “condiciones normales” (dadas) y analizado a través del
tiempo (dado), para corroborar que es seguro y estable.Este enfoque asume condiciones de GMP
bajo un HACCP, que limitaran las posibilidades de desarrollo de los microorganismos —mas alla de
la microbiota habitual (no patégena) que pueda contaminar el producto. Por lo tanto en los
ensayos de vida util, se asume que los analisis se focalizaran en la microbiota natural alteradora
presente que se desarrolla durante el almacenamiento, bajo condiciones estipuladas.

Por otro lado, los ensayos de desafio son disefiados para responder la pregunta, si el producto
continla seguro y estable en caso que accidentalmente sea contaminado con un microorganismo
patdgeno o alterador (pe. si a pesar de tal o cual formulacién especifica, se puede favorecer ese
desarrollo).La finalidad de los ensayos de desafio es simular que podria suceder al producto
durante su produccion, procesamiento, distribucion o la subsecuente manipulacion del
consumidor, después de la inoculacion con microorganismos relevantes al producto y almacenado
bajo condiciones representativas, de la produccién al consumo. Es decir que en los ensayos de
desafio, se inocula al producto con microorganismos definidos de acuerdo al objetivo que se desea
alcanzar.

Cuando se decide hacer un ensayo de desafio hay que planificar el disefio del estudio. En esta linea
hay que definir el objetivo del estudio, la descripcion del producto y la evaluacion, el control de
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tiempo / temperatura, la letalidad, la formulacion e ingredientesdelproducto, la preparacion,
almacenamiento, pHy actividad de agua. Los agentes patdgenos de interés, criterios de seleccion, la
ecologia y la epidemiologia, el uso de modelos predictivos, los parametros de estudio de
inactivacion. Del mismo modo, los intervalos de muestreo y condiciones de ensayo, crecimiento
frente a los estudios de inactivacion, la seleccion de cepas, los métodos de inoculacion, embalaje,
tamafio de la muestra reproducibilidad. También considerar otros factores tales como, uso de
microorganismos sustitutos -“surrogates”, en lugar delos patégenos, controles de no- inoculado,
criterios de seleccidn pasa / falla, las limitaciones del estudio de desafio microbiano, entre otros. En
carnes y productos carnicos los patégenos utilizados mas frecuentemente en ensayos de desafio
son, C. botulinum, C. perfringens, L. monocytogenes, Salmonella, S. aureusy E. coli (STEC/EHEC).

Los ensayos de desafio son muy Utiles para determinar la habilidad de la matriz alimentaria, para
cimentar o no, el desarrollo o sobrevida de los microorganismos (pe. determinar su seguridad y
estabilidad durante el almacenamiento hasta el consumo). También para contribuir a determinar la
vida util del producto y para asistir en la formulacién del producto en términos del control de
factores intrinsecos (pe. pH, aw).

Asimismo permiten establecer puntos criticos en una linea de procesamiento, en el marco de un
sistema de gestion de lainocuidad.

Finalmente, en relacion al desarrollo y el disefio o redisefio de un producto debera tenerse especial
cuidado en los aspectos asociados a la inocuidad, por ej.,cuando se modifican formulaciones con
reduccion de CINa o reduccion de azucar. En este sentido son muy Utiles el conocimiento y la
aplicacion de las herramientas vistas en este apartado y su relacion con el enfoque EMA.
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