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cAPiTULO 1

INTRODUCCION




INTRODUCCION

La carne fresca es un producto altamente perecedero. por 1o cual debe de mancjarse

con espec

at cuidado durante todas las operaciones de procesado ya que de no ser asi, las

alteraciones v la descomposicion del tejido muscular se llevaran a cabo en un periodo de

tiempo muy corto

Cabe mencionar que los cambios postmortale

. asociados con la conversion de ia

canal en cortes menores, ¢l almacenamiento v mampulacion, se acompadan de cierto

deterioro cualesquiera que sean las precauciones tomadas durante ¢l procesado v su

manipulacion ( Forrest, 1979)

Aunque cada uno de los cambios alteranvos contnibuve a la no aceptacion de la

carne. el mavor problema durante sy mampulacion v oalmacenamiento en condiciones

adecuadas, s la contaminacion v acttvidad microbia

na tGuerrero v Calderon, 1993)

lLa contanunacion por mucroorganismos ~¢ pucde originar durante el proceso de
obtencion de Ia canal, al entrar ¢n contacto con utensilios o matenal v equipo sucios, a
trav¢s de las manos v vestimenta de mampuladores desaseados, por gotas de apua v pohvo
procedentes de un ambiente contaminado. por las particulas desprendidas de cueros. pieles,

pezufas v en ol eviscerado, va que la ruptura del intestino contamina la canal al ensuciar ia

carne con heces ¥y una ve,

que los Microoreanismos se encuentran en la carne. raramente se

puede controlar o inhibir por completo su actividad deteniorante (Noskowa.

1992).

1972, Jay,



os en P X

Cuando la camne se obtiene de animales sanos sacri
fos miroorganismos sc localizan unicamente en la superficic

En Ia carne fresca sin empacar, el niamero de generos bacterianos presentes. es muy
grande Dicha tlora esta conformada aproxamadamente por unos 34 generos bacterianos, 13
géncros de mohos ¥ 6 generos de levaduras, mientras que cuando la carne se encuentra
empacada. la flora deteriorante se reduce considerablemente a unos cuantos gencros
bacterianos, siendo los de mayor imponancia . actobactlins, Enterobacterias, Brochothrix,
Carnobacrerinm vy Clostriduen (Jay, 1994)

Debido a las caracteristicas intnnsecas de la carne, ¢l crecimicnto microbiano se ve
favorecido por factores tales como, ¢l contenido de humedad, el pH, ¢l potencial oxido-
reduccion, y presencia o ausencia de barreras o sustancias inhibidoras (Guerrero v Calderon,
1994).

Sin embargo los factores que ejercen la maxima intfluencia en ¢l crecimiento de los
microorganismos cn la carne son. la temperatura de almacenamiento, la humedad ¥ Ila
disponibilidad de oxigeno (Jay. 1992, Jurgen, 1987, Noskowa, 1972)

El cmpleo de bajas temperaturas es uno de los procedimientos mas cfectivos para
controlar ¢l crecimiento microbiano En los conteos comparativos entre la carga bacteriana
de la came a su entrada a las camaras, v la carga existente durante la conservacion por

refrigeracion, se advierte una reduccion importante en el numero de gérmenes. Ocurre que

2]



en los cultivos donde conviven microorganismos distintos, solo los mas capaces se
reproducen  Son éstos un determinado grupo de psicrofilos mismos que alcanzan una
caracteristica cifra maxima (Noskowa, 1972)

Al mismo tiempo que crecen los diftrentes microorganismos, que componen la
mucroflora de un producto. se pueden presentar asociaciones antagonicas o sinergicas,
mismas que tienen una influencia definitiva con respecto al tipo de tlora contamipante

presente en fa carne (Jay, 1992, Jurgen, 1987, Noskowa, 1972)

Cuando la conservacion de los alimenios se realiza combinando ¢l control de la
temperatura con otros procedimientos auxiliares. como ¢l envasado en condiciones de
anaerobiosis, entre otros. se logra reducir la tlora contaminante a especies psicrofilas y
anaerobias (Noskowa, 14723

Generalmente en la came fresca, Pserdomaonas esta presente =n cuentas elevadas, lo

que trac COMmo CONSECUencia que otras especics contaminantes tengan una baja incidencia, tal
es el caso de Brochothrix thermosphacta (Gill v Newton, 1978, Jay, 1992)

Brochothrix thermosphacta es un microorganismo aerobio facultativo v 1o mismo se
encuentra en la came fresca sin empacar que en la carne empacada bajo atmosteras

controladas, aunque cabe sefalar que en esta ultima. la incidencia de este organismo es

mayor que ¢n la camne tresca (Gardner, Carson y Patton, 1967)



El presente trabajo tiene como proposito. determinar la incidencia que  tiene
Brochothrix thermosphacta en distintas muestras de pierna tresca de cerdo, debido a que es
uno de los microorganismos responsables del deterioro de Ia came al producir olores y
sabores sumamente desagradables

Para llevar a cabo este estudio, se eligio la pierna de cerdo tomando en cuenta que en
las partes bajas del cuerpo del animal, las cuentas microbianas son considerablemente mas

elevadas que en otras piczas de la misma canal (Jurgen, 1987)



JUSTIFICACION

Brochothric thermosphacta es un microorganismo que tiene como habitat natural el
suelo ¥ su presencia en ¢l tejido muscular de los animales de abasto, se encuentra asoctado
con una contaminacton procedente del mismo  £n nuestro pais, solamente se toman en
cuenta los microorganismos de importancia para salud publica al momento de realizar un
estudio microbiologico de la carne destinada para consumo humano, para conocer la cahdad
sanitaria de la misma. dejando Jde lado a un gran numero de microorganismos responsables
de las alteracion del alimento, 1ai es ¢l caso de Brochothric thermonphacta. ¢l cual debido a
su crecimiento v actividad metaboiica, genera olores v sabores desagradables ocasionando

con ello importantes peraidas economicas

En Meéxico. en los aitimos 20 afos no se ha realizado ningun trabajo de inveuiigacion
experimental sobre Brochothric thermeosphacta. tacon por la cual se considero conveniente
llevar a cabo un estudio para el aslamiento ¢ adentificacion de dicho microorganismo a partr
de diferentes muestras de pierna tresca de cerdo

En paises como Inulaterra. Brochothric thermosphacta esta incluido dentro del
grupo de microorganismos de imporancia economica presuentes on la carne y responsables

del deterioro de la misma. Al tener un control sobre este tipo de tlora, es posible incrementar




considerablemente la vida de anaquel, tanto de la carne fresca como de los productos
camicos, con [0 que se =vitan grandes perdidas economicas

Con ¢l presente trabajo se pretende contribuir a divulgar la importancia que tienc la
oresencia de Brochothrix thermosphacta en la pierna fresca de cerdo. asi como la

metodoloyia para el aislarmento e identificacion de dicho microorgantsmo



OBJETIVO

Ailslar, identificar y determinar la incidencia de Zrochotric rermaosphacta a pantir de

diferentes muestras de picrna tresca de cerdo

~



CAPIiTULO U

GENERALIDADES




2.1 Caracteristicas gquimicas de Ia carne,

La carne siempre ha sido considerada en todo <l mundo omo un alimento con un
alto valor nutricio En el caso especitico de la carne roja procedente de mamuferos. el
muasculo esta formado par elementos miotibrilares contract:les v proteinas sarcoplasmicas
solubies. una cuarta parte de su peso es tejido conjuntivo v dependiendo de 1a especie de
abasto de que se trate, una tercera parte puede ser grasa (ICNSF, 1980)

El tejido conjuntivo. «! tendinoso v el adiposo son considerados como barreras
naturales que posee la carne. las cuales retardan ef ataque microbiano Cuando estas barreras
son climinadas, el _ejido muscular queda mas expuesto, razon por la cual el deterior  de la
came es mas rapido en .os puntos de scccion en donde las tibras musculares han sido
cortadas transversalmente {ICNSF. 1980, Guerrero v Calderon, 1904)

La composicion quimica Jde la carne varia sewun la especie, edad, sexo. raza v corte
(Tabla 1) Estas diferencias influven de manera decisiva determinando l!a microflora
caracteristica de cada tipo de carne

El agua es ¢l componente mavorntano en peso, mientras que las proteinas
repre "entan la fraccion mas importante de la matena seea del musculo los porcentajes de
agua y proteinas se mantienen relativamente constantes en las diferentes especies animales v

varian unica e inversamente en funcion dei contenido de grasa (Flores, 1983, Paltninieri,

1984, Price, 1976)



Tabla 1. Composicion aproximada de musculo de diterentes especics (Flores 1083)

Componentes Porcino Vacuno Ovino Pollo
®o %% %o %%

Agua ©8-72 70-75 70-75 70-75
Proteinas 18-.20 20-25 20-22 20-25
Grasa S-12 3-8 5-i10 4-6
Comp. nitrogenados no proteicos del orden de 1 5
Carbohidratos del ordende 1 O

\inerales del orden de 10

2.2 FACTORFES QUE FAVORECEN El. DESARROILILO

MICROBIANO EN1.A CARNE

2.2.1 FACTORES INTRINSECOS

El tejido muscular, posee ciertas caracteristicas internas que favorecen la
prolitferacion microbiana, entre las que se encuentran, agua disponible para el crec:miento
microbiano (au), valores de potencial oxido-reduccion bajos y pH cercano al pHi optimo de

crecimiento de ios microorganismos responsables de la descomposicion de la carne



Cuando el amimal es sacrnificado, en of tejido muscular, ocurren toda una serie de

cambios enzimaticos que influven en la carga microbiana (Fiw 1), por vjemplo. cesa el

aporte de oxigeno y se provoca una glucolisis anaerobia que produce acido lactice lo que

ocasiona. una disminucion del pH v como consecuencia se fowra una reduccion importante

de la carga microbiana (Carbailo. 1991)

AGUA DISPONIBLY EN EL TEJIDO MUSCULAR

Desde el puato de vista microbiologico {a propiedad mas importante que presenta ia

camne, €s su alto contenido de agua que corresponde a un a,, de aproximadamente

0 99, lo que permite «f crecimiento de la mavona de los microorganismos Para evitar dicho

crecimiento. se debe de eliminar una uran cantdad de agua de la superticte El muasculo
contiene aproximadamente un ~F %o de agua en la que se encuentran disueltos una gran
variedad de sustratos importantes para ¢f crecimiento microbiano, por lo que se considera
que 2! musculo es un medio apto para el desarroilo de una gran cantidad de

microor-:anismos ¥ en cspecial de bacterias, a quienes favoreeen las condiciones de humedad

(ICMSF, 1980)
El crecimiento de los mcroorganismoes en la carne. tiene lugar fundamentalmente a

expensas de los componentes solubles en agua presentes en el musculo, como son

carbohidratos. acido lactico v armmnoacidos (Jurygen, 1987)




POTENCIAL OXIDO-REDUCCION

El poteacial redox pucde ser considerado como una medida de la cantidac de

oxigeno disuclto e¢n el tejido muscular Durante ¢l proceso de almacenamiento, ¢t poten

redox. disminuye de forma importante a causa del metabolismo microbiane v de los
procesos enzimaticos consumidores Jde oxteero. 1o que ocasiona una variacion desde «250

hasta ~50 mVoltios (Fig 1) Cuando ¢l potenaizl redox es pequeno v negativao, se favorece el

desarrollo de los microorgamsmos anacrobios (Jurgen., 1987 Carballo, 1991)

Las propiedades redox de la carne nenen una gran intluencia en su microbiolo

dioxido de carbono que se genera como conscoeuencia de la resprracion thular v ode la
actividad bacteriana, cierce una accion inhibrdora sobre un considerable numero de

microorzantsmos (Jurgen, 1987)

En los ammales vivos, ol oxigeno necesano para llevar a cabo las funciones
metabolicas. es abastecido a traves del rorrente sanuuineo . Al cedar con la muerte la
circulacion de ta sanwre. ¢l conmtenido de oxigeno v el patencial redox del musculs
disminuyven wgradualmente. Hevando a fa produccion ¥y acumulacion anacrobica de acido
lactico. 1a acidez desarrollada puede ser suticiente para reduarr el merabolismo tisular que,
sin embargo. continua varios dias a una velocidad que supera a 1a que el ougeno puede

metros en la carne. por lo tanto la masa carnica en unas pocas horas

difundir unos pocos mi

puede alcanzar condiciones anaerobias (ICNMSI, 1980)




ACIDEZ Y pH DE LA CARN;
Es muy comun encontrar e¢n c! musculo un desbalance entre la cantidad de
carbohidratos vy la de compuestos nitrogemados Cuando esto sucede, 'a carne ¢s mas

propensa al ataque microbiano debido a que no se logra desarrollar suficiente acidez para
inhibir ¢l desarrollo microbtano, inciuso esta situacion prevalece aun en presencia de tlora
lactica (Jurzen, 1987)

Figura 1 Secuencia de condiciones que se presentan en <l tejido muscular post mortens
(Carballo, 1997])

‘Interrupcion de la ~——--Menor cone O ———— Dism. nucion potencial redos
en of musculo (+2%0 3 -30 mVoluos., anacrobiosis)

Muerie
crrculacion sangurnca

Cuesa resptracion celular

Imicia glucolisis (resprracion anacrobnua)
Produccion de Distinucion de la produccion

acrdo lactico enzimatica de ATP
Bara X pt1 /

Libecracion y» acuvacion
de cnsimas (Calcpsinas)

Desnaturalizacion
Jdc proteinas




Durante las primeras horas despues del sacrificio del animal, el pH de la carne se
encucntra muy proximo a la neutralidad (7 0), valor que esta muy cerca del optimo de las
bacterias patogenas v causantes de alteracion Posteriormente este pll. pucde dismunuir
hasta alcancrar valores de 50 a 5 2, mismos que son Jesfavorables para ¢l desarrollo de
muchas bactenas El pHl de la carne esta relacionado con Ia cantidad de acido lactico
producido por la glucolisis muscular despues de la muerte (Fig 1)

La cantidad de acido lactico, depende a su vez, de la cantidad de glucogeno presente
en el musculo en ¢l momento de la muerte del animal, un pll de 7 O corresponde

practicamente a una glucaolisis nula 0 ausente. lo que ocasiona una mayor suscepubilidad de

ataque microbiano, mivntras que un pH de 50 -5 2 es indicativo de la presencia de acido

lactico en ¢! musculo en una concentracion aproximada deun 1 0 %0 Conun pH de 5 0-5 2,

es posible inhibir el crecimiento de vran parte de Ia flora contaminante, quedando activos

solo aquellos microorzanismos que toleran una acides alta (ICNSY, 1980, Jurgen, 1987)
Otra de las consecuencias del descenso del pil eos la desnaturalizacion de las

proteinas, liberacion v activacion de enzimas (catepsinas) v desarrollo de la ngidez

cadavérica (Jay, 1992)



1.2.2 FACTORES EXTRINSECO,

CARACTERISTICAS DEL MEDIO

Los factores externos juegan un papel fundamental durante ¢l proceso de
conservacion de la carne

El deterioro de la carne ocasionado por la actividad de los microorganismos
contaminantes y por las enzimas endogenas, puede ser minimizado por el manejo de cienas
condiciones de almacenamiento v lograr asi, una mayor vida de anaquel. de tal manera que la
came conserve ¢n la medida de lo posible las caracteristicas organolépuicas v samitarias
adecuadas para su consumo (Guerrero v Calderon, 1903)

Entre los factores externos que mas influven para prolongar la vida de anaquel Jde la

nosferas moditicadas, uso de empagues v

carne, s¢ encucntra ia retrigeracion, el empleo de

la adicion de conservadores (Sules, 1991a) Cuando se combinan estos factores es posible
potencializar el efecto conservador, logrando un detertoro menor en el tejido muscular

(Lioutas, 1988, Labuza y Breene, 1989)

REFRIGERACION

La refrigeracion favorece un ambiente selectivo en el que preferentemente. crecen
microorganismos psicrotrofos. estos son los que proliferan en forma optima a mas de 20 °C, y
que ademads son capaces de ¢recer en refrigeracion a menos de 5 °C ¢ incluso a 0 °C, siempre y

cuando haya asua disponible (Waites, 1988)



Para que la came pueda ser destinada para ¢l consumo humano, e¢s necesario dejar

que ésta madure con ¢l proposito de que adquiera una consistencia mas

suave. El tiempo de
maduracion es aquel en el cual se ventican toda una serie de cambios fisico-quimicos cn la
estructura protéica del tejido muscular, dando lugar a una carnc mas suave si s¢ compara
con la que se ticne durante la etapa del rigor mortis, en la que la carne es sumamente dura
(Ponce. 1989).

El rigor mortis o rigidez cadavérica es ocasionado por fa falta de ATP el cual
interviene en toda una seric de cambios de indole metabolico Cuando la concentracion
del ATP es menor a 01 pmol/g se tforman puentes transversales entre los filamentos de
actina y miosina que normalmente se forman v destruyen durante la contraceion muscular v
en ausencia de ATP, dichos pucentes no pueden romperse, lo que ocasiona la rigidez
muscular que se mantiene debido a la tension continua que ejercen jos filamentos delgados
de fa actina (Price, 1976)

El tiempo de maduracion varia de una carne a otra, asi por cjemplo, para la carme de
cerdo se requiere de un periodo de 24 h. mientras que para la carne de res ¢l periodo de
maduracion es mayor (48-72 h). Para llevar a cabo éste proceso de maduracion. se debe de
coatrolar la temperatura durante el tiempo necesano

Si no se tuviera un control térmico, s¢ favoreceria el crecimiento v proliferacion

microbiana, incluyendo a los patogenos con el consiguiente riesgo que implicaria ¢f consumo



de la carne, ademas de que se reduciria en forma drastica el tiempo de vida de anaquel de la
misma (Frazier, 1988)

El almacenamiento en refrigeracion de la carne, generalmente se limita a periodos de
tiempo cortos, dado que jos cambios alterativos contintan y la velocidad de muchos de estos
cambios se acclera con ¢l tiempo (Forrest, 1975)

Para prolongar el tiempo de conservacion de la carne refrigerada, la tecnica del fnio

se compl a con procedimientos que diticulten el crecimiento de los agentes que

causan alteracion en las condiciones habituales de refrigeracion  Los procedimientos
complementarios mas usados son  disminucion de la humedad refativa, desecacion de la
superficic de las piczas, atmosferas con baja concentracion de oxigeno vy alta velocidad de
enfriamiento (Noskowa, 1972)

La disminucion de la hurmmedad relativa v la desecacion de la superticie de los corntes,
se logra dentro de las camaras de refrigeracion haciendo circular un aire con un bajo
contenido de humedad, con lo que se consivue disminuir considerablemente el a. de Ia
superticie de la canal (Forrest, 1975)

Las atmosteras moditicadas se emplean dentro de las camaras de refrigeracion con el
proposito de retrasar el deterioro de la carne debido al crecimiento microbiano v a la

actividad de las enzimas endogenas. El empleo de este tipo de atmosteras, se fundamenta en




Ia sustitucion parcial del oxigeno por otros gascs como ¢ nitrogeno v el dioxido de carbono.
con lo cual se logra reducir de manera imponante la microflora responsable de las
alteraciones y deterioro del tejido muscular, debido a que ¢l nitrogeno es un gas incrte v el
dioxido de carbono a determinadas concentraciones puede inhibir el crecimiento de algunas
especies bacterianas, aunque cabe sefalar que ¢n el caso de otras pucde estimularlo
{Gardner, 1966, Gucrrero v Calderon)

La velocidad de enfriamicnto de una canal, esta influenciada por varios factores tales
como el calor especifico de la canal, su tamafo, la cantidad dc grasa externa y la
temperatura del entorno refrigerante (Forrest, 1975)

Cuanto mas rapidamente se elimine el calor de {a canal, menos posibilidades tendran
los microorganismos de multiplicarse. Si se logra disminuir la temperatura de la came en
poco tiempo, manejando condiciones de baja humedad dentro de la camara de refrigeracion,
las cuentas bacterianas se reduciran drasticamente. mientras que a menor velocidad de
enfriamiento (Fig. 2), los microorganismos alcanzaran cuentas mas elevadas. ocasionando el
deterioro de la carne en un menor tiempo y una disminucion importante en la vida de

anaquel del alimento (Brown, 1982)



Fig 2 Intluencia de la velocidad de enfriamiento de la carne de cerdo almacenada a baja
temperatura sabre el crecimicento bacteriano (A), refrigeracion lenta, (B), retrigeracion

rapida. (C). refrigeracion rapida con baja humedad (Moerman, 1972)
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2.2.3 FACTORES IMPLICITOS

A las influencias internas v externas que son independientes de 1a naturaleza de cada
poblacion microbiana. se deben de sumar los tactores resultantes de la interaccion de los
microorgamsmos durante ¢! crecimiento y que obedecen al componamiento peculiar de cada

cspecie durante su multiplicacion v a las asoctaciones entre ellas (Jurgen, 1987)




INTERACCIONES MICROBIANAS
Las interacciones pueden manifestarse de distinta manera, ya sca estimulando o

inhibiendo el cr 1to de otras especies Se pueden originar acciones antagonicas por ef

consumo de los nutrientes disponibles o por la sintesis de  sustancias inhibidoras

(antibioticos, bacteriocinas, ete ). aunque tambien puede presentarse una mutua estimulacion

(sinergismo). que se da cuando una especie microbiana genera sustancias que son

aprovechadas por otra especie ( Jurgen, 1987)

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO
cada cepa y esta determinada

La tasa de crecimiento es caracteristica de

genéticamente, siendo un  factor importante durante el desarrollo de asociaciones

microbianas. Es facilmente comprensible que en determinadas condiciones del medio. los

o oct > rapid

microorganismos puedan exhibir una maxima tasa de cre

todo el espacio disponible, anulando con ello a la flora restante (Jurgen, 1987)



2.3 MICROORGANISMOS RELACIONADOS CON 1A ALTERACION

CONTAMINACION INICIAL

La carne es un alimento altamente perecedero, debido a la composicion quimica del

muasculo, ya que este conticne una abundante cantidad de todos los nutnientes necesarios

hongos v levaduras (Jay, 1993)

para permitir el crecimiento de bacteri

Para tener una buena caiidad sanitaria en la carne. es fundamental que los animales
destinados a la matanza esten sanos. de tal tforma que los microorganismos contaminantes se
encuentren en la superticie de la carmne ¥ no dentro de esta Cabe senalar que aun en animales
sanos el tejido muscular no es esterl al concluir ¢l proceso de matanza y limpicea de la
canal, sino que existe 1na poblacion microbiana superficial

Entre menor sea la carga microbiana inicial. mavor sera la probabilidad de aumentar
la vida de anaquel del alimento tresco (Guerrero v Calderon, 1994)

Para llevar a ¢cabo el proceso de matanza del animal, se realiza un corte a nivel de Ia
yugular con lo que se inicia ¢l desangrado v la contaminacion masiva microbiana, ya que la
presion negativa que prevalece en la yugular v en la vena cava anterior, absorbe la suciedad

existente en ¢l punto de seccion introduciendola a la circulacion corporal. Cabe mencionar




que un solo miligramo de matenial altamente contaminado, es suficiente para cargar la
totalidad de la canal con una cifra media de microorganismos de unos cuantos cientos o
miles de bacterias por wramo, cantidad suficiente para poner en marcha los procesos de

descomposicion de [a carne en sus partes mas protundas (Jurgen, 1987)

Tabla 2 Fuentes de contaminacion de la carne (Carballo, 1991)

Fuentes de carg‘a‘"" T Bacterias B Hongos Levaduras
microbiana inicial

Piel /cm?® 33 <10" 850 580
Heces /gr seco 970 « 10° 600 ~ 107

Panza 53 < 10" 16«10°

Suelo 1« 10° 12-<10"

Durante las operaciones de desollado, descuartizado, despiczado, scccion de ja
cabeza y puntas de las extremidades v posteriormente durante el deshuesado, se produce la
contaminacion superticial masiva. Esta contaminacion. obedece en primer lugar a particulas
de la piel v sucicdad de las pezufas que contienen heces, [o que ocasiona la presencia de

microorganismos intestinales (Tabla 2)



Actian como primera tlora de contaminacion en la superficie de la carne fresca
lossiguientes  microorganismos enterobacterias,  micrococos.  estreptococos  fecales,
lactobacilos v germienes esporulados acrobios, mientras que de la piel y de las particulas de
polvo adheridas a fa piel. proceden orgamismos de la flora del suclo, que constituyen una
contaminacion inicial importante  Ademas, ¢l hombre tambien es responsable de una
contaminacion adicional ocastonada por el contacto del tejido muscular con las manos sucias
de los aperadores, la ropa v jos utensilios de trabajo, faita de higiene en la sala de matanza ¥
las camaras de refrigeracion (Patterson v Gibbs, 1977, Newton v col, 1978)

L.a cuenta microbiana total presente en una misma canal puede oscilar ¢en tomo a un

factor comprendido entre 100 y 1000 ufe-em’  Las cifras mas altas se encuentran por lo

general en los puntos de corte. en las partes traseras (Tabla 3 ) v en la superficie de seccion

de las medias canales en las regiones det torax vy abdomen tJurgen, 1987)

La pierna es una de las piezas de la canal que presenta mavores problemas de
contaminacion, tal como lo demuestran los datos recopilados por Inuram v Roberts ¢n 1976
(Tabta 3). aunque los datos corresponden a canales de bovinos, se puede considerar que ¢!

patron de contaminacion es similar al que presentan las canales de otros animales Al

comparar las cuentas microbianas presentes en la pierna (tanto delantera como trasera) v el

lomo de diferentes canales de borrego, se encantraron cuentas considerablemente mas

)



e¢levadas en la pierna que en resto de los cortes para la misma canal como es ¢l caso del
lomo (Jargen, 1987)

Los datos recopilados en la tabla 3, ponen de manifiesto una contaminacion
microbiana superficial similar para un mismo corte, a pesar de gque las canales fucron

almacenadas a distinta temperatura v proceden de diferentes paises

Tabla 3. Cuenta microbiana superticial (logo ut/cm’) en canales de borrego, segun datos
bibliograficos de distintos paises (Ingram y Roberts, 1976)

Inglaterra Antigua URSS Nueva Zelanda

Numero de canales 6 15 a
Superticie estudiadatem?) 50 16 5

T. de almacenamiento (°C) Y 2 25
Superticies externas

Lomo 26 2.7 2.4
Pierna (trasera) 3.0 3.6 3.4
Superficies internas

Lomo 2.4 2.4 22
Pierna (delantera) 3.7 2.7 3.7

[§]
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FLORA CONTAMINANTE

En ¢l suelo, se encuentra gran parte de la flora contaminante no solo de la came sino
tambi¢n de todo tipo de alimentos Dicha tlora contaminante esta constituida principalmente

por bacterias ademas de hongos v levaduras (Forrest, 1979)

Las bactenias son los microofganismos que contribuyen en mavor grado a deteriorar
1a calidad de Ia carne, aunque hay que aclarar que no son los uncos microorganismos

responsables de la alteracion del alimento, ya que tambien es posible encontrar hongos v

tevaduras
Debido a que las bactenas tienen una veloadad de crecimiento clevada, se
multiplican mas rapido, logrando superar ¢n nuUMeEro a CIros MICTOOTZAMSMOS presentes en

el alimento. con lo que impiden el ¢crecimiento de estos ultimos detido a una disminucion en

la cantidad de los nutrimentos (Cabrallo, 1991)
Entre de los geéneros bactenianas que trecuentemente se encueniran presentes en las
Prseudomaoncs,

primeras ctapas de almacenamiento de la carne estan los  siguientes

Aicrococcns, Microbacteriam, Coryvnebacterium, NMoraxella-Acinetobacier,
Flavobacterium, Enterobacter v Pemcillium (Jay, 1992)
Del total de la Hora comaminante, Acromobacter. Flavobacterium, Enterobacer

spp, organismos esporulados, bacterias cromouyenas, mohos v levaduras en conjunto,

constituyen entre ¢l 20 - 50 %% de Ia flora contaminante, aunque cabe mencionar que



Pyendomonas,  Fraterobacterias. Micrococcus v Microbacterium  spp son los - géneros
predominantes

Durante el almace

amicnto de la carne, 1a proporcion de Ia flora cambia, tat es ol
caso de Psendomonas, Foarcrobacter v AMicrobacterinm spp (Aavres, 1951 1955, 1980y

El almacenamiento gerobio s a baja temperatura del tejido muscular,

recimiento de  bacter

s gram pesatinas, ace

shias,  entre fas que se cncuentran

Psendomonas, Moraxella ~ Aconetopacter, predomimmando las pimeras v ocasionando mal

olor debido al metabolismo de degradacion de protanas vy oanunoacdos (Dainty y coi

1983)

CLASIFICACION DE LA FLORA CONTAMINANTE DE LA CARN

La tasa mucrobiana presente en la carne, s un parametro muy utl para calificar la

catidad sanitarta de la carne La microflora presente en la carne. pucde clasificarse en cuatro

urandes urupos

croorganismos indeseables| son todos aquellos gue tienen como caracteristica general

ser generadores de enturmedades torganismos patogenos)

ouansmes indescables causantes_de alteraciones no son patogenos pero amenazan

con su metabolismo la capacidad de conservacion del alimento



= Microorganismes tolerables. <on aquellos que no representan un riesgo para la salud, ni
para la conservacion del musculo debido a que estos microorganismos solo desarrollan una

actividad metabolica escasa. o no pueden multiplicarse dadas las condiciones internas y

externas prevalentes en la carne
* Microorganismos_beneticos. debido a su metabolismo, influven favorablemente sobre el

alimento. generalmente con esto se consigue asegurar la calidad sanitaria de la came
(Jurgen, 1987)

Dependiendo de la espevie o wonicio v de la cuenta total de microorganismos
presentes en el tejido muscular. 251 como de las condiciones externas de almacenamiento de
la came, se podra hacer una esumacion del tiempo de vida “:til del alimento, antes de que
empiccen a aparecer las primeras manifestaciones de alteracion (Fig 3) Cuando se tiene una
cuenta microbiana de 50-100 - 10" | s¢ hace evidente el deterioro de la camne por el

desarrollo de olores fetidos v la formacion de una capa viscosa sobre la superficie del tejido
muscular (Ayres, 19335

Si se ponen barreras que limiten o disminuyan la velocidad de crecinuento de los
microorganismos deteriorantes, como por cjemplo una pelicula permeable o impermeable
(Fig. 3), la vida util de la carne ~¢ incrementara considerablemente (Jurgen, 1987)

El aumento de la carga bioiogica en ¢l tejido muscular, trac como consecuencia que

la conservacion de la carne sea mas dificil. es decir la alteracion de la carne, se presentara en




o al cual se someta a la carne, es posible

un menor ticmpo. Dey diendo del tr
climinar o destruir, adadir o modificar la poblacion microbiana (Frazier, 1985) El factor
térmico, juega un papel fundamental, ya que a medida que la temperatura dismunuye, el
de [a came, se reduce

amplio  espectro  de  microorganismos  contaminantes

considerablemente, con lo que s¢ consigue reducir la flora exclusivamente a las especies

psicrotrofas
Generalmente los microorganismos psicrotrofos son 10s responsables del deterioro

de la carne refriverada almacenada por un periodo de tiempo largo (Noskowa, 1972)

Fig. 3 Desarrollo de olores desagradables v aparicion de viscosidad

en carne fresca y carne empacada, almacenada a 5 °C (Ayres, 1960)

Aparicion de viscosidad — ————2
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-
Olores Jﬂll{r:d.hlf\/
—— (arve empacsdas (vacta)
o Carme s ermpmear,

Lang 1 N* de micruorganhimos fom )

" X T T T

Tiempo de almacenamicnto (dias).




El tipo de microtlora presente en la carne tambien depende de la cantidad de oxigeno
disponible para el crecimiento microbiano, por ejemplo, la tflora de una carne empacada al
vacio serda muy distinta de la que se encuentra presente en una carne sin empacar En of
primer tipo de carne, debido a las condiciones que prevalecen, se favorece ¢l desarrollo de
los microorganismos anacrobios estrictos ¥ anaerobios facultativos, mientras que en la carne

sin empacar podran desarrollarse los organismos acrobios obligados v los facultativos

(I.C S F.,1985)
Si se compara el numero de géneros bacterianos aerobios con los anacrobios

responsables del deterioro de la came, la proporcion de microorganismos acrobios es

considerablemente mayor que la de anacrobios (Jay, 1992)

Los factores que influyen de manera decisiva para crear esta situacion son el tiempo
de duplicacion bacteriano ya que ¢ste, es menor para las bacterias acrobias que para las
anaerobias (Tabla 7)., ademas de que la carne fresca al no tener una barrcra protectora,
estara mas propensa al ataque microbiano, siendo estas razones suficientes para explicar

porque Ja carne fresca sin empacar, tiene un tiempo de vida comercial menor (Fig 3) que el

de la carme empacada al vacio (Gill y Newton, 1978)



Tabla 3. Géncros bacterianos encontrados con mayor frecuencia en carne tfresc y
en carne empacada (Jay, 1994)

GENERO

Carne fresca

Carne empacada (vacio)

Acinerobacter

XX

Aeromaonas

catigenes

Arthrohocier

Bacillus

Brochnehriv

Carmubacierium

Citrodacter

Clostridium

‘vnnebactertum

nierobacter

LRl Lol e

O

Knte ricoccuy

Escherichia

Flavobacterurm

[

Hafra

I Kurthia

Lactococcus

Lactodacilius

Leuconostoc

L
{
{

Listera

t__\ncrobaceerium

AMicricoccux

|
[

Aforacelia

Framtoca

Pediococcus

i
1

Proteus

Irseudomonas.

Psychodacter

Salmonella

Serratig

Shewanella

Staph fococcus

Yerstnia




Entre de los geéncros bacterianos que se han cncontrado en la came fresca,
comparados con los que se encuentiran presentes cn carne cmpacada al vacio, sc puede
apreciar que la mayor parte de la flora contaminante, esta constituida por bacterias (Tabla
3). mientras que los hongos (Tabla 3) y las levaduras, se encuentran en menor proporcion
{Tabla 5). El predominio de uno u otro grupo microbiano sobre otros, esta determinado, por

el mancjo y combinacion de los factores externos, asi como por las interacciones cntre las

diferentes especies (Gill y Newton, 1978, Jay, 1994)

Tabla 4. Géncros de hongos encontrados frecuentemente en carne fresca y refrigerada

(Jay, 1993)

L Came fresen v refnpenxda
| x l
1 X 1
i XX 1
{ X 1
1 XX 1
| x 1
T X I
il XX 1
ca 1 X 1
Perucitlium ] ~ 1
Rhizopus |l XX i)
Sporotnchum 1 NN 3
[ Thammdium | XX 1}
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Tabla 5. Generos de levaduras frecuentemente enconirados en carne (resca y refrigerada

{Jay, 1994)
GENERO T (arnc fresca v_retrigerada 1
Candida XX I}
Cnpococcus X i
Debanomyces X 1
Rhodotorula X 1
Trchosporum X ]

La proliferacion de las bacterias, comparada con la de hongos v levaduras, se lleva a

cabo ¢n un menor tiempo, debido a que el tiempo de generacion bacteriano es
considerablemente menor que ¢l de hongos y levaduras, razon por la cual en las primeras

etapas de almacenamiento de la came, las cuentas bacteranas siempre son mayvores que de

hongos y levaduras (Carballo, 1991)

2.3 ALTERACIONES EN 1.A CARNE

Los tipos mas comunes de alteracion de ia carne se pueden clasificar teniendo en

cuenta si s¢ llevan a cabo en condiciones aerobias o anaerobias ¥ st son ocasionadas por

bacterias, hongos o levaduras (Frazier, 1985).

El grado de deterioro de la carne depende en gran medida del tiempo que se dejen
difundir los productos originados por la degradacion de los nutrientes presentes en el tejido

muscular y la rapidez con la que tienc Jugar ¢ésta difusion El abundante crecimiento de
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bacterias en la superticie de la carmne, puede ocasionar una alteracion a bastante profundidad
y en tal caso es posible que las bacterias facultativas crezcan ditundiendo hacia el centro del

tejido muscular (Frazier, 1985)

2.4.1 ALTERACIONES OCASIONADAS POR

MICROORGANISMOS AEROBIOS.

Las alteraciones ocasionadas por ¢l crecimiento de bacterias aerobias en la superticie
de la carne son. desarrollo de olores desagradables, aparicion de mucilago superficial,

madificacion del pigmento de la

NG

aparicion de pigmentos en la superticie, fosforesc
carne y altreracion de las grasas, mismas que se hacen evidentes cuando se aleanszan cuentas
del orden de 10" uteem?® (Frazier, 1985)

Ei husmo u olores v sabores extranos que aparecen en Ly carme como consecuencia
de la multiplicacion de bacterias en 1a superticie, con frecuencia suelen manitestarse antes de
que aparezcan otros indicios de alteracion El termino agriado se sucele aplicar a casi todas
las alteraciones que comunican ala carne un olor agrio que puede ser detvdo a fa presencia

de acidos volatiles, como son los acidos tormico, acdtico, butirico y propionico, o incluso ¢l

crecimiento de levaduras (Frazier, 1988)




roflora acrobia deyrada proteinas produciendo compucestos volatiles como

Lan
organismos

aminas libres. En refrigeracion y condiciones acrobias los principales

psicrotrofos de descomposicion son los bacilos gram negativos incluyvendo geéneros como

Flavobacterim, Morcacella v Paendomeonas spp (Dainty v col | 1983)

ial puede deberse a 1a presencia de grandes masas

La apancion de mucilago superti
de crecimiento microbtano (Fig. 3), ast como al ablandamiento o desmoronamiento de las

proteinas estructurales de la came (Jay, 1992)
Los géneros bacterianos responsables de la apancian de mucilago en Ia superficie de
la carne son especies de los generos Pacudomonas, Acinerobacter. Moraxella, Alcaligenes,

Streprococcns,  Lewconostoc,  Bacillus, v Micrococcus  Solo algunas  especies  de

Lactobacillus son capaces de producir mucilavo
Como agentes causantes del enverdecimiento de la carne. se han sefiaiado a los

géncros Lacrobactllus (especies heterofermentativas) y /e uconostoe.

mentos se debe al crecimiento de diferentes bacterias, por

El desarrolio de cicertos pi
ejempio;. el motcado rojo puede ser producido por Serratia marcescerns o por otras
bacterias, Fscudomonas syncvanea produce un pigmento azul, las manchas amarillas son

ocasionadas por la presencia de Micrococcus o Fhvobacwerium,  mientras que una

coloracion azul verdosa es producida por ¢ lromobacteriurn lividum
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La fosforescencia es producida por especics del género /2hrotobacterium mismos que

crecen en la superticic de la carne

El enranciamicnto de las grasas puede ser causado por especies lipoliticas de los

generos Psendomorkes y Acromobacier o por levaduras (Frazier, 1985)

242 ALTERACIONES OCASIONADAS POR

MICROORGANISMOS ANAEROBIOS,

Tanto las bacterias anacrobias facultativas como las anacerobias estrictas son capaces
de crecer en condiciones de baja tension de oxigeno, en el interior de la came

En condiciones anacrobias los tipos mas comunes de altracion de la came empacada
son; agriado, putrefaccion y husmo (Frazier, 1988)

Los géneros bactenanos que son responsables de las alteraciones gque se presentan en
came empacada con atmosteras controladas. son: Acmetobacter, Moraxella, Alcaligenes,

Lacrobacilles, Leuconostoc, Streprococens, Brochothrix, Flavobacterium v Clostridinm.

(Frazier, 1988).
El agriado de la carne. es ocasionado por el crecimiento de Laciobucilos,
Emterobacrerias 'y Brochothrix thermosphacta principalmente, ya que al consumir la

glucosa presente en el tejido muscular, producen cierto tipo de dcidos . mismos que le

confieren a la carne un sabor agrio (Jay, 1992)
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La putrefaccion verdadera es la consecuencia de la descomposicion anacrobica de las
proteinas. durante la cual, los microorganismos sintetizan compuestos malolicntes como ¢l
sulfuro de¢ hidrogeno., mercaptano, indol, escatol, ameniaco vy aminas lLos gencros
Clostridium, Psendomonas. Alcaligenes y Proteus, son considerados como los responsables

del desarrollo de olores putretactos (Frazier, 1988)

2.5 MICROORGANISMOS DETERIORANTES DE
LA CARNFE FRESCA DE CERDO

PREDOMINIO ESPECIFICO

Una gran proporcion de la tflora contaminante de la carne fresca sin empacar, esta
constituida por MICroorganismMos wram negativos, aunque también se han llegado a encontrar
otros organismos entre 1os que se incluven a miembros de los gencros Lacrobacilius,
Micrococceus,  Aeromonas.  Brochothrix v Frrerobacterias  psicrotrofas  (Jay, 1992
Noskowa, 1972)

Dentro de esta amplia gama microbiana, solamente algunas especies, son las que se
encuentran en cuentas mayores que el resto de la poblacion (Frazier, 1985)

E! manejo y control de los factores externos, ocasiona un cambio importante en el
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metabolismo microbiano, al disminuir la velocidad de crecimiento de algunas especies
responsables del deterioro de Ia carne, inhibir ¢l crecimiento de algunas otras, reducir el
numero de alteraciones debido a la disminucion de !a poblacion v en consecuencia lograr un

siderable de la vida de anaquel de la camne (Guerrero v Calderon, 1994)

incremento co

Uno de los factores que influyen de manera imponanie para que una especic
predomine sobre otras, es of iempo de generacion

El tiempo de generacion microbiano, vana de una especic a otra dependiendo de
varios factores como son, <! genetico. la concentracion de los putrientes. las condiciones del
medio, la afinidad del microorgamsmo por un determinado sustrato. la cantidad de oxigeno
disponible, la presencia de otras especies v Ja cuenta total de cada una (Gill y Newton.

1978)

De entre la heterogenca tlora microbiana presente en la came fresca, los
microorganismos que crecen con mayor rapidez v que metabolizan en menor tiempo los
nutrimentos presentes en la carne, se encuentra sendomaoncas, ¢l cual es un microorganismo
aerobio estricto U'no de los factores que mas influven en el crecimiento primario de dicho
organismo es la cantidad de oxigeno disponibie

En la superticie de la carne. e¢f oxigeno se cncuentra en una mayor concentracion

comparada con el interior del tejido muscular, en base a ¢sto en la superticie se ticne una



mayor disponibilidad de oxigeno, lo que trae como consecuencia gue las cuentas mas

elevadas de Fscudomornas se tengan en la superticic de la carme comparadas con las que se

presentan al interior del musculo (Gill v Newton, 1977)
Una de las razones por la cual Pseudomonas es en condiciones acrobias ef principal
agente que ocasiona la descomposicion de la carne, ¢s su corto tiempo de generacion, que si

se compara con el de otras especies psicrotrofias presentes en la carne (Tabla 7)., se puede
as clevadas que ¢l resto

entender la razon por la cual generalrmente se encuentra en cucntas 1w
sa sin empacar, por cjemplo, cuando en la carne

de la flora contarminante de la carne (T
fresca s¢ encuentran Brochothrixc thermosphacta v Paendomaonas aproximadamente en la
misma proporcion, sendomonas supeta rapidamente en numero  a Brochorthric
thermosphacta (Gill vy Newton, 1973)

Dentro de la tlora psicrotrofa que generalmente se encuentra presente en la carne,

uido por

Pyeudomonas es ¢l cenero que tiene un ticmpo de generacion menor (Tabla 7), se

Acinctobacter. Brochorthric thermosphacta v por altimo faerobacter (Gill y Newton,

1978)

describicron a  la especie Aficrobacterien

Mc Lean y Sulzbacher en 1953,
thermaosphacim, ahora conocida como Brockothric thermosphacta (Sneath y Jones,
1976). la cual es comunmente encontrada como parte importante de la flora contaminante de
la carne curada Brochothric thermosplracra, €3 un MICTOOrEANISMIO quE S eNcuentra tanto
en la carne tresca como en los productos carnicos, aunque cabe mencionar que ¢l porcentaje

¢n el que se presenta en cada uno de los tipos de carne os diferente (Jay, 1992, Price, 1987)
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Tabla 7 Tiempo de generacion de las bactenias presentes en ia carne almacenadaa 5 °C
{Gill y Newton, 1978)

Ticm;;:)_ac gcncrnc}on (h)

Geénero ) Acraobiosis Anaerobiosis

Psendomonas 54 e
Acinerobacrer 6 3-107 —
Brochothrix 7.3 20.1
FEmterobacrer 78 232
Lactobacillus 65

Con basc en los estudios realizados por Gardner y col, 1966, Nichelson, 1980 y
Gardner, 1981, se demostro que Brochothrix thermosphacta tiene una incidencia muy baja
en los alimentos frescos sin empacar, alcanzando un porcentaje masimo de 5 %%, ¢l cual
podna ser explicado tomando en consideracion el mavor tiempo de generacion para éste
microorganismo, comparado con ¢l de otros generos bactenianos, el cual tambien pude verse
afectado por una menor afinidad por los sustratos que sostienen su metabolismo. comparada
con la que presentan las bacterias acido lacticas y Frnerobacterias (Gill v Newton, 1973)
Ademas de que ¢l metabolismo anaerobio. ¢n general es considerado como un proceso

energéticamente menos rentable que e acrobio. lo que ocasiona que ¢i tiempo de generacion

at considerabl ite (Lehninger, 1981)




El tiempo de generacion para Brochothrix thermosphacta en condiciones acrobias
es de 7.3 horas mientras que en anacrobiosis es de 20 | horas, mismo que pucde ser
modificado. dependiendo del microorganismo con el que compita (Tabla 8) y la proporcion
en la que se encuentre cada uno (Gill y Newton, 1978)

En la carne fresca el crecimiento de las especies acrobias puede cesar cuando hay
poca disponibilidad de oxigeno, en tales circunstancias Fsendomornaes se encarga de
disminuir ta concentracion de oxigeno hasta miveles que obliguen a los microorganismos
facultativos a realizar un metabolismo fermentativo, cf cual se lleva a cabo en mayor tiempo,
lo que permitira que Psewdomonas pueda consumnir gran parte de los nutrientes ¢ impedir el
crecimiento de sus competidores (Jurgen, 1987, Jay, 1992)

Cuando  HBrochothrix  thermosphacta  se  encuentra  en  competencia  con
Pseundomaonas, ésta altima en un tiempo muy corto puede lleear a alcanzar una cifra de 10°
ufe/em® lo que la mantendra como especie dominante evitando con cllo que Brochothrix
thermosphacta sc multiplique, dando como resultado una baja incidencia de éste

microorganismo en la carne tresca (Gill y Newton, 1978)
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Tabla 8. Crecimiento bacteriano en carne sin empacar almacenada a 10 °C en presencia de

otras especies que s¢ encuentran en mayor proporcion (Gill y Newton, 1978)

Microorganismo
presente ¢n mayor
proporcion

P fluorescernt

P fluorescent
Ererobacter
Ermterobacter

B thermosphacta

B rthermosphacta

Microorganismo
presente en menor
proporcion
Enterobacter

1 thermaosphacra
£ fTuorescent

B thermosphacta

P fluorescent

Fruerobacter

Tiempo de gencracion del
microorganismo
minontario (h)

104

Maxima densidad
celular del
microorganismo
minoritario (h)
624107
7.1 « 107
1.1 <« 107
2.7 < 107
16=10°

7.6 < 10*

Si en la carnc estan presentes Furerobacter v Brochothric thermosphacta en la

misma proporcion inicial, Fruerobacter a pesar de tenecr un tiempo de generacion mayor

(Tabla 7). se multiplica mas rapido que Brochothric thermosphacta debido a que

Emerobacrer tiene una mavor afinidad por la giucosa que HBrochothric thermosphuacta,

como consccuencia. frerobacter llegara a ser la especie dominante ocasionando que el

tiempo de generacion de Brochothrix thermosphacta, pase de 7 3 a 9 1 h (Gill y Newton,

1978).
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Cuando se tiecnen condiciones aerobias Brochothrix thermosphacta solamente
utiliza 1a glucosa y en algunas ocasiones emplea el glutamato, pero si se tienen condiciones
anscrobias Brochothrix thermosphacta, solo es capaz de usar la .glucosa. mientras que
Pseudomonas y Enterobacter son especics mas versatiles que emplean otros sustratos
(Tabla 9 ) ademas de 1a glucosa (Gill y Newton, 1978)

Cuando Brochothrix thermosphacta se hace crecer en un medio minimo como el
medio APT, en el cual la cantidad de glucosa es muy baja, se favorcece la produccion de
acido isobutirico ¢ isovalérico, pero si al medio se le adiciona una cantidad importante de
glucosa, los productos resultantes del metabolismo de ¢ste MICToOrganismo son. acctoina
acido acético, 2,3-butanodici, 3-metil butanol y 3- metil propano! (Dainty, 1980 v 1983). La
proporcion de cada uno de éstos compuestos depende de 1a cantidad de glucosa presente en
el medio de cultivo (Jay, 1992)

Se ha comprobado que la adicion de un 2 %6 de glucosa a la carne cruda, reduce el
pH y retrasa la aparicion de olores desagradables y de mucilago sin afectar a la flora general
causante de alteracion Una alternativa para reducir considerablemente la cantidad de
compuestos volatiles que le conficren olores desayradables a la carne. es la adicion de
ulucosa para estimular la produccion de acetomna. v reducir la produccion de otros

compuestos, vsto no solamente en la carne fresca. sino tambicn en la camme empacada

(Shelef, 1977)
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Tabla 9. Empleo de los distintos compuestos solubles presentes en la carne por parte de la
flora contaminante (Gill y Newton, 1978)

Género Glucosa Glucosa o- Aminoacidos Lactato
fostato

AEROQBIOQSIS
B thermosphacta XX —_ XXx* —
Psendomonas XX . xXx* X
Emerobacter XX XX X X
Acinetobacter _ _ xx* X
ANAEROBIOSIS
B thermosphacta XX . _— .
Lactobactllus XX _ XX _
Emerobacter XX XX

XX Miximo grado Jde creciminento
2) Glutamato. aspartato. scnna. prolina v alanina
b) Solamcntc glutamato

<) Solamente argtnina

La acetoina producida por Hrochothrix thermosphacta puede ser oxidada a
diacetilo y acetato. El diacetifo ocasiona sabores asociados con los productos lacteos, lo que

©s una caractenstica indeseable en carnes (Gill, 1986)




Tabla 10 . Compuestos volatiles de origen microbiano producidos cn carne ( Guerrero v

Taylor, 1994)

Microorganismos

Condicion de almacenamicnto

Compuestos producidos

Psendomonas spp

DBrochothrix
thermosphacta

Enterobacteriaceae

Bacterias lacticas

AEROBIOSIS
Al agotarse la glucosa utilizan
los aminoacidos

Medio complcjo

Medio minimo

AERORIOSIS

A 10 °C, cuando se agota la
glucosa v utilizan aminoacidos

Utilizan la glucosa v arginina
principalmente

Mal olor debido a los sulfuros,
acidos y esteres

Extremo mal olor acetoina,
acido acetico, isobuurico,
1sovalerico, aldehidos v
alcoholes

acidos grasos de cadena
ramificada

Poco olor, acido lactico y
otros acidos volatiles

Olores desagradables
ocasionados por la produccion
de aminas biogénicas, acido
sulfhidrico, sulfuros

Acidos grasos volatiles,
algunas especies producen
acido sulfhidrico
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Cuando Brochothrix thermosphacta se encuentra en la carne en cantidades de 10°
ufc/em’, se presenta una secuencia de eventos que se¢ inicia con olores a leche/grasa/queso,
debidos a 1a acetoina, diaccetilo y 3-metil butanol, posteriormente ¢l olor es dulce /afrutado,
ocasionado por la presencia de ésteres de acidos grasos de cadena corta producidos por
Psendomonas Finalmente cuando #sendomonas alcanza la cifra de 10 7 ufe/em?, se produce
un olor a sulfuro junto con la tormacion de limo en la superticie (Guerrero v Calderon
1994)

La incidencia de Brochothrix thermosphuacta en el lomo fresco de cerdo sin
empacar, ¢s de 2-3 %5 del total de 1a tlora contaminante, mientras que en el lomo empacado
(Tabla 11) bajo ciertas condiciones de almacenamiento dicho porcentaje se eleva a valores
cntre 17-18 %5 (Garner, Carson y Patton, 1967). El incremento en la proporcion de
Brochothrix thermaosphacta como flora contaminante de la carne empacada sc debe a que
las condiciones de almacenamiento impiden o desarrollo de Pswendomonas y  alargan
considerablemente el tiempo de generacion de Fnrerobacterias, con lo cual se deja el camino
libre para la rapida proliferacion de Brochothrix thermosphacta pero sin superar en numero
a Lactobacillus (Gardner ¥ col |, 1966)

Aunque la incidencia de Brochothric thermosphacta es muy baja en la carne fresca
de cerdo. es necesario reconocer la capacidad que tiene este microorganismo para ocasionar

cambios que deterioran {a calidad de la carne fresca almacenada en retrigeracion (Tabla 10)
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Tabla 11. Incidencia de Brochothric thermosphacta en lomo de cerdo sometido a
ciertas condicti de almac 3 o (Gamer, Carson y Patton, 1967)

impermeable

Pclicula pcr;r—n-cablf_:

14.9 % de CO; 243 % de CO; 16 °C/3 dias
16 °C/4 dias 16 °C/4 dins
100 %% 18026 3.0 %
7.4% de CO: 12 3 %5 de CO: 2°C/14 dias
2°C/14 dias 2°C /14 dias
11 0% 17.0%% 2.0 %,

2.6 FLORA CONTANMINANTE DE ILA CARNE EMPACADA

El manejo de la came utilizando empaques v atmosferas moditicadas son practicas
que sc llevan a cabo con ¢l propasito de prolongar en la medida de 1o posible la vida de
anaquel de 1a carne (Jay, 1992). Para poder realizar ¢sta operacion de manejo de la carne, se
emplean materiales de empaque con caracteristicas especiales, asi como una combinacion de

distintos gases, a saber, dioxido de carbono. nitrogeno y oxigeno en distintas proporciones

(Jay, 1992).
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El empaque al vacio es considerado como una variante de atmostera modificada
(Guerrero y Calderon, 1994), v ha quedado decmostrado que la vida atil de la came
empacada al vacio. ¢s inversamentc proporcional a la permecabilidad de 1a pelicula que
recubre la came (Newton v col |, 1979)

L.a base del empleo de dioxido de carbono en las atmosferas controladas, es ol efecto
inhibitorio que dicho gas tiene sobre ¢f crecimiento microbiano [.as bactenas mas sensibles
a las altas concentraciones de C0O: son las wram nerativas, entre las que se¢ encuentra ol
género Pseudomonas, mieatras que las bacterias acidolacticas v las anacrobias son las mas
resistentes (Jay, 1992)

El uso de un determinado material de empaque v la composicion de la atmosfera,
depende de las caracteristicas que se deseen conservar, por cjemplo en el caso de la venta de
cortes al menudeo. la conservacion del color es una de 1os atributos mas impontantes, por o
que se recurre al empleo de peliculas semupermeables al oxigeno debido a gque este gas
contribuve de forma importante para conservar ¢l color rojo brllante, que ol consumidor
asocia con la frescura de la came. mientras que para los cortes destinados para la venta al
mayoreo, donde la caractenstica mas imponante ¢s una vida aul larga, se emplean empaques
de baja o nula transmision de oxigeno (Gnitfin v col | 1985)

A medida que la concentracion de dioxido de carbono se incrementa en la atmostera.

es posible inhibir el crecimiento de la mayona de los microorganismos responsables det
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deterioro del tejido muscular, quedando activos solo aquellos que toleren las condiciones
prevalentes, 1al es ¢l caso de factobacilius, Fnterobacter v Brochothric (Jay, 1992)

Por otra parte si se emplea una envoltura impermeable al oxigeno, como
coasecuencia del aumento de 1a concentracion de CO: v de la disminucion del potencial de
oxido-reduccion., resuita favorecido ¢l crecimiento  de  las  bactenas  acidolacticas,
Farerobacterias v Brochothrix thermeonsphacta (Seideman v col, 1976, Seman, 1989,
Vanderzant v col., 1985) Uno de los cfectos de la presencia de estos microorgamsmos en la
carne empacada. es la disminucion del pH, con lo cual c¢rean un medio destavorable para el
¢recimiento de la mayoria de las bacterias gram neganvas (Jay, 1992)

En general el cfecto inhibidor de la concentracion de dioxido de carbono se
incrementa conforme disminuyve la temperatura, debido principalmente a la mayor solubilidad
del gas a baja temperatura v la formacion de acido carbonico, lo que trac como consecuencia
una disminucion importante del pH (Jurgen (1987, Jay, [992)

Cabe schalar que no siempre el mayor grado de inhibicion se alcanza a bajas
temperaturas, por cjemplo en ¢l caso de Brochothrix thermosphacra, cuando se tiene una
temperatura de 2 °C y una concentracion de dioxido de carbono de 25 %5, en lugar de

inhibir ¢l crecimiento, d¢ste se incrementa hasta alcanzar un 100 o (Fig 4). micntras que

cuando la temperatura es de 16 °C y 2 5 %6 de COs el crecimiento es cercano al 30 %%

Cuanda la
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concentracion de dioxido de carbono se incrementa a vilores supenores del 5 2%, ecmpicza a
hacerse evidente el efecto inhibitorio del anhidrido carbonico sobre el crecimiento de

Brochothrix thermosphacta (Gardner, 1967)

Figura 4. Efecto de la concentracion del CO; en ¢l crecimiento de Srochothrix
thermosphacta en came de cerdo empacada y almacenadaa 2 °C v 16 °C
{Gardner y Carson, 19671
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Cuando en condiciones de anaerobiosis Brochothrix thermosphacta se encuentra en
la carne compitiendo con Enterobacter por los nutrientes presentes en el tejido muscular, la
especie que predomina sigue siendo frnerobacter, debido a su mayor atinidad por la glucosa

comparado con {a que presenta Brochothrix thermosphacta.
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Si en el tejido muscular se encuentran compitiendo firochathrix thermeosphucta con
Laciobacilius, es evidente el dominio de los Lacrobacilins frente a Brochothrix
thermosphacta, debido a la capacidad que tienen los Jacrobactllus de sintetizar sustancias
que inhiben el crecimiento de otras especies (bacteriocinas), ademas de que Zactobactllies
tiene un tiempo de generacion menor (Tabla 7) que Brochothric thermosphacra (Guerrero

v Calderon, 1994)

Fig. 5. Crecimiento anaerobio de Lactobacillus (a) con Fruerobacter (by y Enterobacter
(c) con Brochaothrix thermaosphacta (d) en came almacenada a 10 °C (Gill y
Newton, 1978)
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Roth y Clark en 1975 y Gill y Newton en 1978, determinaron que los Lactobacillus
inhiben de modo importante €l crecimiento de Brochothrix thermosphacta (Fig S), cuando
se encuentran presentes en la carne envasada al vacio en cuentas aproximadamente iguales,
aunque cabe mencionar que esta inhibicion no tiene lugar en la carne que ha madurado en
una atmaosfera con un elevado porcentaje de oxigeno (Jay, 1992)

No obstante. cuando la flora inicial de l!as carnes envasadas al vacio conuene
cantidades imponantes de Brochorthrix thermosphacta, este microorganismo puede llegar a
crecer con mayor rapides ¢ incluso superar a las bacterias lacticas homofermentativas y
heterofermentativas ¥ convertirse en la especie dominante con ¢l consiguiente deterioro de!

tejido muscular que ocasiona (Egan y col . 1980)

2.7 CARACTERISTICAS DE Brochaorhrix thermosphacra

Brochothrix termaosphacta, (antes Microbacterium termosphactumn), su nombre se
deriva del latin; Gr.n brochos. onda;, Gr n thrix, hilo. ther'mos phac. ta. M. L fem. adj
therme Gr. n. calor: sphactos Gr adj. muerte, muerto por calor ( hilo ondutado que muere
por calor), tue aislado por primera vez a panir de un embutido fresco de came de cerdo
conservado a una temperatura entre 5-8 °C ., y en carne fresca de cerdo en 1953 por McLean

y Sulzbacher ( Manual Bergey's. 1986). También se encontro en carne de pescado fresco,
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ahumado y congelado, asi como en chicharos y frijoles congelados, en leche, queso cottage
y salsa de tomate preempacada (Gardner, 1981) Nichelson y col, en 1980, encontraron a
estc microorganismo en todas las ctapas de procesamiento del pescado (entero,
descabezado, eviscerado, salado vy en carne picada) de seis diferentes especies, capturadas en
et Goifo de A\-léxico (Manual Bergey’'s Manual, 1986)

En 1919 Orla-Jensen propuso la creacion del genero Aicrobacterium  Originalmente
dicho género estaba constituido por cuatro especies a saber, Microbactertum lacticum, M
Slavum, Al heuefacrens 'y M mesentericum y no fué sino hasta 1953 que Mc Lean y
Sulzbacher promovieron la inclusion de M thermosphacturm en este género

Desde un principio dicho géncro bacteriano resulté muy controvertido debido a las
diferencias existentes cntre las especies que lo constituian de ahi que en la 5* Edicion del
Manual Bergey's, este género fuera ubicado dentro de la familia Bacteriaceae, en la 6°
edicion en la famitia Lactobacillaceae, en la 7* edicion, dentro de la Convnebacteriaceae
(Manual Bergey's, 1974)

En 1976, Sneath y Jones propusieron la creacion de un nuevo genero, Brochothrix,
para incluir como Gnica especie a Brochothrix thermosphacta, vy es a partir de la novena

edicion, que esta especie posee una ubicacion definitiva ( Manual Bergey's, 1986)



Una de las razones para poner a Brochothrix thermaosphacra, deatro de un géncro
aparte, es ¢l poco parecido que tiene con respecto a otros microorganismos pertenccientes a

ilias antes 1 das ( Mortimer, 1981)

{as f:
Cabe sefialar que Brochothrix thermaosphucta comparte algunas caracteristicas, pero
también prescnta diferencias con especies tales como A flavum v A lacucum. Kurtiua zopfii
Jdactobacillus v Listeria monocytogenes (Davidson y col |, 1968, Davis v col., 1969, Manual
Bergey's, 1974, Mortimer, 1981, Feresu y Jones, 1988 )
Davidson, Mobbs y Stubbs, en 1968 rcalizaron un estudio comparativo de las
diferentes propiedades morfologicas y fisiologicas entre A flanum, M lkicticum y M

thermosphactum en donde se pusieron de manifiesto las  diferencias entre M

thermosphactum con respecto a A fTcnum y M lacticum (Tabla 12)
A pesar del enorme parecido entre estas ‘res especies, existen diferencias que

obligaban a iderar seri e el lugar ocupado por fBrochothrix thermosphacta dentro

del género Microbacterinm (Manual Bergey's, 19743)
Fuc en base a los resultados obtenidos por Collins—Thompson en 1972, que se

tuvieron las herramientas necesanas  para  justificar la  coxclusion de Brochothrix

thermosphacta y ubicarlo dentro de otro geéncro En el estudio realizado por éstos

investigadores, se determino que €l 26 G+C para A flavum (58 °w) v para A lacticum



(63 %%) son similares al que presenia ¢l géncro Comvnebacterium (48-59 %), mientras que
Brochothrix thermosphacia (36 %) tiene un porcentaje que nada tiene que ver con dicho

geénero bacteriano (Manual Bergey's, 1974)

Tabla 12. Caractensticas morfologicas y fisiclogicas de las microbacterias
(Davidson, Mobbs y Stubbs, 1968)

13 thermosphacta A lacticum AL flavum

Caractenisticas
(M thermosphactum)
+

Pleomortismo celular
Metabolismo de la glucosa
Rojo de metiio
Voges-Proskawer
Reduccion de nitrato
Catalasa

Bencidina

Citocromos presentes a, by, aa; a,
Crecimiento a.
4°C

20°C

30°C

37 °C

Fermentativo Fermentativo Fermentativo
-

|+

-
+

g+
n
I
gerl ]

| + ¢4
ttt]
4t

Para poder llevar a cabo la diferenciacion entre Brochothric thermosphacta v
Kurthia zopfii. es necesario considerar las similitudes y divergencias propias de cada género
(Tabla 13) Dentro de las diferencias mas relevantes, se encuentra ¢l metabolismo aerobio
facultativo que lleva a cabo Brochothric thermosphacta mientras que Kurthia zopfis es un

aerobio estricto, tambi¢n cabe sefialar que Brochothrix thermaosphacta es inmovil mientras

que K copfii es movil debido a la presencia de flagelos peritricos (Manual Bergey's, 1974)



Con respecto a las caracteristicas mas imrportantes que comparnte Brochothrix
thermosphacta con K :opfis. se encuentra ¢l pleomortismo celular que se tiene en los
cultivos jovenes con respecto a los cultivos viejos, la incapacidad para crecer a elevadas
temperaturas, aunque se¢ ha reportado que algunas cepas de A" zop/fir pueden llegar a crecer a
-35 °C, incapacidad para hidrolizar 1a gelatina, asi como la falta de la enzima nitrato reductasa

(Manual Bergey's, 1974)

Tabla 13 Caracteristicas morfologicas y fisiologicas de Brochochrix thermosphacta
y Kurthia zopfit (Manual Bergey's, 1974)

Caracteristicas Brochothric Kurithia zopfis
thermosphacta

Colonias rizoides —_ +
Metabolismo aerobio Facultativo Obligado
Catalasa - +
Oxidasa — _
Movilidad — +
Crecimiento en STAA - _—

Prod. acido a partir de

carbohidratos + —
Reduccion de nitratos - o
RM-VP + hovad

En 1953, McLean v Sulzbacher notaron un cierto parecido entre Brochothrix

thermosphacta y los lactobacilos. por lo que ¢l género Microbacterium fue colocado dentro

s Y

~tfluy princip <

de la familia Lactobacternaceae, diferenciandose del género fac.

por ser catalasa positivo (Bred. Murray v Hitchens, 1948)
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Estudios taxonomicos realizados por Robinson., 1966b, Davidson y col. 1968,
Davidson y col.. 1969, Davis y Newton. 1969, Collins-Thompson, 1972, Jones, 1975,
Wilkinson y Jones, 1977, Feresu v Jones, 19838, indican que los géneros mas parecidos a
Brochothrix thermosphacta, son Lusterna v lactobacillus, pero en ninguno de cstos
estudios esta justificada la inclusion de Brochothrix thermosphacta como una cspecic que

pudiera pertenecer a alguno de estos generos (Morntimer, Starr, 1981)

Tabla 14. Caracteristicas que distinguen a Brochothrix thermosphacta
de Listeria monocytogenes (Feresu y Jones, 1988)

Caracteristica o Brochothrix thermosphacta
Pleomortismo

Movilidad

Crec a s°C

Creca35°C

Crec a 50°C

Produccién de acido a parur de

ria monocytogenes

13l

+
+
-
+

Galactosa
Inositol
Inulina
Manitol
Rafinosa
Sacarosa
Xilosa

tEE A4+

RN

B-hemolisis —

+

Sensibilidad al Sulfato de —_
estreptomicina _

+
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En 1988 Feresu y Jones Hevaron a cabo un estudio taxonomico para determinar las

diferencias existentes entre  Brochothrix  thermosphacta,  Listeria  monocytogenes,

bacillus En la tabla 14, se encuentran algunas de las caracteristicas

Enysipelothrix y Lac
que diferencian a Brochothrix thermaosphacta de Listeria monocytogenes.

El parecido entre Brochothrix thermosphacta v las bactenas acido lacticas, se limita
a la capacidad para crecer en anacrobiosis v bajo atmosferas con un alto porcentaje de

diéxido de carbono, ademas de 1a produccién de dcido lactico a partir del metabolismo de la

glucosa (Guerrero y Calderén, 1994)

2.7.1 TEMPERATURA DE CRECIMIENTO

La temperatura es uno de los factores externos que mas influencia tiene sobre el
crecimiento microbiano En el caso de los microorganismos psicrotrotos. el metabolismo
celular puede ser afectado positiva o negativamente afectando de forma importante, el ritmo
metabolico. el transporte de los nutrientes al interior de la celula, ef tamano celular en el
caso de ciertos microorganismos puede aumentar, una sintesis flagelar mas eficiente v la

disminucion del tiempo de duplicacion cuando ¢l microorganismo ¢s sometido a incubacion

con aereacion (Jay, 1993)
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En el caso del ntmo metabolico, los microorganismos psicrotrofos son mas lentos,
comparados con los mesofilos. Segun los estudios realizados por Ingraham en 1962, al

descender la temperatura ¢l crecimiento de los microorganismos psicrotrofos disminuve v se

vuelve mas lento que ef de tos mesotilos

En los estudios realizados por Wilkins v colaboradores en 1972 y 1973, s logro
determinar un activo metabolismo en especies psicrotrofas ¢l cual se debe a un eficiente
sistema de transporte de nutrientes resistente al frio mismo que se encarga de proporcionar a
la célula, clevadas concentraciones de sustratos intracelulares

Los microorganismos psicrotrotos suclen tener ¢n su membrana lipidos que
proporcionan mayor fluidez Es posible suponer que la mayor movilidad de la membrana de

los microorganismos psicrotrofos facilite el transporte de nutrientes a traves de la membrana

a temperaturas bajas Ademas, en estas condiciones, las permeasas de transporte de los
microorganismos psicrotrotos, son mas operativas que las de los mesofilos Cualquiera que

sea ¢l mecanisma especitico del aumento del trasporte de nutnentes, se ha demostrado que

los microorganismos psicrotrofos son mas activos que los mesotilos en cuanto a la absorcion
de solutos a baja temperatura (Jay, 19943)
Segun  los  estudios realizados por Olsen y  Jeseki en 1963, cuando un

microorganismo psicrotroto s incubado a baja temperatura, ¢f tiempo de generacion del

cultivo, disminuye considerablemante si se aerca durante ¢l periodo de incubacion
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En un estudio con microorganismos psicrotrotos anacrobios facultativos realizado en
anacrobiosis. se¢ puso de manifiesto que los microorganismos crecian lentamente y que eran
capaces de sobrevivir por mas ticmpo, que monan rapidamente cuando cran sometidos a
altas temperaturas ¥ que en anacrobiosis producian cantidades masximas de celulas que eran
Stohes, 1962y

de menor tamafo que las crecidas en acrobiosis (Upadhyay

Segun Sinclair v Stokes, 1963, las cifras de recuento gencralmente elevadas en el

caso de los microorganismos psicrotrotos incubados a baja temperatura. son debidas en
parte al aumento de la solubilidad del oxigeno v consecuentemente a su mavor disponibilidad
{Jay. 1994)

2.7.2 NATURALEZA DE__1.A TERMOSENSIBILIDAD DE_1.OS

MICROORGANISMOS PSICROTOFOS

Desde hace anos se ha sabido que los microoruanismos psicrotrofos, generalmente
son incapaces de crecer a temperaturas por encima de 30 °-35 °C lLos primeros en sefalar
las causas de esta limitacion tucron Edwards v Rettger en 1937, quienes llegaron a la
conclusion de que la temperatura maxima de crecimiento de las bactenas puede tener una
determinada relacion con la temperatura minima de destruccion de las enzimas respiratornias

Se ha demostrado que algunas  enzimas  respiratorias son  inactivadas a  las

temperaturas maximas de crecimiento de algunos microorganismos psicrotrotos
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Por lo tanto, la sensibilidad termica de determinados 3 s de los microorg
psicrotrofos, es por lo menos, uno de los factores que limitan su crecimiento a baja
temperatura (Jay, 1994)

Cuando sc someten algunos microorganismos psicrotrofos a temperaturas superiofres
a su temperatura maxima de creamento, la muerte de las celulas va acompaiada de 1a salida
de varios constituyentes intracetulares (Hagen, 196, Haight, 1966, Strange, 1964) Se ha
demostrado que las sustancias que salen al exterior de la célula son: proteinas, DNA, RNA,
aminoacidos libres y fostoro de los lipidos

Si bien no sc conocen del todo las causas concretas de la salida de los constituyentes

de la célula, el parecer en este proceso interviene la ruptura de la membrana celular, siendo

estos acontecimientos, la consecuencia de la inactivacion de los enzimas celulares (Jay,

1994)
Cualquiera que sca el verdadero mecamismo de la muerte de las ceéluias de los

microorganismos psicrotrotos a temperaturas de unos pocos grados por encima de su
temperatura maxima de crecimiento, su destruccion a ¢stas temperaturas relativamente bajas
es tipica de este grupo de microorganismos Esto es especialmente cierto para aquellos

microorganismos que lienen una temperatura optima de crecimiento de 20 °C o ligeramente

superior a esta
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La referencia de varios investigadores sobre microorganismos psicrotrofos aislados y

estudiados en las ultimas dos décadas, revelan quc estos microor son de

crecer a 0 °C, con un crecimineto optimo dentro de un intervalo de temperatura
comprendido entre los 15 ° y 25 °C y una temperatura maxima de crecimiento entre 20 v 35

°C (Hagen, 1964, Haight, 1966, Larkin, 1966, Sinclair, 1964 y 1965, Straka, 1960)

Brochothrix thermosphacta, MICROORGANISMO PSICROTROFQ

Brochothrix thermosphacta al ser un microorganismo psicrotrofo, juega un papel
impotante en ¢l deterioro de la carne refrigerada asi como de la came cmpacada bajo
atmosferas controladas a temperatura de refrigeracion (Guerrero y Calderon, 1994).

Es capaz dc crecer bien a una temperatura entre 0 a 5 °C, su crecimicnto optimo
tiene lugar a temperaturas entre 20 a 22 °C pero ain a O y a -1 °C sigue creciendo, a 37 °C
no hay desarrollo debido a la naturaleza de las proteinas que conforman a la célula, ya que a
esta temperatura se altera la estructura protéica de Ia membrana celular y la actividad de

ciertas enzimas, ocasionando una destruccion total de la bacteria. sin embargo, cxisten

algunas cepas mas

que son cap de sobrevivir a 55 °C durante 10 minutos e

incluso a 63 °C, pero la mayoria de las cepas mueren pasados los 5 min (Noskowa, 1972).



Su crecimiento optimo tiene lugar entre 20 y 22 °C, a una temperatura entre 0° v 3
°C sigue creciendo y en menos de 7 dias se pueden llegar a alcanzar cuentas elevadas
(10%celem®), por cllo sc considera como una de las cspccies responsables de la
descomposicion de la carne almacenada en refrigeracion y principalmente de los productos
empacados con atmosferas controladas

En 1967 Gardner y coi., determinaron que el efecto inhibitorio del empleo de las
atmosferas con un alto contenido de dioxido de carbono puede potencializarse cuando se
tiene un control de la temperatura. Estos investigadores trabajaron con varias cepas de
Brochothrix thermosphucta, Lactobacilius y Kurilua zopfit y lo que observaron en el caso
especifico de Brochothrix thermosphacta fue que las bajas concentraciones de dioxido de
carbono. estimulan el crecimiento de esta especie, incluso mas quc el de Lacrobacriius, pero

a medida que se incrementa la concentracion del anhidrido. el grado de inhibicion se hace

evidente. Cabe resaltar que 1a inhibicion del crecimiento de Brochothrix rhe sph. es

mayor cuando la temperatura es de 16 °C que a 2 °C (Figura 5.)
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2.7.3 PLEOMORFISMO CELULAR

n, o

hrix ther ph es un microorganismo cuyas ceélulas presentan
diferencias morfologicas importantes, siendo ésta una de las caracteristicas que lo distinguen
de otros microorganismos, aunque dicho pleomortismo no es exclusivo de Brochothrix
thermosphacta, sino que también se puede observar en varias especies del género
Arthrobacrer y Kurthia zopfir. Las diferencias entre este genero y especie con respecto a
Brochothrix thermosphacta, ¢s muy grande ya que las especies del género Arthrobacter al
igual que Kurthia zopfir son aerobios estrictos, siendo incacapes de crecer en ¢l medio
selectivo (STAA) para ¢l aislamiento de Brochothrix thermosphacta (Gardner, 1966)

El pleomortismo que presenta Brochothrix thermosphacta, varia en funcion del
medio de cultivo empleado. de la composicion del mismo y de la edad del cultivo (Davidson

y col., 1968).

Cuando se tiene un cultivo joven de Brockothrix th sphacta, el microor i >
se presenta como bacilos largos, gram positivos y tienen una longitud de 1.0-20 pm y un
diametro de 0.6-0.75 pm. mientras que cuando el cultivo envejece, los bacilos se trasforman
en células cocoides, en tales circunstancias el diametro de los cocos es de 0.3-0.5um

(Manual Bergey's, 1986).




Dicho plcomorfismo sc presenta en una misma colonia, por ejemplo. en la pante
central, Brochothrix thermaosphacta, tiene forma cocobacilar agrupandose en cadenas
cortas y en racimos irregulares, mientras que cn la penferia lo que se observa son bacilos
largos acomodados cn cadenas largas, lo que indica que en ¢l centro de la colonia se
encuentran las células vicjas v en la periferia las jovenes (Conn y Dimmick, 1948 y
Stevenson, 1961).

En los cultivos vicjos. de poco mas de 24 h. los bacilos se convierten en células
cocoides y tanto unos como otros, pueden llegar a perder la capacidad para retener la
tincion de Gram (Davidson y col., 1968)

La composicion del medio de cultivo, juega un papel importante en el desarrolio del
ciclo cocobacilar, por ¢jemplo, cuando se emplea el medio de cultivo APT, la reversion de
bacilos largos a bacilos cortos y posteriormente a cocobacilos, no es tan pronunciada como

cuando sc utiliza el medio BH!I (Davidson y col. 1968)

274 METABOLISMO AERORBIO

Brochothrix thermosphacta, es un microorganismo aerobio facultativo y es
responsable del deterioro de 1a carne y de otros alimentos, tanto frescos como empacados

En el caso especifico de la came. ¢l deterioro ocasionado por este microorganismo es



menor cuando se tiene la carne fresca sin empacar, debido a quec otras especies no le
permiten alcanzar cuentas elevadas que den lugar a una rapida descomposicion, rientras que
en la carne empacada, debido a la falta de oxigeno, se inhibe el crecimiento de especies
como Pseudomonas, con lo cual ¢l porcentaje de Brochothrix thermosphacta en la came
empacada se incrementa considerablemente (Guerrero vy Calderon, 1994)

Una de las diterencias importantes entre la carne empacada ¥ sin empacar que se
s ¢l porcentaje que puede

encuentra contaminada por Brochorhrixc thermosphacta,
alcanzar este microorganismo en cada tipo de carne, de ahi la importancia de que en la carne
fresca que vava a ser destinada para la eiaboracion de productos carnicos © que sea
almacenada por largo tiempo. se procure tener una cuenta minima posible de este
microorganmsmo (Guerrero v Calderén, 1993) Aunque generalmente en la carme empacada

las bacterias lacticas s¢ encuentran en mayor cantidad que Brochothrix thermosphacta, el

detetioro que éste ficroorganismo puede ocasionar en el alimento. e¢s de considerable

umportancia.
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METODOLOGIA




METODOLOGIA

3.1 TOMA DE MUESTRA

Para el desarrollo de este trabajo se manejaron tres muestras de piermna fresca de
cerdo procedentes de distintos animales, dichas muestras fueron adquindas en una
carnicena, la cual se abastece de came procedente del Rastro Municipal de Santa Clara,
Ciudad Nezahualcoyotl de la Zona Metropolitana La metodologia seguida para el desarrollo
de este trabajo de invesugacion fue la siguiente

* Para la preparacion de la mucestra tue necesario trabajar bajo condiciones de

esterilidad
* Se¢ tomo una porcion de 10 0 g de carne de cada una de las diferentes muestras
de pierna de cerdo

“ Los 10 O ¥ de carne, se transfirieron a un vaso de licuadora, se adicionaron 90 mL
de agua peptonada al 0.1 ®% v se licuo aproximadamente a 800 rpm durante 2
minutos ( dil. 1-10).

*® Se hicicron diluciones hasta 10

* Se realizo la cuenta en placa por vertido, utilizando ¢l medio sclectivo para et

aislamiento de Brochothrix thermosphacia, agar aulfato de estreptomicina-

acetato de talio, actidiona (STAA) desarrollado por Gardner en 1966
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*. Las cajas se ctiquetaron c incubaron a una temperatura entre 20 a 25 °C
durante 24 horas.

* Una vez concluido ¢l periodo de incubacion. se selecciono la dilucion mas
adecuada para la toma de las colomas que presentaban fa morfologia tipica de
Brochoehrix thermesphacra. Las colonias se transtirieron por duplicado a dos
placas con medio STAA. Las placas inoculadas se someticron a un segundo
periodo de incubacion

* Una vez concluido el segundo periodo de incubacion. se procedio a realizar

* La observacion de la morfologia de las colonias
* Las pruebas bioquimicas generales
*La observacion de la morfologia celular al microscopio

=L as pruecbas bioquimicas especificas

3.2 MORFOLOGIA COLON

Al _DE Brochothrix thermosphacta

Las colonias de Brochothrix thermosphacta, presentan ciertas particularidades, por
lo que es necesario tomar en cuenta e! tamafio, la forma y los bordes de la colonia para

poder recalizar una adecuada primera seleccion de las colonias del microorganismo en
estudio



Las caracteristicas coloniales de Brochothrix thermosphacta, se  enlistan a
continuacion

* Colonias redondas, opacas, no pigmentadas, convexas con bordes completos en los
cultivos jovenes de 18 h, mientras que en los cultivos viejos (24 h o mas) la colonia adquiere

una apariencia de huevo frito  El diametro de las colonias esde 0 75-1 5 mm

3.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS GENERALES

Una vez hecha la seleccion presuntiva de las colonias que presentaban las
caracteristicas coloniales de Brochothrix thermosphacta, se realizaron las  prucbas
bioquimicas generales para este microorganismo. con el fin de descantar aquellas que no
tuvieran el perfil de Brochothrix thermosphacta,

La seric de pruebas bioquimicas generales que se realizaron en el presente trabajo,
fucron las que llevaron a cabo Feresu v Jones en 1983, para el estudio taxonomico de
Brochothrix thermosphacra v otros microorganismos relacionados, asi como las sugeridas
por Collins y Keddic ¢n la 9 edicion del Manual Bergey's, 1986 Dichas prucbas se
presentan a continuacion

* Oxidasa

* Catalasa



* RM-VP

* Movilidad

Produccion de indol

Produccion de H:S

Oxidacion -Fermentacion
Reduccion de Nitratos

Temperaturas de crecimicnto

Crecimiento con ¢ S v 10026 de NaCl
Determinacion de ta presencia de Citocromos
Hidrolisis de 1a Caseina
Hidrolisis de la Gelatina

Crecimiento en ¢l medio MRS

3.4 MORFOLOGIA MICROSCOPICA

Camo  se  menciono  anteriormente.  Brochorthrix  thermosphacta,  ¢s  un
microorganismo pleomortfico, su morfologia varia en funcion del medio de cultivo empleado.

de la composicion del mismo v de la edad del cultivo

Se cree que para adaptarse a condiciones adversas y poder sobrevivir, la célula

realiza cambios en su estructura morfologica (Davidson y col | 1968)
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Cuando se emplea ¢l medio de cultivo APT, la reversion de bacilos largos a bacilos
cortos y posteriormente a cocobacilos, no es tan proaunciada como cuando se utiliza el
medio BHI. Por lo anterior, es necesano obsenvar [a morfologia celulas empleando para ello
un microscopio optico ¥ tomando muestras de diferentes edades (18, 23, 48 ¥ 120 h)

Para que los resultados tfueran reproducibles se tomo en cuenta gue en el centro de

tnfa como

las colonias de Brochothric thermosphacta, ] microoruanismo  se  pres
cocobacilo agrupado en cadenas coftas v en racimos srregulares, mientras que en la periferia
sc presenta como bacilos largos acomodados en cadenas largas « Conn v Dimmick, 1948,
Stevenson, 1901)

Para llevar a cabo la toma de muestras, siempre se tomo una asada de la periteria de

la colonia, de tal manera que las celulas que se observaban al microscopio fueran las celulas

mas jovenes

3.5 MEDICION CELULAR

Al realizar un estudio para la caracterizacion de un microorganismo. ¢! tamasio de
sus células es uno de los parametros mas imponantes que sc debe determinar, mas aun si se

trata de un microorganismo pleomortico como es ¢ caso de Brochothric thermosphacta
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Para realizar esta medicion, se emplearon las preparaciones a partir de las cuales se
observé el pleomorfismo celular de los cultivos de diferentes edades de cada una de las

distintas cepas.

3.6 BIOOUIMICAS ESPECIFICAS

Para llevar a cabo la contirmacion de que las colonias aisladas eran de HBrochothrix
thermosphacta, se realizaron varias pruebas  bioquimicas especificas  para  éste
microorganismo

La seleccion de las pruebas bioquimicas especificas que se hicieron se basé en ¢l
estudio taxonomico llevado a cabo por Feresu v Jones en 1988 Segun los resultados de este
estudio se encontro un gran parecido centre Brochothrix termosphacta 'y Listeria
monocyogenes, es ror ello que se hizo una seleccion de las prucbas que diferencian a uno
de otro. Estas prucbas se enlistan & continuacion

* Crecimicnto en anacrobiosis

* Termorresistencia a 63 *C durante 5 min

* Hemolisis en Agar Sangre

* Produccion de acido a partir de ciertos carbohidratos

-Inosiol
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-Melibiosa
-Arabinosa
-Xilosa

* Antibiograma
~Ampictlinag
~Cefaloridina
~Cloramfenicol
~Eritromicina
-Kanamicina
-Penicilina G

~Sulfato de estreptomicina
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para llevar a cabo ¢l presente estudio, se tomaron tres muestras de pierna fresca de
cerdo (de diferentes anmumnales), con ¢l proposito de aislar ¢ dentificar a Brochothrix
thermaosphacta, ademas de determunar la incidencia de este microoruamsmo on carne fresea.
para lo cual se realizaron diluciones hasta 107"

Despues de haber sometido a incubacion las placas de agar STAA inoculadas con
cada una de las gltimas diluciones (10 - 10"}, se hizo la seleccion de las placas que
tuvieran entre 30-300 colonias

Posteriormente se hizo la transferencia de las colonias a placas de agar sulfato de
estreptomicina-acetato de talio-actidiona (STAA), empleando para ello palillos de madera
esteriles. Para poder reconocer a cada una de las colonias transtfenidas, se utilizo Ia siguiente
nomenclatura: se asigno un numero a cada una de las colomas al momento de llevar a cabo
la transterencia a la placa con agar STAA v para saber a cual de las distintas muestras
pertenecia, se utilizo 1a letra M seguida de un nomero el cual indica la muestra de la que
procede la colonia enumerada

Para ¢l caso de la muestra | se eligio 1a placa cormrespondiente a la dilucion 107, en la
cual se tenian 199 colonias, para la muestra 2 se selecciono 1a placa de la dilucion 10”. en la

que se encontraban 103 colonias y en la muestra 3, la dilucion mas adecuada fué la 107, en

la que crecieron 87 colonias



Finalmente. al realizar toda una serie de prucbas bioquimicas v observacioncs
morfologicas, se louré aislar e identificar a 9 cepas correspondientes a  Brochothrix
thermaosphacta en la tabla 1, se encuentra ¢! numero de cepas aisladas de cada una de las
tres diferentes muestras de prerna fresca de cerdo, ast como la incidencha de este
microorganismo en cada una de las muestras de carne

De la muestra uno se aislaron las colonias 8, 24, 66 v 73, de la muestra dos fa 27, 30

¥y 40 ¥ finalmente de la muestra tres las colonias 6 v 23 Todas estas colonias, tienen el pertil

que caracteriza a Brochothrix thermosphacia.

Tabla 1 Incidencia de Brochothrix thermesphacta en distintas muestras de picrna fresca de

cerdo
T N® de colonias
Muestra Dilucion N® de colonias identiticadas como Incidencia
de carne seleccionada en la dilucion Brochothrix
- thermaosphacta
1 10* 199 4 2.1%
2 0" 103 3 2339%
3 10° 87 2 2329%




MORFOLOGIA COLONIAL

Inicialmente, la mayona de las colonias que crecieron en el medio STAA,

presentaron una morfologia colonial similar a la que caracteriza a  HBrochothrix

thermosphacta mismas que s¢ mencionan a continuacion

* Colonias redondas, no pigwmentadas. bordes completos en los cultivos jovenes (IR
h). mientras que en los cultivos vicjos (24 h o mas), debido a Ia edad de la coloma, la
estructura se moditica dando una apariencia de huevo trito (Manual Bergey's, 1980)

Las colonias de algunas de las cepas aisladas (8 NM-1 y 23 M-23) no eran opacas

durante la primera ctapa de incubacion. pero a medida que ¢l cultivo envejecia. iban

perdiendo humedad v al cabo de F dias se temian colonmas opacas

Las colonias de Brochothrix thermeosphucta, tienen un diametro entre 075 - 1 5

mm (Manual Bergev's, 1980)  Experimentalmente, los  duametros de  las  colonias

seleccionadas se aproximaron mucho a lo reportado en la literatura (Tabla 2)

Con respecto a la apariencia de huevo trito de las colonias, solamente 3 cepas (23 M-

1. 8 M-1 y 6 M-3) teman dicha apariencia
Una de las caracteristicas comunes a todas las cepas scleccionadas, era un olor
similar al de los productos lacteos. en los cuitivos con una edad de poco mas de 18 horas

Una vez hecha la primera scleccion de las colonias sospechosas, se procedio a

resembrarlas, empleando para ello el medio de cultivo selectivo STAN para Brochothric
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thermosphacta, © incubado a 22 °C en anacrobiosis, para poder de ésta forma inhibir el
crecimiento de aquellos microorganismos aerobios obligados que tuvieran una apariencia
colonial similar a la de Brochothrix thermosphacta

El medio STAA fu¢ desarrollado por Gardner en 1900 para el aislamiento sclectivo
de Brochothric thermaphacta.

La sclectividad de este medio esta determinada por ol sulfato de estreptomicina,
antibictico de amplio espectro sobre bacterias gram negativas, la actidiona, que inhibe el
crecimiento de hongos v ef acetato de talio. compuesto en el que s¢ encuentra presente un
metal pesado, ¢l cual tiene la capacidad de desnaturalizar las proteinas por la reaccion que se
lleva a cabo entre ¢l metal v los enlaces disulfuro. Cabe mencionar que la cantidad de
actidiona v de¢ acetato de talio es 10 veces menor que la de sulfato de estreptomicina En
este medio, ocasionalmente pueden llegar a crecer algunas colonias de Psewdomaonas, las
cuales pueden ser diferenciadas facilmente de Brochothrix thermaosphacta con la realizacion
de la prucba de la oxidasa (Gardner. 1966)

PLEOMORFISMO CELULAR

El pleomortismo que presenta Brochothric thermosphacta es una caracteristica muy

importante para la diferenciacion inicial del microorganismo. por 1o que se recurrio a la

75




!

observacion de la mortologia celular vista al microscopio ya que son pocas las especies que
presentan éste ciclo bacitlo-cocoide

En un principio. la morfologia microscopica no fue¢ el factor decisivo para la
seleccion de las cepas que presentaban algun cambio morfologico a medida que el cultivo
envejecia, y no fue sino hasta despues de realizar vanas pruebas bioquimicas que se tuvieron
los elementos suficicntes para descartar aleunas de las colonias aisladas en fa primera ctapa

En los cultivos jovenes el microorzanismo, al ser observado al microscopio, se
presenta como bacilo largo v conforme envejece ef cultivo, las celulas adquicren formas

cocobacilares v cocoides (Conn ¥y IDimmick, 1948, Stevenson, 1961). por cilo para

determinar si las ditferentes cepas presentaban pleomorfismo. se realizaron observaciones al
microscopio de 1a mortojoyia celular de cada una de las colonias, tomando una porcion de la
periferia de la colonia. La toma de la muestra se hizo a diferentes tiempos. para tener celulas
de diferentes edades Debido a gque el pleomortismo cetular fue similar para las nueve cepas
solo se proporcionan las fotos de la cepa 66 M-1 (Fotogratias 1, 2 v 3)

En la tabla 2 aparcce la descripcion detallada de las observaciones morfologicas

tanto de las colonias como de las celulas vistas al microscopio
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Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de lag cepas aisladas

Caractenisticas Microscopicas

Muestra | Cepa j Caractensticas Macroscopicas
Colonia redonda.  opaca, bordes | Bacilos Gram (+), en cultivos jovenes se
completos en  cultivos  jovenes, | observan cadenas largas y filamentosas

Ret® apariencia de huevo frito en cultivos | mientras que en los cultivos viecjos se
vicjos, no pigmentadas v un diametro | presentan como  cocobacilos ¥y cocos
entre O 75-1 5 mm Longitud de los bacilos 0 75-1 3 um

Diametro cocos 0 3-0 5 um

Coloma redonda, opac no | Bacilos Gram (), plecomortismo

t 8 piumentada,  diametro 14 mm | caractenstico  Longitud de los bacilos
Apariencia de huevo frito 10 um , diametro de los cocos O S um

Colona  redonda, no  piementada, | Bacilos Gram ) pleomartismo

1 24 | bordes completos, diametro de las | caractenstico  Longitud de los bacilos
colonias 1 3 mm Apariencia de 0 8 um | diametto de los cocos 04 uym

huevo tnito

Colonias  redondas  con  algunos | Bacilos Cram (+). pleomortismo

1 66 bordes incompletos, opaca, no | caractenstico  Longitud de los bacilos
piumentada. diametro de la colonatO 8 pm | diamerro de los cocos 0 5 um

2 mm

Colomas redondas. no piementadas. | Bacilos Gram (), pleomortismo

1 73 |opaca. caractenstico Lonuitud de los bacilos
diametro de las colonias 1 2 mm 11 um . diametro de los cocos 0 6 um

Coloras redondas, bordes | Bacilos Gram ) plecomortismo

2 27 |completos, no prigmentadas. opacas, | caractenistico  Longitud de los bacilos
diametro 1 4 mm 1 O pm , diametro de los cocos 0 5 um

Colonias redondas, opacas. bordes | Bacilos Gram C) pleomorfismo

2 30 completos, no piwmentadas, diametro | caracteristico Longitud de los bacilos
11 mm 1 3 um . diametro de los cocos 0 6 um

Colonias  redondas, opacas, no | Bacilos Gram (-, pleomorfismo

2 40 | pigmentadas, bordes completos, j caractenstico  Longitud de los bacilos
diametro | 0 mm I 2 um . diametro de los cocos 07 um

Colonias  redond apacas. no | Bacilos Gram ). pleomortismo

3 6 pigmentadas.  bordes  incompletos, | caractenstico  Lonuitud de los bacilos
diametro 10 mm  Apariencia del0 9 um | diametro de los cocos O 4 um

huevo trito

Colonias redondas, no pigmentadas, | Bacilos  Grama ), pleomortismo

3 23 |bordes completos, didametro 1 3 mm caractensuco  Longitud de los bacilos
1 2 um . diametro de los cocos 0 6 um

Ref®= Referencia bibliogratica (Manual Bergey s, 1956)
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Fotografia 1. Morfologia celular de Brochothrix thermosphacta a las 18 horas de
incubacion (cepa 10 M-2)

/
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Fotografia 2. Morfologia cclular de HBrochothrix thermeosphacta a las 48 horas de
incubacion (ccpa 40 M.2)
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Fotografia 3 Morfologia celular de Brochothrix thermosphacta
a las 10 horas de incubacion (cepa 40 M-2)
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MEDICION CELULAR

La medicion de las células es una de las determinaciones mas importantes que se
deben de realizar cuando se lleva a cabo un estudio microbiologico y ésta adquicre especial
reelevancia cuando ¢l microorganismo en cuestion es pleomorfico (Ramirez-Gama y col ,
1992}

La medicion celular de cada una de las cepas scleccionadas se realizé empleando las
preparaciones correspondientes a los cultivos, tanto jovenes como viejos. En los cultivos de
18 h, ¢l microorganismo se presenta como bacilo largo agrupado en cadenas cortas o largas
y filamentosas, mientras que cn los cultivos de 5 dias, se ticnen células cocoides (Tabla 2)

La ctapa intermedia entre un cultivo joven y uno vicjo, puede ser detectada
facilmente por la presencia de celulas cocobacilares, Ias cuales a medida que el cultivo
envejece se van transformando en celulas cocoides. Cabe mencionar que en la literatura no
los cultivoes de

se encuentra reportado el tamafio de las células cocobacilares para

Brochothrix thermosphacia, ést0 seguramente se debe a2 que se trata de una ctapa de
transicion
Al Hevar a cabo la medicion de los bacilos y de los cocos, se consideré conveniente

medir a los cocobacilos y tener un valor aproximado de las dimensiones de las células que se

encuentran en dicho estado de transicion (Tabla 3)
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En ¢l caso especifico de la cepa 30 M-2 con una edad de 24-48 h. se encontro una
proporcion clevada de células cocoides, lo que suguiere que cl cambio mortfologico de

bacilos largos a cocobacilos para ésta cepa, se presenta poco antes de las 24 horas

Tabla 3. Tamado de las células_cocobacilares con una edad de 23-48 horas, correspondientes
a cada una de las cepas seleccionadas

Cepa " Longitud promedio  Diametro promedio

Gum) {(pm)
8 M- 06-08 04-06
29 M-1 04006 03-04
66 M-1 0.5-006 0.3-04
73 M-1 06-09 03-05
27 M-Z 0.5-07 0306
30 M-2 0.9-11 04-05
40 M-2 07-08 0305
6 M-3 043-006 02-03
23 M-3 06-08 0.3-05

Nota: Para medir ¢l diametro se considero [a parte mas corta de 1a celula y para la
longitud la parte mas larga



METABOLISMO AEROBIO

Brochothric thermosphacta s un microoreanismo acrobio facultarivo, aunque es
necesario mencionar que su desarrollo s¢ ve favorecido cuando se ticne una atmostera
constituida en parte por oxigeno (Gill y Newton, 1973)

El tiempo de generacion de Brochothric thermosphacta, ¢s un indicador de las
coadiciones que el microorganismo prefiere para poder muluplicarse v lograr un predonmunio
sobre otras especics presentes en el alimento, por cjemplo cuando la atmosfera tiene una
pequeita proporcion de oxigeno, ¢l tiempo de generacion para Brochaothric thermaosphacta,
es considerablemente menor al que presenta cuando es sometido a una atmaosfera compuesta
exclusivamente por dioxido de carbono v nitrogeno

Aunque ¢n la carne empacada bajo atmosferas controladas, la rlora que predomina
no es Brochothrix thermaosphacta sino [ acrobactilus, debido a que dicho género bactenano
presenta Brochothric thermeosphacta,

ticne un tiempo de generacion menor al que

ocasionando con c¢llo que la incidencia de Brochothric thermosphacta sea siempre menor a

la de Lacrobacillies (Gill v Newton, 1978) Otro de los factores que influsen sobre la
proliferacion de Brochothrix thermosphacta en la carne empacada, es la presencia de
Emerobacterias mismos que a pesar de requerir mavor tiempo para duplicarse. tienen una

alta atinidad por la glucosa, sustrato que tanto Faterobacteraas como IR thermosphacta,




ocasionando que ¢l tiempo de

requieren para poder llevar a cabo su metabolismo,

generacion para Hrochothrix thermosphacta se incremente de manera importante (Gill y

Newton, 1978)
En basc a lo anterior y tomando en cuenta que Mrochothrix thermosphacta cs un

microorganismo acrobio facultativo, en [a ctapa inicial de aislamiento, las placas de agar

STAA inoculadas, se sometieron a un proceso de incubiacion anacrobia, para poder

descartar desde un principto a las colonias acrobias estrictas v reducir considerablemente el

numero de colonias a identificar
La seleccion de las prucbas bioquimicas generales (Tabla 4), se hizo con base en los

trabajos de investigacion rcalizados por Gill ¥ Newton, 1978, Feresu y Jones, 1988 y la

informacion publicada en el Manual Bergev's, 1974 v 1986

DETECCION DE CITOCROMOS

Una de las caractensticas que disungue a los microorganismos aerobios de los

anaerobios es que los primeros poscen citocromos Los citocromos son hemoproteinas

transferidoras de electrones que forman parte de la cadena respiratoria (Lehninger, 1981).

Existe una gran variedad de citocromos. los cuales se diferencian entre si por su

estructura. funcion y localizacion a lo largo de la cadena respiratoria y s¢ encuentran
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Tabla 4. Resultados de las prucbas bioquimicas gencerales para Hrochothrix thermaosplhactea,

[

Muestra 1 l [ [ E [ [ B E E |
Cepa LRct‘." [ 8 23 7&0 |73 T:? [ 30 140 Io
Crec. en STAA - -~ - ~ - + + - ~
Oxidasa — o - - . . — —_— _—
Catalasa + b he - A - he - -
Rojo de metilo - + - - - - he * -
Voues-Proskawer he - - - he - * + i
Movilidad . — — —_ — __ - — .
Produccion H:S — . e - . - . . _
Produc.de Indol — — . - — . o .
Fermentacion - - - - - - -~ - he
Oxidacion . . . . o . . — .
Reduc nitratos — . . — o . —
Crec. a 4°C + -— - A - - R ~ b
Crec. 220°C - - - - — + -~ - hd
Crec az2°C e R = e [RSU Rene -~ EESCH IR
Crec. a37°C o . - . . - . . .
Hidrolisis de

*Gelatina o —_ W . . ‘7 . . —
Crec con NaCl

6.5%, - - P - - . - - -~
10025 - - - - ~ - . . -
Ref .°= Referencia bibliografica ( Manuai Bergev s, 1980)
~= = crecimento abundante. + ~ buen crecinuento, -+ muy poco

++=+ = maxuno crecimento,
crecimiento, —— < SUT Crecinuento

85



posicionados de tal manera que actian como una scrie consecutiva de transportadores
electronicos (Stanicr, 1981) La deteccion de los citocromos bactersianos, se lleva a
cabomediante 1a realizacion de ciertas prucbas y con ¢l empleo de reactivos especiticos,
mismos que ticnen la capacidad de inhibir la acuvidad de algunos citocromos, 1o que puede
ocasionar la muerte del nucroorganismo si este ¢s un acrobio obligado, v Ia desviacion det
metabolismo en ¢l caso de los facultativos (Stanier, 1981)

Durante ¢l transporte de clectrones a traves de la cadena respiratoria, ast como en
diversas reacciones de hidroxilacion v de oxigenacion, se pueden formar productos toxicos
en la reduccion parcial del oxigeno probablemente como intermediarios transitorios sobre
los centros activos de tales enzimas [Los mas importantes son ¢l anion suoeroxido y el
peroxido de  hidrogeno, compuestos altamente  reactivos  capaces  de  esionar
irreversiblemente diversas biomoléculas (I.chninger, 1981) lLas células acrobias conticnen
generalmente el enzima superoxido dismutasa, que convierte al superoxido en perexido de
hidrogeno y en oxigeno molecular (Fridovich, 1973) El peroxido de hidrogeno formado por
la superoxido dismutasa se descompone por 1a accion de fa catalasa, dando comoe productos

mo es catalasa

agua vy oxigeno meolecular Con base en lo anterior, si un microorganis

positivo. entonces posee Citocromos en la cadena respiratona
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Para la deteccion de citocromos en la cadena respiratonia de las cepas en estudio se

ron las prucbas de la catalasa, la bencidina acida, crecimiento en caldo KON v

crecimiento en pre de azida de sodio

Con la prucba de la catalasa, es posible hacer una primera aproximacion para saber si
el microorganismo es acrobio o anaerobio, es por ello que generalmente se realiza dicha
prueba al principio de un estudio que tenga como proposito la identificacion de un
determinado microorganismo  para de  ésta manera poder realizar una  seleccion e
identificacion inicial de las colomias anaerobias obligadas y las facultativas de las acrobias
estrictas

En el Manual Bergey s, de 1986, se menciona que Brochothrix thermosphuacta es
catalasa positivo. Experimentalmente, s¢ observo que algunas de las colonias que
posteriormente habnan de ser scleccionadas como posible prospecto de ser fBrochothric
thermosphacta, dieron una reaccion fuertemente catalasa posiuva, 1al es ¢l caso de las cepas
8,66 y 73 de la muestra uno (Tabla 3)

La prucba de la bencidina no es especitica debido a que solo es posible detectar en
forma muy ucneral la presencia de compuestos hierro porfirinicos en la cadena respiratoria
del microorganismo e¢n estudio  Para realizar estad prucba, se tomaron en cuenta las

moditicaciones hechas por Deibel v Evans en 1959, quienes propusicron algunas
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modificaciones referentes al reactivo empleado. ©f medio de cultivo usado v el mangjo y
control de la temperatura de incubacion, debido a que cada uno de estos factores intluyen en

el resultado final. Los investigadores antes citados, determinaron que la bencidina acida es

mas sensible que ¢l tradicional reactivo basico Con respecta al medio de cultivo, este debe

de tener un bajo contenido de sales de fierro (medio APT)  Es necesario llevar un estricto
control de la temperatura de incubacion, va que los resultados pueden vanar si la
temperatura es de 20 °C 0 30 °C. Del adecuado control de los factores mencionados,
depende la confiabilidad de la prucba

Cuando la prueba resulta positiva se asumce que el microorganismo  posee
compuestos hierro portinnicos

En el caso de las cepas aisladas, alegunas resultaron bencidina negativa. aunque cabe

artadas ya que era necesanio realizar toda una serie de

seflalar que no por esto tueron de
pruebas de mayor especiticidad como el crecirniento en medio con KON v azida de sodio

La identificacion del citocromo aas, se puede lograr mediante ¢l empleo de la azida
de sodio o tambicn con el uso de ctanuro (KCN o KSCN)

Segun el estudio taxonomico realizado por Feresu v Jones en 1988, para llevar a
cabo estas dos prucbas. es aconsejable ¢ manejo de diferentes concentraciones del reactivo

{para determinar la concentracion minima inhibitoria) que habra de reaccionar con el
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citocromo en caso de cncontrarse presente en la cadena respiratoria LLas concentraciones de
azida de sodio y de cianuro de potasio que se mancjaron fueron las siguientes 001 25, 0.02

%%, 005 3 75 "a v 5 % respectivamente
En la prueba con la arida de sodio, la mavoria de las cepas con las que se trabajo,

era de 001 %6 el

crecieron abundantemente cuando la concentracion del reacuvo

crecimiento disminuia un poco si se incrementaba [a concentracion a 0 02 %5, mientras que
con un 0 05 25, el crecimiento era considerablemente menor (Tabla 6)

En algunos casos el crecimiento era minimo pero cn general las nueve cepas aisladas
resistieron las tres diferentes concentraciones de azida de sodio. excepto las cepas 30 M-2 v
6 M-3 que fueron las cepas que no crecieron cuando se tenia la concentracion de 0 05 2%

El crecimiento en el medio KON tuvo un comportamiento similar al de la prueba con
azida de sodio ya que¢ con una concentracion de 2 5 %6 ¢l crecimiento era mayor que a

concentraciones superiores ks necesario mencionar que las cepas 66 M-1, 73 M-1 v 30 M-2

no resisticron ¢l 5 °5 de KCN
Cuando se iniciaron los ¢studios sobre fBrochothrix thermaosphacta, se contaba con
poca informacion y se¢ le asociaba con las especies Mriwcrobacterium  licticum v
Microbacterium flanem con los cuales comparte algunas caracteristicas, entre las que se
en la cadena respiratoria de Brochothrix

encuentra la presencia de citocromo  aas

thermaosphacta (Davidson y col . 1968)
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Para poder afirmar con toda scguridad que en la cadena respiratoria de las cepas
aisladas ¢ identificadas como Brochothrix thermosphacta se encuentra el citocromo aa., es
necesario realizar un estudio mas completo acerca del sistema respiratorio de dichas cepas,
ya que algunos microorganismos pueden presentar ramificaciones en la cadena respiratoria al

utilizar citocromo  oxidasa diferentes al citocromo  an., 1o que  ocasiona que el

microorganismo sea capaz de sobrevivir en un medio adicionado con las sustancias antes

indicadas

CRECIMIENTO CON CLLORUROQ DE SODIO

El cloruro de sodio o sal comun, ha sido empleado como conscrvador de los
alimentos desde !a antiguedad Los primeros usos de Ja sal en los alimentos tuvo como
finalidad la conservacion de la came (Jay., 1992)

Cuando un medio ¢s adicionado de algun soluto, éste se hidrata ocasionando una
disminucion importante en la cantidad de agua disponible (a.). situacion que afecta
considerablemente ¢l metabolismo bacteriano. Cuando un micreorganismo crece €n un
medio con una baja actividad de agua debido a la adicion de un soluto, debe de realizar mas
trabajo para extraer agua de fa solucion, dando como resuftado un menor rendimiento en el

crecimiento © una velocidad de crecimiento mas baja (Brock, 1978)
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Aunque cabe sefalar que existen algunos microorganismos que al encontrarse en un

medio con un a. muy bajo, ocasionado pour la adicion de una gran cantidad de seluto,

pueden experimentar plasmolisis, fenomeno que da como resultado la inhibicion del

crecimincto ¥ en algunos casos la muerte del microorganismo (Brock. 1978)
Una de las pruecbas bioquimicas generales mas comunes que sc realizan para Ia
identificacion de un microorganismo es la de incubarlo en un medio de cultivo adicionado

con un cierto porcentaje de cloruro de sodio Segun lo reportado en la literatura

DBrochothrix thermosphacta, ¢s capaz de crecer con 65 °5 y 10 %o de cloruro de sodio
Al someter a cada una de las cepas a incubacion en un medio con las concentraciones

mencionadas anteriormente. se obserno Gue todas crecieron bastante bien cuando se tenia

6.5 % de sal. aunque en ¢l caso de las cepas 73 M-y 23 NM-3, el crecimiento fue menor,

mientras que para una concentracion de 10 °e de NaCl, huba una notoria disminucion del

crecimiento, pero en todos los tubos se percibio turbides

NTO_EN BT MEDIO SIMN

CRECIMIE

El medio de cultivo SIN. es muy empleado dentro de la serie de prucbas bioquimicas
generales utilizadas para la identiticacion preliminar de los microorganismos Con ¢l uso de

éste medio, es posible determinar la capacidad de algunas especies bacterianas para liberar
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azutre a partir de los aminoacidos. en forma de sulfuro de hidrogeno, asi como la

sradacion metabolica del triptofano v la movilidad

produccion de indol ocasionado por la de
del microorganismo debida a la presencia de flagelos y/o cilios

En la literarura se encuentra reportado que Brochothrix thermosphacta es inmaovil,
ademas de ser incapaz de producir sulfuro de hidrogeno e indol

Al ser inoculadas cada una de las cepas en estudio se determino que ninguna presenta

movilidad ademas de ser incapaces de producir indol y sulfuro de hidrogeno (Tabla 4)

FERMENTACION DE LA GLUCOSA

La fermentacion ¢s el proceso metabolico en el que los carbohidratos y compuestos
afines son oxidados con liberacion de energia en ausencia de cualquier aceptor de electrones

de procedencia externa Bajo estas condiciones solo se produce la oxidacion parcial del

compuesto organico y unicamente es liberada una pequena parte de la energia,

permaneciendo ¢l resto en los productos resultantes (Brock. 1978) De hecho la
fermentacion es considerada como un proceso de baja cficiencia energeética ya que solo una

pequeia proporcion de la energia contenida en el sustrato, eos aprovechada por el

microorganismo



Con base en los estudios realizados por Dainty, 1980, Guerrero v Taylor, 1693 v
Shelef, 1977, es evidente que Brochothrix thermosphacta es un microorganismo que lleva a
cabo un proceso fermentativo va qQue bajo ciertas condiciones de incubacion ¢s capaz de
producir compucstas que le contieren a la carne olores desagradables ocasionados por
productos tales como acetomna. acido acético, acido isobutirico, acido isovalerico, aldchidos
v alcoheles entre otros

Para determinar si un microorganismo oxida o fermenta la glucosa, se emplea el
medio de Hugh y Leifson, por cllo las cepas en estudio fueron inoculadas en el medio O-F
vy fueron sometidas a un penodo de incubacion Una vez concluido dicho periodo. se pudo
establecer que las nueve cepas fermentan la glucoss Cabe senalar que en los tubos abiertos

(sin cubrir con paratina), se percibia un olor similar al de los productos lacteos

TEMPERATURA DE CRECIMIENTO

La temperatura es uno de los factores ambievntales mas importantes que intfluven en el
crecimiento y supervivencia de los organismos, la cual puede afectarles de dos maneras
opuestas. Cuando aumenta la temperatura, las reacciones quimicas v enzimaticas de la célula
se llevan a cabo a una mavor velocidad y en consecuencia el crecimiento se acelera Por otra

parte, las proteinas, acidos nucleicos y otros componentes celulares son sensibles a
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temperaturas clevadas y pueden quedar inactivados irreversiblemente  En general se ha
observado que conforme se aumenta la temperatura en un margen dado, el crecimiento y las
funciones metaboélicas se incrementan hasta un cierto punto en donde se producen
reacciones de inactivacion Mas alla de este punto las tunciones celulares descienden
bruscamente a cero

Para cada microorganismo existe una temperatura minima por debajo de fa cual no se
produce crecimicnto, una temperatura optima en 12 que ¢l crecimiento ¢s mas rapido v una
temperatura maxima por encima de la cual no es posible ¢l crecimiento

En general se ha observado que la temperatura Optima se encuentra mas cerca del

temperaturas, conocidas como temperaturas cardinales,

maximo que del minimo Fstas tre
son caracteristicas para cada tipo de microorganismo (Brock, 1978)

Para Hlevar a cabo Ia identificacion de cualquier microorganismo es necesario conocer
las temperaturas cardinales, esto con el propositto de establecer las condiciones en las cuales
ol microorganismo es capaz de desarrollarse

En base al pertil termico, los microorganismos se pueden clasificar en tres urandes
grupos que son. los criotilos o psicrotilos, los mesofilos y los termotilos Dentro de la
clasificacion de los psicrofilos existe una subdivision en la que se encuentran los

microorganismos psicrotilo obligados v los facultativos. ademas de los psicrotrofos
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Los microorganismos psicrotrofos son aquellos que pueden crecer a temperatura de
refrigeracion o a temperaturas inferiores, haciendose visibles las colonias o la aparicion
deturbicdad en un tiempo de 7 a 10 dias (Banwart, 1989, Jay, 1992)

Brochothric thermaosphacta esta clasiticado como un microorganismo psicrotrofo
va que puede crecer abundantemente a una temperatura de refrigeracion y aun a
temperaturas inferiores Su temperatura optima de crecimiento se encuentra en los 22 °C,
siendo incapaz de sobrevivir a 37 °C, esto, debido a que se presenta la inactivacion de
algunas enzimas respiratonas v la desnaturalizacion de protemnas de la membrana celular
(Edwars y Rettger. 1937 Jay. 1992, Noskowa. 1972)

El hecho de que Brochothrix thermosphacta sea un microorganismo psicrotrofo,
explica su incapacidad para tolerar temperaturas por cncima de los 30 °C es decir 37 © y
63 °C, de hecho los microorganismos psicrotrofos s¢ caracterizan por morir cuando son
sometidos a temperaturas de unos cuantos grados por encima de su temperatura optima de

crecimiento (Jay, 1992), aunque cabe seflalar que existen algunas cepas de Brochothrix
thermaosphacta que pueden Hegar a resistir una temperatura de 63 °C durante 5 minutos,
mientras que ninguna puede tolerar la misma temperatura por 15 minutos (Noskowa, 1972)

Para poder conocer las temperaturas cardinales de las cepas seleccionadas. ¢stas

fucron sometidas a diferentes tratamientos térmicos (Tabla 5), con ¢l proposito de estimar el
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perfil térmico de cada cepa y compararlo con el reportado en la literatura para Brochothric

thermosphacra

Tabla 4. Condiciones de incubacion para determinar la temperatura de crecimiento
(Feresu y Jones, 1988)

Temperatura de incubacion "T.Z-ano de incubacion (dias)
o - T e T T 21 )
20°C 14
22°C 7
37°C 7
63 °C 15 min

En la tabla § se encuentran enlistadas las condiciones de incubacion (temperatura y
tiempo) mancjadas por Feresu y Jones para determinar el pertil térmico de 15 cepas de
Brochothrix thermaosphacta.

Con respecto a las cecpas aisladas de las diferentes muestras de pierna de cerdo, para
fa realizacion del presente estudio, cabe mencionar que éstas crecieron en un periodo de
tiempo menor al reportado por los investigadores antes citados, por cjemplo, la temperatura
en la que se observo crecimiento en menos tiempo, tue a los 22 °C va que a partir de las 18
horas se podia percibir turbidez en los tuboes inoculados En general ¢l crecimiento para cada

una de las nueve cepas fue similar aunque en ef caso de la cepa 30 M-2 ¢éste fué menor
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En los tubos incubados a 20 °C. ¢l crecimiento se hizo evidente después de las 24 a
las 26 horas posteriores a la inoculacion, aunque cabe sefialar que cn ¢l caso de las cepas 27
M-2 y 40 M-2 el crecimiento fue menor que ¢! observado para el resto de las cepas en
estudio.

Para los tubos inoculados que fueron sometidos a refrigeracion, el crecimiento se
hizo evidente a partir del tercer dia ¥y no fué sino hasta el quinto dia que se tenia un
crecimiento celular abundante, mismo que se pudo apreciar en el fondo de cada uno de los
tubos

El abundante crecimiento de cada una de las cepas aisladas, puede ser explicado en
base al efecto que tiene la temperatura sobre el incremento en la solubilidad del oxigeno en
el medio de cultivo, ya que al disolverse en mayor cantidad, los microorganismos pueden
disponer mas facilmente del mismo (Jay, 1992)

En el caso especifico de Brochothrix thermosphacta, se sabe que cuando el
microorganismo s¢ encuentra en un medio rico en oxigeno, su tiempo de generacion se
reduce considerablemente (Gill v Newton, 1978).

Después de los sicte dias de incubacion en los tubos sometidos a una temperatura de
37 °C no se observo crecimiento alguno, excepto para las cepas 4 M-1, 27 M-2 y 23 M3

para las cuales se alcanzo a percibir un ligero enturbiamiento
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Tabla 6. Resultados de las pruebas bioquimicas especificas pars Brechorhrix

thermosphacta.
Muestra 1 1 1 2 2 2 3 3
Cepa Ret™® 24 66 73 27 30 40 o 25
Crec con KON
2.5% (wiv) Rl Rt EEE B - L - e |
375 % (wiv) ror hathe . . - - - - - -~
50 2% (w/v) + N - . ,,A . + . he -
Crec.con azida de
sodio
001 25 (wW/v) Parane -— P - PN .- — ——— —— -
0.02 %0 (wiv) e - s - - —— - - — -
005 2% (w/v) - . - . - . . - -
Bencidina acida + - -~ - - - - - - -
Crec. en MRS — —_ . — . - — . . -
Crec en - - - e -~ - - - - -
anaerobiosis
Termoresistencia
63 °C./15 min _ _ . _ ‘_ — . — . _
pH optimo crec 7z 8 0 80 80 72 7z 80 30 72 7.2
Crec pH == 5 + NO; . o . . _ . . ~ . .
B-hemolisis en
Agar -Sangre — — - — - . — e — —
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Tabla 6. Resultados de las prucbas bioquimicas especificas para Hrochothriv

thermosphacta (conunuacion )

Muestra ]! ‘ 1 ‘ 1 ‘: E !: |3 3
Cepa ’ 243 ]m 1=3 |27 ‘( 30 |40 jo 23
Produccion de acido a [ T
partir de 1
*Almidon - - - - . . . - - -
*Arabinosa N .- - - - . A ~ g -
*Galactosa - . - - . - - - -~ -
'Inositol he e A b A e e - - -
~Lacrosa + + + - - i - . - =
*Nanitol - . - - - - - - - -~
*\elibiosa + - - - - - > * -
*Rafinosa - - - - - - - - + -
*Sacarosa M - " - -~ ~ - - - -
*Xilosa * - + - - - - e — .
Antibiograma
*Ampicilina (25ug) s S S s s S S s S S
*Cefalondina (25.:53) s s S s s s S s 5 S
*Cloramrenicol (Soug; s s S S s s s s S S
*Entromicina (10uy) s s S N S s S S S S
*EstreptomicinacSug) R R R R R R R R R R
*Gentamicina (10,2) s s s S s S s S S s
“Kanamicina (30 S S s S S S s s S S
*Penicilina GSu1) s s S s S S s S S J S
s, lU86)

Ref °= Referencia bibliografica (Manual Bergey
Maximno crecimiwento, + v = crecinmento abundants,

e
= MUy pOCO CrocumiIcnto, —- = syt crecimiento, § - sensible,

= buen crecuamento,
- resistente




Para el caso de los tubos inoculados que se incubaroa a 63 °C durante 15 minutos,
mismos que posteriormente sc sometieron a incubacion a 22 °C durante 24 horas, no hubo

crecimiento para ninguna de las nueve cepas seleccionadas

EFECTOINHIBITORIO DEL. ptt + NO..

El nitrato v nitrito de sodio son empleados en las tormulas para el curado de carnes
ya que estabilizan i color de la carne, inhiben el crecimiento de aluunos microorgeanismos
causantes de alteraciones v de intoxicaciones alimentanias v contnibuven a mejorar ¢l sabor
(Jay, 1992) De los dos 1ones, ] nitnto ¢s ¢l que tiene mayor importancia desde ¢l punto de
vista microbiologico ya que ¢l nitnto es muy reactivo

La transformacion del nitrato en nitrito. es un proceso redox el cual es llevado a cabo

por las bacterias que poseen el enzaima nitrato reductasa
Brochothrix thermaosphacta, es un microorganismo sensible a la presencia de nitnto
en el medio v no es capaz de realizar 1a transtormacion del nitrato en nitnto, esto debido a
un mecanismo de autodefensa va que de hacerlo inhibina su propio crecimiento (Jay, 1992)
En los productos carnicos, que conticnen altas concentraciones de  nitrito, el
desarrollo de Brochothrix  thermosphacta se ve hmitado, mientras que cuando la

concentracion ¢s baja su metabolismo no se afecta (Jay, 1902)
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El maximo grado de inhibicion def crecimiento de Brochothrix thermeosphucta, se
logra cuando ademas de una clevada concentracion de 1o sal. el pll del muedio es acido v el
microorzanismo se incuba a baja temperatura Cuando se nene un medio acado adicionado
de nitritos. este compuesto se ioniza dando como producto acdo nitrosa, el cual inhibe el

crecimiento de un gran numero de bactenas, entre ellas Brochothrix thermosphacta (Gars v

Pearson, 1984, Manual Dlergey s, 1986

CLOres eXTernos que mayvor imponandcia uenen obre ol control

El pH s uno de los 13

del crecimiento microbano. por clio es fundamental conocer ol pH opumo de crecinmento,

ast como ¢} pli munimo inhibitorto de cuaiquier microorgamsmo
A las cepas selecctonadas se les determinaron estos paraniciios para poder

compararlos con lox reportados on la diteratwra para Brochothric thermosphucta.

Para conocer clinter alo de vaiores de pif alos cuales las cepas crecen. ~e trazo una

curva de crecimiento (Fie 1), empleando para clo un medio iquido «(BHD, al cual se le

hicieron ajustes en el intervalo de pH o de 3 a9

Una vez determinado o . H optimo v ¢l pH intubitorio del creamuenta, se procec:o a

r con la adicion de nitrito de sodio (9 1 %0) para poder conocer cual de

combinar dicho ta
fos dos elementos incide en mavor grado sobre el crecimiento de cada una Jde las cepas

(Fig  2) paralo cual se maneiaron fas condiciones que se enhstan en la tabla 7
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Tabla 7. Condiciones para determinar ¢l grado de mhlblc:on debido a la combinacion
de pH y presencia de nitrito de sodio

Troom o pH ' NO: (0170
a) To no adictonado
by 70 adicionado
¢c) SO no adicionado
dr 5o adicionado

Para la segunda parte de esta prucha, inhibicion en presencia e mitnito de sodio, se

decidio manejar las mismas condiciones para todas las cepas, por lo que e pH del medio se

ajusto a un valor de 7 2, esto a pesar de que algunas cepas teman un pH ooptimo de

crecimiento en 8 0
EI ajuste a 7.2 se hizo para poder comparar ¢} efecro que iene o) phi v 12 adicion de

nitrito de sodio al medio de cultivo, sobre ¢l crecimiento de cada una de las cepas

seleccionadas
El pH optimo de¢ crecimienio repostado para firochothric thermosphacta es de 72

T3NS, 2T M2 6 M-S v 23 M-5 coinciden con lo

De las nueve cepas aisladas. solamente

reportado en la literatura al tener su pl opumo ea 7 20 mientras quee las cepas 8 MM-1, 23 M-

1. 66 M-1_ 30 V-2 v 30 V-2 crecen mejor a un pH de 8 0 (Gratica
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Con base ¢n los resultados obtenidos ¢n 1a primera parte de esta prucha, se procedio

a combinar los dos tactores intibidores del crecimiento descritos en hiteratura para

Brochothrix thermosphacta.

4 0 ausencia de nitrito de sodio, el

Al manejar diterentes condiciones de pH v presend
comportamiento de las nueve cepas fue similar entre ¢ilas v comneide con el reportado en la
literatura para Brochothric thermaosphacta, por cjemplo, el maximo crecimiento se obtuvo

cuando ef medio de cultivo terua un ph de 7 2, nuentras que con ¢l mismo pi v la adicion

de 1 %a de NaNO); al medio, s¢e presento un crecimiento ligeramente menor Por otro lado, la

maxima inhibicion del crecimiento se aleanzo al manejar un pH de 5 v | %0 de NaNO;

Gralica 1 Decterminacion del pH optimo para el crecimiento de cada una de las cepas
seleccionadas

Crecimlento {Abs 840 nmy

2,03

3 4 5 ] 7.2 a 9

PH del medio
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s ot A A

aNO: ), en gencral ol

Cabe mencionar que bajo estas condiciones (pH=5 y N
crecimiento de las cepas fue tan solo de un 10 °s aproximadamente, comparado con el
obtenido a pH de 7.2 v NaNO:, aunque en el caso de la cepa 23 M-I, no hubo diferencia de
erecimiento al tener un medio con un pll de 5 v otro adicionado ademas con NaNO:
En la grafica 2. se puede apreciar que las cepas aisladas presentan un alto grado de
inhibicion cuando sc tienen valores de pil acido, ademas de nitrto de sodio. lo que se
manitiesta con un crecimento muy pobre de cada una de kas cepas

Cuando se tienen condiciones que favorecen ol creamiento del microorganismo
(pH 7). el cfecto inhibitorio de ciertos agentes (nitnito de sodio). se ve reducido de tal
manera que el crecimiento microbiano no es atectado en wran medida, pero conforme las

condiciones s¢ vuelven mas adversas (pH acido), la presencia de un segundo factor impacti

en mavor grade al ticroorganismo dando como resultado la incapacidad para multiplicarse

(Grafica 2)

TO EN MEDIO MRS

CRECIMI

En 1953, McLean y Sulsbacher notaron un ciertoe parecido entre Brochothrix

razon por la cual el genero Afrcrohacterium tue ubicado

thermosphacta v los Lactobacilli:

en la familia Lactobacteriaceae, diferenciandose del genero Lactobacillus principalmente
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por ser catalasa positivo ad s de su i idad para crecer en el medio MRS (Bred,

Murray y Hitchens, 1948)

De Man, Rogosa y Sharp en 1960, desarrollaron un medio de cultivo selectivo
{MRS) para el aislamiento de bacterias lacricas. Entre los compuestos que hacen selectivo al
medio se encuentra el acetato de sodio, sustancia que inhibe el crecimiento de especies tales
como Brochothrix thermosphucta  Cabe mencionar que en la formulacion de!l medio
STAA, desarrollado por Gardner v col en 1960, se encuentra of acetato de talio Una de las
razones por la cual Brochothrix thermosphacta no es capaz de crecer en el medio MRS, es
fa cantidad de acetato presente en el medio MRS, la cual es 99 veces mavor gue la que tiene
el medio STAA

En la 9* edicion del Manual Bergey s se menciona que Brochothrix thermaosphacta

ar a crecer en <l medio de cultivo MRS, aunque dicho crecimiento

ocasionaimente puede lle;
es minimo, por tal razon se empleo este medio de cultivo para determinar si las cepas
seleccionadas eran capaces de crecer en ¢l, 0 si su crecimiento era inhibido por la elevada
concentracion de acetata de sodio que se incluve en su formulacion

Al ser inoculadas las cepas aisladas en ¢l medio MRS, en general no se detecto
desarrollo bacteriano a excepeion de las cepas 27 M-2 y 23 M-3, mismas que presentaron un

ligero enturbiamiento del medio de culuvo
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Grifica 2. Efecto inhibitorio del pt! combinado con el nitrito de sodio sobre
el crecimiento de las cepas seleccionadas
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1 4
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= |
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M) 30 M) 40 M1 EM{3) 23 M3} 2T M
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CRECIMIENTO EN EIMEDIO AGAR SANGRE

La lisis de los eritrocitos presentes en la sanure. puede ser ovasicnada por la
actividad enzimatica de las hemolisinas, enrsimas gque son sintetizadas  por  algunos

microorganismos Existen tres diferentes upos de hemolisinas, las afta, las beta v las gamma
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La hemolisis a es considerada como un tipo de hemolisis incompleta, ya que los globulos
rojos que rodean al microorgantsmo son parcialmente dafados pero no lisados como es el
caso de las reacciones {}-hemoliticas, en las cuales se puede observar la decoloracion total
del medio

Brochothrix thermosphacte no es capaz de producir hemolisinas de ninguno de los
tres diferentes tipos, pero ol crecimicnto de algunas cepas sospechosas de ser Brochothrix
thermeosphacta contribuye a su identificacion Por ello se decidio inocular vanas placas del
medio agar sangre con cada una de las cepas seleccionadas

De las nueve cepas en estudio. ninguna presento alguno de los tres tipos diferentes
de hemolisis El crecimiento de cada una de las cepas en el medio agar sangre. se aprovecho
para observar los cambios en la mortologra celular Uno de los aspectos imporntantes que es
necesario resaltar es que en las placas de agar sangre, las estructuras filametosas presentes

en los cultivos jovenes son mas alargadas que las que se obtienen cuando el microorganismo

se cultiva en un medio como ¢l STAA
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DIFERENCIAS ENTRY. Brochothrix thermosphacta

v 1 aNteria monocytogenes

Debido a un ciernto parccido existente entre Brochothrix thermosphacta v Listeria
monoeviogenes, Feresu v Jones en 1988 llevaron a cabo un estudio taxonomico para
determinar las diferencias exintentes entre dichas especics Fue precisamente en basea este
estudio que se hizo la selecaion de las prucbas broquimicas selectivas, esto con el proposito
de identificar las cepas aisladas y poder tener mas elementos para atirmar que se trata de

cepas de Brochothrix chermaosphacta

Por cjemplo, entre las diferencias mas importantes que distinguen a Brochothrixc

thermosphacra de Listeria monocviogenes, se encuentra, ol pleomortismo  celular, la

inmovilidad, la capacidad para crecer a4 °C, pero no a 37 °C ni a 63 °C. la produccion de
acido a partir de viertos carbohidratos v fa resistencia al sulfato de estreptonucing

Ltilizando como reterencia ol estudio taxonomico desarrollado en 1988 por Feresu v
Jones, y tomando ¢n cuenta lu proporcion de cepas de Brochothric thermosphacta v de
Listeria monocyiogenes que producen acido a partir de diferentes carbohidratos. se hizo la
selecccion de 10 compucestos hidrocarbonados para determinar si las cepas aisladas eran
capaces de producir acido a partir de dichos compuestos v compararlos con lo reportado en

la tteratura para Brochothrix thermosphacta v asi poder confirmar la identidad de las

aueve cepas selecaionadas
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En la tabla 8 se encuentran enlistados los carbohidratos a partir de los cuales,
Brochothrix thermosphacta y Listeria monocyviogenes producen acido LLa seleccion de
estos carbohidratos se hizo ¢n base a la mavor proporcion de cepas de Hrochothrix
thermaosphacta que acidifican ¢! medio al metabolizar dichos compuestos, comparado con
un menor numero de cepas de listeria monocviogenes que  pueden  asimilar tales
compuestos con la consiguiente disminucion det pHi. esio con base en ¢! estudio realizado

por Feresu vy Jones, 1988

Tabla 8. Numero de cepas de HBrochothrix thermosphacta v Listeria monocyrogenes
productoras de acidez a partir de diferentes fuentes de carbono (Feresu v Jones, 1988)

Carbohidrato Brochothric th :;r;;;_\'phuclu Listeria monocytogenes
*'fnositol 100 [+]

* Arabinosa 60 1

* Melibiosa 73 (4]

* Sacarosa 100 2

* Rafinosa 93 2

* Manitol 100 3

* Almidén 87 e .
* Galactosa 100 11

* Xilosa 93 15

* Lactosa 100 86




En general se pucede decir que la mavoria de las cepas produjeron acido a partir de
cada uno de los dicz carbohidratos scleccionados, aunque hay que mencionar que hubo

algunas cepas que con ciertos compuestos hidrocarbonados, no louraron modificar ¢l pii del

27 M-2 con fa melibiosa v

medio. tal ¢s el caso de las cepas 23 M-3 v 0 M-3 con la xilosa. la

Ia 40 M-2 con a lactosa

Por otro lado también hubo algunas cepas como Ia oo M-1 v la 6 M-3 que
produjeron una cantidad importante de acido a partir de la rafinosa, de tal manera que el vire
del indicador fud mas intenso que el del resto de las cepas para el mismo carbohidrato

El hecho de que algunas de estas nueve cepas no havan producido acido de alguno

de estos carbohidratos no signitica que puedan ser descartadas ya que en todo estudio de

identificacion bacteriana siempre existe una proporcion de cepas que no dan el resultado

esperado.

ANTIBIOGRAMA

Finalmente, para concluir este estudio de identificacion bacteriana. se realizo un
antibiograma para determinar la sensibilidad o resistencia de cada una de las cepas a distintos

cion de cada uno de Jos antibioticos ast como la

antibioticos (tabla S) la sele

concentracion, tueron tomados del estudio de Feresu v Jones, 1988
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En gencral Brochothrix thermesphacta cs sensible a todos los antibioticos

enlistados, (Tabla 6) excepto sl Sulfato de estreptomicina, ¢l cual se incluyé dentro del
antibiograma para corroborar que ninguna de las cepas fuera sensible a dicho compuesto,
contirmando de esta manera la identidad de las cepas como Brochothrix thermeosphacra

La sensibilidad que presentaron las nueve cepas a los stete antibioticos probados,
corresponde totalmente al pertil que caracteriza a Brochothric thermosphacta,

Con respecto al diametro del halo de inhibicion para ¢ada uno de los antibiotioticos a

los cuales fueron sometidas las cepas seleccionadas, fluctuo entre los 20y 2. 8 cm.
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CONCLUSIONES

* Brochothrix thermosphuacta se encucentra presente en la pierna tfresca de cerdo, en
un bajo porcentaje, lo que coincide con lo reportado en la literatura

* El pleomortismo es una de las caracteristicas que contribuve de manera imponante
para la identificacion preliminar de Brochothric thermosphacta

® El olor a prnductos lacteos es caractenstico de los culuvos de Brochothrix .
thermosphacta ¢

* El empleo del medio selectivo STAA bajo condiciones de anaerobiosis ¢ incubado
a una temperatura de 22 °C. es adecuado para ¢l aislamiento de Brochothrix thermeosphacta

* La reduccion en los recuentos de Brochothrix thermaosphacta sc pueden lograr
controlando los factores que inhiben su crecimiento
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RECONMIENDACIONES

Para la expedita identificacion de Brochorhric thermosphacta.es recomendable

implantar técnicas rapidas como son

*Deteccion de acidos grasos en membrana citoplasmica

*ldentificacion de citocromos en cadena respiratona

*Dcterminacion del porciento de guanina-citocina en ¢! material genético

(%6 G+C)
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ANEXO

CRECIMIENTO EN El. MEDIO SELECTIVO STAA

En 1966 Gardner desarrollo un medio selectivo para el aislamiento vy enumeracion de

Microbactertum __termosphacium, microorganismo que habia sido aislado a partir de

salchicha de cerdo, came fresca picada., carne irradiada, ast como carne empacada v

productos camicos. La selectividad del medio esta determinada por ¢l Sulfato de

estreptomicina, la Actidiona y ei Acctato de Talio, sustancias que inhiben el crecimiento de

la mayoria de los microorganismos que se ¢ncucntran en la came como Laciobacilius,

Listeria. Erysipelotrix. Streptococceus 'y Bacillus Ocasionalmente puede llegar a crecer

FPsendomonas. pero ésta puede ser descartada con 1a realizacion de 1a prueba de 1a oxidasa

La composicion del medio en /L es la siguiente

Peptona 20.0
Extracto de Levadura zo0
Glicerol 15.0
K:HPO, 1.0
MgSO,-3H.0 1.0
Agar-agar 15.0
pti final del medio 7.2
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PREPARACION
El medio se esteriliza a 121 °C (15 Ib de presion). durante 15 min.
Una vez estéril, se le adicionan las siguientes soluciones, mismas que decben

esterilizarse por filtracion con membrana La concentracion final debe de ser 1a indicada

Sulfato de estreptomicina 500 p g/mL
Cicloheximida 500 p g/mL
Acetato de talio 50 p w/ml.
TECNICA

Se inocula el medio con las cepas jovenes y sc incuba a 22 °C de 24 a 48 horas.

INTERPRETACION

La mayoria de las colonias que crecen en est¢ medio son de Brochotrix
termosphacta pero también pueden crecer algunas cepas de Fseudomonas.

Las colonias de B fermosphacta a las 24 horas, son opacas, no pigmentadas,
convexas y con un diametro entre 0 75- 1.0 mm. En cultivos vicjos, debido a la edad de la

colonia la estructura se modifica dando la apariencia de un huevo frito (Manual Bergey's,

1986)



PRUERA DE LA OXIDASA

Los citocromos son hemoproteinas que contienen hierro, y transfieren clectrones
(hidrégeno) al oxigeno, utilizandolo como  nitimo  aceptor electronico en la cadena
respiratoria acrobia, dando como producto final agua y ocasionalmente peroxido El sistema
citocromo se encuentra en los organismos acrobios o anaerobios facultativos, de modo que
ia prucba de la oxidasa ¢s muy importante para identificar a aquellos organismos que poseen

el sistema citocromo en la cadena respiratoria (Koneman, 1989)

MEDIO DE CULTIVO
Para la realizacion de esta prucba se emplea el medio para métodos estandar, mismo

que tiene la siguiente composicion en /1.

Peptona de caseina 50
Extracto de levadura 25
Dextrosa 1.0
Agar-agar 15.0
pH final 7.220.1



PREPARACION

Suspender 23.5 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada, mezclar
perfectamente durante 10 min. Calentar hasta cbullicion durante 1 min y esterilizar a
121 °C (15 tb de presidon) durante 15 min

Despues de esterilizado el medio de cultivo, vertirlo en cajas petni y dejar que

solidifique, sembrar las colonias en estudio e incubar a 25 °C durante 18 h

REACTIVO
Diclorhidrato de p-fenilendiamina 3mM{

El reactivo se prepara al momento de su empleo y se almacena en un frasco ambar.

TECNICA

Una vez concluido el periodo de incubacion, se colocan sobre las colonias de
cultivos jovenes, una rucda de papel Whatman N°® 1 y posteriormente se humedece

totalmente con la soluciéon indicadora.

INTERPRETACION
El reactivo de diclorhidrato de p-fenilendiamina es incoloro en estado reducido. pero

en presencia de citocromo oxidasa y oxigeno atmostérico se oxida dando lugar a la

formacion de azul de indofenol




Aquellas colonias que al cabo de un minuto toman una coloracion azul intenso sc

consideran oxidasa positivo
Con esta prucha es posible descanar a las colonias de Psendomaonas que crecieron en

el medio STAA

PRUEBA DETLA CATALASA

El peroxido de hidrogeno se forma como uno de los productos finales del

metabolismo oxidativo o acrobico de los hidratos de carbono  Si se deja acumular, el

peroxido de hidrogeno es letal para las células bacterianas

La catalasa es la enzima que transtorma al peroxido de hidrogeno en agua ¥ oxigeno

como lo demuestra la siguiente reaccion (Koneman, 1989)

H:O: -+ H.O -~ O:
Es recomendable e uso del un medio que tenga un bajo contenido de fierro en su
composicion, para tal efecto se puede empicar ef de levadura (TYG) Si se emplea otro

medio y se incuba a una temperatura diferente de 30 °C, ¢l resuitado pucde ser un falso

positivo (Davidson v col.. 1959)
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MEDIO DE CULTIVO

Para la realizacion de csta prucba sc empleo el medio para métodos estandar, mismo

que tiene la siguiente composicion en g/1.

Peptona de caseina 50
Extracto de levadura 2s
Dextrosa 1.0
Agar-agar 15.0

pH final 7.2+0.1
PREPARACION

Suspender 23.5 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada, mezclar

perfectamente durante 10 min. calentar hasta ebullicion durante 1 min y esterilizar a

121 °C (15 Ib de presion) durante 15 min

Después de esterilizado el medio de cultivo, se vierte en cajas petri v se deja que

solidifique. sembrar las colonias en estudio ¢ incubar a 25 °C durante 18 h.

REACTIVO

Peroxido de hidrogeno al 5 %o



TECNICA
Para llevar a cabo esta prueba es necesario emplear un cultivo joven (18-23 h)
Con un palillo de madera esterilizcado. se toma parte de la colonia sospechosa y se

transtiere a un portaobjetos. posteriormente se afaden dos gotas del reactivo

INTERPRETACION

La rapida aparicion y produccion sostenida de burbujas de gas o efervescencia, es
indicativa de una reaccion positiva

Debido a que algunas bacterias pueden poseer enzimas distintas de la catalasa,
capaces de descomponer el peroxido de hidrogeno, la formacion de pocas burbujas a los 30

segundos, no se considera una prueba positiva

PRUEBA DF RO.JO DE METILO - VOGES PROSKAWER

La prueba del rojo de metilo, sirve para distinguir a los microorganismos que
producen y manticnen una alta concentracion de acidos, de aquellos que producen
inicialmente una menor cantidad y que ademas son capaces de transtformar a estos mismos

acidos volviendo ¢l medio neutro o alcalino



La prucba de Voges Proskawer es util para identificar a aquellos microorganismos

que producen acetil-metil-carbinol v lo oxidan a diacetilo, ¢f cual al combinarse con arginina,

creatina o creatinina da una coleracion rosa (Koneman, 1989)

MEDIO DE CULTIVO
El medio empleado para esta prucba fué ¢l caldo rojo de metilo-Voges Proskawer

que tiene la siguiente composicion ¢n w/L

Mezcla de peptonas 7.0

Dextrosa S50

Fosfato de potasio 50
6.9+0.1

pH final del medio

PREPARACION
Disolver 17 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Distribuir y

esterilizar a 121 °C a no mas de 15 ib de presion durante 15 min.
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REACTIVOS

* Indicador rojo de_metilo
Rojo de metilo olg
Etanol 3000 mL

Llevar a un volumen final de 500 ml con agua destilada

* Reagtive de Voges-Proskawer

Reactivo A
tiidroxido de potasio 400¢g
Agua destilada 100.0 mL.

Reactivo B

Alfa naftol 508
Etanol absoluto 100.0 mL.
TECNICA

Se inocula ¢l caldo Rojo de metilo-Voges Proskawer, con un cultivo joven del
microorganismo en estudio. Se incuba a 22 °C. durante 48 a 72 h, una vez finalizado el

periodo de incubacion se adiciona el reactivo correspondiente
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INTERPRETACION

ROJO DE METILO

El desarrollo de un color rojo estable en la superficie del medio indica que la
produccidon del acido es suficiente como para bajar el pH a 4.4, esto nos indica una prueba
positiva. Dado que otros organismos pueden producir cantidades menores de dcido a partir
del sustrato, es posible ¢l desarrollo de un color naranja intermedio entre ¢l amarillo y el

rojo, lo cual se considera como prueba positiva

VOGES PROSKAWER

Una prucba positiva esta indicada por ¢l desarrollo de un color rojo a los 15 minutos
de haber anadido los reactivos, revelando la presencia de diacetilo, producto de oxidacion de
la acctoina. La prueba no debe leerse después de una hora ya que los cultivos Voges-
Proskawer negativos pueden producir un color cobrizo, con la consecuente posibilidad de

una interpretacion falsa positiva.
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REDUCCION DE NITRATOS

La capacidad de un organismo para reducir los nitratos a nitritos, es una

caracteristica importante utilizada para la identificacion y diferenciacion de especies de

muchos grupos de microorganismos Todas las enterobacterias, excepto algunas especies,

reducen los nitratos
La reduccion del nitrato en nitrito tiene lugar gencralmente en condiciones
anaerobicas, en las cuales un organismo obtiene su oxigeno del nitrato v otros productos de
reduccion. La ecuacion quimica es:
NOV - e’ + 2H™ - NOy - H.O
La presencia de nitritos ¢n ¢l medio se detecta afadiendo a-naftilamina y acido

sulfanilico. con la formacion de un colorante rojo de diazonio, p-sulfobenceno-azo-

a-naftilamina (Koneman, 1989)

MEDIO DE CULTIVO

Para realizar esta prucba se emplea el caldo nitrato. mismo que presenta la siguiente

formulacion en g/l

Extracto de carne 30
Peptona 5.0
Nitrato de¢ Potasio 1.0




REACTIVOS

Reactivo A:
a-naftilamina 50g
Acido acético(5 N).30 °s 1oL

Reactivo B

Acido sulfanilico 80g
Acido acético 1oL
TECNICA

Se inocula ¢l medio de nitrato con un cultivo joven del organismo ¢n estudio y se
incuba a 22 ° C. durante 18 a 24 horas. Firalizada la incubacion se adade al medio 1 mL de

reactivo A ¥ lucgo 1 mL del reactivo B

INTERPRETACION

El desarrollo de un color rojo a los 30 segundos. indica la presencia de nitritos v
representa una reaccion positiva para la reduccion de nitratos. La ausencia de color pucde
indicar que los nitratos no han sido reducidos (una verdadera reaccion negativa) o que han

sido reducidos a productos distintos de los nitritos



Los reactivos empleados para llevar a cabo el revelado de esta prucba. solamente
pucden detectar la presencia de nitritos, es por ello que resulta necesario realizar una
segunda prucba para confirmar el resultado, para lo cual se emplea al polvo de cine Cuando
se adiciona ¢l cine en polvo a un medio que contiene nitratos. se obsenva la apancion de una
coloracion rojo intenso debido a que of metal reduce los nitratos a mitritos v con dicha

coloracion se contirma la reaccion negativa verdadera (Mac Faddin, 1991)

PRODUCCION D

La capacidad de cicertas especies bacterianas para liberar azufre de aminoacidos y
otros compuestos que lo contienen, en la forma de gas, H:S, constituye una caracteristica
importante para su identiticacion

L.a proteolisis de las proteinas da como resultado la liberacion de aminoacidos.
algunas especies bacterianas heterotrotas son capaces de liberar azufre enzimaticamente de
tos diferentes aminoacidos, bajo la forma de sulfuro de hidrogeno Este gas es incoloro pero
al reaccionar con algunas sustancias indicadoras como el citrato férrico de amonio, produce

un precipitado negro insoluble con lo cual se logra su identificacion (Koneman, 1989)



MEDIO DE CULTIVO

Uno de los medios empleados para la realizacion de esta prueba es ¢l medio SIM

semi-solido, el cual tiene la siguiente formulacion en wil

Peptona de Cascina 200
Peptona de Carne o1
Sulfato de hierro v amonio oz
Tiosulfato de sodio 0.z
Agar-agar 3s
73202

pH tinal del medio

PREPARACION

Suspender 30 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Calentar a

ebullicion durante un minuto, distribuir en tubos y esterilizar 121 °C (15 Ib presion) durante
15 min.
TECNICA

Se inocula el medio semisolido por picadura con un cultivo joven de 18 horas y se

incuban los tubos a una temperatura de 22 °C durante 18-24 horas
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INTERPRETACION

Una vez concluido el periodo de incubacion, los tubos que presenten
ennegrecimiento a lo largo de la linea de inoculacion o en todo el medio, podran ser
considerados como positivos Si por ol contranio los tubos no presentan cambio alguno

entonces ¢} resultado de ¢ésa prucba es negatino

PRODUCCION DE_INDOI,

El indol es uno de los productos de degradacion metabolica del aminoacido
triptofano. Las bacterias que poscen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar v
desaminar el triptotfano con produccion de indol. acido piruvico v amoniaco

La produccion de indol es una caractenstica importante para la identificacion de
muchas especies de microorganismos  Dicha prueba, esta basada en la formacion de un
complejo de color rojo cuando el indol reacciona con ¢l grupo aldchido del P-
dimenulaminobenzaldehido Para ilevar a cabo esta prucba es necesario emplear un medio

rico en triptofano

MEDIO DE CULTIVO
El medio de cultivo empleado para esta prucba es of SIM

(ver medio para la prueba produccion de H:S)



RECTIVO

Reactivo de Kovac:

Alcohol amilico o isoanulico puro 15¢.0 ml.

F-dimetilaminobenzaldehido 100g

Acido clorhidrico concentrado 500 mL
TECNICA

Se inocula ¢l medio semisolido por picadura con un cultivo joven (18-24 h), se
incuban los tubos inoculados a una temperatura de 22 °C durante 18-23 h Al finalizar este

periodo, se afaden 5 gotas del reactivo de Kovac por la pared interior del tubo

INTERPRETACION

El desarrollo de un vivo color tucsia en la interfase del reactivo v ¢l medio, segundos
después de anadir el reactivo. indica la presencia de indol ¥ por lo tanto una prueba positiva

Es muy recomendable para la realizacion de esta prueba contar con un control

positivo, para este caso es adecuado un tubo inoculado con F.coli
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VILID

La movilidad bacteriana es otra caracteristica de gran utilidad para la identificacion

final de una especie
La movilidad en las bacternias se debe a la presencia de flagclos, cuvo numero v

ubicacion varna en las diferentes especies

Los medios para detectar movilidad contienen concentraciones de agar de 04 %6 o

menos A mayores concentraciones, el gel es demasiado firme como para permutir la libre

diseminacion de los orzanismos (Koneman, 1989)

MEDIO DE CULTINVO
El medio empleado para esta prucba es ef SIN

(ver medio para la prucba produccion de H:S)

TECNICA
Se inocula el medio semisolido por picadura, con un cultivo joven de 18-24 h, se

22°C durante 18-24 h

incuban los tubos inoculados a una temperatura de
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INTERPRETACION
La prucba de movilidad se interpreta realizando un examen macroscopico del medio

s0 que parte de la linea de inoculacion

para observar una zona dc desarrollo di
Los organismos moviles migran de la linea de siembra y se difunden en ¢ medio,
provocando turbicdad, si esto es lo que se observa. entonces la prucba es cansiderada como

positiva. Pecro si el crecimiento solo se acentia a traves de la linea de siembra y el medio

circundante se mantiene claro, entonces la pruecba se considera negativa

PRUEBA DE 1A OXIDACION FERMENTACION

Los microorganismos sacaroliticos degradan la glucosa en forma fermentativa u
oxidativa. LLos subproductos de !a fermentacion son acidos mixtos relativamente fuertes,
siendo faciles de detectar En cambio los acidos tformados por degradacion oxidativa de la
glucosa son sumamente débiles v para su deteccion se requiere un medio de oxido-
fermentacién mas sensible, como el de Hugh y Leifson (medio OF)

Una de las caracteristicas de este medio es una baja proporcion de proteina con
respecto a los carbohidratos, esto con el proposito de reducir la formacién de aminas

alcalinas, mismas que pucden neutralizar las pequenas cantidades de acidos débiles derivados
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del metabolismo oxidativo. La concentracion rclativamente mayor de hidratos de carbono
sirve para aumentar potencialmente la produccion de dcido. La consistencia de éste medio cs
semisolida para permitic que los acidos formados en la superficie difundan por todo ¢l

medio. facilitando la visualizacion del vire del indicador de pH (Koneman. 1989)

MEDIO DE CULTIVO

El medio empleado fue ¢l OF, el cual tiene la siguiente composicion en g/

Peptona 2.0
Glucosa 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Azul de bromotimol 0.03
Fosfato dipotasico 0.30
Agar-agar 2.5
pH final del medio 71

TECNICA

Se utilizan dos tubos para la prueba de oxidacion-fermentacion, por microorganismo.
Cada rubo se inocula por picadura con un cuftivo joven de 18 horas. hasta llegar casi al

fondo del tubo. Uno de los tubos se cubre con una capa de 1.0 cm de parafina, mientras que

¢l otro se deja abierto. Se incuban ambos tubos a 22 °C durante -8 horas

140



INTERPRETACION

La produccion de acido se detecta ¢n ¢l medio por la aparicion de un color amarillo

En el caso de los organismos con metabolismo oxidativo, la produccion de color sc puede

notar primero ¢erca de la superticie del medio

Tabla de interpretacion de resultados de la prueba de Oxidacion-Fermentacion

{Mac Faddin, 1991)

>xidacién

2 Fermentacion
anaerobia

3 Fermentacion aerobia
-4 Ni fermentacion ni
oxidacion

5 Fermentacion y

oxidacion

" “Tube sbieno

T Amarle (AT

Amarillo (A)

Amarillo (AG)

Azul o verde (SC)

Azul o verde (SC)

A= acido: AG= 3cido v gas. SC= min cambio.

Tubg sellade

Amariilo (A)

Amariito (AG)

Verde (SC)

Amarillo (A 0 AG)

Nota: Es recomendable preparar dos tubos control

* I coli es fermentador de zlucosa

* P aerugnnosa es oxidador de la glucosa

Metabolismo

Oxidativo

Fermentativo

Fermentativo

No sacarolitico

Fermentativo/oxidativo
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TEMPERATURA DE CRECIMIENTO

La temperatura cs uno de los factores que mas influencia tienen sobre ¢l crecimiento
de cualquier microorganismo Cuando se desea aislar o identificar a una cierta cspecie, es

fundamental conocer el intervalo de temperatura de crecimiento

Todo microorganismo tiene una temperatura minmMma, optuna ¥ maxima de crecimiento
Los microorganismos psicrotrofos son aquellos que son capaces de crecer a

en un tiempo de 7 a

temperaturas comprendidas entre 0 v 7 °C v producir colonias visible

10 dias (Jay. 1992) Desde hace vanos anos, es bien sabido que los microorganismos

psicrotrofos generalmente son incapaces de crecer a temperaturas por encaima de los 30 ° a

los 35 °C
er en 1937, se ha demostrado

En base a los estudios realizados por Edward v Retty
qQue a la temperatura maxima de crecimiento de la mayoria de los microorganismos

psicrotrofos, algunos enzimas respiratorios son inactivados, siendo este uno de los factores

fimitantes que solo les permite crecer a bajas temperaturas
El deterioro de los alimentos almacenados a bajas temperaturas se debe a la
presencia de microorganismos psicrotrofos  Brochothric thermosphacta pertencee a este

alteraciones ue se presentan en la

v ¢s uno de los responsables de I:

grupo de organismos

carne refrigerada



Brochothrix termasphacta es un microorganismo termosensible que no es capaz de
sobrevivir después de ser sometido a un calentamiento de 63 °C/15 min (Manual Bergey's,
1986, Noskowa, 1972)

Para llevar a cabo la determinacion de los parametros tenmicos de cada una de las
cepas se mancjason las siguientes temperaturas, 3 % 20 %, 22 ° 37 ® y 63 °C, con diferentes

intervalos de tiempo de incubacion

MEDIO DE CULTIVO
Para llevar a cabo la determinacion del intervalo de temperatura de crecimiento se
empleo ¢l medio de cultivo, caldo infusion de cerebro corazon (BHI). cl cual tiene la

siguiente composicion en w/L

Infusion de cerebro de temera 200.0
Infusion de corazon de res 250.0
Peptona de gelatina 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato disodico 2.5
Dextrosa 2.0
pH final del medio 7.440.2
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PREPARACION
Se¢ disuelven 37 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Se
distribuyen cn tubos de cnsaye y s¢ esterilizan a 121 °C (15 Lb dec presion) durante

15 minutos

TECNICA

Temperatura de crecimiento

Con base en la informacion reportada en la literatura, se seleccionaron tres
temperaturas distintas a las cuales Brochothriv thermaosphacta pucde desarrollarse v una
mas que se ha sido reportada como la temperatura a la cual ef microorganismo cs incapaz de
crecer. debido a la inactivacion de ciertos enzimas vy a la desnaturalizacion de algunas
proteinas,

Para ltevar a cabo la determinacion de los paramectros ternmcos de cada una de las
cepas se mancjaron las siguientes temperaturas; 3 °/21 Jdias; 20 °/14 dias; 22 °/7 dias v

37 °Cs7 dias El inoculo empleado debe de ser de un cultivo joven de 18 horas



INTERPRETACION
Una vez concluido ¢l periodo de incubacion a las distintas temperaturas. los tubos

deben de ser examinados para poder determinar a que temperatura se presenta e mayor

erecimiento. La turbidez del medio de cultivo es suficiente para considerar ¢ ecimiento

microbiano

CRECIMIENTO A 63 "C/S min,

Para llevar a cabo la prueba de termorresistencia se necesita un bafo de agua a
temperatura constante. Los tubos antes de ser inoculados deben de ser precalentados, de tal
manera que su temperatura sea de 63 °C  al momento de la inoculacion

Una vez hecha esta, se introducen en ¢l bafio durante 5 minutos Posteriormente los

tubos se incuban a una temperatura entre 20 ¥ 23 °C |, durante 24 a 48 horas

INTERPRETACION

Debido a que Brochothrix termenphacta s un microorganismo termosensible e
incapaz de sobrevivir despues de ser sometido a incubacion a 63 °C durante 15 minutos, los

tubos inoculados con cada una de las distintas ¢epas que presenten desarrollo. deben de ser

descartados

Now: Es recomendabie contar con un blanco a2l momenta de hacer ta lectura
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ATIN

DE LA

La gelatina es una proteina compleja, derivada del colageno animal, que inicialmente
se utilizo como agente solidificador de los medios de cultivoe La gelatina posee escaso valor
nutritivo y en la actualidad se emplea en medios de cultivo casi exclusivamente para
detectar la presencia de enzimas proteoliticas

Las gelatinasas son enzimas proteoliticas capaces de desdoblar la gefatina y otras
proteinas a peptidos y aminoacidos. Las bacterias que segrezan gelatinasas se pueden
detectar por la digestion o licuefaccion de la gelatina presente en el medio de cultivo

En general, las proteinas son compuestos demasiado grandes como para que puedan
entrar en una celula bacteriana, por o tanto para que una cdlula pueda utilizar las proteinas,
primero debe de catabolizarla en componentes mas pequentos. Las enzimas exocelulares de
tipo proteolitico, gelatinasas, son sccretadas por ciertas bacterias para desdoblar a las

proteinas y esta capacidad ayuda a la identificacion bacteriana (Mac Faddin, 1991)

MEDIO DE CULTIVO

Para la realizacion de la prueba de la licuefaccion de la gelatina se emplea el medio

de gelatina nutritiva, el cual tiene [a siguiente composicion en g/1.
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Extracto de carmne 3.0

Peptona 50
Gelatina 1200
7.0+0.2

pH final del medio

PREPARACION
Se agreza agua destilada a la cantidad de gelatina indicada y deja reposar durante 20

min. Posteriormente se calienta hasta cbullicion para la disolucion total de la gelatina. Se
adiciona el extracto de carne y la peptona, se vuelve a calentar hasta cbullicion para disoiver

todos los componentes. Se vacia el medio en tubos de ensave y se estenliza a 121 °C (15 Lb

de presién) durante 15 min

TECNICA
Los tubos deben de conservarse en refrigeracion hasta el momento de ser utilizados

Sembrar por puncion un inoculo abundante de un cultivo de 18 horas del organismo en
estudio atravesando el medio hasta una profundidad de 2 a 2.5 cm. Se debe de emplear un

tubo control sin inocular Incubar los tubos a una temperatura de 25 °C. durante 14 dias
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INTERPRETACION

Controlar los tubos diariamente durante dos semanas. Cada 24 horas, colocar ambos
tubos (desconocido y control) en el refrigerador durante aproximadamente dos horas
Inclinarlos para ver si hay licuefaccion de Ia gelatina. Comparar ambos tubos
Los siguientes organismos sirven de control
Positivo: Psendomonas aeruginosa

Negativo. Escherichua coli.

ME 10N

LAR

La medicion célular es una determinacion muyv utit cuando se realiza una
caracterizacion microbiana. Dicha medicion se puede realizar empleando para cllo un
microscopio optico ademas de un ocular micromeétrico y un objetivo micrométrico

El ocular mucromeétrico posee una escala arbitraria con divisiones lo suficientemente
pequeiias como para medir microorganismos de diferentes tamafios

El objetivo micrométrico ¢s un portaobjetos en el cual se encuentra grabada una
escala finamente dividida en centécimas de milimetro es decir, cada division mide 10 um.

La medicion de un microorganismo, se lleva a cabo mediante el empleo de un

mMicroscopio.
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CALIBRACION DEL MICROSCOPIO

Para realizar la calibracion del microscopto se siguen los siguientes pasos’
1).- Se sustituye el ocular del microscopio por el ocular micrométrico

2).- Se coloca el objetivo micrométrico en la platina

3).- Con ¢l objetivo de 10 X, se enfoca la escala del objetivo micrométrico y se
centra en el campo Se repite la operacion con los objetivos de 40 X v 100 X Esta
operacion es necesaria para localizar con facilidad la escala ya que si se trata de enfocarla
directamente con el objetivo de inmersion puede resultar dificil v tardado

4).- Una vez que se tiene la imagen enfocada, se hacen coincidir las primeras lineas
de las dos escalas, revisando en cual de las divisiones del lado derecho de las escalas se

presenta nuevamente una coincidencia exacta

5)- Se cuenta el numero de divisiones del ocular y del objetivo que quedan

comprendidas entre las divisiones que coinciden
6)- Se calcula ¢l tamaio de cada division del ocular micrometrico en um,
considerando que cada division del objetivo micrométrico equivale a 10 um
7).- Esta operacion se repite con los objetivos de 40 X v 100 X

8) - Se retira el objetivo, se limpia y se guarda

149




9).- Se coloca la preparaciéon del microorganisma cn estudio, en la platina del
microscopio ¥ se procede a realizar la medicion haciendo girar el ocular micrométrico ¥
moviendo la preparacion para acomodar las celulas dentro de la escala Se miden vanos
microorganismos para obtener una longitud y diametro promedio

10) - La dimension del microorganismo s¢ determina ¢n micras aplicando la

equivalencia en micras de cada division del ocular

HEMOLISIS EN AGAR SANGRE

La principal funcion de las exoenzimas es la de procurar alimento utilizable para las
células. Sin embargo, ¢stas también pueden servir como mecanismo de agresion. Algunas de
éstas exoenzimas son moleculas protdicas que permiten a la maquinaria enzimatica
establecerse y hacer posible el crecimiento de cierto tipo de microorganismo en los tcjidos
humanos. La sangre debido a su composicion es un medio muy rico que permite la
proliferacion de un gran namero de bactenias

Cierto namero de bactenas son capaces de producir toxinas que causan la disolucion

de los eritrocitos, las hemolisinas son un cjemplo de estas enzimas Existen diferentes tipos

de hemolisinas, alfa, beta y gamma
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La hemolisis alfa, ¢s un tipo de hemolisis incomplcta, en la cual los glébulos rojos
que rodean a las colonias son parcialmente danados pero no lisados como en las reacciones
beta hemoliticas en las cuales se observa decoloracion total del medio

En la hemolisis alfa hay un caractenstico emverdecimiento del medio debido a la
liberacion de un derivado del tipo de la metahemoglobina, que ¢s vxidado a compuestos del
tipo de la biliverdina

Para determinar ¢l aspecto de las colonias individuales y el tipo de hemolisis que
produce un microorganismo, se emplea un medio con un bajo contenido de azucares

reductores debido a que é€stos reprimen la expresion de la B-hemolisis (Bradshaw, 1976,

Koneman, 198%)

MEDIO DE CULTIVO
Para la realizacion de esta prueba sc emplea ¢l medio Base de Agar Sangre

adicionado de 5 ®a de sangre desfibrinada de bovinoe El medio deshidratado tiene la

siguiente composicion en g/l

Infusion de muasculo cardiaco 3750
Peptona de carmne 160
Cloruro de sodio 50
Agar-agar 15.0
7.220.2

pH fina!l del medio

151



PREPARACION

Suspender 30 0 w1l del medio deshidratado Remojar durante 10 min, hervir por |
min. y esterilizar a 121 © C (15 Lb de presion) durante 15 minutos Dejar entriar ¢! medio
esteril a 45 °C y aiadir 5 °% de¢ sangre destibninada v estenil en condiciones de esterilidad

Homogencizar ¢l medio haciendo girar suavemente el matraz para evitar la

incorporacion de burbujas al medio Distribuir en cajas petri estériles

TECNICA

Se¢ inocula cada caja con un cultivo joven (18 h) empleando un asa para su

distribucion y se¢ incuban las placas a una temperatura de 22 °C durante un periodo

de 234-48 h

Se inoculan ¢ incuban por separado un control para la alta y otro para la beta

hemolisis. § preumaonae es alfa hemolitico y N unrens es beta hemolitico

INTERPRETACION

Una vez concluido ¢l periodo de incubacion comparar con los controles v determinar

el tipo de hemolisis que el microorganismo en estudio presenta

En las reacciones beta hemoliticas se obsenva la decoloracion total del medio v en la

hemolisis alfa, hay un caracteristico enverdecimiento del medio
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CRECINMIENTO EN MEDIO MRS

El medio MRS, fue desarrollado por De Man, Rogosa y Sharp, para ¢l cultivo de
bacterias lacticas Este tipo de bacterias son muy exigentes para su crecimiento €s por eso

que para poder desarrollarse se requiere de un medio complejo
Uno de los ingredientes gue constituyen a este medio, es el acetato de sodio, mismo

que inhibe el crecimiento de algunas especies como es ol caso de Brochothrix

rermaosphacta, por ello e¢ste medio se emplea para caracterizar a dicho microorganismo

(Atlas, 1993).

MEDIO DE CULTIVO

La formulacion del caldo MRS expresada en g/l es la siguiente:

Glucosa 185
Digerido pancreatico de gelatina 10.0
Extracto de came 8.0
Acetato de sodio 3.0
Fosfato acido de potasio 2.0

2.0

Citrato de amonio
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Polisorbato 30 1.0

MgS0,7 H:0 02
MnSO,~4 H:0 0.05
62+02

pH final del medio

PREPARACION
Pesar 500 g/l Disolver ¢l medio en polvo previamente empleando una pequeiia

porcion de agua destilada y posteriormente aforar a 1 litro. Disolver perfectamente y

distnibuir en tubos de cnsave, estenlizar a 121 °C (15 b de presion) durante 1S minutos

TECNICA

Cada uno de los tubos se inocula con un cultivo joven del microorganismo en estudio

y se incuban a 25 °C. durante 38-72 h

Es recomendable cl cultivo de una cepa de referencia de alguna bacteria lactica

INTERPRETACION

Una vez concluido ¢l penodo de incubacion. observar los tubos para determinar si
hubo crecimicnto o no, ¥y compararlos con el tubo de referencia RBrochothric termosphacta

no crece en este medio o si Jo Hega a hacer ¢l crecimiento es muy pobre
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DETECCION DE CITOCROMOS

Los citocromos son componentes ferroportinmicos de la cadena de transporte de
electrones, v se encuentra solamente en la celulas aerobicas (Lehninger, 1981)

Se han identificado cuatro ¢lases de citocromos bacterianos sobre la base de sus
espectros de absorcion caractensticos Las condiciones de cultivo de una bacteria, afectan
las cantidades total y relativa de los componentes citocromo en ol microorganismo, cstas
modificaciones reflejan ¢l intento del microorgamsmo para compensar la deticiencia de
oxigeno que pudiera tener mediante el incremento de la sintesis de mavores concentraciones
de oxidasas alternativas que tengan mayor afinidad por el oxigeno (Zinsser, 1993)

En base al uso de ciertas sustancias, cs posible identificar algunos citocromos

presentes en la cadena respiratonia,

MEDIO DE CULTIVO

El medio empleado para detectar la presencia de citocromos en la cadena respiratoria
de las cepas seleccionadas fue ¢! caldo infusion de cerebro corazon ( BHI). al cual se le
adiciona el cianuro de potasio y/0 azida de sodio esterilizados por filtro de membrana.

La composicion del caldo BHI en w/L es la siguiente
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Infusion de cercbro de temnera 200.0

Infusion de corazon de res 250.0
Peptona de gelatina 10.0
Cloruro de sodio s.0
Fostato disodico 2.
Dextrosa 2.0
7.4+0.2

pH final del medio

Las concentraciones utilizadas de cada una de las sales fueron las siguientes:

Azida de sodio 0.01 %%
Q.02 %a .
0.05 %%
Cianuro de Potasio 2.5 %
3.75%
50 %

PREPARACION

Se disuelven 37 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada y se

distribuyen en diferentes matraces Erlenmeyer, sc esterilizan a 121 °C (15 Lb de presion)
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durante 15 min A cada matraz de Ie adiciona la solucion estéril de cada una de las sales a

distinta concentracion

TECNICA

Para cada ccpa se probaron tres diferentes concentraciones de azida de sodio vy tres
para ¢l cianuro de potasio. Se inocula cada uno de los tubos con un cultivo joven de cada

cepa, y se incuban a 22 °C durante 24 a 48 horas

INTERPRETACION

Cuando en el medio de cultivo inoculado e incubado, se observa enturbiamiento del
mismo, se asume que ¢l microorzanismo es resistente tanto a la azida de sodio como al
cianuro de potasio y dentro de su cadena respiratoria no se encuentra el citocromo aas

Aunque e hecho de que su crecimiento no hava sido afectado. no es garantia de la
ausencia del citocromo aa:, ¥a gque su crecimiento puede deberse a la presencia de una ruta
alterna en la cadena respiratoria. 1o que le permite al microorganismo tener otra alternativa

en el caso de que en el medio se encuentre alguna sustancia que bloquee la cadena

respiratoria principal
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PRODUCCION DE ACIDO A PARTIR DE CIERTOS CARBOHIDRATOS

La capacidad de los microorganismos pars utihizar fos hidratos de carbono, distintos
de Ja glucosa. lactosa v sacarosa, provee caractensticas  adicionales utiles para la
identificacion de las bacterias  Los patrones de fermentacion diferencial observados con
algunos carbohidratos, avudan a diferenciar las distintas especies de cada grupo (Koneman.
1989).

En base a los estudios realizados por Feresu v Jones en 1988 guedo demostrado que
existe una gran similitud entre los generos [isteria monocviogenes v Brochothrix
thermosphacta, pero tambien existen ciertas diferencias entre las que esta la asimilacion de
ciertos carbohidratos

Brochothrix thermosphacta es capaz de producir acido a parur de  inositol,
melibiosa, arabinosa v xilosa Listeria monocyvtogenes, tambien puede producir acido a partir
de xilosa y en algunos casos de arabinosa, pero no de inositol ni de melibiosa v solamente
una pequena proporcion de cepas puede acidificar ¢l medio a partir de mehbiosa, sacarosa,

rafinosa v manitol (Feresu v Jones, 1988)
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MEDIO DE CULTIVO

Para la realizacion de esta prucba se emplea un medio basal, la formulacion del

medio en g/1. es la siguicnte

Peptona de cascina 10.0
Extracto de levadura 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Purpura de bromocresol Q.03
Agar-agar 15.0
7.2+0.1

pH final del medio

Los carbohidratos previamente esterilizados por filtracion a través de membrana se

adicionan al medio, de tal manera que la concentracion final de los hidratos de carbono sea

de 0.5 %%
PREPARACION

Pesar la cantidad de cada reactivo segun ¢l volumen a preparar

Disolver el medio deshidratado v calentar a ebullicion durante un minuto, distribuir en
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diferentes matraces Erlenmeyer scgun el numero de carbohidratos a ensavar Esterilizar el
medio a 121 °C (15 b de presion) durante 15 min
Adicionar al medio esteril los carbohidratos estenlizados por filtro de membrana en

condiciones de esterilidad ¥ distribuir ¢l medio en cajas pern estériles

TECNICA

Se inoculan la seric de cajas que contienen los diferentes carbohidraros con un
cultivo joven de 18 horas del microorganismo en estudio Se incuban a 25 °C., y sec observa

la produccion de acido después de 1 a 10 dias

INTERPRETACION

A partir de los carbohidratos mancjados, Brochothrix thermosphacta es capaz de
producir acido. por lo tamto, si se presenta el vire del indicador acido-base queda
demostrada la produccion de acido. Con esta prucba es posible diferenciar a Brochothrix

thermosphacta de Listeria monocytogenes.
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Un antibiético e¢s una sustancia sintetizada quimicamente o producida por un
microorganismo, que a bajas concentraciones inhibe el desarrollo de otros microorganismos

La actividad inhibidora de los antibioticos esta dirigida hacia un numero de sitios
vulnerables de la celula Estos agentes interfieren, en la sintesis de la pared celular, en la

funcion de la membrana. en la sintesis proteica y/o en las reacciones enzimaticas clave

(Zinsser, 1994)
Para determinar si un annbiotico tiene efecto sobre el desarrolio de la especie en

estudio, se deben de realizar prucbas de sensibilidad para determinar si hay inhibicion o no y

el grado de ésta

MEDIO DE CULTIVO

Para reahizar ¢l antibiograma se emplea ef medio de cultivo standar para antibioticos

N® I de Grove y Randall, el cual tiene la siguiente composicion en g/1.

Peptona de gelatina 60
Peptona de caseina 4.0
Extracto de levadura 3o
Extracto de carne 1.5
Glucosa 1.0
Agar-agar 150
7.2 +0.1

pH final del medio
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PREPARACION

Suspender 305 g del medio deshidratado por cada litro de agua destilada. Dejar
remojar aproximadamente 15 min  Calentar con agitacion hasta cbullicion Esterilizar en
autoclave a 121 °C (15 Lb de presion), durante 15 min Una vez estenlizado el medio se
wvacia en las cajas Petrni cuidando que el espesor sea de 4 mm (aprox ) para garantizar la

adecuada difusion del antibiotico

TECNICA

Las placas se inoculan con | mL de un cultivo joven de 18 horas v abundante

(aprox. 10™), ¢l cual

distribuye pertectamente sobre ef agar con la ayuda de una varilla de
vidrie estéril, posteriormente se colocan los discos de papel esteriles v se imprsegnan con el
antibiotico en estudio Las placas se incuban a una temperatura entre 22-25 °C durante 24

horas.
INTERPRETACION

Una vez concluido ¢ pertodo de incubacion, se debe de medir el diametro del halo de

inhibicion para cada uno de los antibioticos en estudio
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El diametro del halo de inhibicion alrededor del disco impregnado con el antibiotico,
es directamente proporcional al grado de inhibicion del crecimiento bacteriano En el caso de

que no sc¢ observe ningun halo, se considera que el microorganismo es resistente a este

PRODUCCION DE ACIDO A\ PARTIR DE CIERTOS CARBOHIDRATOS

Los diferentes tipos de microorganismos, necesitan medios de cultivo de distintas
composiciones para hacer posible su crecimiento En ¢l caso de los microorganismos
heterotrofos, un sustrato organico sirve como fuente de carbono esencial v de energia. En
general los hidratos de carbono son las moleculas a partir de las cuales ¢f organismo puede
obtener de manera economica, energia necesania para todos sus procesos vitalesd Atlas,
1990)

Si bien la mayoria de las bacterias que utilizan hidratos de carbono son anaerobias
facultativas. la utilizacion de estas moléculas puede no siempre ocurnir en condiciones
estrictamente anacrobias, como lo testimonia la formacion de productos acidos por parte de
las colonias bacterianas que desarrollan en la superticie del agar (Koneman, 1989)

Seuun lo reportado por Feresu v Jones en 1988, Brochothric thermosphacra tiene
un gran parecido con Zisweria monocyvtogenes pero una de las pocas diferencias que
es la produccion de acido a parnir de ciertos

distinguen a una especie de la otra,

carbohidratos



MEDIO DE CULTIVO

Para la realizacidon de sta prucba se empleo ¢l medio recomendado por Feresu y

Jones, mismo que presenta la siguiente composicion en g/l

Peptona de ciscina 10.0
Extracto de levadura 1.0
Cloruro de sodio 50
Purpura de bromocresol 0.03
Agar-agar 15.0
pH final del medio 7.2+0.1
PREPARACION

Después de pesar las cantidades de cada una de las sustancias enlistadas, se
disolvieron en agua destilada v el medio se esterilizé a 121°C (15 Lb de presion) durante IS5
min. Posteriormente, se adicionaron los carbohidratos, mismos que se esterilizaron

previamente por filtro de membrana y por ultimo, se realizo !a distribucion en tubos de

ensaye.

TECNICA

Los tubos se inoculan con 10 pl. de un cultivo joven de cada una de las diferentes

cepas y se incuban a 22 °C durante 18-24 horas




INTERPRETACION

Una vez finalizado ¢! penodo de incubacion, se debe de realiza comparar un tubo
control con los tubos inoculados La acidificacion del medio se hace evidente por el vire del
indicador, de tal manera que el medio inoculado con un microorganismo productor de acido

a partir del carbohidrato utilizado tendra una coloracion entre violeta y azul claro
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