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Sobrevivencia de Salmonella spp. y Escherichia coli enterohemorragica
bajo diferentes condiciones de bioconservacion y almacenamiento

Caren Brenes SancheZ'

Resumen: Introduccién: Las dietas frescas para mascotas son
populares por su contenido nutricional y menor uso de aditivos.
Sin embargo, se debe prestar atencién a la inocuidad de estos
alimentos, las bacterias acido lacticas (BAL) podrian ser una opcion
para mejorar su conservacion y reducir el uso de preservantes
sintéticos. Objetivo: Evaluar la sobrevivencia y el crecimiento
de Salmonella spp. y E. coli enterohemorragica en carne de res,
analizando el efecto de un bioconservante y el almacenamiento
a bajas temperaturas. Materiales y métodos: Se trabajé con
muestras de carne molida (10 g cada una). A todas las muestras
se les realizd un andlisis proximal con el fin de determinar sus
caracteristicas fisicoquimicas. Asimismo, se efectud el recuento
de coliformes totales, coliformes fecales y bacterias acido lacticas
(BAL). Se evalud la sobrevivencia de Salmonella spp. y Escherichia
coli enterohemorragica en carne molida almacenada a -18 °C
durante cuatro semanas. Ademas, se determiné la sobrevivencia
de ambos patégenos a 4 °C y 10 °C durante siete dias en presencia
de Lactobacillus paracasei subsp. tolerans |-C1 y L. paracasei
subsp. tolerans 11-C2-C, evaluados como bioconservante. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado. Resultados: Los analisis
fisicoguimicos y microbioldgicos de las muestras de carne molida
evidenciaron caracteristicas adecuadas para la evaluacién de la
sobrevivencia bacteriana. Se encontré que ambos patdgenos
sobreviven a -18 °C durante cuatro semanas en las muestras
inoculadas de carne molida. Cuando se evaluaron en presencia
de los bioconservante a 4 °C hay una reduccién de Salmonella
spp. tanto en el control, como en los tratamientos, lo que sugiere
que tanto la temperatura (4°C) como las BAL favorecen la
reduccién del patégeno, el mismo patrén se observd con E. coli.
enterohemorragica. Sin embargo, a 10 °C los resultados muestran
un crecimiento de ambos patégenos de aproximadamente 3 log
UFC/g para todos los tratamientos. Conclusiones: La aplicacion de
antimicrobiano podrian contribuir a mejorar la calidad e inocuidad
en alimentos frescos para mascotas. Se sefiala la importancia de
mantenerlacadenadefrioyrealizar unaadecuadadescongelacion
del producto. Arch Latinoam Nutr 2026; 76(3): 215-226.
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Abstract: Survival of Salmonella spp. and enterohemorrhagic
Escherichia coli under different biopreservation and storage
conditions. Introduction: Fresh pet food diets are popular
due to their nutritional content and reduced use of additives.
However, special attention must be given to the safety of
these foods, and lactic acid bacteria (LAB) may represent an
alternative to improve preservation and reduce the use of
synthetic preservatives. Objective: To evaluate the survival
and growth of Salmonella spp. and enterohemorrhagic
Eschericia coli in beef, assessing the effect of a biopreservative
and low-temperature storage. Materials and Methods:
Ground beef samples (10 g each) were analyzed. Proximate
analysis was performed on all samples in order to determine
their physicochemical characteristics. In addition, total
coliforms, fecal coliforms, and lactic acid bacteria (LAB)
counts were determined. The survival of Salmonella spp. and
enterohemorrhagic Escherichia coli in ground beef stored
at -18 °C for four weeks was evaluated. Furthermore, the
survival of both pathogens at 4 °C and 10 °C for seven days was
determined in the presence of Lactobacillus paracasei subsp.
tolerans |-Cland L. paracasei subsp. tolerans 11-C2-C, evaluated
as biopreservatives. All assays were performed in triplicate.
Results: Physicochemical and microbiological analyses of the
ground beef samples showed suitable characteristics for the
evaluation of bacterial survival. Both pathogens survived at
-18 °C for four weeks in inoculated ground beef samples. When
evaluated in the presence of the biopreservatives at 4 °C, a
reduction in Salmonella spp. was observed in both the control
and treatment groups, suggesting that both low temperature
(4 °C) and LAB contributed to pathogen reduction. A similar
pattern was observed for enterohemorrhagic E. coli. However,
at 10 °C, the results showed growth of both pathogens of
approximately 3 log CFU/g in all treatments. Conclusions: The
application of antimicrobials may contribute to improving
the quality and safety of fresh pet foods. The importance of
maintaining the cold chain and performing proper thawing of
the product is emphasized. Arch Latinoam Nutr 2026; 76(3):
215-226.
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Introduccion

En la actualidad el alimento balanceado sigue
siendo la opcidn mas comun para la alimentaciéon
de mascotas; estos productos se disefian segun
la especie, la etapa fisiolégica y las necesidades
nutricionales de cada animal (1). No obstante,
cada vez mas personas exploran alternativas
de alimentacidén, las dietas frescas son una
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propuesta de alimentacidn no procesada
gue busca maximizar el valor nutricional de
los ingredientes y reducir el uso de aditivos
sintéticos (2).

Las dietas frescas han ganado popularidad
entre quienes buscan unaopcién mas natural
para alimentar a sus perros y gatos, debido
a gue se elaboran con carne cruda, huesos
y o6rganos de animales cosechados para
consumo humano, como los bovinos o pollo
(3), y buscan conservar el valor biolégico de
los nutrientes al evitar procesos industriales
gue impliguen conservantes o altas
temperaturas (2). Dentro de estas opciones
se incluyen la dieta BARF (Biologically
Appropriate Raw Food), compuesta por
un 60-80 % de alimentos crudos de origen
animal complementados con frutas vy
vegetales, y la dieta ancestral, que también
prioriza ingredientes animales y minimiza el
contenido de carbohidratos y vegetales (1, 4).

Sin embargo, uno de los desafios de las
dietas frescas es su inocuidad microbioldgica
(5). Diversos estudios han demostrado que
las fuentes proteicas utilizadas en dietas
frescas pueden presentar niveles elevados
de contaminacion bacteriana. Alternativas
como el pollo, la carne de res o el pavo
representan un riesgo significativo si no
se manipulan correctamente (6). Entre los
microorganismos que suelen encontrarse
en estas proteinas estan los coliformes
termotolerantes y bacterias patégenas como
Clostridium perfringens, Campylobacter
jejuni, E. coli enterohemorragica (EHECQC),
Salmonella, y el protozoario Toxoplasma
gondii, ampliamente reconocidos por su
relevancia en la industria alimentaria (7-9).

Se ha encontrado la presencia de Salmonella
spp.y EHEC en dietas crudas para mascotas
y en productos carnicos bovinos (9-11).
Sin embargo, hay vacios respecto a la
sobrevivencia de ambos patdgenos en
carne molida bovina bajo condiciones
de almacenamiento propias de este tipo
de alimento. La mayoria de los trabajos
disponibles se han centrado en la prevalencia
microbioldgica o en estrategias generales de
conservacion (12-14), sin evaluar de manera
especifica las diferencias en tolerancia y

persistencia entre Salmonella spp.y EHEC en matrices
carnicas crudas destinadas al consumo animal.

La carne de res, en particular, es un ingrediente
comun en estas formulaciones. Se trata de un
alimento perecedero que, debido a su composicidon
y a las condiciones de almacenamiento, puede
favorecer el crecimiento de microorganismos si no
se maneja adecuadamente (4, 15). Su alto contenido
de humedad y nutrientes, un valor de actividad de
agua (aw) cercano a 0,98 y un pH post mortem entre
5,5y 58 crean un entorno ideal para la proliferaciéon
microbiana (15). Aunque la refrigeracién y la
congelacién son métodos utilizados para extender la
vida Util de la carne cruda, estos no siempre logran
eliminar la presencia de patégenos (16, 17). El uso de
altas temperaturas no es una opcién pues la idea es
gue el producto se mantenga en su estado fresco.

Las bacterias acido lacticas (BAL) han sido propuestas
como una alternativa debido a su capacidad
para producir metabolitos antimicrobianos, tales
como acidos organicos, perdéxido de hidrégeno
y bacteriocinas, que pueden inhibir patdégenos
transmitidos por alimentos (18-20). Diversos estudios
han demostrado actividad antagonista de BAL
frente a Escherichia coli y otros microorganismos
de importancia alimentaria (21, 22). Ademas, algunas
especies del género Lactobacillus han mostrado
potencial para el biocontrol de patégenos en matrices
alimentarias mediante produccion de péptidos
antimicrobianos y acidificacion del medio (23). No
obstante, la mayoria de las investigaciones disponibles
se han enfocado en alimentos fermentados o
modelos microbiolégicos generales, mientras que
existe informacion limitada sobre la sobrevivencia
de Salmonella spp. y EHEC en carne molida bovina
destinada a dietas crudas para mascotas, asi como
sobre la eficacia de BAL especificas en este tipo de
matrices.

El interés en las BAL radica en su capacidad para
competir con la microbiota indeseable y controlar la
proliferaciéon de patégenos mediante la producciéon
de compuestos antimicrobianos, sin afectar de
manera negativa las propiedades fisicoquimicas y
sensoriales de la carne (24). El uso de las BAL como
bioconservanteesrelevantedadoquelasdietasfrescas
suelen contener carne cruda (como la de res) que, por
su alta humedad y valor de actividad de agua, crea
condiciones ideales para el crecimiento microbiano si
no se maneja adecuadamente (15). Dado lo anterior,
la incorporacién de BAL puede ser una manera para
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mejorar la inocuidad de dietas frescas para animales,
extendiendo ademas su vida util y reduciendo la
necesidad de conservantes sintéticos (25;26).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la sobrevivencia
y el crecimiento de Salmonella spp. y E. coli
enterohemorragica en carne de res destinada a la
alimentacién de mascotas, analizando el efecto de
un bioconservante y el almacenamiento a bajas
temperaturas. Esta investigaciéon busca aportar
informacién clave sobre la seguridad microbioldgica
de las dietas frescas para mascotas y el uso potencial
de bioconservante como estrategia de conservacion
natural.

Materiales y métodos
Obtencion de muestras

Setrabajé con muestrasde carne molida de origen bovino
(5 % de grasa). Se adquirieron un total de nueve lotes
en distintos dias, entre febrero y julio del aflo 2024, que
fueron adquiridos en un supermercado local, cercano al
Campus Rodrigo Facio, Universidad de Costa Rica, San
José, Costa Rica (9°56 "14.33"N 84°02 '56.74"). En todos
los casos se procurd que cada lote muestreado hubiera
sido procesado y empacado el dia de la compra. Cada
lote se trasladd al laboratorio en hielera para conservar la
cadena de frio.

Andlisis fisicoquimico

Se realizd la caracterizaciéon fisicoquimica de cada lote
de carne molida. Se determind el contenido de proteina,
grasa cruda, humedad y ceniza siguiendo los protocolos
previamente descritos (27-30).

Andlisis microbiolégico de las muestras de carne molida

Se realizd el recuento de coliformes totales vy
termotolerantes de acuerdo con lo descrito por Arias-
Echandi et al. (31). Se pesaron 10 g de carne molida, a
la cual se le agregé 90 mL de agua peptonada (APE) al
0,1 % y se colocé en el homogenizador por 30 s. A partir
del homogenizado se realizaron diluciones decimales
seriadas hasta 10° en tubos con 9 mL de APE al 0,1 %
y se agregd 1 mL de cada diluciéon a placas con agar
bilis rojo violeta (ABRV) (Oxoid™, Basingstoke, UK) por
vaciado y cuadriplicado. Las diluciones elegidas para los
recuentos toman en cuenta las poblaciones esperadas
para muestras frescas de carne molida. Seguidamente
se aplicd una sobrecapa de 3 mL de ABRV y se procedié
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a la incubacién. Las placas fueron incubadas
a 35°C durante 48 h para la determinacion
de coliformes totales y para el recuento de
coliformes termotolerantes se mantuvieron
a 44°C por 24 h. Se contaron las placas que
tuvieran entre 25y 250 colonias y los resultados
se reportaron como log UFC/g (Limite de
deteccion =10 UFC/g).

Recuento de bacterias Idcticas

Se pesaron 10 g de carne molida y se le
agregd 90 mL de APE 0,1 %. La mezcla fue
homogeneizada (30 segundos) y se prepararon
diluciones decimales en APE hasta 10° De cada
dilucion se sembraron 100 pyL en placas de
agar De Man Rogosa y Sharpe (MRS) (Oxoid™,
Basingstoke) por duplicado. Finalmente, se
incubaron las placas a 25°C durante 2 dias en
atmdsfera de capnofilia (31) . Se contaron las
placas que tuvieran entre 25 y 250 colonias y
los resultados se reportaron como log UFC/g
(Limite de deteccién =100 UFC/qg).

Determinacion de la sobrevivencia de Salmonella
spp. y Escherichia coli enterohemorrdgica a
-18 °C durante cuatro semanas

Preparacion del indculo de Salmonella spp.
Para la inoculacién de Salmonella spp. se
prepard un coctel bacteriano que consistid en
una mezcla de Salmonella enterica serovar
Typhimurium 93, S. enterica 750, S. enterica 80,
Salmonella spp. DA36 y S. Typhimurium 612.
Estos aislamientos son parte de la coleccién del
Laboratorio de Investigacién y Entrenamiento
en Microbiologia de Alimentos (LIMA) del Centro
de Investigaciéon en Enfermedades Tropicales
(CIET) de la Universidad de Costa Rica (UCR).

Cada aislamiento fue sembrado por estria en
agar sangre e incubado a 35°C durante 48 h. A
partir de una colonia de cada cepa, se realizd
una inoculacion en tubos con 9 mL de caldo
Tripticasa de Soya (CTS, Merck, Darmstadt). La
incubacion se llevé a cabo a 35°C durante 24 h.
Transcurrido este tiempo, se tomaron 3 mL de
cada cultivo y se colocaron en un tubo estéril.
Los tubos fueron centrifugados durante 5 min,
se elimind el sobrenadante y se afiadieron
15 mL de APE. El proceso de centrifugado y
eliminacion del liquido se repitié, anadiendo
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nuevamente 15 mL de APE, lo que permitié
obtener el coéctel final. Los cultivos en fase
estacionaria se mezclaron en proporciones
iguales. A partir del céctel inicial de Salmonella
spp. se realizaron diluciones decimales para
obtener una poblacién de 70 log UFC/mL.
Finalmente, se inocularon 100 uL en 10 g de
carne molida, con el objetivo de alcanzar
una poblacién inicial del patégeno de 4,0-50
log UFC/mL. Se prepararon un total de cinco
muestras las cuales se colocaron en bolsas
plasticas transparentes y estériles, que luego
fueron selladas en atmodsfera aerobia. Cada
una fue inoculada con el céctel previamente
descrito 'y la suspensidon se distribuyd
manualmente de manera uniforme dentro de
la bolsa, posteriormente fueron almacenadas a
=18 °C (31). El recuento microbiolégico de cada
muestra se realizé al inicio de la inoculacién y
en los dias 7, 14, 21 y 28. Todos los ensayos se
llevaron a cabo por triplicado, considerando
cada réplica como una repeticidon bioldgica
independiente.

Determinacion de la carga bacteriana de
Salmonella spp. en carne molida. A cada
muestra de carne molida inoculada se le
agregaron 90 mL de APE y posteriormente se
homogenizaron (30 segundos). Se tomd un
1 mL y se prepararon diluciones seriadas (6
diluciones con base en la poblacién inoculada)
en tubos de ensayo que contenian 9 mL de
APE y se sembraron, por duplicado 100 pyL de
cada diluciéon en placas de agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD, Oxoid™, Basingstoke). Las
placas se incubaron a 35°C por 24 h (32). Las
muestras fueron cuantificadas durante cuatro
semanas, para ello se descongeld la muestra
a temperatura de refrigeracién durante 18 h
previo al analisis (31).

Preparacion  del indéculo de E. coli
enterohemorragica. Se utilizé el aislamiento
de Escherichia coli enterohemorragica ATCC
35150, que pertenece a la bacterioteca de
la Facultad de Microbiologia de la UCR. La
preparacién del inéculo se realizd siguiendo el
mismo procedimiento descrito para Salmonella
spp.; sin embargo, en este caso se utilizé agar
MacConkey sorbitol (Oxoid™, Basingstoke)

como medio de cultivo selectivo. El cultivo de EHEC en
fase estacionaria alcanzd una concentracion de 9,0 log
UFC/mL y el mismo se diluyé hasta una concentracién
de 70 log UFC/mL. Posteriormente, se inocularon
100 uL de la suspension bacteriana en 10 g de carne
molida, con el objetivo de obtener una poblacién inicial
del patégeno de 50 log UFC/mL. Se prepararon cinco
muestras de carne molida de 10 g cada una, las cuales
se colocaron en bolsas plasticas transparentes y estériles,
posteriormente selladas con atmadsfera aerobia. Cada
muestra fue inoculada con la suspensidén bacteriana
que fue distribuida manualmente de manera uniforme
dentro de la bolsa. Luego, las muestras se almacenaron
a -18 °C (31). El recuento microbiolégico se realizé al
inicio de la inoculacién y posteriormente en los dias 7,
14, 21y 28. Todos los ensayos se efectuaron por triplicado,
considerando cada réplica como una repeticién biolégica
independiente.

Determinacion de la carga bacteriana de E. coli
enterohemorrdgica en carne molida. Se siguid el
protocolo descrito para el caso de Salmonella spp. con la
diferencia de que las diluciones se sembraron en placas
de agar MacConkey Sorbitol (Macs, Oxoid™, Basingstoke).

Determinacidon de la sobrevivencia de Salmonella spp.y
Escherichia coli enterohemorragica a 4°C en presencia
de un bioconservante durante cuatro dias.

Preparacion del bioconservante. Se trabajé con los
aislamientos Lactobacillus paracasei subsp. tolerans
I-C1 y L. paracasei subsp. tolerans 11-C2-C, aislados de
residuos agroindustrialesy disponibles en la bacterioteca
del Centro Nacional en Cienciay Tecnologia de Alimentos
(CITA, UCR). Ambos aislamientos fueron previamente
evaluados por sus propiedades probidticas y efecto
antagonico contra patdgenos alimentarios (20); de la
misma manera se habia demostrado que los aislamientos
seleccionados eran los que mostraban mejor perfil
de sobrevivencia y replicacién bajo condiciones de
refrigeracién (datos sin publicar). Las muestras fueron
sembradas por estriaen agar MRS (Oxoid™, Basingstoke).
Seguido, las placas se incubaron a 35°C durante 48 h en
condiciones de capnofilia. Se selecciond una colonia de
cada aislamiento y se colocé en tubos con 9 mL de caldo
MRS, los cuales se incubaron a 35°C durante 48 h. Se
afadieron 100 yL de cada suspensiéon obtenida, con el
fin de obtener una concentracion final de 106 UFC/mL,
en cada muestra de carne molida segun corresponda se
cuantificé la presencia de ambas bacterias patégenas
segun lo descrito previamente.
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Preparacion de los tratamientos evaluados a 4°C.
Las bacterias patdgenas fueron preparadas segun
lo descrito previamente. Para cada tratamiento,
se utilizaron muestras de 10 g de carne molida, las
cuales se colocaron en bolsas plasticas estériles,
transparentes y herméticamente cerradas (atmosfera
aerobia), y posteriormente se almacenaron a 4 °C. El
primer tratamiento consistié en la inoculacién de las
muestras con 7,0 log UFC/mL del coctel de Salmonella
spp. El segundo tratamiento consistid en la inoculacién
conjunta de 7,0 log UFC/mL de Salmonella spp.y 106 UFC/
mL de Lactobacillus paracasei subsp. tolerans I-Cly L.
paracasei subsp. tolerans 11-C2-C. El tercer tratamiento
consisti6 en la inoculacién con 50 log UFC/mL
de E. coli enterohemorragica ATCC 35150. Mientras que
el cuarto tratamiento se realizd utilizando E. coli a una
concentracion de 50 log UFC/mL del patégeno y las
BAL en las concentraciones previamente descritas. Los
recuentos microbiolégicos de todos los tratamientos
se analizaron el dia 1, 2, 3 y 4 siguiendo el protocolo
descrito anteriormente. Cada tratamiento se evalud por
triplicado, considerando tres repeticiones bioldgicas
independientes para cada una de las muestras.

Medicion de crecimiento de Salmonella spp. y
Escherichia coli enterohemorrdgica en presencia de un
bioconservante a 10°C durante cuatro dias.

Las bacterias se prepararon segun el protocolo
previamente descrito y se inocularon en porciones de
10 g de carne molida, las muestras fueron colocadas en
bolsas plasticas estériles, transparentes, herméticamente
selladas (atmosfera aerobia) y almacenadas a 10 °C. Se
evaluaron los mismos cuatro tratamientos previamente
descritos. Los recuentos microbiolégicos se realizaron los
dias 1, 2,3y 4 siguiendo el procedimiento establecido.

C Brenes Sdnchez et al. (215-226)

Disefio experimental

Se realizaron tres réplicas (lotes) para todos los
experimentos. Para cada temperatura (-18°C,
4°C y 10°C) se empled un modelo factorial
completo con efectos fijos: presencia del
bioconservante (BAL o no BAL), tiempo de
almacenamiento e interacciones tiempo X
presencia del bioconservante, utilizando un
analisis de varianza (ANOVA) sobre los datos
microbiolégicos (log UFC/g de Salmonella spp.
o EHEC). Los términos aleatorios incluyeron el
dia de procesamiento (lote). La significancia se
determind al nivel de 0,05. Se utilizé el programa
estadistico InfoStat y cuando los efectos fueron
significativos se aplicd la prueba LSD de Fisher
para separar los tratamientos.

Resultados

Perfil microbioldgico y fisicoquimico de la
carne molida

La carne molida utilizada en este estudio
presentdé un contenido proteico del 21,3 %,
con niveles moderados de grasa (4,6 %) y
humedad (73,1 %); estas caracteristicas hacen
de esta matriz un sustrato adecuado para
el desarrollo microbiano si no se almacena
de manera correcta. En cuanto al recuento
microbiolégico inicial, se encontraron
valores considerables de coliformes totales
(51 log UFC/g), coliformes termotolerantes
(4,5 log UFC/g) y bacterias &cidolacticas
(4,8 log UFC/g) (Tabla1).

Tabla 1. Analisis fisicoquimico y recuento de indicadores microbiolégicos en las muestras de carne
molida utilizada para la determinaciéon de sobrevivencia de Salmonella spp.y E. coli enterohemorragica
en presencia de un bioconservante a distintas temperaturas de almacenamiento

Porcentaje (%) *

Valores (log UFC/g) *

Proteina Grasa Humedad Cenizas

termotolerantes

Coliformes
totales

Coliformes BAL

21,3+0,8 4614 731+09 11+£0,]1

4504 5104 48+0,7

*Valor promedio de 9 muestras
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Sobrevivencia de Salmonella y E. coli durante
almacenamiento en congelacion

Durante las cuatro semanas de
almacenamiento a temperatura de
congelacién se registraron variaciones en los
recuentos microbioldgicos. Los resultados
para Salmonella spp. mostraron algunos
cambios, que se deben posiblemente
a variaciéon analitica, a la recuperacion
diferencial de células  subletalmente
lesionadas, o a efectos metodoldgicos
asociados a la descongelacion y al proceso
de siembra en medio de cultivo. Aunque
se observaron tanto incrementos como
disminucionesen losrecuentos, hay unaligera
tendencia a la reduccién de los recuentos
durante el periodo de almacenamiento. En
el caso de E. coli enterohemorragica, la carga
microbiana se mantuvo mas estable, aunque
con una tendencia descendente moderada
(Tabla 2). Los andlisis estadisticos (ANOVA)
confirmaron que tanto el tipo de patdgeno
como el tiempo de almacenamiento influyeron
significativamente en su sobrevivencia. Es decir,
incluso en congelacién, estos microorganismos
no solo persisten, sino que pueden mostrar
variabilidad en su comportamiento, lo que
resalta la importancia de estrategias de
control adicionales como los bioconservantes.

Efecto de la temperatura y bioconservante sobre la
supervivencia de Salmonella spp..

Los recuentos realizados para las muestras
almacenadas a 4°C muestran que los valores de
Salmonella spp. disminuyeron de forma progresiva,
tanto en la carne sin tratamiento como en las
muestras inoculadas con BAL. Esta tendencia sugiere
que las bajas temperaturas de almacenamiento
son el factor mas relevante explicando la poca
sobrevivencia de Salmonella spp. bajo esta condicién.
Sin embargo, a 10 °C los resultados fueron distintos,
ya que se observd un crecimiento de Salmonella con
el paso de los dias, llegando a valores altos (mas de
6,6 log UFC/g al cuarto dia) (Figura 1). Este resultado
también muestra que la aplicacién de las BAL como
bioconservante no logré atenuar el incremento de la
poblacién del patégeno. Esto confirma que la BAL por
si sola no es suficiente si no se mantiene la cadena de
frio adecuada.

Crecimiento de E. coli enterohemorrdagica en funcion
del tiempo, la temperatura y el uso de BAL

Escherichia coli enterohemorragica mostré una
resistencia importante especialmente a temperaturas
mas altas. A 4 °C, la poblaciéon se mantuvo estable a
lo largo del monitoreo ya que no hubo incrementos
ni reducciones significativas. Se evidencia que la
presencia del bioconservante tampoco ejerce un efecto

Tabla 2. Datos de recuentos y pardmetros estadisticos (valor F y p-estadistico asociado para cada factor
de interés del ANOVA) de la sobrevivencia de Salmonella spp. y E. coli enterohemorragica en carne
congelada durante cuatro semanas

Recuento de Salmonella spp. (log UFC/g)

Semana 0 1

2 3 4

371+0,19

3,27 +0,25

315+£0,22 413 +£0,15 3,56 + 0,42

Recuento de E. coli enterohemorragica (logUFC/q)

544 + 0,40 510 + 0,53 4,83 + 0,31 508+ 0,15 4,94 + 0,48
Factor F p-valor
Patogeno 56,15 0,0017
Semana 6,85 0,0021
Patégeno*Semana 3,84 0,0227

220



ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION. Vol. 76 N° 3; julio - septiembre 2026

C Brenes Sdnchez et al. (215-226)

Figura 1. Sobrevivencia y crecimiento de Salmonella spp. (A) y Escherichia coli enterohemorragica (B)
en carne molida almacenada a dos temperaturas y en presencia del bioconservante.

importante sobre E. coli. De la misma forma, a 10 °C
se muestra una proliferacién acelerada, alcanzando
mas de 7 log UFC/g en el dia 4, tanto en las muestras
con cdmo sin bioconservante. Aunque la adicion de
la BAL redujo levemente los recuentos, el impacto no
fue suficiente para detener el crecimiento de manera
efectiva bajo condiciones de temperatura de abuso
(Figura 1). Este resultado refuerza la idea de que la
eficacia del bioconservante e es limitada y puede estar
ligada a otros factores y la presencia de otros métodos
de conservacion.

Impacto de las BAL como estrategia de biopreservacion

Las BAL estudiadas no demostraron poseer un
efecto inhibitorio significativo frente a ninguno de
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los patdgenos, independientemente de
la temperatura de almacenamiento de la
carne. Sin embargo, en algunos tramos de
tiempo hay tendencias que sugieren una
reduccion, sobretodo cuando la temperatura
se mantuvo a 4 °C. El ANOVA muestra que el
patégeno, la temperatura y el tiempo fueron
factores significativos en la evolucién de la
carga microbiana. Aunque el bioconservante
presentd una tendencia favorable, su efecto
no fue estadisticamente significativo
(p=0,0556), lo cual podria atribuirse a
variabilidad biolégica o requerir dosis mas
altas. Aun asi, se destaca la importancia del
control de temperatura, que si demostré una
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influencia directa sobre el crecimiento de los
patégenos.

Discusion

La evaluacién quimica y microbioldgica
de las muestras de carne molida que se
analizaron en esta investigacidn muestra
que los resultados son consistentes con
los valores reportados en la literatura para
esta materia prima, que se caracterizd por
tener valores promedio cercanos al 20 % de
proteina, alrededor del 5 % de grasa y una alta
humedad, resultados que son habituales en
esta matriz y ademas son importantes para la
calidad, estabilidad y comportamiento del
producto durante el almacenamiento (33).
Es importante senalar que los recuentos de
coliformes totales y fecales fueron similares
entre todos los lotes evaluados. Los recuentos
de coliformes fecales superaron los limites
recomendados por el Reglamento Técnico
Centroamericano RTCA 67.04.50:08 (34), que
establece un limite maximo de 460 NMP/g
(1 NMP = 1 UFC) de coliformes fecales para
productos carnicos crudos, lo cual evidencia
deficiencias higiénico-sanitarias durante
el procesamiento o la manipulacién de la
carne, que también pueden incrementar el
riesgo de contaminacién cruzada, asi como
la presencia de patdégenos como E. coli y
Salmonella spp. (35).

Los recuentos de bacterias lacticas
encontrados en las muestras de carne
molida analizadas al inicio del ensayo

fueron elevados (4,8 log UFC/g). Aungue
estos microorganismos podrian limitar el
crecimientodebacterias patdgenasmediante
mecanismos de antagonismo microbiano
(36, 37). También debe considerarse su
funcion como agentes de deterioro en
productos carnicos, ya que pueden afectar
negativamente la calidad sensorial y la vida
util de los productos derivados (38, 39). Estos
factores adquieren especial relevancia en
el contexto de dietas frescas para animales
de compafiia, donde la carne molida de
res constituye una materia prima de uso
frecuente. Los valores de BAL reportados
en este estudio, denotan que el producto se
encuentra con un perfil aceptable dentro de

su vida de anaquel, ya que el nivel critico de bacterias
asociadas con deterioro de la carne se ha establecido
entre 6,0y 7,0 log UFC/g (39).

En cuanto a la sobrevivencia de Salmonella spp.y E.
coli enterohemorragica durante el almacenamiento
en congelacién, los resultados muestran que hay
una disminucién en la poblacidén viable durante las
primeras dos semanas, seguido por un aumento
leve durante la tercera semana, sobre todo para
Salmonella spp.. Este aparente incremento puede
ser explicado por el proceso de descongelacidon
prolongado, que puede permitir la recuperacion de
células en estado de estrés subletal y la activacion
de mecanismos de adaptacidon osmédtica, como la
biosintesis de trehalosa en Salmonella spp. (40); otra
posibilidad es que la variacién se deba a diferencias
inherentes a cada muestra o la técnica utilizada. Los
resultados de E. coli enterohemorragica frente a las
condiciones de congelacidén coinciden con estudios
previos que seflalan que la congelacién no garantiza
la eliminacidon completa de estos patdégenos y puede
inducir dafos subletales que facilitan su persistencia
y posible proliferacién posterior (41). Por ejemplo, Ro
et al. (2015) (42) demostraron que las poblaciones de
EHEC se mantienen estables después de 180 dias
de almacenamiento en congelacién y con ciclos
intermitentes de congelacidon-descongelacidn. Estos
resultados enfatizan la necesidad de considerar no
solo el almacenamiento a bajas temperaturas, sino
también otras medidas de conservacién para el
control microbioldgico en productos carnicos frescos
destinados para mascotas.

Cuando se analizd la sobrevivencia de Salmonella
spp. a 4 °C se encontré que la bacteria presenta una
reduccion en su poblacién a lo largo del tiempo,
mientras que E. coli enterohemorragica, por el
contrario, al parecer se adapta y sobrevive bajo
estas condiciones de refrigeracion. La aplicacidon
de BAL como bioconservante no mostrd un efecto
estadisticamente significativo en la reduccién de
ambos patégenos, dado lo anterior, su eficacia puede
estarcondicionada porfactorescomolaconcentracion
y la temperatura de almacenamiento (43, 44). Esto
podria explicarse por distintos motivos,como una dosis
no adecuada de las BAL seleccionadas, la aplicacion
de dos aislamientos que no son 6ptimos para la matriz
analizada, la adaptacién insuficiente de las BAL a la
microbiota existente o a los componentes de la carne
molida, a un error en el empaque utilizado que no
permitiera una correcta acumulacion de metabolitos
antimicrobianos o una produccidon reducida de
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compuestos inhibidores por las condiciones de
temperatura utilizadas. Posiblemente la aplicacion
de BAL como bioconservantes en productos carnicos
frescos requiera estudios de optimizacién que tomen
en cuenta las variables mencionadas.

En un estudio similar, Smith y colaboradores (22)
reportaron reducciones de hasta 3 logaritmos
en las poblaciones de Salmonella spp. y E. coli
enterohemorragica presentes en carne molida de
res inoculada con un cocktail de cuatro cepas de
Lactobacillus acidophilus (22); sin embargo, los
autores emplearon carne molida empacada al vacio,
condicién no empleada en el presente estudio y
gue podria favorecer el crecimiento y antagonismo
desplegado por las BAL. A temperaturas de abuso,
como 10 °C, se observé un crecimiento acelerado
para ambas bacterias patégenas, por lo que se
sefala la importancia critica de mantener la cadena
de frio a lo largo de todas las etapas de manejo y
almacenamiento para prevenir el crecimiento de
otros microorganismos (45). Existen métodos de
conservacion cuyo efecto se favorece cuando las
poblaciones de patégenos encuentran condiciones
favorables de crecimiento(46), por lo que existia la
posibilidad de que los bio conservantes empleados
tuvieran mayor efecto a 10°C que a 4°C, sin embargo
esto no se observd. Sobre esto, Barcenilla et al. (2023)
(36) consideran que el uso de BAL como conservantes
en carnes deben considerarse solamente como un
mecanismo adicional a otros métodos de preservacion
como es el caso de sustanciasantimicrobianas. Existen
meétodos de conservacidon cuyo efecto se favorece
cuando las poblaciones de patdégenos encuentran
condiciones favorables de crecimiento (46).

Existen diferencias en los mecanismos de
virulencia y adaptacién de Salmonella spp. y E. coli
enterohemorragica, lo cual complica su control
microbioldgico. Salmonella spp. se caracteriza por su
capacidad de adhesion e invasion celular, mientras
que E. coli posee una gran diversidad de cepas,
entre ellas la E. coli O157:H7 que tiene capacidad
para producir toxinas que afectan la homeostasis
celular y dificultan las respuestas inmunes (35). Estas
adaptaciones bioldgicas presentan un desafio para la
industria alimentaria, sobre todo en productos con
alta manipulaciéon como la carne molida, donde existe
elevado riesgo de contaminacidén cruzada.

Para Costa Rica, no existe una normativa especifica
para los niveles permisibles de Salmonella spp.
y E. coli enterohemorragica en alimentos crudos
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destinados a mascotas, aunque la normativa
para productos carnicos humanos establece
la ausencia de Salmonella spp. y limites
estrictos para E. coli (RTCA 67.04.50:08) (34).
Considerando que las dietas frescas para
mascotas pueden manejarse en entornos
domeésticos, el riesgo de contaminacion
zoonotica se incrementa, lo que subraya la
necesidad de mantener buenas practicas
de manipulacion y almacenamiento seguro
para proteger la salud tanto de los animales
como de sus cuidadores.

Conclusiones

Aunque las BAL presentan potencial como
bioconservante, su eficacia para inhibir el
crecimiento de Salmonella spp. y E. coli
enterohemorragica en carne molida requiere
investigacién adicional. En el caso de los dos
aislamientos evaluados en esta investigacion
se sugiere probar distintas concentraciones,
formulaciones \Y% combinaciones de
tratamientos. El analisis microbioldgico
realizado en este trabajo refuerza que existe
riesgo asociado al uso de carne fresca
como materia prima para la fabricacién de
alimentos para mascotas. Es esencial disefar
y aplicar estrategias de conservaciéon que
mitiguen los riesgos para la salud de los
animales y de sus cuidadores, centradas
en el control riguroso de la temperatura,
buenas practicas de manipulacién y el uso
estratégico de tratamientos antimicrobianos
previamente evaluados.
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