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La carne y los derivados carnicos son alimentos muy perecederos por su propia
composicion nutricional y propiedades fisico-quimicas. Entre los principales grupos
microbianos responsables de su alteracién se encuentran las bacterias acido lacticas
como Lactobacillus spp. y Leuconostoc spp. los cuales producen cambios en las
propiedades organolépticas del producto. El uso de antimicrobianos quimicos como
los nitritos ha sido una técnica ampliamente utilizada para evitar la alteracion de la
carne y productos carnicos. La creciente demanda por parte del consumidor de
productos naturales y mas saludables ha impulsado el estudio de antimicrobianos
naturales como los aceites esenciales. El presente trabajo estudia los cambios en la
poblacion bacteriana aislada en Agar MRS procedente de un embutido carnico fresco
a dia 0 y 35 de su almacenamiento en condiciones anaerobias en funcion del uso de
dos antimicrobianos naturales: aceite esencial, lUpulo y una combinacién de ambos.
Se identificaron 104 aislados (49 del dia 0 y 55 del dia 35) mediante Espectrometria
de Masas MALDI TOF. Inicialmente la poblacién microbiana fue mas heterogénea
compuesta por 10 especies dominadas por Staphylococcus spp. y Lactobacillus sakei
spp. En el dia 35, el numero de especies microbianas disminuyé a 4 siendo
Lactobacillus sakei spp. el microorganismo predominante. Con respecto a los
tratamientos antimicrobianos, el aceite esencial mostré los menores recuentos de

bacterias acido lacticas a dia 14 y 21.

Bacterias acido lacticas, MALDI TOF, embutido carnico, antimicrobianos naturales.
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Meat and fresh meat products are very perishable foods due to their own nutritional
composition and physical-chemical properties. Among the main microbial groups
responsible for the alteration of anaerobic stored meat are the lactic acid bacteria
such as Lactobacillus spp. and Leuconostoc spp. which produce sensory changes
resulting in spoilage. The use of chemical antimicrobials has been a widely used
technique to avoid the spoilage of meat and meat products. Increasing demand from
the consumer for natural and healthier products has driven the study of natural
antimicrobials such as essential oils. The present work studies the changes in the
bacterial population isolated in MRS agar from a fresh sausage at day 0 and 35 of
storage under anaerobic conditions as a function of the use of two natural
antimicrobials: essential oil and hop, and a combination of both. 104 isolates (49 day
0 and y 55 day 35) were identified by MALDI TOF mass spectrometry. Initially the
population was heterogeneous and composed of 10 species dominated by
Staphylococcus spp. and Lactobacillus sakei spp. At day 35, the number of identified
species were four and the predominant microorganism was Lactobacillus sakei spp.
Regarding the antimicrobial treatments essential oil showed the lowest counts of

lactic acid bacteria at day 14 and day 21.

Lactic acid bacteria, MALDI TOF, meat sausage, natural antimicrobials.
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La alta competitividad del sector agroalimentario, el aumento de la exigencia de los
consumidores y los problemas emergentes de salud, han supuesto un impulso en el
desarrollo e innovacion de la industria carnica espafiola. En respuesta a ello, surgen
numerosas ramas de investigacién a nivel nacional con el objetivo de ofrecer
derivados carnicos mas saludables y satisfactorios para el consumidor. Dentro de
este contexto, el estudio de la sustitucion de los antimicrobianos quimicos por

naturales adquiere cada vez mas importancia.

Por otro lado, el uso de nuevas metodologias para el estudio de la microbiologia de
los alimentos requiere la evaluacion de la efectividad y rapidez de esas técnicas en la
identificacion microbiana. El interés del empleo del método Espectrometria de Masas
MALDI TOF reside en su reciente inclusidén como técnica de identificacion microbiana

reportando una buena relacién coste - efectividad.

Asi mismo, el papel fundamental ejercido por las bacterias acido lacticas en la carne
y sus derivados, por un lado como alterantes carnicos y por otro como responsables
de los procesos fermentativos, hacen de este grupo de bacterias uno de los mas

interesantes para su identificacion microbiana.

A nivel personal la eleccion del tema se encontré motivada por la posibilidad de
participar en una investigacion enmarcada dentro de las lineas punteras de desarrollo
e innovacion de la industria carnica, asi como, por la ampliacion de los conocimientos

en la microbiologia de los alimentos.
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La carne' y los derivados carnicos? han formado parte de la alimentacion humana
desde hace muchos afios. Espafia es uno de los paises con mayor tradicion de

elaboracion y uso culinario de carne y sus derivados.

El consumo de productos carnicos esta condicionado por diversos factores como los
socioecondmicos, eéticos, religiosos y tradicionales. Dentro de estos, las
caracteristicas organolépticas (color, sabor, textura, olor, flavor) de los alimentos
juegan un papel muy importante en su aceptacion. La salud es uno de los elementos
mas valorados por parte del consumidor (1). Segun el Grupo de Revisién, Estudio y
Posicionamiento de la Asociacion Espafnola de Dietistas-Nutricionista (GRAP-AEDN)

una alimentacién saludable debe ser satisfactoria, suficiente, completa, equilibrada,

armonica, segura, adaptada, sostenible y asequible (2).

A pesar de haber diferentes alternativas para obtener una dieta saludable, la
inclusién de carne dentro de esta ejerce un papel importante en la nutricién y
desarrollo humano. Desde el punto de vista nutricional aporta una buena cantidad de

proteinas, vitaminas, minerales y lipidos (3).

En referencia a los macronutrientes destaca por ser una excelente fuente proteica,
conteniendo entre 15-23g de proteina por cada racion de carne en crudo (100g) (4).
Es importante resaltar, la elevada calidad de dichas proteinas siendo de alto valor
biologico, es decir, aquellas que contienen todos los aminoacidos esenciales para el
ser humano. Adicionalmente, presentan una alta digestibilidad. Esta ha sido valorada
por el sistema de score de aminoacidos corregidos por digestibilidad (por sus siglas
en inglés, PDCAAS), como 0,92. El valor 1 se ha descrito como el mas alto del score,
perteneciendo a la caseina y clara de huevo. Con respecto a las vitaminas y
minerales, se caracteriza por ser rica en hierro, zinc, selenio, fésforo, potasio y

vitaminas del grupo B (cianocobalamina, acido félico, tiamina, riboflavina etc.).

La composicion nutricional especifica de la carne estara condicionada por la especie,

corte, origen y forma de cria (5).

' Carne: es definida por el Cédigo Alimentario espafiol como la parte comestible de los musculos de
boévidos, 6vidos, suidos (jabali), capridos, équidos y camélidos sanos sacrificados en condiciones

higiénicas. Por extension, animales de corral, caza de pelo u pluma y mamiferos marinos.

2 Derivados carnicos: son definidos por el Codigo Alimentario espafiol como productos alimenticios

preparados total o parcialmente con carnes o despojos de las especies autorizadas para tal fin.
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Ademas de los nutrientes esenciales tradicionales, la carne y en especial carne roja,
contiene un gran numero de substancias bioactivas que estan siendo estudiadas por
sus posibles beneficios para la salud: capacidad antioxidante, inmunomoduladoras
etc. Ejemplo de ello son la taurina, creatina, acido linoleico conjugado o los

antioxidantes enddgenos (6).

Por las razones comentadas anteriormente, su inclusion en la dieta facilita el
cumplimiento de las recomendaciones diarias de energia, proteinas y micronutrientes

en las diferentes etapas de la vida (7,8).

En referencia a los derivados carnicos estos son diversos (ver Figura 1 y 2)
presentando una composicion y calidad nutricional heterogénea. Factores como el
tipo de derivado carnico, propiedades de la carne empleada e ingredientes
adicionados condicionan su calidad nutritiva. Los valores nutricionales de estos
productos difieren de la carne fresca. Generalmente presentan un mayor contenido
en grasas, sal y energia (9). La Sociedad Espafola de Nutricion Comunitaria (SENC)
clasifica a este grupo de alimentos dentro de consumo ocasional (SENC, 2005).
Consciente de ello, la innovacion en la industria alimentaria se ha centrado en la

busqueda de derivados y preparados carnicos de alta calidad (10).

Preparados de Productos

Carne fresca i
carne carnicos

Productos sin Productos
transformar transformados

Productos
transformados

Figura 1. Clasificacion de los derivados carnicos.

Fuente: elaboracion propia de acuerdo al Reglamento (CE) 1333/2008 del Parlamento

Europeo y del Consejo, de 16 de diciembre de 2008, sobre aditivos alimentarios (11).
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Como se puede observar en la Figura 1 la clasificacion establece una diferencia entre

preparado carnico y producto carnico:

% Preparados de carne: son carne fresca, incluida la carne que ha sido troceada,
es aquella a la que se ha anadido productos alimentarios, condimentos o aditivos,
0 que ha sido sometida a transformaciones que no son suficientes para alterar la
estructura de la fibra muscular ni, por lo tanto, para eliminar las caracteristicas

fisiolégicas de la carne fresca.

« Productos carnicos: son productos transformados que resultan de la
transformacion de la carne o de la nueva transformacién de estos productos
transformados, de manera que la superficie del corte muestre que el producto ha

dejado de poseer las caracteristicas de la carne fresca.

Asi mismo, los derivados carnicos variaran su composicion fisico-quimica y
nutricional en funcién de los tratamientos a los que se han sometido durante su
elaboracion, debido a esto el Real Decreto 474/2014 establece la siguiente

clasificacion recogida en la Figura 2.

Derivados carnicos
esterlizados

Derivados carnicos _
pasteurizados Maduro-curados.
T
Marinado-adobados

Figura 2. Tipos de derivados carnicos en funcién de los tratamientos a los que han sido

Derivados carnicos —

Derivados carnicos con
tratamiento incompleto

Derivado carnico no tratados il
térmicamente

sometidos.
Fuente: elaboracion propia a partir de lo establecido por el Real Decreto 474/2014, de 13 de

junio, por el que se aprueba la norma de calidad de derivados carnicos (12).
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Por otro lado, la carne y derivados carnicos han sido alimentos muy cuestionados por

su posible relacién con enfermedades cronicas (ej. Cardiovasculares, cancer...).

En 2015 la Agencia de Investigacién contra el Cancer (IARC) y la Organizacion
Mundial para la Salud (OMS) especializados en cancer, emitian un informe en el que
la carne roja® fue clasificada como “probablemente cancerigeno para el ser humano”
(grupo 2A) y la carne procesada* como “cancerigeno para los humanos” (grupo 1)
(13,14).

Los compuestos derivados de los procesos de cocinado y de conservacion han sido
sefalados como posibles responsables de la relacion entre el cancer y los productos
carnicos. Entre ellos se encuentran las aminas heterociclicas e hidrocarburos
aromaticos policiclicos formadas durante el cocinado con calor seco (15), o las
nitrosaminas derivadas de los nitritos y nitratos utilizados en los productos carnicos

para evitar el crecimiento de Clostridium botulinum (16, 17, 18, 19).

De acuerdo con los resultados mostrados en el informe de la IARC, se ha observado
que el consumo de 100 g por dia de carne roja y 50 g por dia de carne procesada
puede incrementar el riesgo de padecer cancer en un 17% y un 18%,
respectivamente. Segun datos publicados por la Agencia Espafola de Consumo
Seguridad Alimentaria y Nutricion (AECOSAN), recogidos en la encuesta ENIDE (20),
la ingesta de carne roja en Espafa, se encuentra entre 50 a 100 g persona dia,
halldndose lejos de los 200g carne roja/por/dia que el IARC considera como elevado

consumo.

En 2015 la Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricion (SEEN) y la Federacién
Espafiola de Sociedades de Nutricion, Alimentacion y Dietética (FESNAD) emitieron
su posicionamiento al respecto. Afirmaron la importancia e interés nutricional de la
carne y los derivados carnicos, consumidos en las cantidades recomendadas, y su
intencion de mantener las actuales recomendaciones de salud. Dichas directrices

estan basadas en un consumo de carnes magras moderado (3 veces/semana) y

3 Carne roja segun la IARC: carne de musculo de mamiferos sin procesar (ej. carne de vaca, ternera,
cerdo, cordero, caballo, cabra), incluyendo la carne picada o congelada.

4 Carne procesada segun la IARC: carne que ha sido transformada mediante salazén, curado,
fermentaciéon, ahumado u otros procesos con el objetivo de para aumentar el sabor o mejorar su

conservacion.

12
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consumo ocasional de carne procesada. Todo ello enmarcado dentro de un patrén
dietético adecuado, como la dieta mediterranea, rica en alimentos de origen vegetal
(frutas, verduras, hortalizas, aceite de oliva, cereales integrales, legumbres, frutos

secos...) y un estilo de vida activo (21, 22).

Asi mismo, la modificacion de técnicas culinarias permite la reducciéon de la formacién
de compuestos carcinogénicos. Las altas temperaturas se definen como superiores a
150°C, considerandose un rango entre 150-300°C peligroso por su alta formacién de
compuestos como las aminas heterociclicas e hidrocarburos aromaticos policiclicos.
Técnicas culinarias como la coccion, vapor u horno presentaran una menor formacion
de estos compuestos, asi como, con un menor tiempo de exposicion a las altas

temperaturas (23)

La industria carnica se sitia como cuarto sector industrial mas importante de nuestro
pais, solo por detras de la industria automovilistica, la petrolera y de combustibles y

la de produccion y distribucién de energia eléctrica.

Segun los datos del Informe de Consumo de Alimentos en Espana elaborado por el
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPAMA) el consumo de carne per
capita (kg/persona/ano) en 2017 se estimé en 42,6kg para la carne fresca y de 3,3kg
para las carnes transformadas. El consumo de carnes frescas en los hogares durante
este ano sufrio un descenso del 2,2% en volumen respeto al afo anterior. La
simplificacién del menud y mayor consumo de platos preparados se describen como
posibles responsables. Acorde a ello, la carne transformada experimenté un
crecimiento del 1% en volumen, al igual que las carnes congeladas aumentaron un
1,3% (24).

Como se puede observar en la Figura 3 la carne transformada tiene un gran peso en
el consumo de los espanoles suponiendo un 24% del total de kg consumidos en 2017.
Dentro de esta categoria los dos mayores impulsores de su crecimiento son el lomo
embuchado y las salchichas. De acuerdo con la FAQO, el consumo de carne sigue una
tendencia similar en 2018 estimandose un consumo per capita mundial de 43,9kg al
ano (25).

13
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% volumen en kg

B Carne fresca M Carne congelada B Carne transformada

Figura 3. Distribucion del volumen de consumo de carne (kg/persona/afio) para las diferentes

categorias establecidas por MAPAMA.

Fuente: elaboracion propia a partir de los datos aportados por el informe de Consumo de
Alimentos en Espafia elaborado por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
(MAPAMA) en 2017 (24).

1.4 Estabilidad de los productos carnicos. Principales microorganismos
alterantes.

La carne y los derivados carnicos son alimentos facilmente alterables®. Su propia
naturaleza y composicién los hace productos muy susceptibles a la contaminacion
microbiana. Factores intrinsecos como la alta aw superior a 0,85 y valores de pH
neutro son condiciones favorables de crecimiento para un gran numero de

microorganismos.

Su composicion nutricional influye de forma crucial en la estabilidad. La carne y los
derivados carnicos son altamente susceptibles a sufrir cambios debidos a la
oxidacion. Su alto contenido en lipidos y proteinas (principalmente), asi como, en
carbohidratos, moléculas bioactivas y metales pro-oxidantes (Fe, Cu) hace que sea

una diana facil para los radicales libres (26).

5 Producto alterado: aquel que durante su obtencién, preparacion, manipulacion, transporte,
almacenamiento o tenencia, y por causas no provocadas deliberadamente, sufre variaciones en sus
caracteres organolépticos, composicién quimica o valor nutritivo de tal forma que la aptitud para el

consumo queda anulada o disminuida, aunque permanezca inocuo.

14
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Adicionalmente, las condiciones de almacenamiento tales como: temperatura,
condiciones de envasado y adiccion de conservantes han demostrado influir en la
poblacion bacteriana responsable del proceso deteriorativo. Los principales grupos
microbianos que pueden alterar la carne son mayormente bacterias acido lacticas,
Brochothrix spp., Pseudomonas spp., enterobacterias y micrococos causando
defectos como pérdida del color, odor etc. En referencia a las bacterias acido lacticas,
los Lactobacillus spp., Carnobacterium spp. y Leuconostoc spp. han sido asociadas a
la alteracibn de la carne refrigerada. Asi mismo, pueden ser las especies
predominantes en atmaésferas reducidas en oxigeno. En carne envasada al vacio, la
poblacién bacteriana para este grupo de bacterias se vio liderada por Lactobacillus

sakei, Lactobacillus curvatus y Leuconostoc spp. (27).

Por otro lado, los microorganismos patdgenos son capaces de desarrollar una
enfermedad en el ser humano produciendo multiples hospitalizaciones e incluso
muertes. En la carne estos episodios se han visto asociados de forma comun con
Salmonella spp, Campylobacter jejuni, Escherichia coli 0157:H7, Listeria
monocytogenes, Clostridium  botullinum, Staphylococcus aureus, Yersinia
enterocolitica, Bacillus cereus, Clostridium perfingens y Aeromonas hydrofila entre
otros (28).

Las bacterias acido lacticas (BAL) ejercen un papel importante en los productos
carnicos fermentados funcionando como cultivo iniciador, aportando una mejora en la
calidad de estos. Los acidos organicos, el perdxido de hidrogeno y las bacteriocinas
producidas durante la fermentaciéon dan lugar a una disminucién del pH, y como
consecuencia, una inhibicion del crecimiento de microorganismos esporulados. Por
otro lado, cabe resaltar su ayuda en el control de la flora microbiana enddgena

durante los procesos tecnoldgicos.

En las salchichas crudas los cultivos iniciadores de bacterias acido lacticas mas
usados proceden de Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostoc, Weisella,
Pediococcus, y Lactococcus. En las salchichas fermentadas tradicionales europeas

Lactobacillus sakei y/o Lactobacillus curvatus dominan el proceso fermentativo (29).

El rol de las bacterias acido lacticas cambia sustancialmente en los productos
carnicos envasados en atmosferas protectoras al ser los principales microorganismos
alterantes (30). Se ha reportado una diversidad de bacterias acido lacticas
responsables de la alteracién, entre las cuales se encuentran Lactobacillus spp. o

Leuconostoc spp. Las principales alteraciones microbianas producidas por este tipo

15



Estudio de la poblacidn de bacterias dcido ldcticas de un embutido cdrnico mediante MALDI TOF.

de bacterias son la pérdida de flavor y olor, decoloracién, generacion de gas,

produccion de pelicula (film) y disminucién del pH.

En los productos carnicos envasados en peliculas permeables al oxigeno también se
pueden desarrollar sabores &acidos y olores rancios siendo responsables
microorganismos como Brochothrix Thermosphacta, Lactobacillus spp. y

Carnobacterium spp.

La descoloracién de la carne a un tono verde es producida por bacterias como
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. y Carnobacterium divergens. Asi mismo, la
produccién de gas esta relacionada con el crecimiento bacteriano de Leuconostoc

mesenteroides y Leuconostoc carnosus (30).

Finalmente, la formacion de una pelicula (film) durante su crecimiento se asocia a la
presencia de bacterias tales como Lactobacillus sakei, otros Lactobacillus spp.,
Leuconostoc carnosus, Leuconostoc spp., Leuconostoc mesenteroides subp.

mesenteroides entre otros (30).

Con el fin de incrementar su conservacion, garantizar la seguridad microbioldgica® y
conseguir las propiedades organolépticas deseadas, en la industria alimentaria se

llevan utilizando durante afos diferentes aditivos alimentarios’.

Recientemente se ha incrementado el interés por antimicrobianos naturales
procedentes de extractos de plantas, hongos, algas y productos animales. Ademas,
estas alternativas naturales pueden suponer una solucidn a los problemas
emergentes de resistencia antimicrobiana y a los posibles efectos secundarios de los

compuestos sintéticos (31).

Los aditivos quimicos, en especial los nitritos y nitratos, han sido ampliamente
utilizados en numerosos productos carnicos con el fin de evitar la oxidacion lipidica,

realzar y fijar el color de la carne, destacar el sabor y evitar el crecimiento microbiano

6 Alimento seguro: aquel que esta libre de contaminacion por bacterias, virus, parasitos, sustancias

quimicas y agentes fisicos externos.

7 Aditivo alimentario: sustancias que no constituyen por si mismos un alimento y no poseen un valor
nutritivo, agregandose con el fin de modificar los caracteres organolépticos de las comidas o facilitar su

proceso de elaboracion y conservacion artificiales.
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sobre todo de patdégenos como el Clostridium botulinum (32,33). Sin embargo,
durante los ultimos afios han surgido multiples estudios epidemiolégicos que ponian
en duda su seguridad al vincularlos con diferentes problemas de salud como los
procesos cancerigenos. En especial los nitritos han sido relacionados en varios
estudios con una posible implicacion en los procesos cancerigenos al contribuir a la

produccion de nitrosaminas (34).

Ademas, se ha asociado la trasformacién de nitratos en nitritos, debida a las enzimas
presentes en nuestra saliva y estdbmago, con el desarrollo de metahemoglobinemia.
Ante este escenario de dudas, la EFSA reevalu6é el papel de ambos aditivos
alimentarios en 2017 descartando la relacion entre cancer y nitritos segun la
evidencia cientifica disponible. Asi mismo, comunicé la adecuacién de la actual
ingesta diaria admitida (ADI) para los nitratos. A este respecto, refirié también la
posibilidad de verse excedida si se tienen en cuenta todas las fuentes dietéticas
(aditivos alimentarios, contaminacion y fuentes naturales), siendo la aportacién por
parte de los aditivos alimentarios un porcentaje muy pequeno del 5% (35). También
apunté que, la cantidad de nitritos necesarios para inhibir el crecimiento microbiano
dependera de cada tipo de producto carnico. Si se aplican buenas practicas de
higiene, un correcto APPCC y tiempos de almacenamiento cortos algunos productos

carnicos podrian desarrollarse sin la presencia estricta de nitritos (36).

Como se comenté anteriormente, la oxidacién supone un factor limitante en la calidad
y aceptabilidad de los productos carnicos afectando negativamente a sus
propiedades organolépticas y reduciendo su vida util. Entre los efectos obtenidos
destacan la pérdida de calidad nutricional, color, sabor e incluso la aparicion de
productos toxicos derivados de la peroxidacion lipidica. Ejemplos de antioxidantes
quimicos afhadidos para evitar este efecto son el butil hidroxitolueno (BHT),
hidroxibutilanisol (BHA), propilgalatos y el eritorbato sédico. Actualmente, también se
comercializan aditivos naturales con efecto antioxidante. Estos se sintetizan en la
industria a partir de aislados de fuentes naturales siendo los mas estudiados las
especies ricas en polifenoles, plantas medicinales o aromaticas, asi como, sus

extractos y aceites esenciales (26).

Los aceites esenciales procedentes de fuentes vegetales son de los antimicrobianos
naturales mas estudiados. Ademas de su propiedad antioxidante, su adiccion afiade
caracteristicas antimicrobianas ante multiples bacterias como Enterococcus fecalis,

Escherichia coli, Clostridium perfingens y Clostridium botullinum que pueden crecer
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en la carne y sus derivados (37). Entre los mas analizados se encuentran el aceite
esencial de orégano, clavo, tomillo, jengibre, rosa mosqueta y albahaca. Su potencial
accion antimicrobiana se ha descrito tanto para bacterias Gram positivas como Gram
negativas presentes en la carne. Dicha actividad reside en su alto contenido en
compuestos fendlicos. También juegan un papel importante los bioproductos, como
el hidrosol, y los metabolitos secundarios presentes en las plantas medicinales y sus

aceites (38).

Entre las limitaciones principales para su uso se encuentra el aporte de un intenso
sabor que puede estropear las caracteristicas sensoriales del producto. Técnicas
emergentes como la encapsulacion de estos aceites en nanoemulsiones (39) y su
uso conjunto con otras tecnologias (nisina, MAP etc.), asi como, el embalaje activo,

han sido propuestos con el fin de solucionar este problema (40).

Asi mismo, la industria alimentaria ha estudiado el uso de las bacteriocinas
producidas por algunas bacterias acido lactico (lactococos, lactobacilos, pediococos)
como conservantes de los alimentos (41). La lisina representa la Unica bacteriocina
aprobada por la Administracion de Alimentos y Cosméticos (FDA) aunque otros
compuestos como la pediocina han sido investigados. El uso de estas bacteriocinas
esta enfocado a la inhibicidn de bacterias Gram positivas como Staphylococcus

aureus, Micrococcus luteus y Bacillus cereus (42).

Entre las herramientas de trabajo esenciales en el laboratorio de microbiologia de los
alimentos se encuentra la aplicacién de una metodologia efectiva de identificacion
microbiana. Su uso tiene como obijetivo la identificacién de los microorganismos de
interés por su relevancia clinica o implicacién en la calidad, seguridad y tecnologia

alimentaria.

Actualmente existen multiples maneras de abordar la identificacién microbiana
siendo las mas importantes los métodos fenotipicos o “tradicionales”, métodos

moleculares y los métodos basados en la protedmica (43).

Los métodos clasicos para la identificacion bacteriana se basan principalmente en
test rapidos y simples como la tinciéon de Gram, los test de catalasa y oxidasa. En
segundo lugar los ensayos fenotipicos, basados en pruebas bioquimicas, han sido

ampliamente utilizados debido a su sencillez y disponibilidad para completar la
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identificacion. Esta identificacion puede ser llevada a cabo usando kits comerciales
como pruebas bioquimicas en miniatura como el API (Biomerieux), incluso Kits
automatizados (44). Sin embargo, dichas técnicas que establecen la identificacién
por marcadores fenotipicos pueden mostrar ligeras variaciones debido a las a
condiciones de cultivo, tiempo, temperatura, medios de cultivo etc. Como ya se ha
mencionado anteriormente, el estudio se basa en las propiedades morfologicas,
fisioldgicas y bioquimicas (tinciones, cultivos, pruebas bioquimicas y pruebas
serolégicas). Estas propiedades son observadas en la bacteria desconocida y
comparadas con las recogidas en una base de datos de bacterias tipo. Cuanta mayor
sea la similitud de dichas caracteristicas la fiabilidad de la identificacién se ve
aumentada. Cabe destacar las diferentes limitaciones de este tipo de métodos entre
los que podemos mencionar los siguientes: i) las cepas pueden expresar diferentes
morfologias o caracteristicas bioquimicas a pesar de ser de la misma especie, debido
a las condiciones de crecimiento, obteniendo diferentes resultados en ensayos
repetidos de la misma cepa, ii) el tiempo utilizado en este tipo de ensayo, iii)
limitaciones en la fuentes de datos para llevar a cabo la comparacién entre cepas

y lalentitud y cantidad de material usado durante el procedimiento (43).

La presencia de los inconvenientes mencionados y la necesidad de una identificacion
rapida y fiable justifican el uso de otros métodos complementarios como son las

técnicas de biologia molecular.

Estas pruebas consisten en el estudio de genes estables, dianas moleculares, que
permitan establecer una relacion a nivel filogénico entre bacterias. La identificacion
molecular se basa en la amplificacion del gen de interés y secuenciacion de este o de
alguno de sus fragmentos. A pesar de utilizarse diferentes genes (rpoB, gyrB,
ARNIr23s...), actualmente el estudio de la secuencia del ARNr 16S es el mas usado
para la identificacion. Entre las caracteristicas que justifican su interés para la
identificacion bacteriana destacan su distribucién universal, el alto grado de
conservacion y la presencia de regiones variables especificas para cada especie
(43).

Oftras técnicas basadas en la protedmica, como la Espectrometria de Masas, estan
siendo utilizada actualmente con gran éxito. La Espectrometria de Masas es una
técnica analitica ideada a principios del siglo XX por J. J Thompson, que ha
demostrado analizar con gran precision la composicion de diferentes elementos

quimicos separandolos en funcidn de su relacion masa/carga (m/z). Después de su
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analisis se obtiene un grafico, denominado espectro de masas, que representa los
fragmentos adquiridos por orden creciente de masas frente a su abundancia relativa
(45).

El uso de la Espectrometria de Masas para la identificacion bacteriana fue propuesto
por primera vez en 1975 debido a la obtencion de diferentes espectros para los

distintos géneros y especies de pequefas bacterias liofilizadas (46).

El desarrollo de dispositivos de Espectrometria de Masas MALDI TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization-Mass Spectrometry) estd cambiando el flujo de
trabajo de los laboratorios de microbiologia ofreciendo una herramienta facil de
utilizar, rapida y efectiva. Los resultados son obtenidos a partir de la deteccién de
proteinas ribosémicas de entre 2.000-20.000 Da. La rapidez del método adquiere

especial importancia en su uso para diagndstico clinico (47).

Todos los espectrometros de masas constan de tres elementos fundamentales: una

fuente de ionizacién, un analizador de masas y un detector.

En el caso de la Espectrometria de Masas MALDI TOF, la fuente de ionizacién es un
laser ultravioleta (con una longitud de onda de 337nm) que permite la
desorcion/ionizacion de la muestra con la ayuda de un acido organico fotosensible
denominado matriz. La funcién de la matriz consiste en la absorcién de la energia del
laser para su posterior trasmision a la muestra facilitando asi la cesion de iones. Por
ello, el primer paso para el uso del equipo consiste en la aplicacion de la muestra
sobre uno de los pocillos de la placa de MALDI TOF y la adiccion de matriz. Siendo
necesario esperar a su secado para que la muestra y la matriz cristalicen.
Posteriormente se introduce la placa y las muestras son ionizadas al ser

bombardeadas con fotones emitidos por el laser del equipo.

La muestra ionizada y vaporizada crea una nube de gas densa entre los electrodos.
El campo eléctrico formado permite acelerar la muestra hasta el detector. El
analizador tipo TOF (por sus siglas en inglés, tiempo de vuelo) separa los iones

procedentes de la muestra en relacion con su ratio masa/ carga (m/z).

El tiempo que tarda cada particula en atravesar el tubo de flujo, o tiempo de vuelo,
gue depende de su masa atémica. Este tiempo es analizado por un detector, situado
al final del tubo, que genera un grafico especifico de masas para cada

microorganismo. El espectro obtenido se compara con los perfiles de espectros de
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una base de datos permitiendo identificar al microorganismo desconocido ( ver Figura
6) (48).

L el | _: T Result (spectrum)
— Detection
] A

D0 a D
2 "o
i 9 0 Separation: TOF
Flight tube qi, (4] (no electric field)

Laser

Acceleration
(electrostatic field)

Matrix-assisted
laser desorption

ionization
(MALDI)

Crystallised matrix
with analytes

Figura 4. Fundamento del método Espectrometria de Masas MALDI TOF.

Fuente: Recuperada de Antony Croxatto, Guy Prod'hom, Gilbert Greub, Applications of
MALDI-TOF mass spectrometry in clinical diagnostic microbiology, FEMS [Internet].
2012;36(2): 380—407. Disponible en: https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2011.00298 (48).

2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo general.

El objetivo principal del presente Trabajo de Fin de Grado (TFG), ha sido el estudio
de la de bacterias acido lacticas en un embutido carnico fresco tratado con diferentes
antimicrobianos naturales durante su almacenamiento mediante el uso de
Espectrometria de Masas MALDI TOF.
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> Establecer el método de preparacion de muestras para la identificacion de
bacterias acido lacticas aisladas de un embutido carnico mediante de la
técnica Espectrometria de Masas MALDI TOF.

» ldentificar las principales especies de bacterias aisladas a partir Agar MRS
presentes en un embutido carnico utilizando Espectrometria de Masas MALDI
TOF.

» ldentificar las principales especies de bacterias acido lacticas en embutidos
carnicos tratados con antimicrobianos naturales como aceite esencial (EO),

ltpulo (HOP) y una combinaciéon de ambos (EO+ HOP) en salchichas frescas.

Las muestras han sido obtenidas a partir de un embutido carnico de cordero,
denominado salchicha tipo Cevapi, elaborado en la planta piloto de la Universidad de
Ledn por el grupo de investigacion liderado por Javier Mateo Oyaglie profesor del
Departamento de Higiene y Tecnologia de los Alimentos. Este embutido fue
elaborado con carne picada de cordero, a la que se agreg6 2% de NaCl. Esta mezcla
se refrigerd durante 24 horas. Asi mismo, se prepard una solucién que contenia agua,
ajo y pimienta, que fue utilizada para agregarlo al producto control (CON).
Seguidamente, se preparé la mencionada solucion, a la que se agregdé alguno de los
siguiente antimicrobianos: lupulo (tratamiento HOP), aceite esencial de Zataria
multiflora (tratamiento EO) o una combinacion de ambos (tratamiento HOP+EQ),
ésta solucién fue adicionada a la mezcla de carne refrigerada. Posteriormente, los
preparados carnicos fueron embutidos y envasados en una atmoésfera modificada de
20% CO2 y 80% N, estas salchichas, fueron mantenidos en refrigeracion a 4 °C

durante 35 dias.

Las muestras fueron obtenidas de cada tratamiento los dias 0 y 35 de
almacenamiento y procesadas en un periodo de tiempo no mayor a 3 horas. Se
realizaron diluciones seriadas en Agua Peptonada con 0.1% de peptona (Oxoid) y
0.85% de Na Cl hasta obtener una poblacion de bacterias entre 30 y 300 ufc/mL en

cada placa.
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Los recuentos de bacterias acido lacticas (BAL) fueron realizados en Agar De
Manosa Rogosa y Sharpe (Agar MRS; Oxoid) agregando una doble capa de agar

(MRS) a las placas. Las placas se incubaron a 30°C durante 72 horas.

A partir de las placas de Agar MRS crecidas y en las que se realiz6 el recuento
microbiano, se recogieron dos colonias que fueran representativas de la poblacién
microbiana presentes en la placa, segun la morfologia de la colonia. Estas colonias
fueron sembradas en un caldo de TSB (Oxoid) con 0.5% extracto de levadura e
incubadas a 35°C durante 24 horas. 1 mL del cultivo fue centrifugado a 12,000 r.p.m
durante 5 min en una centrifuga (marca Eppendorf). Posteriormente se descarto el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 1 ml de un medio que contenia 50%

de TSB y 50% de glicerol. Las cepas fueron congeladas a -20°C hasta su utilizacién.

Las colonias guardadas en glicerol se sembraron en caldo TSB + 0.5 de extracto de
levadura y se incubaron a 35°C durante 24h. Posteriormente, se sembraron en
placas Agar MRS vy se incubaron en las condiciones antes mencionas para verificar
la pureza de los aislamientos. A partir de las placas que contenian un solo un tipo de
colonias se prepararon las muestras para el andlisis mediante Espectrometria de
Masas MALDI TOF con el sistema MALDI Biotyper (Bruker Daltonik). El analisis fue

llevado a cabo en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de Valladolid.

Para conocer el método mas eficiente de preparacion de las muestras para el analisis
mediante MALDI TOF de este tipo de aislamiento, se realizaron estudios preliminares
siguiendo tres protocolos descritos por el fabricante del MALDI Biotyper (Bruker

Daltonik). Los protocolos valorados fueron (ver Figura 5):
a) Transferencia directa.
b) Transferencia directa extendido.

c) Extraccién larga.
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a) Método de transferencia directa.

Una colonia de las placas que contenian aislamientos puros se transfirio a la placa de
ensayo (Steel Target Sample Plate) del MALDI TOF. Posteriormente, se dejoé secar
totalmente al aire y una vez seco se agregd 1 puL de matriz acido a-cyano-4-
hidroxicinamico disuelta en una solucién satura de acetonitrilo y acido trifluoroacético
y se dejo cerca al aire. Seguidamente, se analizé con ayuda del analizador MALDI
TOF (Bruker Daltonik GmbH GmbH, Leipzig, Alemania). El analizador tipo TOF
separa los iones procedentes de la muestra en relaciéon con su ratio masa/carga

(m/z).
b) Método de transferencia directa extendido.

Una colonia de las placas que contenian aislamientos puros se transfirio a la placa de
ensayo (Steel Target Sample Plate) del MALDI TOF. Posteriormente, se dejoé secar
totalmente al aire y, una vez seco, se agregd 1 pL de acido férmico al 70% sobre el
pocillo dejandolo secar nuevamente a temperatura ambiente. A continuacion, se
anadio 1 pL de matriz acido a-cyano-4- hidroxicinamico disuelta en una solucion
satura de acetonitrilo y acido trifluoroacético y se dejo cerca al aire. Finalmente, se
analiz6 con ayuda del analizador MALDI TOF (Bruker Daltonik GmbH GmbH, Leipzig,

Alemania).
c) Método de extraccion larga.

Se agregaron 300 pL de agua dionizada (MS Grade) a cada tubo de microcentrifuga
Eppendorf. Una colonia de las placas que contenian aislamientos puros se transfirid
al fondo del tubo y se realiz6é una centrifugacion. Posteriormente se afiadiéo 900pL de
etanol y se centrifugd a la maxima potencia (13.000-15.000rpm) durante 2 minutos.
Seguidamente, se decantd el sobrenadante y se centrifugd nuevamente durante 2
minutos. A continuacién, se retir6 el etanol sobrante con la ayuda de una pipeta
teniendo cuidado de no eliminar el pellet. Se agregé 1 uL de acido férmico al 70% al
tubo Eppendorf donde se encontraba el pellet y se mezclé bien mediante
centrifugacion. Finalmente, se agregd 1 uL de acetonitrilo y se centrifugd a la maxima
potencia (13.000-15.000rpm) durante 2 minutos. Se pipeteo 1 yL de sobrenadante y
se transfirio a la placa de ensayo (Steel Target Sample Plate) del MALDI TOF
dejandolo secar. A continuacion, se afiadi6 1 p L de matriz acido a-cyano-4-
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hidroxicinamico disuelta en una solucidon satura de acetonitrilo y acido trifluoroacético
y se dej6 cerca al aire. Finalmente, se analizdé con ayuda del analizador MALDI TOF
(Bruker Daltonik GmbH GmbH, Leipzig, Alemania).

Transferencia directa Transferencia directa extendido Extraccién larga
i &4 ||
V % Vv
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Figura 5. Protocolos estandar de preparacion de muestras de bacterias para el analisis
mediante MALDI Biotyper (Bruker Daltonik).

Fuente: elaboracion propia a partir de la guia de protocolos de MALDI Biotyper (Bruker
Daltonik) (49).

El método de transferencia directa quedd descartado en las pruebas preliminares

debido a su escasa puntuacion en la identificacién. La naturaleza Gram positiva de
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las bacterias acido lacticas y la formacion de exopolisacaridos justifico la necesidad
de realizar un protocolo con extraccidn. El método de extraccion transferencia directa
extendido (protocolo estandar de Bruker Daltonik para MALDI Biotyper), fue el
elegido finalmente por su buena relacion entre tiempo de preparacion y los resultados
obtenidos. El flujo de trabajo seguido en este estudio ha sido resumido en la Figura 6.
Para las cepas con baja determinaciéon con el método de transferencia directo
extendido, se procedioé a la aplicacién del método de extraccién larga, siguiendo el

protocolo estandar de (Bruker Daltonik) para MALDI Biotyper.

\ N
\ / \ 74 Ne }
= N—
Recuperacién de colonias Siembra en MRS caldo 24h/30°C Siembra en MRS agar 30°C/. Coger una colonia
puras guardadas en glicerol . .
y / ﬂ
0 SecadoHOCA || fiifiil Secado CH202 ' esease ]
L .
Introduccién placa 1L matriz HOCA 1HL CH202 al 70% Siembra de la colonia
equipo MALDI Biotyper en pocillo de la placa de MALDI
@ : MW«J,LAJ;J\JL
s  — =
Andlisis Obtencién de espectros Identificaciéon microbiana

Bacteria no identificada = Extracién
larga

Figura 6. Flujo de trabajo para la identificacion bacteriana de las colonias puras aisladas a

partir de un embutido carnico desarrollado en la Universidad de Ledn.

Fuente: elaboracion propia.
3.5 Analisis mediante Espectrometria de Masas MALDI TOF.

La medicion de masas se realizé usando Flex Analysis (version 3.4; Bruker Daltonik),
para ello, se llevé a cabo una calibracion externa del espectro de masas, utilizando
un estandar E. coli DH5. Posteriormente, la determinacion se realizé en el modo

automatico.
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Para la identificacién de los microorganismos a través del espectro de masas
obtenido de los microorganismos problema se procesd con el programa BioTyper
(version 3.1; Bruker Daltonik). La lista de picos generada se compar6é con la
biblioteca de referencia del MALDI Biotyper 3.1, usando un algoritmo de comparacién
integrado en el programa. Tras importar el espectro al programa, todo el proceso,
desde su analisis hasta su identificacion, se lleva a cabo de forma automatica, sin

intervencion alguna por parte del usuario.

En funcion de la similitud de este espectro con la libreria de datos se obtienen
puntuaciones, denominadas score por el fabricante. El BioType log (score) se

identifica con un semaforo de colores en funcidon del valor obtenido (Tabla 1). En

cuestion de minutos se obtiene en formato PDF los resultados de la determinacion.

SCORE PROBABILIDAD

1.70 -1.99

Identificacion irrelevante.

Identificacion probable del género.

Identificacion de género segura, identificacion probable de especie.

Alta probabilidad de identificacion de especie.

Tabla 1. Interpretacion del Biotyper log (score) generado por el equipo MALDI Biotyper
(Bruker Daltonik).

Fuente: elaboracioén propia a partir del manual de uso MALDI Biotyper (Bruker Daltonik) (50).

Como se puede observar en la Tabla 1, la identificacién a nivel de género se
establece para una puntuacion de 1,7-1,99. Sin embargo, para conseguir una
identificacion a nivel de especie la obtencion de niveles superiores a un score de 2.0

sSOn necesarios.

4. RESULTADOS Y DISCURSION.

En este trabajo de investigacion se presentan los resultados parciales, es decir, la
evolucion de los recuentos de bacterias acido lacticas (BAL) en el dia 0 y dia el 35 del
experimento. Asi como, el método mas apropiado para la identificacion de las BAL en
los dias anteriormente mencionados mediante Espectrometria de Masas MALDI TOF

usando el sistema MALDI Biotyper (Bruker Daltonik).

En la Tabla 2, se recogen los valores medios y la desviacién estandar de los
recuentos (BAL) realizados en el dia 0 y 35 en un preparado carnico (salchicha

Cevapi, mantenida a 4°C y envasado en una atmdésfera modificada 20% COz2y 80%
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N). Los recuentos de BAL en el dia 0 oscilaron entre 4,15y 4,79 Log ufc/ g, mientras
que en el dia 35 las BAL alcanzaron unos valores medios comprendidos entre 8,4-8,8
Log ufc/g. Las diferencias de los recuentos de BAL en el dia cero entre los tres lotes
elaborados no superaron una unidad logaritmica. Los recuentos encontrados en este
trabajo de investigacion en el dia 0 fueron similares a los observados por diversos
autores (51,52) quiénes encontraron valores para este grupo microbiano entre 4.0 y
5.10 Log de ufc/g, en salchichas frescas de cerdo y vacuno respectivamente. De
acuerdo a la bibliografia consultada, no se han encontrado trabajos de investigacion
en un periodo de conservacién tan amplio y con condiciones de almacenamiento
similares para salchichas frescas, menos aun en salchichas de cordero. Sin embargo,
los recuentos de BAL obtenidos en este trabajo a los 35 dias fueron ligeramente
superiores a los encontrados por Argyr et al. (53), quiénes encontraron valores de 7.8
Log ufc/g a los 12,5 dias de almacenamiento mantenido a 5°C en una atmésfera que
contenia 40% CO2 / 30% O2 / 30% N en salchichas frescas de vacuno. Esta ligera

diferencia podria deberse al menor tiempo de almacenamiento.

TRATAMIENTO DIA O DIA 35

REALIZADO MEDIA+ DS (Log ufc/mL) MEDIA+DS (Log ufc/mL)

Control-1 4,16 £ 0,05 8,67 + 0,06

Control-2 4,15+ 0,05 8,41+ 0,01

Control-3 4,79 £ 0,07 8,87 £ 0,08
LUPULO-1 4,16 £ 0,05 8,47 + 0,03

LUPULO -2 4,15+ 0,05 8,67 £ 0,02

LUPULO -3 4,79+ 0,07 8,78 + 0,02

ACEITE ESENCIAL-1 4,16+ 0,05 8,41 £0,03
ACEITE ESENCIAL -2 4,15+ 0,05 8,55+ 0,07
ACEITE ESENCIAL -3 4,79 + 0,07 8,53 + 0,01
LUPULO+ACEITE ESENCIAL-1 4,16 £ 0,05 8,35+ 0,06
LUPULO+ACEITE ESENCIAL 2 4,15+ 0,05 8,56 + 0,03
LUPULO+ACEITE ESENCIAL -3 4,79 £ 0,07 8,74 £ 0,05

Tabla 2. Valores medios y desviacion estandar de los recuentos de bacterias acido lacticas
(BAL) realizados en el dia 0 y 35 en un producto carnico fresco. Los recuentos se
realizaron en todos los tratamientos: control, lUpulo, aceite esencial y una combinacion de

ambos (lupulo + aceite esencial).

Respecto a los recuentos en el dia 35, estos fueron realizados para cada uno de los
tratamientos estudiados (control, Iupulo, aceite esencial y la combinacién

lupulo+aceite esencial). Los recuentos de BAL mas altos fueron encontrados en el
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control 8,87 Log ufc/g, mientras que los mas bajos fueron los obtenidos en el
tratamiento que combiné el aceite esencial y el lupulo (8,35 Log ufc/g). Si
comparamos los resultados obtenidos entre los lotes de elaboracion del producto
carnico, se observa que el lote 3 mostrod los recuentos mas altos tanto en el control
como en los otros tratamientos. Georgantelis et al. (54) encontraron valores para este
grupo microbiano de 8.02 Log ufc/g cuando estudiaron el efecto del aceite esencial
de romero en salchichas frescas de cerdo, conservadas a 4°C en una pelicula
permeable al oxigeno de polietilieno en 20 dias, estos valores son similares a los

observados en este trabajo.

En la Figura 7, se pueden observar los recuentos de BAL a través de los 35 dias de
almacenamiento a 4°C para los cuatro tratamientos; control, lupulo, aceite esencial, y
la combinacion de lapulo y aceite esencial. Los recuentos medios en el dia 0 de BAL
para todos los tratamientos fue de 4,55 + 0,311 Lof ufc/g. Estos recuentos mostraron
un incremento hasta el dia 21 en todos los tratamientos alcanzandose valores de
8,71 Log ufc/g en el control. A partir del dia 21 los recuentos de BAL mostraron una
tendencia estable excepto para el tratamiento con lupulo en el que se observo un
incremento del recuento de BAL alcanzandose valores de 8,88 Log ufc/g. En el dia 35
el control y el tratamiento con lupulo alcanzaron los valores mas altos de 8,64 Log
ufc/g, mientras que en el tratamiento con ldpulo + aceite esencial mostré el valor

mas bajo de 8,47 Log ufc/g.

Log ufc/mL
(o)}
[95]

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (dias)

@— CONTROL LUPULO
ACEITE ESENCIAL LUPULO+ACEITE ESENCIAL

Figura 7. Recuentos de bacterias acido lacticas de un embutido carnico conservado a 4°C en
una atmésfera modificada previamente tratado con antimicrobianos naturales: lUpulo, aceite

esencial, y una combinacion de ambos, asi como, de un control sin antimicrobianos.
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Como era de esperar los recuentos de BAL mostraron una tendencia ascendente
durante el tiempo de conservacion similar a la encontrado por otros autores (53). Sin
embargo, estos resultados fueron contrarios a lo observado por Kamdem et al. (52),
quiénes obtuvieron una disminucion a través del tiempo de BAL. Este hecho puede
ser debido a que en este ultimo trabajo de investigacion se utilizaron diferentes
combinaciones de aditivos y especias en salchichas frescas conservadas a 2°C,
mientras en este estudio s6lo se usd un antimicrobiano natural como tratamiento.
Cuando comparamos los valores obtenidos del presente trabajo para el tratamiento
con aceite esencial proveniente de Zataria multiflora con los encontrados por
Georgantelis et al. (54) en salchichas de cerdo frescas tratadas con aceite de romero
al dia 20 de conservacion, observamos que estos fueron muy similares 8,3 Log ufc/g

y 8,02 Log ufc/g, respetivamente.

En las Tabla 3. se muestran los resultados del método utilizado para la identificacion
de las 49 colonias aisladas a partr de Agar MRS en el dia 0, mediante
Espectrometria de Masas MALDI TOF y con ayuda del programa Biotyper. Los datos
reflejados en esta tabla corresponden a todos ensayos realizados con los distintos
métodos de preparacion de muestra para la identificacién de las colonias aisladas.
Por lo tanto, las colonias aisladas de una misma muestra fueron analizadas en

diferentes dias de trabajo.

Como se puede observar en la Tabla 3, el método de extraccion directa extendido,
que contenia 1 yL de acido formico fue el que mostro el mayor porcentaje de
bacterias no identificadas (20%), mientras que el método de extraccion larga fue el
método con menor numero de bacterias sin identificar (19%). El numero de
aislamientos identificados fue ligeramente mayor con el método de extraccién larga
(56,56%) que con el método de transferencia directa extendido (43,44%). Por otro
lado, sélo el 13% de las identificaciones obtenidas con el MALDI TOF utilizando el
método de extraccion transferencia directa extendido para la preparacion tuvieron
altas puntuaciones (scores) entre 2,000 y 2,999, mientras que el método de
extraccion larga alcanzo el 19%. Estas diferencias en los resultados observados
entre los dos métodos pueden ser debido a dos causas principalmente. Una de ellas
es el tipo de bacterias identificadas en esta investigacion, las cuales fueron bacterias
Gram positivas, que tienen una pared celular dificil de romper con la matriz. Este
hecho pudo evitar la salida de las proteinas ribosomales que son las utilizadas para la

identificacion mediante MALDI TOF (46). Otra de ellas fue la baja concentracién
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microbiana alcanzada a las 24 horas de incubacién por algunos de los aislamientos
estudiados en este trabajo, no alcanzando el contenido bacteriano minimo entre 10* y
108 requerido para el analisis (55). Como se puede ver en la Tabla 3, Staphylococcus
pasteuri, Lactobacillus sakei subp. carnosus, Lactococcus spp. y Leuconostoc spp.
fueron las especies que requirieron del uso del método extraccion larga para que
fueran identificadas adecuadamente o se incrementara la puntuacion en la
identificacion. Este aspecto ha sido también observado por otros estudios con
algunos microorganismos como bacterias Gram positivas, levaduras y mohos (46).
Finalmente, los resultados del método de preparacion de muestra de transferencia
directa no han sido mostrados en la Tabla 3 debido a su baja eficiencia a la hora de la
identificacion de la microbiota aislada en Agar MRS. Contrario a lo obtenido en esta
investigacion, otros autores han reportado unos mejores porcentajes de identificacion

para Lactobacillus spp. con el método de transferencia directa, aunque no

identificaron las especies encontradas en este trabajo (56).

- . - o %
Microorganismo Método Rango N° cepas s/total
Transferencia directo extendido 0.00 - 1.699 32 20%
Identificacién no relevante
Extraccion larga 0.00 - 1.699 31 19%
Identificacion no relevante total 63 39%
1.70 - 1.99 1 1%
Extraccion larga 2.0-2.299 7 4%
Staphylococcus pasteuri 2.300 - 3.000 2 1%
1.70 - 1.99 4 2%
Transferencia directo extendido
2.0-2.299 4 2%
Staphylococcus pasteuri total 18 11%
1.70 - 1.99 3 2%
Transferencia directo extendido 2.0-2.299 7 4%
Lactobacillus sakei subp. carnosus
2.300 - 3.000 1 1%
Extraccion larga 2.300 - 3.000 3 2%
Lactobacillus sakei subp. carnosus total 14 9%
1.70 - 1.99 1 1%
Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido
2.0-2.299 3 2%
Extraccion larga 1.70-1.99 2 1%
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2.0-2299 1 1%
2.300 - 3.000 1 1%
Lactobacillus sakei total 8 5%
1.70- 1.99 2 1%
Extraccion larga
2.0-2299 2 1%
Lactococcus lactis subp. cremoris
1.70 - 1.99 1 1%
Transferencia directo extendido
2.0-2299 2 1%
Lactococcus lactis subp. cremoris total 7 4%
1.70 - 1.99 1 1%
Extraccion larga 2.0-2.299 2 1%
Serratia liquefaciens
2.300 - 3.000 2 1%
Transferencia directo extendido 2.0-2.299 1 1%
Serratia liquefaciens total 6 4%
1.70-1.99 2 1%
i b Extraccion larga
Leuconostqc mesenteroides subp. 20-2299 > 1%
mesenteroides
Transferencia directo extendido 1.70-1.99 2 1%
Leuconostoc mesenteroides subp. 0
y 6 4%
mesenteroides total
Transferencia directo extendido 1.70-1.99 3 2%
Lactobacillus spp.
Extraccion larga 1.70-1.99 3 2%
Lactobacillus spp. total 6 4%
Extraccion larga 1.70-1.99 4 2%
lAerococcus vidrians 1.70-1.99 1 1%
Transferencia directo extendido
2.0-2299 1 1%
\Aerococcus vidrians total 6 4%
1.70 - 1.99 4 2%
Enterobacter asburiae Extraccion larga
2.0-2299 1 1%
Enterobacter asburiae total 5 3%
Lactococcus lactis subs. lactis Transferencia directo extendido 1.70-1.99 3 2%
Lactococcus lactis subp. lactis total 3 2%
Enterobacter cloacae Extraccion larga 1.70-1.99 3 2%
Enterobacter cloacae total 3 2%
Streptococcus salivarius Transferencia directo extendido 1.70-1.99 1 1%
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2.0-2.299 1 1%
Streptococcus salivarius total 2 1%
Staphylococcus warneri Transferencia directo extendido 1.70-1.99 2 1%
Staphylococcus warneri total 2 1%
Staphylococcus epidermitis Extraccion larga 2.0-2.299 2 1%
Staphylococcus epidermitis total 2 1%

1.70-1.99 1 1%
Leuconostoc mesenteroides Extraccion larga

2.0-2299 1 1%
Leuconostoc mesenteroides total 2 1%
Enterobacter amnigenus Extraccion larga 1.70-1.99 2 1%
Enterobacter amnigenus total 2 1%
g(t)i‘; Z{(l)c;ce%ct%lljsshominis subp. Transferencia directo extendido 2.0-2.299 1 1%
Staphylococcus hominis subp. 1 1%
novobiosepticus total °
Louconosloc mesenteroides subp. Extraccion larga 2.0-2.299 1 1%
Leuconostoc mesenteroides subp. 1 1%
dextranicum total °
Lactococcus lactis subp. cremoris Extraccion larga 2.0-2.299 1 1%
Lactococcus lactis subp. cremoris total 1 1%
Lactococcus lactis Extraccion larga 2.0-2.299 1 1%
Lactococcus lactis total 1 1%
Lactococcus lactis Extraccion larga 2.300 - 3.000 1 1%
Lactococcus lactis total 1 1%
Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2.0-2.299 1 1%
Lactobacillus sakei subp. carnosus total 1 1%
Enterobacter cancerogenus Extraccion larga 1.70-1.99 1 1%
Enterobacter cancerogenus total 1 1%
Total general 162 100%

Tabla 3. Métodos de preparacion de muestras utilizados para la identificacién de las colonias
aisladas de Agar MRS usando la Espectrometria de Masas MALDI TOF y con ayuda del
sistema Biotyper (Bruker Daltonik) al dia 0 de muestras provenientes de un embutido carnico
fresco.
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En la Tabla 4 se muestran los resultados del método utilizado para la identificacion de
las colonias obtenidas a partir de Agar MRS mediante Espectrometria de Masas
MALDI TOF con ayuda del sistema Biotyper. El método de extraccion directa
extendido, que contenia 1 uL de acido férmico fue el que mostro el mayor porcentaje
de bacterias no identificadas (44,57%), mientras que el método de extraccién larga
fue el método con menor numero de bacterias sin identificar (5,43%). El método de
transferencia directa extendido fue el que mayor nimero aislamientos identificados
con un 66,3%. Sin embargo, el método de preparacion de muestra que mostré mayor
porcentaje y puntuacion (scores >2,000) en la identificacion de Lactobacillus spp. fue
el método de extraccion larga con un 16%. Puesto que son bacterias microaerdfilas,
algunas especies de Lactobacillus spp. presentaron un menor crecimiento (en
condiciones aerdbias). La baja concentracién de estos microorganismos ha requerido
el uso del método de extraccién larga para eliminar la presencia de compuestos que

puedan interferir en su identificacion mediante Espectrometria de Masas MALDI TOF.
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. . . %
0
Microorganismo Método Rango N° cepas sltotal
Transferencia directo
No identificadas extendido 0.00 - 1.699 82 44,57%
Extraccion larga 0.00 - 1.699 10 5,43%
Total Identificacion no relevante 92 50,00%
Transferencia directo 1.70-1.99 15 8,15%
Lactobacillus sakei extendido 20-2299 2 217%
2.300 - 3.000 3 1,63%
Extraccion larga 2.0-2.299 1 0,54%
2.300 - 3.000 13 7,10%
Total Lactobacillus sakei 38 19,6%
S 1.70-1.99 13 7,07%
: : Transferencia directo ’
Lactobacillus sakei subp. carnosus extendido 20-2299 12 6.52%
2.300 - 3.00 5 2,72%
Extraccion larga 2.0-2.299 1 0,54%
2.300 - 3.00 3 1,63%
Total Lactobacillus sakei subp. 34 18,48%
carnosus
Transferencia directo
Lactobacillus spp. extendido 1.70-1.99 3 1,63%
Extraccion larga 1.70-1.99 11 5,98%
Total Lactobacillus spp. 14 7,61%
- ] Transferencia directo o
Filifactor villosum extendido 1.70 - 1.99 3 1,63%
Total Filifactor villosum 3 1,63%
Carnobacterium maltaromaticum Extraccion larga 1.70-1.99 1 0,54%
2.0-2.299 1 0,54%
Total Carnobacterium maltaromaticum 2 1,09%
. . . Transferencia directo o
Lactobacillus sakei subp. sakei extendido 1.70-1.99 1 0,54%
Total Lactobacillus sakei subp. sakei 1 0,54%
. Transferencia directo o
Lactobacillus curvatus extendido 1.70 - 1.99 1 0,54%
Total Lactobacillus curvatus 1 0,54%
. . . Transferencia directo
Lactobacillus sakei subp. sakei extendido 1.70 - 1.99 1 0,54%
Total Lactobacillus sakei subp. sakei 1 0,54%
Total general 184 10&00

Tabla 4. Métodos de preparacion de muestra utilizados para la identificacion de los
aislamientos obtenidos a partir de Agar MRS al dia 35, mediante Espectrometria de Masas
MALDI TOF y con ayuda del sistema Biotyper (Bruker Daltonik) con las muestras de bacterias
acido lacticas a dia 35 del experimento obtenidas a partir de un embutido carnico fresco.

En la Figura 8 se muestran los resultados elaborados a partir de la mejor
identificacion, correspondiente al rango mas elevado obtenido, de las 49 cepas
aisladas a partir de un embutido carnico fresco a dia 0 del ensayo. Como podemos
observar las principales especies microbianas aisladas de Agar MRS en el dia cero
fueron; Staphylococcus pasteuri 'y Lactobacillus sakei subp. carnosus alcanzando un
26% de las bacterias identificadas, seguidas de Lactococcus lactis subp. cremoris

con un 9%. Otras especies identificadas en el dia 0 fueron; Staphylococcus warneri,
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Lactococcus lactis subp. lactis, Staphylococcus epidermitis, Lactococcus lactis,
Staphylococcus hominis subp. novobiosepticus, Enterobacter cancerogenus,
Streptococcus salivarius. La presencia de los géneros de Staphylococcus spp.,
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., en salchichas frescas de cerdo durante los
primeros dias de conservacion ha sido también demostrada encontrada por Cocolin
et al., (51). Asi mismo, Zagorec et al. (57), indica que las principales especies
responsables de la alteracion de productos son Lactobacillus spp., asi como,
Lactococcus spp. Leuconostoc spp. Estos microorganismos son los responsables de

diversos defectos en el aroma y olor.

2 10
10
3 7 7
6 5
4 3 3 3 3 5
; I N .
0
S O 0 r~ 0 r~ 0 m > 1) r~ ~
58 £y 5% g § ¢ & 33 9
&3 S g s g c 3 3 3 Q w0 § 3
T > S o S o S 3 3 o o e o3 7
SS o & Q8 o8 9 & S 233
) Q X ) Q ® ® O
32 °Q Q@ Q = Q I3 0
Q 3= 30 Q < S = O 0 =
o RS e & & N S =. <. O
Q 7 [S IR Q Q5
Q 2o =, = < o 2 D D
< 5o [ oy ) © o 0
7 Q Q = o I »
§ & [ o} b <
=. S S o
« ) ES)

Figura 8. Principales especies microbianas identificadas por Espectrometria de Masas MALDI
TOF mediante el sistema Biotyper, aisladas a partir de Agar MRS de muestras al dia 0,

teniendo en consideracion los mejores resultados obtenidos en la identificacion.

La Figura 9. se ha realizado con los datos de la mejor identificacién microbiana
obtenida para cada cepa. Los resultados de las identificaciones microbianas se
presentan organizados para cada uno de los tratamientos realizados: lupulo, aceite
esencial y una combinacion de ambos (lupulo + aceite esencial), asi como, para el
control sin antimicrobianos. Como se puede observar en la Figura 9, Lactobacillus
sakei subsp. carnosus fue el microorganismo mas abundante de la poblacién
microbiana estudiada (55 aislamientos), seguido por Lactobacillus sakei y
Lactobacillus spp. en orden descendiente. Con una representacién discreta sobre el
total de aislamientos, también fueron identificadas las especies microbianas:
Carnobacterium maltaromaticum, Fillifactor villosum y Lactobacillus sakei subsp.
sakei. Lactobacillus sakei, Lactobacillus spp., asi como, Carnobacterium

maltaromaticum, han sido identificadas como especies alterantes aisladas a partir de
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productos frescos mantenidos en atmésferas modificadas (30,58). Con respecto a las
especies predominantes por tratamiento, Lactobacillus sakei subsp. carnosus fue el
microorganismo mayoritario en todos los tratamientos con excepcién del tratamiento
con lupulo + aceite esencial cuyo microorganismo mayoritario fue Lactobacillus sakei.
Diversos autores han encontrado que Lactobacillus sakei es uno de los
microorganismos alterantes mas importantes en los productos carnicos (29,30,51).
Asi mismo, el cambio observado en la microbiota presente en este embutido carnico
asemeja estar relacionado con el tipo de antimicrobiano utilizado en el tratamiento.
Parece ser que el lupulo inhibe el crecimiento especialmente de Lactobacillus sakei,
mientras que el lupulo combinado con el aceite esencial inhibe a Lactobacullus sakei
subp. carnosus. Jayasena et al., (28), encontraron que el aceite esencial muestra una
alta actividad antimicrobiana contra Lactobacillus sakei y Serratia liquefaciens. La
diferencia entre este trabajo de investigacion y el mencionado anteriormente puede

deberse a la falta de identificacidon de las subespecies.
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Figura 9. Porcentajes de las principales especies microbianas identificadas por
Espectrometria de Masas MALDI TOF con ayuda del programa Biotyper, aisladas a partir de

Agar MRS en el dia 35, segun el tipo de tratamiento.

En referencia al resto de microorganismos citados, los resultados muestran un
diferente crecimiento en funciéon del tratamiento. Fillifactor villosum sélo ha sido
identificado en los aislamientos del control y aquellos previamente tratados con Iupulo.
Con respecto a Carnobacterium maltaromaticum, su presencia se corresponde
unicamente con los aislamientos tratados con lupulo + aceite esencial. La presencia

de Carnobaterium maltaromaticum en el dia 35 puede deberse por un lado, a la
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inhibicion de Lactobacillus sakei creando condiciones favorables para su
crecimiento y, por otro lado, a la baja presencia de oxigeno, condicién que favorece el

crecimiento el Carnobacterium spp. (59).

30
25
20

24

14
15
10 6
: — _
o [ o~
0 o o & 30 I O o
I o [ = X 0
= Q Q ~ ob
RS S 5 T 3 ) e g
2 g = = S § g g
2 3 3 38 3 S
= = = 28 s =
@ & & 9 3 S &
7] [7) [7) < 1] 7]
g g g 33 S g
o ) ‘ o
[72] [72]
< <
o o
kS kS

Figura 10. Distribucidn de las especies identificadas a los 35 dias de almacenamiento.

En la Figura 10 se muestran las principales especies identificadas a los 35 dias de
almacenamiento. Como podemos observar, las especies de Lactobacillus spp. son
las mayoritarias (45/49). Entre ellas la mas importante ha sido Lactobacillus sakei

subp. carnosus.

A través de la identificacion de las colonias de bacterias acido lacticas se observo un
crecimiento bacteriano lento tanto en caldo como en agar formando colonias muy
pequenas cuando se sembraron en Agar MRS. En consecuencia, estas muestras
aportaron poco material bioldgico para su identificacion mediante Espectrometria de
Masas MALDI TOF. Por otro lado, muchas de las cepas presentaron un tacto
gelatinoso que dificultaba su extension en la placa de MALDI explicado posiblemente

por la generacion de exopolisacaridos (60).
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Los datos obtenidos permiten concluir que el uso de Espectrometria de Masas
MALDI TOF como herramienta de identificacion microbiana, es una solucién rapida y
efectiva para la identificacién de bacterias procedentes de productos carnicos. Sin
embargo, el uso del método de transferencia directa extendido en la preparacion de
la muestra presentd algunas limitaciones que fueron superadas por el método de
extraccion larga. Por ello, se propone en primera instancia el uso de método de
transferencia directa extendido y sélo en caso de baja puntuacion (score) aplicar el
meétodo de extraccion larga. Los resultados del presente estudio muestran un cambio
en la poblacion de bacterias acido lacticas procedentes de una salchicha fresca
mantenida en condiciones de anaerobiosis: inicialmente, la flora bacteriana se
encontraba compuesta por una microbiota mas heterogénea formada por
Staphylococcus spp., Lactobacillus sakei spp., Lactococcus spp., Serratia spp. y
Leuconostoc spp. Al final del experimento (dia 35) la microbiota estuvo representada
principalmente por Lactobacillus sakei spp. Tomando en cuenta todos los resultados,
el tratamiento con aceite esencial parece ser el que mostr6 mayor actividad
antimicrobiana para las bacterias acido lacticas. La combinacién de Iupulo y aceite

esencial fue la que mostré un mayor cambio en la poblacidén microbiana en el dia 35.

Una evaluacion de las propiedades sensoriales seria requerida para conocer la
aceptacion de los productos tratados con estos antimicrobianos naturales.
Finalmente, se puede prever que en un futuro la Espectrometria de Masas MALDI
TOF sea una de las herramientas mas utilizadas para el estudio de la microbiologia
de los alimentos, permitiendo conocer los cambios de la microbiota en los derivados

carnicos con el uso de nuevos antimicrobianos.
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7. ANEXOS.
Cepa Microorganismo Método vEler
102 Staphylococcus pasteuri Extraccion larga 2,198
103 Streptococcus salivarius Transferencia directo extendido 2,128
104 Aerococcus vidrians Transferencia directo extendido 2,092
105 Staphylococcus pasteuri Extraccion larga 2,193
106 Serratia liquefaciens Extraccion larga
107 Aerococcus vidrians Extraccion larga
108 Aerococcus vidrians Transferencia directo extendido
Leuconostoc mesenteroides subp. Extraccion larga 2,100
Leuconostoc mesenteroides subp.dextranicum | Transferencia directo extendido

109 Aerococcus vidrians Transferencia directo extendido _

111 Staphylococcus pasteuri Extraccion larga 2,173

112 Staphylococcus pasteuri Extraccion larga

113 Identificacion no relevante Transferencia directo extendido

114 Staphylococcus pasteuri Extraccion larga

115 Staphylococcus warneri Transferencia directo extendido

116 Staphylococcus pasteuri Extraccion larga 2,298

117 Staphylococcus pasteuri Transferencia directo extendido

118 Enterobacter asburiae Extraccion larga

120 Identificacion no relevante Transferencia directo extendido

121 Enterobacter cancerogenus Extraccion larga

122 Enterobacter asburiae Extraccion larga

123 Lactobacillus spp. Transferencia directo extendido

124 Serratia liquefaciens Extraccion larga 2,433

126 Lactobacillus sakei subp. carnosus Extraccion larga 2,364
Serratia liquefaciens Extraccion larga

127 Lactobacillus spp. Transferencia directo extendido

128 Enterobacter asburiae Extraccion larga

129 Identificacion no relevante Extraccion larga

130 Identificacion no relevante Transferencia directo extendido

131 Leuconostoc mesenteroides Extraccion larga

132 Lactobacillus spp. Extraccion larga

133 Identificacion no relevante Transferencia directo extendido

133B | Identificacién no relevante Transferencia directo extendido
134 scl;?/g f;};{l)g(;(;;;ic(;tl/;hom/n/s subp. Transferencia directo extendido 2,171
135 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,218
137 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,309
138 Lactococcus lactis subp. cremoris Transferencia directo extendido 2,078
139 Lactococcus lactis subp. cremoris Extraccion larga

Lactococcus lactis subp. lactis Transferencia directo extendido
140 Staphylococcus epidermitis Extraccion larga 2,139
141 A | Lactobacillus sakei ssp. carnosus Transferencia directo extendido 2,267
141 B | Lactobacillus sakei subp.carnosus Transferencia directo extendido 2,12
142 Lactococcus lactis subp. cremoris Extraccion larga 2,097
143 Lactococcus lactis Extraccion larga
Lactococcus lactis subp. cremoris Extraccion larga

144 Lactococcus lactis subp. cremoris Extraccion larga

145 Leuconostoc mes enteroides Transferencia directo extendido
subp.mesenteroides

146 Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido
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147 Lactobacillus sakei Extraccion larga 2,392
148 Identificacion no relevante Transferencia directo extendido
148B | Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,074
149 Lactobacillus sakei subp. carnosus Extraccion larga 2,419
150 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,172
150B | /dentificacién no relevante Transferencia directo extendido

Anexo 1. Resultados de la identificacion por Espectrometria de Masas MALDI TOF mediante

el sistema Biotyper,de las muestras al dia 0 aisladas a partir de Agar MRS, teniendo en

consideracion los mejores resultados obtenidos para cada cepa.

Microorganismo

Método

Valor del

rango

601 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,337
602 Identificacion no relevante Transferencia directo extendido
603 lactobacillus spp. Extraccion larga
604 Lactobacillus sakei subp. carnosus Extraccion larga
605 Filifactor villosum Transferencia directo extendido
605 B | Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido
606 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,183
607 Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido 2,334
608 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido
609 Lactobacillus sakei spp. sakei Transferencia directo extendido
609B Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido
610 Lactobacillus sakei ssp. carnosus Transferencia directo extendido
611 Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido
612 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido
613 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,231
614 Identificacion no relevante Transferencia directo extendido
615 Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido
615A Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido
615B Identificacién no relevante Transferencia directo extendido
616 Filifactor villosum Transferencia directo extendido
617 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido
618 Lactobacillus sakei subp. carnosus Extraccion larga 2,555
619 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,276
619 B Lactobacillus sakei subp.carnosus Transferencia directo extendido
620 Identificacion no relevante Transferencia directo extendido
621 Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido
621 A | Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido
621B Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,302
622 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,24
623 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido
624 Identificacion no relevante Transferencia directo extendido
625 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido
626 Identificacién no relevante Transferencia directo extendido
627 Lactobacillus spp. Extraccion larga
628 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido
629 Lactobacillus spp. Transferencia directo extendido
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630 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,027

631 Lactobacillus sakei subp. carnosus Extraccion larga 2,365

633 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,168
633 B | Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido

634 Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido

635 Lactobacillus sakei Extraccion larga

636 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido

637 lactobacillus spp. Extraccion larga

638 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido

639 Carnobacterium maltaromaticum Extraccion directa

640 Carnobacterium maltaromaticum Extraccion directa 2,007

641 Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido 2,188

642 Lactobacillus sakei Extraccion directa 2,383

643 Lactobacillus spp. Extraccion directa

644 Lactobacillus spp. Extraccion directa

645 Lactobacillus sakei Extraccion directa

646 Lactobacillus sakei Transferencia directo extendido

647 Lactobacillus sakei Extraccion directa 2,408

648 Lactobacillus sakei subp. carnosus Transferencia directo extendido 2,009

Anexo 2. Resultados de la identificacion por Espectrometria de Masas MALDI TOF mediante
el sistema Biotyper,de las muestras al dia 35 aisladas a partir de Agar MRS, teniendo en
consideracion los mejores resultados obtenidos para cada cepa.
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