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CARTA DE BIENVENIDA

Estimados colegas:

Hemos tenido el honor de ser invitados por el GrdpoMicrobiologia de los Alimentos de la
Sociedad Espafiola de Microbiologia para la orgaiinade su XIX Congreso Nacional. Acometemos
este encargo con entusiasmo Yy, por qué no decwlo,cierta preocupacion. Nos hemos propuesto
organizar un Congreso abierto a la sociedad, parpesder las esencias que la ya larga tradicion de
nuestro grupo SEM ha consolidado. EI Congreso d8H&I-Alimentos ha sido, es y debe seguir
siendo una reunién eminentemente cientifica, perevblucion de la sociedad obliga, cada vez mas, a
utilizarlo como foro de encuentro con otros agesedales interesados en la microbiologia de los
alimentos, especialmente los especialistas en splildica y los técnicos de las empresas
agroalimentarias.

La Microbiologia de los Alimentos esta experimedtanotables cambios en los ultimos afos. Por
una parte, desde un punto de vista sanitario,eexisa clara conciencia del creciente aumento de las
toxiinfecciones alimentarias, lo que ha hecho dgeres paises desarrollados dicten normas para
mejorar los andlisis de riesgos y cuantificar mégetovamente el impacto social real de estos
problemas. Ademas, existen fundadas sospechasedalgunas graves enfermedades (el sindrome de
Guillain-Barré, por ejemplo), en principio no catsiadas como toxiinfecciones alimentarias, pueden
ser causadas por especies microbianas vehiculaddespalimentos. También empieza a preocupar
gravemente el aumento de resistencias a los atntiiséen las bacterias patdgenas que, segun algunos
investigadores, podrian estar relacionadas corekepcia de antibioticos en los alimentos.

Por otra parte, desde el punto de vista industlalesarrollo econémico posterior a la crisisate |
setenta fue el origen de un nuevo consumidor c@mayor capacidad adquisitiva y, sobre todo,
mucho mejor informado sobre aspectos relacionadasla salud, la nutricion y los alimentos en
general. Este nuevo tipo de consumidor demandalthugios cada vez mas parecidos a los alimentos
frescos, con todas las garantias sanitarias yaeva@b valor nutritivo. Esta circunstancia indujtaa
busqueda de nuevas tecnologias, alternativas air, caue permitiesen obtener productos
sanitariamente seguros pero con mejores propiedatssriales, funcionales y nutritivas. También se
plante6é como alternativa el desarrollo de proceswsbinados, cuyas bases cientificas desarroll6 el
Prof. Leistner a lo largo de las décadas de losntety ochenta. Leistner propuso sustituir los
tratamientos de conservacion tradicionales, enrgede gran intensidad y que por ello alteraban la
calidad de los alimentos, por procesos mas conwleonsistentes en aplicar simultanea o
sucesivamente varias tecnologias, pero a una idéehdaja; estas combinaciones, en general,
permitian conseguir productos estables y de mejlidarl. A lo largo de los ochenta y noventa, las
presiones de los consumidores obligaron a redactohcentracion y tipo de conservantes quimicos
afadidos a los alimentos y en algunos casos insleigohibié legalmente su uso, lo que obligo a la
industria alimentaria a buscar nuevos compuestciastaticos y/o bactericidas de “origen natural”
Finalmente, la globalizacion de los mercados autnkrs intercambios de productos alimenticios lo
gue obligd a buscar procesos capaces de prolomgatd Util de los alimentos.
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Desde otro punto de vista, totalmente diferentsstex ya claras evidencias de que el bienestar y la
salud de los ciudadanos estan muy relacionados scomicrobiota intestinal. Muchos de los
microorganismos beneficiosos para esta microbipt@b{6ticos) son especies presentes en los
alimentos (bacterias acido lacticas, por ejempjoinuchos componentes de los alimentos pueden
ayudar a reequilibrarla (prebidticos).

Se pretende que este Congreso refleje la situacil y las perspectivas de futuro de todos estos
problemas desde distintos enfoques. Para consegfeirproposito, el Congreso se ha estructurado en
seis sesiones tematicas con conferencias, ponegc@smunicaciones. Los temas seleccionados
incluyen aspectos relacionados con los avancesdaiétgicos, con las interrelaciones entre la
seguridad alimentaria y la microbiologia de losmalitos, con algunas cuestiones de especial
relevancia para los biotecndlogos de los alimentaspn algunos avances en el conocimiento de la
fisiologia microbiana de interés para los microbjls de los alimentos. Otras sesiones se dedican a
tratar retos microbiologicos concretos en la indaistlimentaria actual y una dltima a las tecn@egi
emergentes y a la microbiologia predictiva. Endirm®n este objetivo de potenciar los aspectos
multidisciplinares, hemos pedido la colaboracion afeinentes microbidlogos y especialistas de
campos proximos cuya opinion previsiblemente naglasa a verlos desde otra perspectiva. Ademas,
hemos vinculando la presentacion de las comunicasi@ las ponencias en sesiones mixtas en la
creencia de que esto dotara de mayor flexibilided @esiones y potenciara enriqguecedores debates.

Es nuestra intencién que, al menos durante este tt®@mpo, olvidemos los problemas diarios y las
cuestiones de “intendencia”’ y nos dediquemos aullisfde lo que realmente nos gusta y nos une: la
Microbiologia. El entorno no puede ser mas adecpada ello. Bienvenidos a Zaragoza.

Santiago Condon Uson
Presidente del Comité Organizador
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COMITE DE HONOR

Excma. Sra. Dfia. Luisa Fernanda Rudi Ubeda
Presidenta de Aragén

Excma. Sr. D. José Angel Biel Rivera
Presidente de las Cortes de Aragon

Excmo. Sr. D. Gustavo Alcalde Sanchez
Delegado del Gobierno en Aragon

Excmo. Sr. D. Juan Alberto Belloch Julbe
Alcalde de Zaragoza

Excma. Sra. Dfia. Maria Dolores Serrat Moré
Consejera de Educacion, Universidad, Cultura y Btep&obierno de Aragon

Excmo. Sr. D. Modesto Lobdén Sobrino
Consejero de Agricultura, Ganaderia y Medio Amlde@obierno de Aragoén

Excmo. Sr. D. Arturo Aliaga Lépez
Consejero de Industria e Innovacion, Gobierno cegén

Excmo. Sr. D. Ricardo Olivan Bellosta
Consejera de Sanidad, Bienestar Social y Familidj€sno de Aragon

lImo. Sr. D. Luis Maria Beamonte Mesa
Presidente de la Diputacion Provincial de Zaragoza

Sr. D. Manuel José Lopez Pérez
Rector Magnifico de la Universidad de Zaragoza

Sr. D. Ricardo Guerrero Moreno
Presidente de la Sociedad Esparfiola de Microbiol&fti)

Sr. D. Francisco Javier Carballo Garcia
Presidente del Grupo de Alimentos de la Sociedpadittda de Microbiologia

Sr. D. Juan José Badiola Diez
Presidente del Consejo General de Colegios Vetarmde Espafia

Sr. D. José Romulo Silva
Presidente del llustre Colegio Oficial de Veteriosarde la provincia de Zaragoza

Sra. Dila. Concha Ferrer Novella
Presidenta del llustre Colegio Oficial de MédicesZéragoza

Sr. D. Ramon Jordan Alba
Presidente del llustre Colegio de Farmacéuticadadagoza
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COMITE CIENTIFICO

Presidente honorifico:Francisco J. Sala Trepat
Coordinador: Santiago Conddn Uson (Universidad de Zaragoza)

Miguel A. Asensio (Universidad de Extremadura)
Albert Bordons (Universitat Rovira y Virgili)
Francisco J. Cabballo Garcia (Universidad de Vigo)
Rosa del Campo (IRYCIS)
José Fernandez-Salguero (Universidad de. Cordoba)
Gonzalo D. Garcia de Fernando (Universidad Complutense Madrid)
Clara Gonzéalez de los Reyes-Gavila@iPLA, CSIC)
Elena Gonzéalez FandogUniversidad de La Rioja)
Antonio Herrera Marteache (Universidad de Zaragoza)
Antonio Martinez (IATA, CSIC)
Baltasar Mayo (IPLA, CSIC)
Margarita Medina (INIA)
Manuel Nufiez (INIA)
Juan A. Ordofiez Pereda (Universidad Complutense Madrid)
Alfredo Palop (Univ. Cartagena)
Antonia M2 Picon (INIA)
David Rodriguez(ITACyL)
Vicente SanchisAlmenar (Universidad de Lleida)

COMITE ORG ANIZADOR

Santiago Condon(Presidente)
Diego Garcia (Secretario)
Pilar Mafhas (Tesorera)
Javier Raso (Vocal)
Rafael Pagan(Vocal)
Ignacio Alvarez (Vocal)
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PROGRAMA DEL CONGRESO
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24 SEPTIEMBRE (miércoles)

9.30 h. Apertura de Congreso

10.15 h. Conferencia inaugural.

Mecanismos de patogenicidad 8almonellay Campylobacter jejuniresultados similares para
estrategias distinta®r. Jorge Galan Director del Departamento de Microbial Pathogenés la
School of Medicine de la Universidad de Yale, Estadnidos. Premio Robert Koch. Miembro de
la Academia Nacional de Ciencias de Estados Ur(id8s).

11.00 h. Cafe.

11.30 h. SESION I. Avances metodolégicos en Micrabogia de los Alimentos

- Biologia molecular de comunidades microbianasogiles aplicaciones en microbiologia de
alimentos Dr. Daniel Lopez Director de laboratorio en el Institute for Malkar Infection
Biology. Universidad de Wurzburg. Alemania.

- Comunicaciones y discusion.

13.00 h. Workshop OXOID.
"PCR en Seguridad Alimentaria: Optimizacion de psa¢.Dfa. Itziar Olea Garcia.

14.00 h. Comida.

15.00 h. SESION II. La seguridad alimentaria y la Ncrobiologia de los Alimentos desde
distintas perspectivas I.

- La perspectiva de los sistemas sanitarios del.s8lta. Rosa M. del Campo Investigadora
Miguel Servet del Servicio de Microbiologia. HogpiRamon y Cajal de Madrid.

- La perspectiva de los investigador@®r. Miguel Angel Asensio Catedratico del area de
Nutricién y Bromatologia y antiguo Presidente deipp de Alimentos de la SEM.

- Actividades recientes de la EFSA sobre riesgoibicos en seguridad alimentara. Pablo
Romero. Scientific Officer de la European Food Safety#arity.

- La perspectiva de las industrias agroalimentabas. Blanca Jauregui Directora de [+D+i en
el CNTA.

- Discusion general.
17.00 h. Cafe.

17.30 h. SESION IlIl. La seguridad alimentaria y laMicrobiologia de los Alimentos desde
distintas perspectivas Il.

- Comunicaciones y discusion.
19.00 h. Asamblea de socios de la SEM.

20.00 h. Visita guiada a Zaragoza.
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25 SEPTIEMBRE (jueves)

9.00 h. SESION IV. Biotecnologia microbiana de loslimentos I.

- Probidticos y microbiota intestinal. De donde ivers y a donde vamoBra. Clara Gonzalez
de los Reyes-GavilanDirectora del IPLA-CSIC.
- Comunicaciones y discusion.

11.00 h. Cafe.

11.30 h. SESION V. Biotecnologia microbiana de ladimentos II.

- Bacterias lacticas del vino y fermentacion maltit@a. Dr. Albert Bordons. Catedratico
Emérito de la Universidad Rovira Virgili.

- Comunicaciones y discusion.

13.00 h. Workshop ZEULAB S.L.
"Sistemas lab-in-a-box para la deteccion de migaaismos y antibidticos en los alimentos"

14.00 h. Comida.

15.00 h. SESION VI. Retos microbiolégicos en la ingtria alimentaria I.

- Descontaminacion de canal&a. Elena Gonzalez FandosCatedratica de Tecnologia de los
Alimentos, Universidad de La Rioja.

- Listeria monocytogenesn productos carnico®. Antonio Espafol Servicio de Seguridad
Alimentaria, Salud Ambiental y Coordinacion. Gobieide Aragon.

- Toxoplasma gondiien la industria carnicaDra. Susana Bayarri Profesora Titular de
Universidad del Area Nutricion y Bromatologia. Usisidad de Zaragoza.

- Comunicaciones y discusion.
17.00 h. Café.

17.30 h. SESION VII. Retos microbioldgicos en la @dustria alimentaria 1.

- Impacto en la salud publica de una extensionaeied¢ha de caducidad del huevo cascBra
Pablo Romera Scientific Officer de la European Food Safety #artty.
- Descontaminacion de frutas y hortaliz2da. Silvia Garcia de la Torre Investigadora CNTA.

- Descontaminacion de harinas y frutos se@rs Nicolas MenesesDepartamento [+D Buhler
(Suiza).

- Comunicaciones y discusion.

21.30 h. Cena del congreso.
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26 SEPTIEMBRE (viernes)

9.00 h. SESION VIII. Avances en fisiologia microbiaa de interés en microbiologia de alimentos.

- Una mirada "positiva" a los biofilms bacterianoBr. Diego Romero Investigador
Departamento de Microbiologia de la Universidadv#aga y en el Instituto de hortofruticultura
subtropical y mediterranea CSIC.

- Respuestas adaptativas al estrés en microorgasipatogenos y sus implicaciones para la
seguridad alimentariaDr. Avelino Alvarez Ordofiez. Investigador Teagasc Food Research
Centre, Moorepark, Fermoy, Co. Cork.

- Comunicaciones y discusion.
11.00 h. Café.

11.30 h. Premios y distinciones.
- Premio a la mejor comunicacion.
- Premio MICROKIT a la Innovacién en Microbiologhimentaria

- Premio Oxoid a la mejor Tesis Doctoral en Micodbgia de los Alimentos (Ponencia 30
minutos).

- Premio especial del Grupo de Microbiologia deAtimentos 2014 para investigadores jovenes
del Grupo de Microbiologia de los Alimentos de EVE

12.15 h. Conferencia de clausura. Investigador preiado.

13.00 h. Workshop GOMENSORO.

"Detegcién de Contaminacion Microbiana en Alimenérs Tiempo Real: BacTracDr. José
Félix Alvarez.

14.00 h. Comida.

15.00 h. SESION IX. Tecnologias emergentes y micriokogia predictiva I.

- Microbiologia predictiva orientada a la integacien una evaluacion de riesgos microbiolégicos
alimentarios Dr. Pablo Fernandez EscamezCatedratico de Tecnologia de los Alimentos de la
Universidad Politécnica de Cartagena. Experto dakPde Riesgos Bioldgicos de EFSA.

- Comunicaciones y discusion.
17.00 h. Cafe.

17.30 h. SESION X. Tecnologias emergentes y micrologia predictiva II.

- Posibilidades y limitaciones del plasma frio p#maconservacion e higienizacion de los
alimentosDra. Mercedes Lépez FernandezProfesora Titular de la Universidad de Leon.

- Comunicaciones y discusion.

19.00 h. Clausura del Congreso.

21



XIX CONGRESCSEMDE MICROBIOLOGIA DE LOSALIMENTOS

22



XIX CONGRESOSEMDE MICROBIOLOGIA DE LOSALIMENTOS

CONFERENCIA INAUGURAL
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Mecanismos de patogenicidad d8almonellay Campylobacter jejuni
resultados similares para estrategias distintas

Jorge Galan

Director del Departamento de Microbial Pathogenaisia School of Medicine de la Universidad de Yaktados
Unidos. Premio Robert Koch. Miembro de la AcadeNaaional de Ciencias de Estados Unidos (NAS).

Jorge E. Galan es Profesor Lucille P Markey de Patogénesis Miamdb y Presidente del
Departamento de Patogénesis Microbiana en la Ratcd# Medicina de la Universidad de Yale. Se
licencié en Veterinaria en 1980 por la Universiddational de La Plata, Argentina y luego obtuvo
el doctorado en 1986 por la Universidad de CornEll. Dr. Galan completé sus estudios
postdoctorales en la Universidad de Washingtonl @tis con el Dr. Roy Curtiss y posteriormente
se incorpord a la facultad de la SUNY Stony Brauokes de trasladarse a la Universidad de Yale en

1998 como Profesor Lucille P. Markey de Microbidbbgy Presidente del Departamento de
Patogénesis Microbiana.

Su trabajo ha cosechado muchos premios, entreadlPemio Pew Scholars en 1990, una beca del
Searle-Chicago Community Trust, el Premio HansiSigy el prestigioso Premio Robert Koch. El Dr.l&aes miembro
de la Academia Americana de Microbiologia y de fodiacion Americana para el Avance de las Cienasiscomo de la
Academia Leopoldina Alemana de Ciencias y de ladAo@a Nacional de Ciencias de EE.UU. (NAS).

Su trabajo se centra en la relacién entre los miganismos patégenos y sus huéspedes, y en corsobte los

mecanismos por los que las bacterias patdgéabmsonellay Campylobacteinteractian con el anfitrién para provocar la
enfermedad.
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SESION I: Avances metodolégicos en Microbiologia des Alimentos
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Biologia molecular de comunidades microbianas y pides aplicaciones en
microbiologia de alimentos

Daniel Lépez

Research Centre foro Infectious Diseases ZINF. &mity of Wiirzburg
97080 Wirzburg, Alemani®aniel.lopez@uni-wuerzburg.de

El uso desproporcionado de antibidticos es la megasa de la aparicion de resistencias en bacterias
pero también puede ocurrir mediante mediante iotémaes competitivas entre las diferentes cepas
gue coexisten en una comunidad microbiana. Ciaisiados de MRSAS. aureusresistentes a
meticilina) diversifican espontdneamente cepasratites que aparecen de modo secuencial. La
primera cepa produce potentes bacteriocinas queitarmpor nutrientes con la cepa parental. La
segunda cepa es resistente a esa bacteriocina biétamresistente a otros antibiéticos como la
vancomicina, lo que se conoce como cepas VISA dureuscon resistencia intermedia a la
vancomicina que son detectadas en pacientes de hospitalesvémsificacion de estas cepas ocurren
también in vivo, de acuerdo con el hecho que anidostipos evolucionados se asemejan a cepas
comunmente aisladas en clinica. Nuestro estudiostrau€omo la co-evoluciéon bacteriana puede
generar resistencia a antibioticos y dar luganatfpos importantes en el desarrollo de infecciones

INTRODUCCION una poblacion heterogénea de bacterias genéticament

Qo . iferentes que muestran caracteristicas que son
Los antibiéticos son actualmente la herramen% evantes qara entender el desarrollo de ur? oces
mas poderosa para combatir infecciones bacteriar) P o

; . . I iInfectivo. Este estudio muestra cédmo las interawso
pero el nimero de antibitticos efectivos disminaye

. : . . acterianas juegan un gran papel en la evolucion
medida que incrementan los patogenos reSIStentegniérobiana ) Seden e>? Iicarplat) diversificacion de
antibidticos. Sin embargo, el desarrollo de restite yPp P

a antibiéticos no estad exclusivamente restringido fgnotlpos durante una infeccion.
cepas patégenas. Muchas bacterias del suelo :
productoras de antibidticos y poseen genes ( TERIAL Y METODOS

confieren inmunidad a esos antibioticos, que |#3NA deep-sequencing con lllumina HiSeqCultivos en

permiten resistir la accion de sus productos. 2atili TSB agar fueron resuspendidos en RNA protect (Q@ge
estos antibidticos para eliminar competidores dEiSA)- El pellet fue recolectado y lisado mecanicateeen

nicho ecolégico, lo cual también ejerce una presidi?St Prep. El lisado fue centrifugado y el sobrangl

selectiva sobre las bacterias cohabitantes delonicSadC para purificacion de RNA mediante el kit Riyea

de adauiri taci asient iagen®, USA). Fue tratado con RNasa-free DNasa |
que son capaces de adquirr mutaciones para Pldew England Biolabs®, USA) para eliminar las tsazi&

a prevenir la actividad microbiana. Uno de lopna  Las librerias de cDNA fueron generadas sin
patégenos mas virulentos &aphylococcus aureus fraccionamiento del RNA de acuerdo a Dugar y cOL@.

Su tratamiento desproporcionado con penicilina. (e.gas muestras fueron enlazadas a una cola poly(@)ds
meticilina) en los 60 causO el desarrollo de cepasly(A) polimerasa. 5-PPP se eliminé usando la
resistentes a estos antibioticos (MRSA,Sleaureus pirofosfastasa acida del tabaco, seguida de uaaidig de
resistentes a meticilina). Las infecciones de MRBA RNA mediante adaptadores al terminal 5. cDNA fue
trataron convencionalmente con vancomicina, pef§nerado a partir de la accion de M-MLV transcspta
eso también llevé al desarrollo de nuevas cepas dG¥ersa con adaptadores oligo(dT). El CDNA restétdne

exhibian una resistencia intermedia a este aritibigt 2MPlificado por PCR y analizado por electroforesiilar.
: Las librerias fueron secuenciadas con lllumina Higa
(VISA) (Hiramatsu y col., 1997).

' . . 100 ciclos. Realizamos un demultiplex de las lestuy
Las infecciones des. aureusimplican una alta gjiminamos las secuencias adaptadoras. El procestmi

densidad celular y periodos prolongados de inf@cCi@e |as lecturas, eliminacién de las colas poly@ityo de

que generalmente estan asociados a la formaciontgl@ario (min 12 nt), estadistica y célculo de coibeary

agregados celulares o biofilms (Lopez y col., 2010yormalizacién fue realizado con RNA-andlisis pipeli

Las bacterias atrapadas en los biofiims est&APL version 0.1 y DESeq 1.12.0. Los datos estan

sometidas a una gran seleccion natural, ya quertierlepositados en NCBI Gene Expresion Omnibus y estan

que competir por espacio y nutrientes, y eso psede accesibles a través de un and GEO Series acceasiben

un factor esencial en la generacion de nuevGSE49636.

fenotipos y diversidad (Nadell y col., 2009). Esas

condiciones pueden desembocar en la generaciéon de
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RESULTADOS Y DISCUSION Bsa actua contra el Lipido Il en la formacién de la

- - . ared celular al igual que la vancomicina. Poatud,
Condiciones de crecimiento ricas en magnesio gual q

fvorecen la_formacion de robusios agregadgg POSDIe (S ¢ FVE Rt un tenoipo e
celulares inmovilizados dentro de una matri P P P

. : e Bsa. De hecho, Y mostr6 también resistencia a
extracelular. Detectamos diversas morfologias dera

: : ncomicina mediante una difusion reducida del
el desarrollo de las comunidades que se manifestal§

s ; ntibiético a su diana en el septo. En resumen, la
con la formacion de _diferentes patrones 0%roduccién de Bsa orWIIevaaFa evolucion déﬁY,
sectorizacion erS. aureus La cepa parental forma” por V L :

cual presenta un fenotipo muy similar a las cepas

inicialmente un centro color naranja que IIamamc§ISA que son resistentes a vancomicina y causan

origen (O). El color proviene - del C<amtenOidet‘antas complicaciones en los hospitales. Para
estaphyloxantina, responsable de la coloraciors.de P . P '
comprobar si estos eventos evolutivos conducen a la

aureus (Marshall y col., 1981). Con el tiempo, una

: P iversificacion de VISA también in vivo, infectamos
nueva cepa albina emerge (W) y crece ramdamer%'f(a cohorte de ratones y después de 5 dias de

hasta rodear O. Después, una tercera cepa apé{becel feccion, los 6rganos fueron recolectados y l@aar
que se expande desde el O hasta la superfi ’ g y'a

| . "
s cteriana cuantificada. Muestras de los huesos,

formando sectores que se abren paso por la region (\:RP -
pulmones y rifiones mostraron una alta carga

Dia1 Dia2  Dia3 Dia4 Dia5 bacteriana que pueden relacionarse con la formacién
de biofilm y mostraron una muestra heterogénea,de O
W e Y. Y fue la cepa mas abundante en rifiones y
huesos mientras que W fue mas abundante en
pulmones. Estos fenotipos W e Y asemejan a los
encontrados en clinica, donde mutantes &h

aparecen en el 10% de las infeccionesSdeureus

Figura 1: Agregados bacterianos & aureuscrecidos en TSB : ;
enriquecido en magnesio a 37°C durante 5 dias. Bthlpo (Lennette, 1985) y el fenotipo Y asemeja a VISA, el

visualizar la expansion de sectores discretos teir@indesarrollo cual_ genera aCtuaIme_nte gr_andes problemas de salud
de la comunidad microbiana. publica. Nuestro trabajo sugiere que la competieidn
biofilms puede ser central para entender los ditese

La activacion diferencial del sistema de quorurfenotipos que aparecen durante los procesos mbacti
sensing 4gr) fue explorado mediante andlisis globay enfatiza la necesidad de considerar no solo el
de expresion génica usando RNA-deep sequencingpacto del tratamiento de la infeccion bacteriana
lllumina HiSeq para las cepas O, W y Y. Lasino también la interaccion entre las propias biste
hiperactivacion de la expresién dgr en W ocurre a )
la par que una activacion de la expression dedosgy BIBLIOGRAFIA
regulados poagr. Esto es consistente con una pérdida Hiramatsu, H. Hanaki, T. Ino, K. Yabuta, T. OguF. C.
de funcién des®, un factor sigma inducido por estrés Tenover. 1997, Methicillin-resistartaphylococcus aureus
que reprimeagr y activa la pigmentacion (Bischoff y Zlir:!%}l S;rgirr: Wi:ﬂ rjguiigg 1;/661n60my0in suscepitiil

. H H A nimicro emotner . - .

\(;\cl)léxzp?gié I;léltlil\lja)r/ng?l%%?/gﬁz Estgi;r);%l:ﬁg d?:lquigr D. Lopez, H. Vlamakis, R. Kolter, 2010, Biofilms. Cofpring
. . ; o Harb Perspect Biol 2: a000398.
induce la produccion de metabolitos secundaria® E. D. Nadell, J. B. Xavier, K. R. Foster. 2009, Theisbiology
incluye la producciéon de antibidticos que inhibén e of biofilms. FEMS Microbiol Rev 33: 206-224.
crecimiento de O y surfactantes que permiten a &/ Dugar, A. Herbig, K. U. Forstner, N. Heidrich, Reinhardt,

expandirse y colonizar la placa de agar (Tsompanido K Nieselt, C. M. Sharma. 2013, High-resolution
transcriptome maps reveal strain-specific reguafeatures

y col, 20;‘-3)- En resumen, W emerge COMO of myitiple Campylobacter jejuniisolates. PLoS Genet 9:

consecuencia de una mutacion @hy causa una 1003495,

hiperactivacion degr. W produce varios compuestos’- H. Marshall, G. J. Wilmoth. 1981, PigmentsStéphylococcus

extracelulares, incluido el antibiotico Bsa y su aureus a series of triterpenoid carotenoids. J Bactetibl:

. . ’ . . . . . 914-919.

maquinaria de resistencia. La presencia d? Bsaenhiy gischoff, 3. M. Entenza, P. Giachino, 2001, Iefice of a

solamente el crecimiento de O. Ademas, cuando functionalsigB operon on the global regulatear andagr in

eliminamosbsaenS. aureusla diversificacion de W Staphylococcus aureu$ Bacteriol 183: 5171-5179.

no causo la generacién de sectores Y en la cond1nid-d<””ikv P. Giachino, T. Fuchs. 1998, DeletiontbE alternative

microbiana. _demostrando e Bsa es un factor sigma factors® in Staphylococcus aureusveals its function
'_ . ! ! 0 - qL! u_ . as a global regulator of virulence genes. J Badt286: 4814-

adicional que genera diversidad en el biofilm y 4g20.

causante de la diferenciacion de Y. E. Tsompanidou, E. L. Denham, D. Becher, A. de JG@uist,
M. van Oosten, W. L. Manson, J. W. Back, J. M. vajh, B.
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Dreisbach, 2013, Distinct roles of phenol-solubleduiins in
spreading ofStaphylococcus aureusn wet surfaces. Appl
Environ Microbiol 79: 886-895.

E. H. Lennette. 1985, Manual of clinical microbigjo
Washington, D.C. American Society for Microbiology.

Daniel Lépez es Licenciado y
Doctor en Bioquimica por la
Universidad de Murcia (2005). En
2006, se incorporé al Departamento
de Microbiologia e Inmunologia de
la Harvard Medical Schooldonde
trabaj6 4 afios como investigador
postdoctoral bajo la supervision del
Prof. Roberto Kolter. Desde 2011,
ejerce como director de laboratorio
en el Instituto de Investigacion de
Enfermedades Infecciosas ZINF-IMIB, en la Univeasid
de Wirzburg, Alemania. A lo largo de su carreralaosica
se ha especializado en microbiologia, genética cntze
biologia molecular y bioquimica, y actualmente corab
aspectos de estos campos cientificos para el estiedios
mecanismos de sefializacion en bacterias patogerss y
contribucion al desarrollo de procesos infectivosn este
objetivo, en 2013 le fue concedida una ERC-Star@ngnt
de la Comisién Europea, destinadas a laboratoitagdibs
por investigadores jévenes de excelencia.

Es autor de 21 publicaciones internacionales eistes/de
alto impacto (Molecular Microbiology, PNAS, FEMS
Microbiology Reviews, Applied and Enviromental
Microbiology, etc.), centradas en diferentes aspede la
comunicacién entre bacterias, y la especializaciélular
en comunidades bacterianas. Ha dirigido o estdielnilo 6
tesis de master y 5 tesis doctorales.
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Uso de reactivos de viabilidad para la discriminadn de la infectividad del
HAV en muestras de alimentos
Gloria SancheZ, Laura Morenbdy, Rosa Azndr®

!Departamento de Microbiologia y Ecologia, Univeeside Valencia, Espafiglosanmo@uv.es
2 Departamento de Biotecnologia, IATA-CSIC, Espafia

El virus de la hepatitis A (VHA) se transmite pipelmente por via fecal oral, a través de agua o
alimentos contaminados, y produce una hepatitisaduas cepas que circulan entre la poblacion no
se multiplicanin vitro, por lo cual su deteccién en alimentos se basgé@ricas moleculares, que
aunque son muy sensibles no discriminan entre vifi@gciosos y no infecciosos. Por ello, en este
trabajo se optimizé el pretratamiento con reacti®siabilidad para la discriminacion del VHA tanto
en suspensiones, como inoculado en agua de laealdetiliga o en distintos alimentos.

INTRODUCCION calor, se inocularon en agua de lavado de vegetales

) . procedente de industria de IV gama (Lépez y c@112, y
El virus de la hepatitis A (VHA) es responsable dg, concentrados de diferentes alimentos incluyendo

CaSi Ia m|tad del nL'JmeI’O '[Otal de infeCCioneS Cl%geta|es en IV gama como |echuga, espinacaS,”pgrej
hepatitis diagnosticadas en todo el mundo. Lfoluscos, como tellinas y almejas. Los vegetaled\e
infeccion del VHA se propaga principalmente a teavé@gama fueron procesados segun el protocolo despaito
de la via fecal-oral, y como consecuencia de fanchezy col. (2012b) y las muestras de marisgonska
globalizacion, la frecuencia de brotes transnadésna |SO/TS 15216-2:2013.

transmitidos por alimentos se ha visto aumentada en .

los Gltimos afios. Actualmente, la deteccion del VHRESULTADOS Y DISCUSION

en alimentos se realiza por técnicas molecularggytimizacion del tratamiento con reactivos de
basadas en PCR que proporcionan resultados rapidgspilidad

fiables y sensibles. Sin embargo, estos métodas sol o o _
detectan la presencia de acidos nucleicos lo queend€ las distintas condiciones ensayadas, el tratamie
puede asociar directamente a la infectividad de T@s €ficiente para discriminar los VHA muertos por
muestra. Para aunar las ventajas de la PCR yCROr consiste en la aplicacion de 50 uM de PMA, a
seguridad en determinar la infectividad de la nmaest25 °C durante 10 min y agitacion a 150 rpm (Tabla 1
se estan evaluando diversas metodologias para la

discriminacion de virus infecciosos y no infecci®soTabla 1: Ejemplo de optimizacion de las condiciones de pre-
mediante PCR a tiempo real, entre ellas el uso tgiamiento

reactivos de viabilidad como el propidio dé Niveles de VHA
monoazida (PMA) o el etidio de monoazida (EMA) 6x 10 6 x 10
TC|D5C TCIDSO
- Cuantificacion| Reduccion  Cuantificacign  Reduccién

MATERIAL Y METODOS Vivas 3,99%0,15 - 3,30 + 0,06

i f ili74 _ Vivas 0,37
Virus y I!n(,aa ceIngr. Se utilizé la cepa HM-175 del VHA, (PMA 3.62+0,00 3.03+0,08 0.27
y se cultivé en la linea FRhKA4. 50 uM)
Fotoactivacion.Suspensiones de VHA tratadas por calor (Syuertas| 3,98 + 0,02 - 2.23 0,59
min a 99 °C), se incubaron con PMA o EMA, a diféeen | Muertas 1,87
concentraciones (20 y 50 uM), temperaturas (4, 33°C) éF(,)MAM) 2,11+0,19 <1,20 >1,03

1]

y tiempos de incubacién (5, 10, y 30 min), adend&sd
presencia o ausencia de tensoactivos (Triton Xyl8pan
20). Posteriormente, las muestras se expusienongel alta Optimizacién en agua de IV gama

intensidad durante 15 minutos utilizando un sistatea . . .
fotoactivacién (Led-Activo Azul), se extrajo el ARéon el Una vez establecidas las mejores condiciones para

kit comercial NucleoSpin RNA virus kit (Macherey-g¢a  discriminar - suspensiones muertas del VHA, se
y se realizo la cuantificacién del virus medianfe-/RCR a  procedio a evaluar la eficacia de este procedimient
tiempo real (Sanchez y col, 2012a). en agua de lavado de vegetales, evaluando de taievo
Agua y alimentos. Suspensiones del VHA de eficacia del PMA y del EMA en presencia de
concentraciones conocidas, inactivadas o no ireddiy por - tensoactivos. La tabla 2, muestra que en estaznetri
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tratamiento de PMA en presencia de Triton X-100os resultados de este trabajo muestran que el
discriminaba totalmente la presencia de virus rteatamiento con PMA combinado con Tritbn es muy
infecciosos.

Tabla 2: Reduccién logaritmica de las cuantificaciones atten

efectivo para discriminar la infectividad del VHA e
suspension e inoculado en agua de lavado, mientras

a partir de suspensiones de VHA no infecciosossaptdespués dqué en alimentos, se necesita seguir optimizando el

de los tratamientos con marcadores de viabilidaduladas en el uso de los reactivos de viabilidad para evitarofals

agua de lavado de la lechuga positivos.
Marcadores de viabilidad )
PMA (50 pM) EMA (20 pM) BIBLIOGRAFIA
gig%e.?ﬂ?gﬁﬂl\g% >§’i§i%‘i‘; 55’5 ;—' 8 '54;" Lépez-Galvez, F., Posada-lzquierdo, G.D., Selma/.MPérez-
0.1% Span 20 2,96 +0,17 224 +0.33 Rodriguez, F., Gobet, J., Gil, M.l, Allende, A. 201
0,5% Span 20 2,61 +0.39 2,11+0,17 Electrochemical disinfection: an efficient treatrneto

inactivate Escherichia coliO157:H7 in process wash water
o » containing organic matter. Food Microbiol., 30: :456.
Optimizacién en productos de IV gama Sanchez, G., Elizaquivel, P., Aznar, R. 2012, Disiration of

. . . . Infectious Hepatitis A Viruses by Propidium MonadziReal-
El pretratamiento que mejor eliminaba los virus no Time RT-PCR. Food Environ. Virol., 4:21.25.

Infecciosos en concentrado de lechuga fue, (.:O”m ergénchez, G., Elizaquivel, P., Aznar, R. 2012, Alsimgethod for
Ca_so del agua de lavado, el de, PM_A _Combmado con recovery and concentration of enteric viruses aadtdria
Triton X-100 donde se conseguia eliminar entreyl,5  fom fresh-cut vegetables. Int. J. Food Microbib2:9-13.

2 6rdenes logaritmicos de virus inactivados (T8pla

Tabla 3: Reduccién logaritmica de las cuantificaciones atten
a partir de suspensiones de VHA no infecciosossaptdespués
del tratamiento con PMA con o sin Triton en conzhds de

lechuga
Niveles de VHA inoculados
6 x 10 TCIDs, 6 x 1GTCIDsg
PMA (50 pM) 1,09 + 0,28 1,56 + 0,26
PMA (50 uM),
0,5% Triton X-100 1,53+0,80 2,04 £ 0,09

Evaluacién del pretratamiento con PMA y Triton

en distintos alimentos

Los resultados de inoculacion de distintos producto
de IV gama y marisco (Tabla 4), muestra como el
pretratamiento con PMA-Tritbn es altamente
dependiente de la matriz alimentaria y que en &b ca
del marisco existe una gran interferencia de laimat
donde el pretratamiento con PMA-Triton no consigue
discriminar entre virus infecciosos y muertos. Esta
interferencia se consigue parcialmente revertir
diluyendo el concentrado de marisco 1/10 en tampdn
PBS.

Tabla 4: Reduccién logaritmica de las cuantificaciones obsi
a partir de suspensiones de VHA no infecciosossaytdespués
del tratamiento con PMA-Triton en concentradoslaeemntos

Niveles de VHA inoulados

6 x 10 TCIDsg 6 x 16 TCIDsg 6 x 16 TCIDsg

Lechuga 3/3] 1,64+0,34 3/8 1,79+0,53 4/3  0,55+0,03
Espinacas| 3/3 1,15+0,80 343 0,690,211 1/3 0,43+0,17

Perejil 3/3| 1,04+0,80 3/3 0,46+0,54 03

Almejas | 3/3| 0012012 3/3 023029 2/3  0,00%0/02
Almejas | 3/3 | 1,3620,54| 3/3 1,53#0,31] 03 -
(1/10)
Telinas | 3/3| 0,27#0,05 3/3 0,300,033 0,47%0/02

Telinas | 3/3 | 1,95:0,34| 3/3  1,10:0,30] 0B -
(1/10)
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Cuantificacion de la expresion génica de mohos pradtores de OTA en
productos céarnicos crudos-curados mediante PCR efempo real

Alicia Rodriguez? Angel Medin4, Juan J. Cérdor?aVictoria Bernalde” Rafael Miguel y Naresh
Maga

! Higiene y Seguridad Alimentaria, Universidad derEmadura, Espafianvbernaldez@unex.es
2 Grupo de Micologia Aplicada, Universidad de Crafdi Reino Unido

Las condiciones ecolégicas que se producen dulamiaboracion de los productos carnicos crudos-
curados y la concentracion de sal (NaCl) utilizddaorecen la presencia de cepas de mohos
productoras de ocratoxina A (OTA), pertenecientemcjpalmente a las especid2enicillium
nordicumy Penicillium verrucosumUna de las posibles estrategias para controlgrdaencia de
estos mohos durante la maduracion es detectarmipateion de mohos viables productores de OTA.
El objetivo de este estudio fue evaluar la idondid® la cuantificacion de la expresion génica
mediante PCR en tiempo real de transcripcion imvéRT-gPCR) como herramienta de deteccion
incipiente de mohos viables productores de OTA mterda maduracion de los productos carnicos
curados. Para ello se estudio el crecimiento, paesxon de los gené&3TApksy OTAnpsasi como la
produccion de OTA por cepas Be nordicumy P. verrucosunen medios de cultivo elaborados con
jamon curado y salchichén. Para reproducir las icomes de maduracién se utilizaron diferentes
concentraciones de NaCl, reduciendo la actividadgie (@) a valores desde 0,97 hasta 0,84. Los
medios fueron inoculados con suspensiones de esgerastas especies e incubados a 25 °C (jamén
curado) y entre 10-30°C (salchichdn) durante 18 @a utilizé RT-gPCR para estudiar los efectos de
la interaccion de estos dos factores (temperatag $obre la expresion relativa de los genes claves
implicados en la biosintesis de OTA. Los resultagesmitieron vincular el crecimiento y la
produccion de la toxina con la expresion de losegemplicados en la ruta biosintética. La técniea d
RT-qPCR permitio, por tanto, la deteccion temprdedos mohos ocratoxigénicos antes de iniciarse
la produccion de OTA.

INTRODUCCION El objetivo de este trabajo fue, por tanto, evalaar
neidad de la cuantificacion de la expresion cgeni

Las condiciones ecoldgicas que se alcanzan en 'Igg . . RO
diante PCR en tiempo real de transcripcion imvers

productos carnicos madurados, como el jamén cura . o
y los embutidos crudos-madurados, favorecen -gPCR) como herramienta de deteccion incipiente

C mohos viables productores de OTA durante la
desarrollo de una poblacion de mohos Compuesmgaduracién de los productos carnicos curados, como
principalmente por especies del gén&enicillium P '

Aunque gran parte de estos mohos tienen un efe(ejdamon curado y los embutidos crudos-curados.

beneficioso sobre el sabor y el aroma de est .

productos, algunas cepas pueden ser productorasﬁ/fféTERlALY METODOS

ocratoxina A (OTA), un metabolito secundaridara llevar a cabo el objetivo de este estudiong®itante
extremadamente toxico. OTA es la micotoxina mdaglacionar el crecimiento d@. nordicumy P. verrucosum,
frecuentemente encontrada en jamén curado y @nexpresion de los gen€TApksy OTAnpsasi como la
otros productos carnicos (Bertuzzi y col., 201@roduccion de OTA en condiciones similares a las
Rodriguez y col., 2012). Esto es debido a que | gbltuales en el proceso de elaboracion de losuptos

condiciones del procesado v la bresencia de SigIIE“\lacarnicos crudos-curados. Para ello, se inoculasporas de
P ylap tres cepas deP. nordicumy dos deP. verrucosum

proporcionan un especializado nicho ecolégico paraconocidas como productoras de OTA en medios dévault
crecimiento de cepas productoras de OTAyaborados con jamén curado y salchichon. Paradepir
principalmente  pertenecientes a las especigs condiciones de maduracion se utilizaron difieen
Penicillium nordicurmy Penicillium verrucosum concentraciones de NaCl, reduciendo la actividacglea
Una de las posibles estrategias para controlar (f&a) a valores desde 0,97 hasta 0,84. Los medios rfuero
presencia de estos mohos durante la maduracioninggbados a 25°C (jam6n curado) y entre 10-30°C
detectar la contaminacion de mohos viabld§alchichon) durante 12 dias. La recogida de mamste
productores de OTA, lo que resulta de especialdate realiz6 cada dos dias para determinar el crecimidatla

en jamén curado y en embutidos crudos-curados dfion@ del moho y la produccion de OTA por cada da
as cepas estudiadas. Para la expresion géniegegieron

se elaboran de manera arte_s,anarl y _en los cuaksie thuestras cada tres dias. El experimento se lleaba por
poco control sobre la poblacion fangica. triplicado y se repitié al menos dos 2 veces.
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Crecimiento fangico. La medida del diametro de lasde los 6 dias de incubacion. Cabe destacar, lasiega

colonias se realiz6 en dos direcciones, en angdo®s diferencias de produccion de OTA entre las cepas de

regresion entre los datos de los radios de lasnaso ifit\,_llchichén en sus respectivas condiciones 6ptimas,

respecto al tiempo (dias de incubacion) mediante g4, mayores en el caso de esta dltima especie
aplicacién de un modelo lineal. Asi, se calculdaglio de C(Figura 2)

crecimiento (um) de cada una de las cepas toxigeni
evaluadas en las distintas condiciones experimental
Produccion de OTA La extraccion y posterior analisis de
OTA mediante HPLC-FLD se realizé siguiendo el métod
detallado por Rodriguez y col. (2014).

Estudio de la expresién de los gen&3TApksy OTANps

La extraccion de ARN y el posterior estudio dexpresion

de los genes claves implicados en la biosintesi©TA
mediante RT-gPCR se realiz6 siguiendo el método |
optimizado por Rodriguez y col. (2014). Pnodieum FHSCCZ P verucosum FHSCC4

Cepas de mohos

Concentracién de OTA (ng/g agar)
@
o

RESULTADOS Y DISCUSION Figura 2: Produccion de OTA de la cea nordicumFHSCC2

- . (T 15°C y g 0,90) yP. verrucosunFHSCC4 (T 15°C y,20,97)
Efecto de NaCl sobre el crecimiento dB. nordicum  en un medio de cultivo elaborado con salchichérputés de 12

y P. verrucosum dias de incubacion.

Se observaron diferencias en el crecimiento entre
cepas de la misma especie en el mismo medio Hstudio de la expresion de los gene®TApks y
cultivo elaborado con jamén curado o salchicho®TAnps de P.nordicumy P. verrucosummediante
Ademas, la misma cepa se comporté de fornRT-gPCR y su relacion con el crecimiento y la
diferente en los distintos medios de cultivo endaga produccion de OTA.

Asi, por ejemplo, aunque el crecimiento de la apa

P.nordicumFHSCC2 se vio favorecido en el medio d%apaces de detectar la expresion de los g@iéks

jamén cuando la,afue de 0,87 (Rodriguez y col., . . . : g
2014), en el caso del medio elaborado con salchiché OTAnpssolo después de 3 dias de incubacion, antes

. e e detectarse produccion de OTA. Ademas, se
el crecimiento maximo fue observado cuando ,ja 3

modificada con NaCl fue de 0,94 (Figura 1). TambierﬁaIalCIono el perfil de la expresion génica a |gdadel

se observaron diferencias entre ambas especiek etiempo de incubacion con la produccion de Ia toxina
mismo medio de cultivo P ﬂ?%driguez y col., 2014; datos no mostrados). Esto
' sugiere que los datos de la expresion de ambos gene

Los andlisis mediante RT-gPCR demostraron ser

T / EEENS obtenidos mediante RT-gPCR podrian ser un buen
ol C/QE indicador del riesgo de contaminacion con OTA de

’ M / / KA N estos productos carnicos durante su maduracion. La
S || i //\\ RT-gPCR puede ser utilizada a nivel industrial para
E iz \/ 2 deteccion de contaminacion de mohos viables
5 .y .
# \ ki productores de OTA, permitiendo adoptar medidas

s \\\\ correctoras tendentes a evitar la presencia des esto

\ AR mohos vy, por tanto, la acumulacion de OTA en los
w X productos.
Actividad de agua
BIBLIOGRAFIA

Figura 1: Mapa de contorno dimensional del crecimiento mméxi

de la cepa d®. nordicumFHSCC2 en un medio elaborado conBertuzzi, T., Gualla, A., Morlacchini, M., Pietri,. 2013, Direct

salchichon que relaciona la actividad de agua (fivadia con and indirect contamination with ochratoxin A ofeiged pork

NaCl) y la temperatura. Los nt]meros indican el onemito de la products. Food Control 34:79-83.

cepa expresado en mm radio/dia. Rodriguez, A., Rodriguez, M., Martin, A., Delgadg,Jérdoba,
J.J. 2012, Presence of ochratoxin A on the surédcdry-

Produccion de OTA de P. nordicum y P cured Iberian ham after initial fungal growth inetkirying

verrucosum en medios elaborados con jamon stage. Meat Sci. 90:728-734.
., ] Rodriguez, A., Medina, A., Cordoba, J.J., Magan, Oll42 The
curado y salchichén.

influence of salt (NaCl) on ochratoxin A biosyntltegienes,
La mayorl'a de las cepas estudiadas produjeron growth and ochratoxin A production by three straiofs

. . . - _Penicillium nordicumon a dry-cured ham-based medium. Int.
OTA en diferentes cantidades, pero siempre despuesl Eood Microbiol. 178:113-119,
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Evaluacion del uso de la tecnologia VIS-NIR para @ontrol in situ
de la calidad microbiologica de la carne fresca deollo

Natalia Prado Marréh Alfredo Corujo Fernand€z Pelayo Gonzéalez Gonzéale¥erénica Sierray
Juan Diaz Garcta

! ASINCAR, Centro Tecnolbgico Agroalimentariatalia@asincar.com
> NUTRECO ESPANA,SPECTRAPPLY S.L.

En el presente estudio se analiz6 la capacidad tbzhologia VIS-NIR (Espectroscopia en el Visible
e Infrarrojo Cercano) para predecir la calidad ob@légica de jamoncitos de pollo con piel,
envasados en atmosfera modificada. Para el andliSiNIR, se ha usado el equipo LABSPEC, ASD
dotado de una sonda de superficie. Se tomaron tespeate una poblacion de 150 bandejas de
jamoncitos y se realizé el recuento de aerobiosdfiles y Enterobacterias a distintos tiempos a lo
largo del periodo de conservacion. El analisis quinétrico se realizd con el software comercial
Unscrambléer v. 10.3 con el que se generaron distintos modigosalibracién cuyos coeficientes de
determinacién de calibracién YRy validacién cruzada @) eran superiores a 0.8 y con valores
estadisticos de RER y RPD adecuados. Posteriorrserita realizado una validacion con 16 bandejas
de un nuevo lote. La prediccion mediante VIS-NIRaferecuentos de microorganismos fue adecuada
en un 93% de las muestras para el recuento deiegmbsofilos y en un 87% de las muestras para el
recuento de Enterobacterias, con un error promeliambos casos de 0.5 log ufc/g. Con este trabajo
se demuestra el potencial del VIS-NIR para la ma@dn cuantitativa de microorganismos en
jamoncitos de pollo con piel.

INTRODUCCION periodo de envasado. Para la fase de validacion se

. . . . L recogieron otras 16 bandejas de un séptimo lotefugren
La estimacion de calidad microbiologica de l0gestreadas a lo largo del periodo de envasado.

productos es de gran importancia para la industigajisis microbioldgico. Para la evaluacién de la
agroalimentaria. Es esencial contar con herramsentgilidad microbioldgica se ha realizado el recuedeo
analiticas que den una respuesta rapida y fiable.  aerobios meséfilos y Enterobacterias de cada barmmen
La espectroscopia en el infrarrojo cercano Haque se ha recogido piel de los distintos jantosaie una
resultado ser una tecnologia muy adecuada paraba&hdeja y se ha creado una muestra conjunta pae ca
control de calidad y monitorizacion de procesosgaen bandeja. Tras la toma de muestra y la preparacgoond
industria agroalimentaria (Sun, 2009) por Sgllu_mon madre 1:10, la determinacion d_e microorgaos
capacidad de obtener simultaneamente informacion g}%lca}dores se ha llevado a cabo mediante la mieigido
la composicién quimica asi como sobre caracteafstic €l numero mas probable (NMP) miniaturizado y basa

.. o el sistema Temp®.
fisicas y eStr.UCturaIeS (Williams y col., 2001)' Analisis Estadistico.El andlisis estadistico de los datos
El potencial del VIS-NIR como herramienta par

i . S . ?hicrobiolégicos se realizé mediante el paquete SPSS
el analisis microbiologico ha sido evaluada €5.0. se eliminaron espurios, se comprobé la nadal

alimentos (Tito y col., 2012, Grau et al., 2012ien  mediante un Test Kolmogorov-Smirnov, y se estudié e
no se conocen precedentes de aplicacion solfgcto del lote y del tiempo de conservacion sdbee
jamoncitos de pollo con piel. De modo que el obeti variables microbiolégicas mediante ANOVA.

de este trabajo era evaluar la capacidad de #S-NIR. La toma de espectros se realizé con un equipo
tecnologia VIS-NIR para cuantificar la calidad ABSPEC 5000 (ASD), dotado de una sonda de superfic
microbiolégica de jamoncitos de pollo con pielgue mide en reflectancia (350-2500nm, con 1nm de

envasados en atmdsfera modificada. intervalo y 50 scans por disparo). Se recogierq@e®sos
de cada jamoncito antes (con film) y después {bim) te
MATERIAL Y METODOS retirar el film protector, que fueron promediados

obteniéndose un espectro medio por bandeja.
Muestra. En la fase de calibracion se han utilizado ufl andlisis quimiométrico se realizé con el softvar
total de 150 bandejas (unidad experimental), quiemeen comercial Unscrambler vs 10.3. Para estudiar etefdel
de 5 a 7 jamoncitos de pollo con piel envasados &m y de la tanda de muestreo se han realizaddigisa
atmosfera modificada. Estas bandejas procediantaledds Discriminantes y de Componentes Principales. Se ha
de muestreo distintas, a su vez cada tanda sesponge trabajado tanto con los espectros brutos o traisaalels
con un lote distinto. Dentro de cada tanda las &asdse distintos tratamientos matematicos (1* y 22 dedyad
repartieron de forma que al menos 5 bandejas era@rrecciones de efectos aditivos y dispersivos SNMBC
muestreadas en cada tiempo seleccionado a lo Beho etc) asi como seleccionando distintas regionesctspes.
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Para el analisis cuantitativo de la calidad micstidgica se absoluto, de las diferencias entre datos predighos
han generado modelos de regresion por minimos adesir reales fue de 0.40 log ufc/g para aerobios mesdjilo
parciales (PLS-R) y validacion cruzada completas Laje 0.39 log ufc/g para Enterobacterias en los nosdel
mejores modelos fueron seleccionados en base a erados en presencia del film y de 0.39 log ufc/g
coeficientes de determinaciéon de calibracion?) (B (aerobios meséfilos) y de 0.38 .Iog ufclg

validacion cruzada (i) los errores tipicos de calibracién Enterobacteri | del d
(ETC) y validacion cruzada (ETCV) asi como de Iog nterobacterias) en los modelos generados en

estadisticos RER (Rango/ETCV) y RPD (SD/ETCV). ausencia del film. La desviacién tipica promedio de
los datos predichos es de 0.76-0.77 log ufc/g para
RESULTADOS Y DISCUSION aerobios mesofilos y de 0.65-0.66 log ufc/g para

e - _ . ... Enterobacterias (ver tabla 2).
El analisis estadistico de los datos microbiolagico

mostraba un incremento significativo de la cargiPla 2 Estadisticos de validacion de los modelos
. . %Ulmlometrlcos generados
bacteriana de cada tanda a lo largo del tiempo.

Ademas al analizar el efecto de las diferentesasnd CO';‘\“F/I'LM %E;) DE%V7E7$T '3‘20
sobre los recuentos de aerobios mesofilos y ENT 055 065 034
Enterobacterias, en los tiempos de muestreo comunes SiN FILM SEP DESVEST Dif
se observaron diferencias significativas (P<0.0fjee AM 0.48 0.76 0.39
ENT 0.53 0.66 0.38

tandas, por lo que se demuestra que el lote esotor f AM: Aerobios meso6filosENT: EnterobacteriasSEP. Error tipico de

importante que afecta considerablemente a dichasdiccion DESVEST: promedio de las desviaciones estandar de los dato

variables microbiokjgicas_ predichosDif: promedio de los valores absolutos de la difeeeraire el
valor real y el predicho.

Fase de Calibracion Los resultados muestran que en todos los casos el

En primer lugar se comprobd la existencia d@Tor p’pico de prediccion (SEP) de los modelos
diferencias entre las poblaciones espectrales idmng (@Proximadamente 0.5 log ufc/g) es menor de dos
con o sin film (discriminacion correcta del 95%lde VeCes el error tipico de laboratorio. L
muestras) por lo que hemos desarrollado calibrasion, D€ 1as 16 muestras utilizadas en la validacion
independientes segin haya sido la recogida Heicamente en una muestra para aerobios meséfilos
espectros (con o sin film). (7%), y en 2 muestras para Enterobacterlas.(%3%),

La tabla 1 resume los resultados de los mejork¥Mto con film como sin €l, el valor de referenesia
modelos obtenidos para la determinacion de |44era del rango de prediccion de la calibracioriofva
variables microbiolégicas analizadas, mostranddedicho+ desviacion tipica) por lo que se considera
valores adecuados de coeficientes de determindeiordue dichas muestras no han sido bien predichas.

calibracién y validacion cruzada (>0.8), errorgictis ~ Pese al numero limitado de diferentes lotes
de calibracion y validacion cruzada (entre 0.5-@€) incluidos las calibraciones desarrolladas muestren
como de los estadisticos RER (>8) y RPD (>2). gran robustez. No obstante seria necesario ir

incluyendo, de forma sistematica, nuevos datos
provenientes de lotes no incluidos en la calibracié

Fclau N |eEtc| rR? | ETev | R4, | RER | RPD Este trabajo mue§tra por primera vez el pot_enpjal
M 132 T 048 ool oss o7d sa =22 de Ia_ espectroscopia VI_S—NIR para 'Ia ,pred|c0|on
ENT | 122 | 052| 087 061| 082 10p 28 cuantitativa de la calidad microbiolégica en
Fﬁlk‘ﬂ N |etc| rR? | ETev | R4, | RER | RPD jgmoncitos de pollo con piel y con presencia o @b d
AM | 134 | 052] o08s| o065] o8] oa 23 [Imde envasado.

ENT | 128 | 060] 0.80] 0689 074 85 1 )
AM: Aerobios meso6filosENT: EnterobacteriasN: nimero de bandejas. BIBLIOGRAFIA

ETC: error tipico de calibracionR?% coeficiente de determinacion de , L,
calibracién.ETCV: error tipico de validacion cruzadaZ,: coeficiente de  Crau: R., Sanchez, J.A., Girén, J., Iborra, E., Roantes, A., Barat,

Tabla 1 Estadisticos de calibracién y validacion cruzada.

determinacion de validacién cruzadRER: Ratio entre el rangde los J.B. 2011. Nondestructive assessment of freshmegmékaged
datos y el error tipico devalidacion cruzadaRPD: Ratio entre la sliced chicken breasts using SW-NIR spectroscopgodF
desviacion tipica de la variable y el error tipiola validacion cruzada. Research International, 44: 331-337.

Fase de Validacion. Sun, D. 2009. Infrared Spectroscopy for Food Quaiihalysis and

. ., . i Control, Academic Press / Elsevier, San Diego,f@ailia, USA.
Estos modelos de calibracién han sido validados C‘?ﬂ) N.B., Rodemann, T., Powell, S.M., 2012. Uf$enear infrared

16 bandejas procedentes de una nueva tanda/lote d@pectroscopy to predict microbial numbers on Attasalmon.
muestreo. Los valores predichos de recuento Food. Microbiol., 32:431-436.

microbiolégico de las muestras de validacién erasiilliams, P., Norris, K. 2001. Near-Infrared Teclogy in the
correctos y semejantes a los obtenidos mediante laAgricultural and Food Industries. 2nd Edition. Afoen
analitica de referencia. El promedio, en valor Association of Cereal Chemists Inc., St. Paul, Msuta, USA. |
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Deteccion deSalmonellaspp. en huevos frescos mediante el método de PCR a
tiempo real SureTect"

Belén Morend, Ruth Rodrigueyz Patricia UribarrehCarmen Orig Nagore Errazliy Juncal Artieda

! Laboratorio de Salud Publica de Gipuzkoa, San Seda, Gobierno Vascdabora3-san@ej-gv.es
Unidad de Sanidad Alimentaria, Subdireccién de &ale Gipuzkoa, San Sebastian, Gobierno Vasco
% Comarca de Salud Publica Tolosa-Gohierri, ToloSabierno Vasco
“Unidad de Epidemiologia, Subdireccion de Salud geigkoa, San Sebastian, Gobierno Vasco

En el estudio de varios brotes de gastroenterigisodgen alimentario causados pBalmonella
Enteritidis, cuyo posible vehiculo transmisor ehalevos frescos procedentes de una explotacion, se
estudié la presencia dgalmonellaspp. en 60 muestras de huevo, tanto en la casoara en su
interior, realizando el andlisis de cribado en lgdwanediante dos métodos validados por AFNOR; un
método nuevo de deteccién por PCR a tiempo rearitn Scientific SureTelf Salmonellaspp.
PCR Assay, y un método inmumoenzimatico de detacd® antigenos d&almonella VIDAS
Salmonella(VIDAS SLM). La confirmacién se realizé en bastaaorma 1SO 6579. Los resultados
fueron concordantes, detectand@monellaEnteritidis en el 5 % de las muestras analizadas po
ambos métodos. Sin embargo, se comprobd que edmétevo de PCR presentaba varias ventajas
con respecto al inmunoenzimatico, principalmentailEminucion del tiempo de respuesta y una
mayor rapidez y comodidad al disminuir el nUmergadsos en la manipulacion.

INTRODUCCION deteccion de antigenos 8almonellapor el método ELFA

L, . ) .mediante el sistema automatizado VIDAS.
Tras la aparicion de varios brotes de gastroeisterit

aguda cuyo origen fuBalmonellaEnteritidis se inici¢ Con €l fin de mejorar el tiempo de respuesta dmiriatorio,
el estudio epidemioldgico y ambiental para deteamin!@s Mmuestras se analizaron en paralelo por el métod

: . . : . hermo Scientific SureTet™ Salmonellaspp. PCR Assay,
su ex_|,stenC|a y magnitud, |d§n_t|,flcar la_tuente dgaIidado por AFNOR. Es un sistema nuevo de deleae
infeccién, el modo de transmisién, los factores

. . ! almonellaspp. en alimentos mediante PCR a tiempo real.
riesgo relacionados y establecer las medidas de

control oportunas. Los huevos frescos de urtgda muestra estaba compuesta por seis unidades de.

explotacion de Gipuzkoa fueron el alimento implizadSe Proceso de forma separada la cascara, lavadaml
en los brotes. agua de peptona tamponada (APT), y el interior,

. . . homogeneizado con 1de APT, 37 °C a 16-20 h.
El objeto del estudio es evaluar el sistema
SureTect" para la deteccién d8almonellaspp. por Protocolo VIDAS SLMenriquecimiento selectivo de 1 ml

PCR en tiempo real para su implantacion en ¢/ homogeneizado en caldo Muller-Kauffmann con
laboratorio acreditado. Tetrationato y novobiocina (MKTTn), 6-8 h a 37 °Qlg

0,1 ml en Rappaport Vassiliadis Soja (RVS), 6-8 sl

. °C. Se transfiri6 0,1 ml del caldo MKTTn a caldo W
MATERIAL Y METODOS paralelamente, 1 ml del caldo RVS a otro tubo deock,
Muestreo: la metodologia utilizada permitié un muestred-6-20 h a 41,5 °C. Se reincubaron los caldos MK¥Tn
sistematico de todo el producto clasificado y eadaspor RVS 6-20 h. Se transfiri6 250l de cada caldo M a un
el centro de embalaje, utilizando un arranque afEap  cartucho VIDAS SLM, y se calent6 en VIDAS Heat &%Go
valor a partir del cual se iniciaba la toma de rtrassy un @ 95-100 °C 15 min. Se dejo enfriar el cartuche Yex/6 a
intervalo, definido como el ndmero de medias dosengabo el test VIDAS. Los resultados positivos se
entre cada una de las muestras. El nimero de msesgonfirmaron en agar XLD vy Brillanfe Salmonella
Correspondientes a cada una de las manadas y prmmj’ (SALM), incubando 24 h a 37° C. La confirmaciénlds

se estimO en base al nimero de medias docenascaldas colonias se realiza en base a la norma ISO 6579.

y envasadas el dia del muestreo. Cada muestraiseleda  poiocolo SureTell: tras el enriquecimiento en APT se
estaba compuesta por 6 huevos. afiadié 10ul del homogeneizado al tubo con reactivos de
Parametros se procedi6 a la investigacion de la presencligis, al que previamente se habia afadido y10de

de Salmonellaspp.,tanto en la cascara como en el interioProteinasa K. Se incubaron 10 min a 37 °C y sequedée

de los huevos. Para ello, se sigui6 el métodozadth 5 min a 95 °C. Se dej6 enfriar 2 min a temperatura
habitualmente en el laboratorio, acreditado por ENA ambiente. Se afiadio 20 pl del lisado a un tubaeactivos
VIDAS Salmonella  (VIDAS SLM), método de PCR. Se lanzé la reaccion de PCR utilizandayeipe

inmunoenzimatico validado por AFNOR, que permite Idhermo Scientific™ PikoReal™. EI software interpret
automaticamente los resultados. Los positivos séiraman
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mediante cultivo del APT en agares SALM y XLD,
incubando 24 h a 37° C. La confirmacion de lasrialkse
realiza en base a la norma ISO 6579.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados fueron concordantes, se detectd
SalmonellgEnteritidis, cepa no vacunal, en 3 de las 60
muestras de cascara de huevo (5 %) por ambos
métodos. El protocolo VIDAS SLM exigid un
enriquecimiento secundario empleando cuatro caldos
por muestra, mientras que el protocolo Suretect
permite realizar la PCR directamente desde el
homogenizado con APT. Los resultados del cribado
mediante el sistema VIDAS se obtuvieron a las 48
horas, mientras que con el sistema Surd'eeste
tiempo fue de 24 horas.

Al evaluar los dos métodos de andlisis el
laboratorio se decantd por utilizar el método de
deteccion mediante PCR al presentar las siguientes
ventajas: menor tiempo de respuesta, negativos a la
24 h, no es necesario realizar enriguecimiento
secundario, lo cual implica menos pasos en la
manipulacioén, haciendo el flujo de trabajo maslfaci
rapido, cémodo y con menor probabilidad de errores.

BIBLIOGRAFIA

AFNOR UNI 03/07-11/13 Thermo Scientific SureTebt
Salmonellaspp. PCR Assay.

UNE-EN ISO 6579. Microbiologia de los alimentosgpaonsumo
humano y alimentacion animal. Método horizontalap&a
deteccién d&almonellaspp.

AFNOR BIO 12/1-04/94.- VIDASSalmonella(VIDAS SLM)) -

Ref 30702 (protocolo double) pour la recherche de
Salmonella.
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Secuencia y analisis ddbcusde la plantaricina C, lantibiético producido por
Lactobacillus plantarumLL441

Baltasar Mayd Evaristo Suaré?, Susana DelgadpLucia Guadamuroy Ana Belén Florez

Departamento de Microbiologia y Bioguimica de Pratds Lacteos, Instituto de Productos Lacteos darkest (IPLA-
CSIC), Paseo Rio Linares, s/n, 33300-Villavictpgaea de Microbiologia, Facultad de Medicina, Usisidad de Oviedo,
Julian Claveria, 6, 33006-OvieoAsturiasbaltasar.mayo@ipla.csic.es

En nuestro laboratorio identificamos una cepd.aetobacillus plantarumLL441 aislada del queso
de Cabrales capaz de producir una bacteriocinapddantibiético (plantaricina C) que resultd ser
activa contra diversas bacterias Gram-positiva®gestas y alterantes. La forma activa de la
bacteriocina contiene 27 aminoacidos y actla fodogroros en las cepas sensibles de forma voltaje-
independiente y sin requerir la presencia de urwefira receptora en la membrana. En esta
comunicacion presentamos la secuencia y el andisidocus responsable de la sintesis de la
plantaricina C, la cual se ha obtenido tras laeseciacion genémica de la cepa productora. La region
codificadora de la bacteriocina comprende algo deé8 kpb de ADN en los que se encuentra el gen
estructural de la plantaricina C, un gen implicatiola modificacion postraduccional del péptido y
cuatro genes que codifican componentes de trarsjuogs de tipo ABC; estos se suponen implicados
en las funciones de inmunidad y secrecion de lgehacina.

INTRODUCCION con tres amino&cidos modificados: una dehidro-
anina, una lantionina y tref-metil-lantioninas
urner et al., 1999).

En este trabajo damos cuenta de la secuencia y
alisis delocusque codifica el gen estructural de la
E’:mtaricina C y los de la maquinaria metabdlica qu

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos
sintesis ribosomal con gran potencial para ser
utilizadas de manera alternativa o combinada csn 19
antimicrobianos convencionales. Las producidas p%
bacterias acido-lacticas (BAL) se consideran predue . P e b
tos naturales adecuados para su empleo en Y. sumlble_mente_ esta_lmpllcada en su modificacion
conservacion de alimentos. Las bacteriocinas de %%straducuonal, inmunidad y secrecion.

BAL se agrupan en tres grandes clases: péptidos .
aminoacidos modificados, proteinas no modificadas TERIAL Y METODOS

proteinas circulares. A la primera clase pertenézen Secuenciacion gendémica de. plantarum LL441. Se
lantibioticos que contienen lantioningmetil lantio- utilizé ADN total de la cepd.. plantarum LL441

nina, dehidrobutirina y/o dehidroalanina. A estepgr purificado para construir genotecas de un tamaifo de
pertenece la nisina, producida por cepas @5 kpb que se sometieron posteriormente a
Lactococcus lactis y cuya aplicacion como secuenciacion por los dos extremos en secuenciador
conservante alimentario (E234) esta aprobada en niiamina. Las secuencias obtenidas se filtraron por
de 50 paises (EFSA, 2006). calidad y se ensamblaron con el programa Velvet

Durante la caracterizacion fenotipica y tecnoldgig@ervino et al., 2008).

de un conjunto de cepas de BAL, se descubrio Dfotacion gendmicala anotacion genomica se llevo
Lactobacillus plantaruniL441 presentaba una fuertea cabo mediante el servidor RAST (Azid et al., 3008
actividad antimicrobiana contra diversas bacterias el analisis de homologia proporcionado .’por ol
Gram-positivas (Herrero et al., 1996). La actividad ograma BLAST  (http://blast.nchi.nim.nih.gov).

vio que estaba mediada por una molécula pequedy . C
q P Peq A]gemas, para la descripcion de genes y operones

~3.5 kDa) de naturaleza peptidica, capaz de retener e
gctividad )inhibitoria a di?er%ntes pHS y resistir Iespecmcos se consultaron las bases de datos KEGG

o , L . (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), Uniprot
ebullicién, a la que se llamé plantaricina C (Gdaza ({Ettp://www.uniprot.org) y COG
&

et al,, 1994). La purificacion y secuenciacion ded /. ncbi.nim.nih.gov/COG).
extremo aminoterminal revelo la siguiente secuencia

ammoamdma: lelK-K-T-K-K-N-X-S-G-D-I- (Gon- RESULTADOS Y DISCUSION

zélez et al.,, 1994). La secuencia completa de la

bacteriocina se obtuvo posteriormente mediante De la secuenciacion genomica se obtuvieron 170
resonancia magnética nuclear (RMN), resultando st¢gmentos con tamafos comprendidos entre las 201 y
un nuevo lantibidtico de 27 residuos aminoacidicdsl6.756 pb. EI genoma de. plantarum LL441
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incluy6é un total de 3.167.386 pb con un % GC deleshidratacion de serina y treonina; la region C-
44,52%. El servidor RAST identificé 2. 917 genels. Herminal, por su parte, parece catalizar la forgmaci
gen estructural que codifica la bacteriocina gs#el anillo de las lantioninas. En los lantibioticds
encontro en un segmento de 18.910 bp (Figura 1). tipo 1 (nisina y subtilina) aparece otra proteina

La regidn que codifica la plantaricina C (de unomodificadora, LanBC (Begley et al., 2009). Las
8,7 kpb) presenta una identidad nucleotidica d&b 91bacteriocinas se sintetizan como péptidos inactivos
con una parte del plasmido pPECL-6Riediococcus que se activan por protedlisis durante la secred#on
clausseniliATCC BAA-344 cuyo genoma se ha hechaual se lleva a cabo por un transportador de tiBG A
publico recientemente (Pittet et al., 2012). L&on también transportadores de tipo ABC los que
produccion de bacteriocina pd?. claussenji sin posibilitan la resistencia a la propia bacteriocina
embargo, no se conoce. En BAA-344, la region géni¢@mmunidad). En elocusde la plantaricina C aparecen
aparece flanqueada por secuencias de insercigoelo cuatro  orfs  codificando  componentes  de
sugiere una adquisicién horizontal. transportadores de este tipo (Figura 1).

EnL. plantarumLL441 por su parte, ébcusde la CONCLUSION
plantaricina C parece estar formado por al meniss se Disponer de la secuencia genética de la region
orfs dispuestas en un uUnico operdn (en azul en dadificadora de la plantaricina C permitira el egtu
Figura 1). El primero de los genes codifica la@ita molecular de sus componentes y las funciones que
estructural de la bacteriocina, un péptido de 5Biam cada uno de ellos tiene en el proceso de sintesis,

ABC-transport MSF DNAhelycase Plantaricin C ABC-type ABC-transporter
protein transporter UvrD antaricin transporter —><— permease
) - (e ) 5
Nucleotide- Oliogoendopentidase F ATP dependent Lantibiotic biosynthesis
binding protein 9 P endonuclease, protein LanM ABC-transporter
OLD family ATP-binding protein
Hypo?hetical ABC-transporter
protein substrate-binding
protein
Xeml
Pstl BamHI Pvull Balll : Aval

| | [ | [

] ] | | I | | | | | ] \ \ \ | ] ] |

5000 10000 15000

Region in pPECL-6 from Pediococcus claussenii ATCC BAA-344

Figura 1.- Representacion esquematica del locus de la plantaricina C, indicando la orientacién y tamafio
de las ORFs, la homologia de las proteinas codificadas, y algunos sitios relevantes de restriccion.

acidos de los cuales 31 conforman el péptido sifial modificacidn, transporte e inmunidad.
secrecion y los otros 27 daran lugar a la forma
procesada y activa de la bacteriocina. BIBLIOGRAFIA

El péptido sefial de la plantaricina Caziz et al. 2008. BMC Genomics 9:75.
(MKKNLMNSAEESSGNVLEELNNAQLGMISGG) Begley et al. 2009. Appl. Environ. Microbiol., 75845460.
parecer ser muy especifico, dado que no presertsA. 2006. EFSA J., 314:1-16.
homologia con regiones similares de otras proteinasnzalez et al. 2006. Appl. Environ. Microbiol., B058-2163.
(excepto con la proteina equivalente de pPECL-6). Gonzélez et al. 1996. Appl. Environ. Microbiol.,;8201-2709.

Sin embargo, el motivo de la doble glicina (GGD-Ierrero et al. 1996. J. Appl. Bacteriol,. 81:565-570
antes del punto de corte es caracteristico de rauckAtet etal. 2012. Bacteriol., 194:1271-1272.
bacteriocinas de bacterias Gram-positivas Yy rer et al. 1999. Eur. J. Biochem., 264:833-839.
sistemas de sefializacion celular. Zerbino et al. 2008. Genome Res., 18:821-829.

Tras el gen estructural aparece un largo teriv)
que codifica la proteina que llevaria a cabo las
modificaciones postraduccionales de la plantari€ina
LanM es caracteristica de los lantibiéticos de tpo
(mersacidina, cinamicina y lichenicidina). La ragid
N-terminal de LanM esta involucrada en la
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Validaciéon del nuevo método DryPlate®-XBC

Jorge Sanchis
Laboratorios MICROKIT, S.L. Madrid,Espafidijcrokit@microkit.es

INTRODUCCION

Tabla 1 Presentacién de resultados comparativos.

El nuevo sistema validado tiene grandes ventaias

sobre el método clasico, al tratarse de plag
preparadas pero deshidratadas (1 afio de caducid
que absorben en masa y en frio 1 ml de muestrg
diferencia de las placas preparadas clasicas)uéo

ahorra el punto critico de la fusibn de agares (
método tradicional para siembra en masa, asi c

mucha manipulacién y tiempo de trabajo. Y tier

grandes ventajas sobre otros sistemas similare® al

necesitar aplicadores para homogeneizar la meeclg

muestra con el medio (por autodifusion naturalale
muestra) y al incluir su soporte una fibra de mal
muy fina, que permite obtener colonias con aspec

muy similares a los de las colonias crecidas eraaed

agarizados clasicos. Las DryPl&esninimizan la

manipulacién de la siembra en masa, permitiendo

paso de la muestra a la estufa, en sélo 10 segundoq

MATERIAL Y METODOS

Entre Septiembre y Octubre de 2013 se compara tusan

disefio final un total de 99 muestras con cepagféeancia

cuantitativas para el parametro de deteccion yergoude

Bacillus cereus siguiendo el método  MICROKIT®

mediante DryPlates®-XBC, con respecto al métodoialfi
(Normas Técnicas oficiales vigentes para microlgi@p

Agar Mossel (PREP, MYP, ISO 7932, ISO 21871) y UN

11133-2 sobre control de la fertilidad de los medi®

cultivo cuantitativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Recuento en placa dB.cereus enDryPlates®-

XBC de MICROKIT® respecto al método de

referencia.

Estudiamos los parametros estandar de validac

cuantitativa con lectura de resultados a las 18 h:

Exactitud (recuperacion relativa de un méto
respecto al otro)

Precision del método (repetitividad por triplicadg

+ reproducibilidad mediante analistas y dig

diferentes)

Rango de recuento (limites superior e inferior

DRYPLATE | placa 90mm| %RECUPE
SEPAS DE REFERENCIA|  X'BC Mossel | RACION
EMPLEADAS: Media N° Media N° RELATIVA
ad), colonias colonias | DryPlates®-
das | | h diana (azul |diana (céreas XBC de
| @ todas las g acas haB. o viraje dellcon viraje dell MICROKIT
¢ r(f:ereusy ademas un medio a medioa | ® respecto a
jinferferente o acompanante} f¢jq) fucsia) | método dref.
rﬁ\]e}';OCOCCUS viridans 55 34 162 %
'é’spergillus niger 65 12| 542 %
Bacillus cereusin otras cepas 152 118 129 %
Bﬁcillus subtilis 57 27 211 %
Bacillus thuringiensis incont masas 35 ---
| azules (sin
la viraje del
medio a
fos fucsia en 18h
Burkholderia cepacia 58 13 446 %
Candida albicans 64 16 400 %
@lulobacter vibroides 48 26| 185%
Citrobacter freundii 52 15 347 %
Clostridium perfringens 48 18 267 %
Clostridium sporogenes 62 23 270 %
Enterococcus faecalis 81 y colonias|20 y colonias 405 %
verdes 24 no diana 10
Escherichia coli 60 17 353 %
Klebsiella aerogenes 78 12 650 %
Klebsiella oxytoca 62 12 517 %
Listeria monocytogenes masa masa distintos ---
negruzca colores
[tisteria innocua 65 200 325%
Listeria ivanovii 62 17 365 %
Listeria welshimeri masa masa distintos ---
negruzca colores
Micrococcus luteus 59 18 328 %
Mix Lactobacilos salvajes 65 13 500 %
Proteus mirabilis 34 23 148 %
Pseudomonas aeruginosa 62 19 326 %
Rhodotorula mucilaginosa 37 15 247 %
Saccharomyces cerevisiae 88 23 383 %
Bpmonella nottingham 59 20 295 %
Salmonella enterica 81 12| 675%
typhimurium
Salmonella enteritidis 68 y colonias 15 453 %
amarillas 63
§erratia marcescens 73 17 429 %
l§hige|la sonnei 50 16 312 %
Staphylococcus aureus 51/20 y colonias 255 %
. amarillas 180
aphylococcus epidermidig 46 12 383 %
Yersinia enterocolitica 47 13 362 %

cuantificacion)

Se ha comprendido el rango de recuento en placa

entre 32 y 152 colonias/placa. En élgebkactitud de

las DryPlates®-XBC con

respecto al

Agar
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referencia es impresionante, superando en todos losNo han aparecido falsos negativos, lo que
casos el 100% de recuperacion y obteniendo udamuestra unaensibilidad inclusivapara el método
media de 355,67 + 132,5 % de recuento, lo cual BeyPlates®-XBC.
puede asegurar (no se trata de falsos positivos) alHay que ser prudentes no obstante a la hora de
conocerse el valor in6culo de la cepa diana. Salorar el comportamiento de las Dry-Plates® XBC
concluye que el método DryPlates®-XBC es capaz de MICROKIT® en algunas matrices, por ejemplo
detectar hast&,5 veces méas ufc dBacillus cereus muy espesas, grasas, insolubles en agua o muy
que el método de referencia cuando hay cepsalinas.
acompafiantes y 1,3 veces mas cuando se trata dé’or todo ello, quedan VALIDADAS las Dry-
cultivos puros. Plates® XBC para deteccion y recuento Bhzillus
Las réplicas realizadas tanto en triplicados degereusya que con sus datos de validacion demuestran
placas de ambos métodos como en repeticiones per, no solo la forma mas cémoda y practica de
parte de diferentes analistas y en diferentes dias, trabajar en microbiologia, sino ademas la masdiabl
arrojan diferencias significativas entre amboAdemas, lo hacen como minimo, tan bien como el
métodos, ya que la precision depende mas de otrmétodo de referencia, demostrando una muy superior
factores que de los medios de cultivo:fdracision es sensibilidad relativa, asi como una mayor exactjtud
adecuada tanto en repetibiidad como eneconomia que el método de referencia, en su
reproducibilidad. implantacion en los distintos laboratorios que los
Los Unicos interferentes que crecen en aplican. La mayor facilidad de uso de este método
DryPlates®-XBC, pero siempre con colonias dpermite realizar muchas mas muestras en menos
colores diferentes a la diana (azul con halo fuesia tiempo, a la vez que se disminuye el ndmero de
18 h) son: puntos criticos del analisis y por tanto se aumenta
-Bacillus thuringiensiscolonias azules PERO mediorobustez incluso para usuarios poco acostumbrados a
salmon cuando no esté preseBtecereusmezcla de su manejo o a las técnicas microbiolégicas.
colonias azules y medio fucsia cuando esta pregente
cereus En el medio de referencia no se distinguen I®BLIOGRAFIA

dos tipos de colonias. , UNE-EN ISO 7932: 1993, ISO 7932:2004 MicrobiologGuia
-Enterococcus faecalisPERO colonias verdes y general para el recuento dgacillus cereus Técnica de
medio salmén cuando no estd preseltecereus recuento de colonias a 30°C.

mezcla de colonias verdes y azules y medio fuc<fAIE-EN-ISO  21871:2006 Microbiologia de alimentos:étbto
horizontal para el recuento de nimeros bajos deipti@B.cereus

cuando _eSta p_rfasentB. cereus.E_n el ,medlo de ISO/TS 11133-2:2003 Microb.alim: Preparacién y praddn de
referencia también aparecen colonias atipicas. medios de cultivo-Pruebas de rendimiento

-Listeria monocytogenes y L. welshimefPERO UNE-EN ISO 16140: Microbiologia de los alimentosotBcolo para la
colonias negras y medio salmén cuando no est4 validacion de metodos alternativos

. anchis, J. 2006 PRT-VAL-001 Protocolo MICROKIT para
presentaB. cereusmezcla de colonias negras y azules®™, "\ 5o microbiologia (69 paginas).

y medio fucsia cuando esta preseBiecereusEn el sanchis, J. 09/2008: PROTOCOLOS MICROKIT VALIDADOS
medio de referencia también aparecen colonias PARA ANALISIS DE ALIMENTOS. Protocolos MICROKIT
atipicas con ambas especies. para control microbiologico de alimentos, VALIDADOS
-Salmonella enteritidisPERO colonias amarillas y ~ Mediante 10 afios ~de ensayos intercomparativos

. p ) SEILALIMENTOS. XVI Congreso microbiologia de
medio salmén cuando no estd preseltecereus alimentos. Cordoba. 9/2008

mezcla de colonias amarillas y azules y medio &ucsi
‘6
/ o
Ve
,s
/

cuando esta present8. cereus.En el medio de
referencia no aparecen colonias atipicas de este
microorganismo, pero si d8taphylococcus aureus
con lo cual el numero de interferentes es el miemo
ambos métodos; con la ventaja del método
DryPlates®-XBC de distinguir perfectamente en todos
los casos entre el microorganismo diana y el
interferente, lo cual no ocurre en el método de
referencia conB. thuringiensis que implica falsos
positivos.

De modo que no se puede hablar de interferentes
que crean falsos positivos en el método DryPlates®-
XBC, que demuestra asi uespecificidad exclusiva

DryPlates ®XBC: en 6-18 horas, colonias azules
v medio virado casi completamente del salmén al fucsia
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Doble enriquecimiento simultaneo para deteccién d8almonella

Jorge Sanchis
Laboratorios MICROKIT, S.L. Madrid,Espafiarge @microkit.es

INTRODUCCION como promueven algunos métodos franceses, dieron

., resultados inaceptables, con numerosos falsos inegat
La Norma ISO 6579 para deteccion$@monella 515 jas 3 cepas dgalmonellaempleadas y en casi todas

en alimentos promueve el uso de un prégs matrices alimentarias (se emplearon 20 de las m
enriquecimiento revitalizador de 25 ml de muestra &ariadas, abarcando todo el abanico de matrices
225 ml de Agua de Peptona Tamponada, seguido aenentarias).
un post-enriquecimiento selectivo en dos caldos (0fh Mayo de 2014 se estudia de nuevo la sensibilidad
ml en 10 ml de Rappaport VSy 1 ml en 9 ml de MKescasez_ de fgl;os negativos) en un nuevo métcoﬂtado
Tetrationato), antes de pasar a las placas deag&%, enriquecimiento  de Salmonella consistente  en
selectivos, de los que uno es obligado (XLD Agar) ?‘”q“ecer los 25 g de alimento dopado Saimonellaen
oo de eleccion del laboratorio usuario-2> M de BPN alos que se afaden antes de ladoiub
Posteri i fi | loni h 18 _mI de ,SS Broth concentrado [2(5]. Tras mcubar el
riormente Se confirman as colonias SO,Sp_eS Oé@njunto solo 18 h a 35°C, se estria en la sujeerde
con diversas pruebas inmunolégicas y bioquimicas. placas de Cromosalm Agar y de XLD Agar, que sekinou

En MICROKIT llevamos ya mas de 15 aﬁoé)trast 1’8'[' h para estudiar la aparicion de colonias
demostrando por intercomparacion (servici arr?ccrgtr:rr:gi?é afiadiendo 18 ml de caldo SS coadentr
Eiel?llg:;égz)ogus gl Se(l) r,]Aglygsa ;jnee ;ggt(i)g(?a-lzimggrna rﬁ%] al Buffered Peptone Neutralizing con la muaste

X ) i tad del SS Broth indicado a un duplicado; y larta
aislamiento en muchos alimentos de la gran gama ggte del SS Broth indicado a un triplicado. Elemipento
cepas que existen dgalmonella sppSimplemente se realizé con tres cepas 8almonella(S. Enteritidis S.
sustituyendo el Agua de Peptona Tamponada ppfphimurium y S. Nottingham) inoculadas a muy baja
Buffered Peptone Neutralizing Water (BPN)goncentracién (<10 ufc/25 g) junto con un mix derdl
obtenemos muy superiores recuperaciones en tcd@mpariante a muy alto nivel: "16fc de una mezcla de
tipo de microorganismos y en la mayoria de matric&debsiella aerogenescomo enterobacteria interferente,
alimentarias, dado que los inactivadores d:’eseudomona§ maltophilia Burkh(_)lderia cepaciacomo
conservantes que incorpora este  disefio géam negativos oxidasa positivos, $taphylococcus

. . aemolyticus y Staphylococcus warnericomo Gram
MICROKIT permite neutralizar los conservante ositivos. En matrices bastante desfavorables pasa

“Picos fje la _ma_lyorl'a de alirp(?ntos, sean natu(ajes_ Salmonella a causa de su bajo pH y presencia de
pimenton, pimienta, aromaticas, aceites esencialggnservantes fuertes: salsa rosa, salsa Césarhugety
benzopirenos del humo...) o artificiales E200-E288sa de yogur, que habian reportado falsos negagiv el
(sorbatos, benzoatos, propionatos, boratos, sslfit@xperimento de 2013 con el método BPW + Rappaport
nitritos, nitratos, acidos, nisina, natamicina, di@€g, concentrado.

hldl’QXIdOS, tocoferolgs, I|302|m§...), también S?QESULTADOSY DISCUSION

inactivan los metabolitos del crecimiento de ladlo

acompafiante, que impiden a I&almonella Tras las 18 h de este enriquecimiento mixto de
manifestarse en muchas ocasiones en el AgBEN y SS Broth, ya habia alerta de presencia de
Peptonada Tamponada clasica. Y sustituyendo $imonellaen el 100% de los casos con 18 ml de SS
Rappaport VS Broth por SS Broth (1 ml del preBroth concentrado [x5], porque el caldo habia wrad
enriquecimiento en 9 ml de SS Broth y de MKiegro (los caldos menos concentrados tardaron en
Tetrationato), no se escapan cepaSaknonellague, Virar otras 18 h adicionales, por lo que no simede
bien por estar subletales, bien por ser atipicas, dore-alerta).

falsos negativos en el primero. Se estrid el enriquecimiento en placas de XLD y de

MATERIAL Y METODOS Cromosalm (el medio cromogénico para Salmonella
de Microkit, base DCA) y se incubaron 18 h, de modo
incubacion, de las 18 h del pre-enriquecimiento dd que el aislamiento costd exactamente 36 h desde la

del post-enriquecimiento, a sélo 18 h en un endgniento  MUestra (y sélo 18 h como presuntivo por viraje del
mixto. Los resultados preliminares en 2013, emmlean Caldo mixto a negro).

Rappaport concentrado, afiadido a los 225 ml deeBadf

Peptone Water, para la incubaciéon conjunta de ¥8sho

Nos propusimos dar un paso mas, acortando el tiadepo

44



XIX CONGRESOSEMDE MICROBIOLOGIA DE LOSALIMENTOS

Todas las placas (el 100% de 60) dieron estridSO 5725: Precision de los métodos de ensayo. iietaecion de

ositiva ara Salmonella (verde azulada en repetibilidad y reproducibilidad mediante interc@raiivos .
P | P XLD ( todas | tri Informes SEILALIMENTOS 1 a 58 (total 2.200 paginas)
cromosaim y negra en ) en todas las matrices y | 4o ratorios MICROKIT, Marzo-1999 a Junio-2013

para las 3 cepas. S6lo una placa en la salsa yOg@RT-SEILA-001: Protocolo GLOBAL VALIDADO para la
obtuvo en Cromosalm crecimiento enmascarado de ejecucién correcta de analisis de alimentos (e
Salmonella (estria negra por la ingente cantidad de intercomparativos SEILALIMENTOS) (42 paginas)
Klebsielld pero fue detectada gracias al XLD. PRIé\g"?)'ggiags';mtOCO'o para VALIDACION en microbiolagi
Ademas no es esperable en muestras natural@grvaL-1+2, Idem, incluido CD con hojas de calcula e
semejante  concentracion de  enterobacterias Excel.

acompafiantes junto a tan bajisima concentracion de®/2008: PROTOCOLOS MICROKIT VALIDADOS PARA

Imonell | nivel m len r ANALISIS DE ALIMENTOS. Protocolos MICROKIT para
gr? Co?reelai%?] que los eles de ambas suelen esta control microbiolégico de alimentos, VALIDADOS medite

10 afios de ensayos intercomparativos SEILALIMENTOS.

4 ; XVI Congreso microbiologia de alimentos. C6rdobap08
Se concluye que el método de acortamiento de&5/2009: gONCLUSIONESg DE LOS PROTOC(:)OLOS

angllss .dg Salmqnella’a 18 h de pre + post MICROKIT PARA ALIMENTOS. Conclusiones sobre la
enriquecimiento simultaneos en BPN + SS Broth, y  validacién de los protocolos MICROKIT optimizados gar

18 h de aislamiento en placa (Cromosalm y XLD  anélisis microbiolégico de alimentos frente a lannativa
Agar) puede aplicarse con la certeza de la deteccio relacionada, mediante los ensayos intercomparativos
de Salmonellaspp. incluso en los peores casos Seilalimentos. Tecnicas de Laboratorio 341. Lifiersces lab

(elevada flora interferente y acompafiante, bajisimayz/2009: PROTOCOLOS MICROKIT VALIDADOS PARA

nivel deSalmonellamatrices inhibitorias...). ANALISIS DE ALIMENTOS. Protocolos MICROKIT para
, , L. analisis microbiolégicos de alimentos. Alimentagiéguipos
Ademas es un método muy econémico. y tecnologia 245.

Por todo ello animamos a las industrias a°*"\ i e do andiiis ce alimentos y esquemaato. 12
emplearlo para minimizar el gran coste que les pp. MICROKIT © 16-Julio-2009

supone la retencion de 1-3 dias adicionales dé stoc
de producto terminado precisamente a la espera de
informe de liberacién del laboratorio a causa de la
lentitud del método clasico de deteccion de
Salmonella
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Aproximaciones moleculares al analisis de BAL asaailas a la produccion de
“atole agrio”, bebida fermentada de maiz originariade Tabasco (México)

A. Pérez, V. lllesca$, P. Elizaquiveél M. Nacher-Vazquéz C. Cardends G. DiaZ, J. Spinosa O.
Reyes, C. Wachet, P.S. Cocconcefliy R. Aznat?

'Universidad de Valencia, Valencia, Espaftha.perez@uv.es
?Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentalencia, Espafia,
%Universidad Nacional Auténoma de México, México.D.F
*Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, Tabascriché
®Universidad Auténoma Metropolitana Unidad CuajimalMéxico,
®Universita Cattolica del Sacro Cuore, Piacenza-Coaa, ltaly

Se determind la composicién de las poblacionesadiehas lacticas (BAL) asociadas a la produccion
de atole agrio, un producto fermentado a base de ynariginario de México, y su dindmica a lo
largo de la fermentacion, utilizando técnicas nule®es basadas en PCR, dependientes e
independientes de cultivo. Se analizaron 13 mueswarespondientes a diferentes pasos del proceso
de produccion y se recuperaron un total de 234iptess BAL que fueron identificadas mediante el
analisis de los perfiles ISR-PCR y RAPD-PCR, PCpeiica de especie y secuenciacion del RNAr
16S. En paralelo, el ADN total de 10 muestras fametido a pirosecuenciacion de la region
hipervariable V3-V5 del RNAr 16S. Los resultadosdatntificacion de los aislados de BAL revelaron
la presencia de 8 especies diferentes. Mediand@alisis gendmico se identificaron 53 especies de
BAL, en su mayoria pertenecientes a los génieaotobacillusy Weissellade elladVeissella confusa
(26,19%) yLactobacillus plantarun(13,48%) aparecen como especies predominantesnuastras
presentan la misma composicion en géneros de BAb giieren en cuanto a abundancia relativa de
géneros y especies. Las especies de BAL encontraddi&nte técnicas independientes de cultivo
apoyan su papel en las propiedades nutritivas gidaales del atole, ademas los aislados permitiran
realizar una seleccion de cepas con estas promedda la produccion de alimentos funcionales.

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

El atole agrioes un producto fermentado a base d&islamiento e identificacion por técnicas
maiz originario de la region de Tabasco en MéxX&®. dependientes de cultivo.Se analizaron 13 muestras
produce mediante la fermentacion de maiz jovexerrespondientes a diferentes pasos del proceso de
molido, no nixtamalizado, en dos procesos paralelggoduccion: maiz molido después de afiadir (tempo 0
una fermentacién solida después de un paso 'Beestra Al),y a las 2h (A2), 4h (A4), 6h (AS),A8) y
amasado, y una fermentacion liquida por adicion géh (A9), en ambas fermentaciones (solida y liguida

. ; : rtir de las placas de recuento en medios MRS, -MRS
agua al ”.‘f""z molido. El _atole cpnsptuye la base 8%Itosa, MRS-almidén e YPGL, se recuperaron ur tiga
alimentacion de poblaciones indigenas y se

. . . . 4 colonias de BAL que fueron identificadas meutiaad
atribuyen  propiedades nutritivas 'y funcionalegsjisis de los perfiles ISR-PCR (Chenoll y coDp32) y

derivadasa priori de la fermentacion del maiz. EIRAPD-PCR (Aznar y Chenoll., 2006; Chenoll y col0ZD
estudio tanto del atole como de otros productgspCR especifica de especie. En este andlisis éamie
tradicionales fermentados andinos puede aportarriesguyeron cepas de referencia procedentes de BTCE
informacion sobre nuevas poblaciones microbianss perfiles resultantes se identificaron por corapién con
para su potencial utilizacion como cultivos inioees una base de datos previamente generada (IATA-UVEG)
para mejorar la calidad nutricional y funcional déonteniendo perfiles correspondientes a 132 cepas d
estos productos andinos. Es sabido que I§derencia. La adscripcion de lolistersde aislados a una
poblaciones de bacterias lacticas (BAL) juegan (frPeCie se confirmo mediante secuenciacion del RI6&r
papel importarte en las caracteristicas finales rﬁ;ggﬁscgiplfzzgﬁg\éaia?;ﬂ:ftSBPEStaemas s¢
producto, por ello, el objetivo de este estudio fue ' . . o .
determinar la composicién de las poblaciones de BA&nallss de las poblaciones bacterianas mediante

asociadas a la produccion de atole agrio y su dmmplrosecuenciacic’)n.El ADN extraido de 10 muestras (5

a lo largo de ambas fermentaciones, utiIizanodoe la fermer.'ta(.:lon SOI'days.(,je la.“qu'd"?‘) fuenstido a
osecuenciacién de la region hipervariable V3-dé&

. . . Ir
técnicas moleculares basadas en PCR, dependlentggi\‘gr 16S (Sim y col., 2012), utilizando el secuekir

independientes de cultivo. 454 FLX Titanium + (Roche) en las instalaciones de
LifeSequencing (Valencia, Spain). Las secuenci&sofu
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analizadas por comparacion con la base de datosRNt  su aplicacion en la produccién de atole agrio nsotr
16S del RDP. alimentos funcionales.

RESULTADOS Y DISCUSION 100% |

90%

Los resultados de identificacion de los aislados ¢,
BAL revelaron la presencia de 8 especies, en adden -, -
abundancia, Pediococcus pentosaceuq34,6%),
Weissella confus#30,7%), Lactobacillus plantarum
(15,4%), Leuconostoc pseudomesenteroid@sl%),
Lactobacillus brevis (7,1%), Lactococcus lactis
(2,6%), Weissella paramesenteroidegl,9%) vy oo T
Lactobacillus coryniformi$0,6%). )

Il Leuconostoc (1)

:V///‘i 7 Weissella (2)

Abundanciarelativa

Lactobacillus (3/2)

—1 —1 — =Lactococeus (1)
b b Pediococcus (1)
S

L
El andlisis mediante pirosecuenciacion reveld gue ,
fermentacion liquida esta dominada por miembros ¢ ‘ ‘ Mucstrn
genermceto.b,a(:te,mlentras.quw.elsse”ajomma e.n Figura 1: Abundancia de cada uno de los géneros de BAL
la fermentacion solida. Se identificaron 53 espedee encontrados mediante cultivo (S=solido, L=liquiddEntre
BAL, en su mayoria pertenecientes a los génerp&éntesis, el nimero de especies encontradadieéa pdiquido
Lactobacillus y Weissella de ellas W. confusa o en ambas.

(26,19%) yLb. plantarum(13,48%) aparecen como
especies predominantes en el proceso de elaborac ' 1
deatole agria e

m Enterococeus (2/5)
80% 4 _ mSteptococcus (3/3)
Ambas aproximaciones de andlisis muestran, (£
esencia, la misma composicién en géneros de BAZ""
Sin embargo, difieren en la abundancia relativa ¢
géneros y especies. El analisis de los aisladgs Ui ;
revela quePediococcuses el género predominante 1|
durante la fermentacion liquida, seguido YWissella '’
y Lactobacillus Sin embargo, por pirosecuenciacior
(Fig. 2) el género predominante ésctobacillus, ,
seguido porWeissella En la fermentacion solida Muesten

encontramos una mayor abundancia del género Figura 2: Abundancia de cada uno de los géneros de BAL
Weissellatanto por la aproximacién mediante cultivo encontrados mediante pirosecuenciacion (S=soligquido).
como por  pirosecuenciacion, mientras queEntre paréntesis, el nume”rou(ijgoespemes encontadsdido y
Leuconostoy Lactococcuson minoritarios en ambas quido.

fermentaciones. BIBLIOGRAFIA

Lactococcus (2/2)
—  Pediococcus(1/3)
50% -

40% - " Il Leuconostoc (4/3)

Abundanciarelati

w
=}
s

30% 4 | 7 Weissella (7/7)

__ » Lactobacillus (20/19)

De las especies identificadas por pirosecuencias®n aznar, R., Chenoll, E., 2006. Intraspecific  diversityf
recuperaron por cultivo alrededor del 10% de lds de Lactobacillus ~ curvatus  Lactobacillus  plantarum
género Lactobacillus detectadas en la fermentacién Lactobacillus sakei and Leuconostoc mesenteroides
sélida y 16% de la fermentacion liquida. El poragnt associated with vacuum-p.a}cked meat product spoilage
de recuperacion de especies fue mayor en el caso dé"ayzed by randomly amplified polymorphic DNA PCR. J
: Food Prot. 69, 2403-2410.

Weissella (29%) y Leuconostoc (25% en la . .
fermentacion sélida y 33% en la liquidictococcus Chenoll, E., Macian, M.C., Aznar, R., 2003. Identiioa of

. y q " - CarnobacteriumLactobacillus Leuconosto@andPediococcus
y Pediococcuspresentaron la menor diversidad de by rDNA-based techniques. Syst. Appl. Microbiol., ZB6-
especies recuperandose por cultivo entre el 33 ysse.
100%. Los miembros del génerBnterococcusy Chenoll, E., Macian, M.C., Elizaquivel, P., Aznar, RQO7.
Streptococcussolo fueron detectados mediante el Lactic acid bacteria associated with vacuum-packeoked

analisis por pirosecuenciacion. meat product spoilage: population analysis by rDibised
) ] ] methods. J. Appl. Microbiol. 102, 498-508.
Las especies de BAL encontradas mediante tecniGis K, Cox MJ, Wopereis H, Martin R, Knol J, et a&0(2)

independientes de cultivo apoyan su papel en lasImproved Detection of Bifidobacteria with Optimisei6S
propiedades nutritivas y funcionales del atole. dRay rRNA-Gene Based Pyrosequencing. PLoS ONE 7(3): 32543
lado, disponer de los aislados permitira realiza u  90i:10.1371/journal.pone.0032543

seleccion de cepas en base a dichas propiedadas, pa
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Deteccion mediante PCR en tiempo real déscherichia coliproductores de
verocitotoxina (ECVT) en muestras de alimentos dalciudad de Zaragoza

M. Asuncidn Lafarga, Julian Ezquerra, M. Pilar Miaeiz, Mercedes Navarro

Laboratorio de Microbiologia. Instituto MunicipakdSalud Publica. Zaragozealafarga@zaragoza.es

INTRODUCCION
. . .. Muestra +APT

Los E. coli verocitotoxigénicos (ECVT), son 379C/ 1824 h
agentes patdgenos que pueden transmitirse por
alimentos y causar diferentes sindromes, desdediar ¢
a colitis hemorragia o sindrome urémico hemolitico. ‘l’/gflcr";;go
El factor de patogenicidad mas importante de estos Y
microorganismos es la produccion de potentes ‘\
citotoxinas, llamadas verocitotoxinas (Vtx) o tasn NEGATIVO: POSITIVO:
Shiga (Stx) indistintamente. Hay dos tipos, Vitx1 y Ausencia ECVT Presencia ECVT
Vtx2, con varios subtipos. Ademas los ECVT pueden
albergar otros factores de virulencia como la irtan /\
y hemolisina. Las cepas de ECVT pertenecen a un | prepas de deteccién y PCR cribado
gran namero de serogrupos O:H, los mas importantes | caracterizacion en aislamientos rfbE + eae

por la frecuencia y la gravedad de las enfermedad?gsural Cribado por PCR pata.coli productor de verocitotoxina
causadas, son el O157:H7 y el O157:H-. (EFS TEC) y portador de genes de intimina (eae) ygreqm O157(rfbE).
2014). No obstante cualquier ECVT debe ser

considerado como  potencialmente  patégen

dependiendo ademas de factores relacionados co 2 e
. . - .. deteccion de serogrupos al 0O157. La determinace&n s
tipo del alimento y de la susceptibilidad del hegsp realiza en etapas sucesivas. En la primera, se hace

(ISO, 2012). cultivo de la muestra en agua de peptona, compdubpor

o PCR en el extracto la presencia de los genes piaréscde
Hasta hace unos afios, las técnicas de laboratargocitotoxinas. Ver fig. 1.

estaban orientadas a la deteccion del serogrup@.O15

CR. Hemos utilizado un método basado en la norma I1SO
3136 (ISO, 2012), para los gendx y eag limitando la

Actualmente la utilizacidon de técnicas de reac@&nn Cultivo en APT
cadena de la polimerasa (PCR) permite la deteccion muestras vix +
de los genes de patogenicidad mas importantessen lo /\
ECVT (ISO, 2012), y por tanto obtener datos soare | 4
. . 7 . TSB Medio aislamiento
contaminacion por O157 y no O157 en los alimentos. (41,5° C) (37 °C)
En el Laboratorio de Microbiologia del Instituto ¢
Municipal de Salud Publica de Zaragoza, hemog Medio aislamiento
. A . . [o]
investigado la presencia de. coli productores de (37:%C)
verocitotoxina mediante una técnica de PCR a tiempo >
real, en algunos de los grupos de alimentos mas g?:ns C)tg- gonf'-i
importantes como transmisores de este patégeno: vy
productos cérnicos, quesos y vegetales frescos. o
NEG: No se
. confirma subcultivo

MATERIAL Y METODOS il
Muestras. Durante el afio 2013 se han analizado para i

: : POSITIVO:
ECVT un total de 147 muestras de alimentos, remggh Comp.>30 colonias
el comercio minorista y en obradores de charcuté&a e
grupos de alimentos, 84 fueron muestras de proslucto NEG<N pOS: Archy

z . : NO s = Archivos

carnicos, 20 muestras de quesos frescos y 43 thes fyu consigue cepa Otras pruebas +LR
hortalizas crudas listas para el consumo.

Figura 2. Pruebas de deteccion y caracterizacion de aislaosien
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En los extractos positivos, se hace una nueva RERIps de deteccion utilizadas, en general, los resultados
genes de la intimina (eae) y del serogrupo O153EJrf negativos obtenidos en las muestras de vegetales
Ademas, se subcultiva el APT en caldo triptona d@ s crydos y quesos frescos, coinciden con los nulos o
(TSB) y en un agar crom6geno p&&oli y coliformes. De 14105 norcentajes de positivos en estos grupos de
la zona de crecimiento confluente, se hace nuetracta y muestras, recogidos en la amplia revision del
deteccion de lostx1 y 2 Si se obtiene resultado positivo, " .
se comprueban colonias aisladas (10-30), hastaetsees Laboratorio de_ Referencia (Mora y ,COI" 201:."? en
posible una cepa positiva. Fig. 2. muestras de alimentos en nuestro pais y también con
los resultados que aparecen en los informes eusopeo
i (EFSA, 2013). Sin embargo, el porcentaje de pasitiv
RESULTADOS Y DISCUSION en nuestro estudio de productos carnicos es

Como puede verse en la tabla 1, 15 (19,23 %) §emparativamente  alto, seguramente porque la
las muestras de productos carnicos fueron positiV@gyoria de los resultados recogidos en estas
para alguno de los genesc Todas las muestras defevisiones se refieren a muestras de canales en
quesos Yy vegetales fueron negativas. La confirmacigataderos mas que a productos en el sector manorist

positivos. humana poE. coli ECVT en nuestro pais es pequefio,
Tabla 1 Resultados por grupos de muestras. < 0,1 casos cada 100.000 habitantes por afio (EFSA

ot Bosiivas T % 2014; CNE 2013_3_/ 20_14), nos parece importante

Grupo muestras mantener la vigilancia, incluyendo muestras

Productos CArnicos 78 15 104s 'epresentativas de la cadena alimentaria en tagas s
Quesos frescos 26 0 0 fases y muestras representativas de cada zona

Vegetales frescos 43 0 0 geografica, por tratarse de un grupo de
TOTAL a7 I 020 microorganismos que ha causado algunos de los

brotes alimentarios mas importantes (por numero y
En la tabla 2 se desglosan los resultados pg,r,avedad de los afectados) de los ultimos afiosgMor

productos carnicos. Es necesario tener en cuemta §if°l 2011).

se trata de muestras recogidas en obradores de .

charcuteria, en los que la contaminacion cruzatia er’3|BL|OGR'A‘FIA

productos es posible. CNE, Centro Nacional de Epidemiologia. Instituto dalug

Carlos lll. Resultados de la vigilancia epidemiolégie las

enfermedades transmisibles. Informe anual 2011. rislad

Tabla 2 Resultados en las muestras de productos carnicos. L e
P 2013. http://publicaciones.isciii.es.

Total Positivas % CNE, Centro Nacional de Epidemiologia. Instituto dalu®
Por especies animales Carlos Ill. Informe anual del Sistema de informacion
Porcino 26 8 30,77 Microbiol6gica,  2012.  Madrid, = 2014. http:  //
Mezclas de porcino y boving 25 6 24,00 publicaciones.isciii.es.
Aves 22 1 4,55 EFSA, European Food Safety Authority. European @effdr
Mezclas de porcino y ave 5 0 0,00 Disease Prevention and Control. The European Union
TOTAL 78 15 19,23 Summary Report on Trends and Sources of Zoonoses,

Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 20 BSA
De las 15 muestras de productos carnicos positivas%‘igg‘a' 2013; 11(4):3129[250pp.].doi:10.2903 /pef@013.
_pa_ra_las toxinas Shiga, 11 lo fueron también paragrsa (European Food Safety Authority) and ECDC (Eesop
intimina y 3 para el serogrupo O157. En la tabBe3  Centre for Disease Prevention and Control), 2014. The
desglosa el resultado por tipos de muestra y paleon  European Union Summary Report on Trends and Sowfces
genes detectados Zoonoses, Zoonotic Agents and Food-borne Outbréaks

' 2012. EFSA Journal 2014; 12(2):3547, 312 pp.dazd03

Tabla 3 Patron de genes positivos por grupo de producto. /j.efsa. 2014. 3547.
ISO /TS 13136:2012. Microbiology of food and aninfeéd -
Cerdo| cerdo vbd Vb2 0157 eae Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based mdtrod
Solo | +tern.| total the detection of food-borne pathogens - Horizomtethod for
1 1 2 + + + + the detection of Shiga toxin-producingscherichia coli
0 2 2 + - - + (ECST) and the determination of 0157, 0111, 026,34
3 1 4 + - - - 0145 serogroups
2 > 6 5 . Mora A, Herrrera A, Lépez C, Dahbi G, Mamani R, Pitd,
o 0 i - " Alonso MP, Llovo J, Bernardez MI, Blanco JE. 2011,
Characteristics of the Shiga-toxin-producing

A | i6n d itad dificil enteroaggregativEscherichia coli0104:H4 German outbreak
unque la comparacion de resultados es difici strain and of STEC strains isolated in Spain. Intrstiol,

debido a la diversidad en el muestreo y en lasdasn  14(3):121-41.
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Deteccion y cuantificacion de células viables d&rettanomyces bruxellensien
vino por PMA-gPCR

Veronica Santos, Isabel Pardo y Sergi Ferrer

ENOLAB /ERI BioTecMed / IViSoCa Universitat de Yiala, Espafia
Veronica.Soares-Santos@uyv.es; Sergi.Ferrer@uv.es

La contaminacion del vino p@rettanomycegs actualmente uno de los problemas con mayoveelie
en el sector enoldgico ya que se considera queetepcia de esta levadura conlleva el detrimento de
las caracteristicas organolépticas del vioms métodos microbioldgicos clasicos para el retuéee
células viables en mosto y en vino requieren alavethe 10 dias. En el presente estudio, se ha
desarrollado un método rapido y fiable para detectauantificar células viables dgrettanomyces
bruxellensispor la incorporacion de monoazida de propidio (AMAa técnica de PCR cuantitativa:
PMA-gPCR. Los ensayos realizados confirman que estodologia es muy rapida, robusta y
reproducible.

INTRODUCCION Extraccion de DNA. La extraccion de DNA de las

Brett b I . | q suspensiones celulares se realizd cokitetle extraccion
rettanomyces ruxellerss| es una levadura g clean® Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO).

conta[n_lnante aislada  del vino 'y _otras ,bep'd%R Cuantitativa. Se utilizaron los cebadorBBRUXF y
alcoholicas (Deak y col., 1996). En la industriaied  pgRUXR descritos por Phister y Miles (2003). La wlaz
esta descrita como la principal levadura respoesale reaccion (20 pL) contenia 0,2 pM de cada cebddor
de la formacion de fenoles volatiles en el vino Kot FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (Solis BioDyge)
ademas contribuye a la produccion de amin&spL del DNA extraido. Para la amplificacién se ws®
biégenas (Chatonnet y col., 1992 y Caruso y colgrmociclador C108' Thermal Cycler, CFX98'
2002). RealTime System (BioRad)pn las siguientes condiciones:

Los métodos tradicionales para identificar estgd °C durante 2 min, 95 °C durante 15 min, 39 sidle

L. . amplificacién de 95 °C durante 30 s y 60 °C durdntein,

Igvaduras S€ basap en tecnicas d(? cultivo en anea’ terminando con 60 °C durante 5 s y 95 °C durargel&s
tienen el inconveniente de ser tediosas y de canduc

X . . T ) amplificaciones se realizaron por triplicado. Ledoves de
resultados inconsistentes, debido principalmentz cycle threshold(Ct) se calcularon mediante ebftware

dependencia de la condicidon fisiolégica de logjoradCFX Manager (version 2.1; BioRad).
microorganismos (Divol y col., 2005). Para laconstruccion de rectas patrénA partir de los cultivos en
deteccion selectiva de células vivas, se utilizaiinos blanco vy tinto filtrados, se realizaron dibres
agentes intercalantes del DNA como la monoazida eeriadas para conseguir concentraciones de célilas
propidio (PMA) para tratar la muestra previamente ¢gsde 1x1bhasta 1x1Bcélulas/mL. Algunas suspensiones
la PCR cuantitativa (PMA-gPCR) (Rawsthorne y colféalizadas del mismo modo se trataron a 100 *thti&0
2009 y Elizaquivel y col., 2012). Por esta razés nd"n para la obtenmon. de celulag muertas. Todas las
hemos propuesto utilizar la técnica de pMA-qpcﬁ‘Spe”S'oneS se amplificaron mediante PMA-gPCR vy se

. . construyeron rectas patron.
e e Epoicacin de (PCR y PMACPCR o unos el
’ foculé la cepa dd. bruxellensisDSMZ 70726 en vinos

poder realizar un rapido y eficiente control deilpes e tintos con 13 y 15 % de etanol (v/v) estexdos por

alteraciones. filtracion, y se incubaron a 20 °C a lo largo ded28s. Se
3 evalud la cinética de crecimiento de la levadurdiarge el
MATERIAL Y METODOS recuento de totales y viables, usando las técdieag®’CR y

Cepas utilizadas y preparacion de las suspensionespMA'qPCR respectivamente.

celulares. La cepa deB. bruxellensisDSMZ 70726 Se .

cultivé hasta obtener una concentracién final dadix RESULTADOS Y DISCUSION

células/mL en vino blanco y tinto previamente dittos. Comprobacion de la validez del método.

Tratamiento con PMA. Se utilizé6 una solucién de PMA

(Biotium) 20 Mm en dimetilsulfoxido (DMSO) (Panrgac Se evaluo la validez de la técnica de PMA-gPCR para
El PMA se afiadio a las diferentes suspensionesacetua identificar y cuantificar tanto células vivas como
una concentracion de 6 uM. Las muestras se incolero muertas dé. bruxellensien muestras de vino blanco
oscuridad durante 10 min y a continuacion se fdte@on v tinto. Para ello, se construyeron rectas patrén
con PhAST Blue (GenlUL) durante 15 min aplicando esta técnica a suspensiones celulares de
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diferentes concentraciones de células, tanto vivgse en el vino con 15% para el tiempo de incubacion
como muertas, y obteniendo el respectivo valor de Establecido.
para las mismas (Figura 1).

A
A 1.0:410% /‘ 13
—
3 1.0:40° - = 5
20 —_—» 3 =
25 [ B g 1.0:10* o
20 N T 1008
© 15 '_E 1.0:102 4
10 T
5 21007
0 1.0:10° T T T T 1
2 a 6 3 10 0 5 10 15 20 25
log., células/mL dias
B
B 35 1.0:108 -
30 —e 8 3 - 13
55 z 2 1.0:10° - 15
20 s T 1.0x104
- 3 o
w15 2 1.040° 4
10 ks h
S 1.0402
5 ]
0 1.0:40" o
2 4 6 8 10 —
logis células/mL é 1'0 1'5 20 2'5
Figura 1 Rectas patrén generadas para evaluar la validda de dias

cuantificaciéon de células vivas (puntos grises)yertas (puntos o o ) o

(A) y tinto B). Los valores de Ct corresponden a la media d@ lascon 13% y 15% de etanol (v/v), observada mediarRER
réplicas realizadas. (células totales) (A) y PMA-gPCR (células viableB). (

Para todas las suspensiones de células muertasL@g resultados obtenidos confirman la efectividad d

obtuvo un Ct muy préximo a 30 (similar al obtenidd2 técnica de PMA-gPCR para cuantificar al mismo

para el control negativo), lo que indicé ausenaa diempo células vivas y muertas Be bruxellensisen

amplificacién en las mismas. Sin embargo, los eslorVinos, resultando una excelente alternativa a los

de Ct para las diferentes suspensiones de céivkes v métodos clasicos (recuento en placa) por su rapidez

oscilaron entre 15 y 27, obteniéndose una linedlid&ficacia, permitiendo diferenciar las células reaite

adecuada (R0,99) en la cuantificacion de Peligrosas (vivas) de las totales.

concentraciones celulares entre 1x19 1x1C )

células/mL, tanto para vino blanco como tinto. BIBLIOGRAFIA

Por tanto, las rectas patron obtenidas para anpmus t Caruso, M. Fiore, C. Contursi, M. Salzano, G. Pajsmreh.

de vino confirman la posibilidad de discriminarrent ~ Romano, P. 2002. Formation of biogenic amines asriifor

células vivas y muertas mediante PMA-qPCR, vy t1h8glsf>e9;e{:€t;|§n of wine yeasts. World J. Microbiolotgichnol,

adem_a,s q,emOStraron que permiten , una  bue ﬁatonnet, P. Dubourdieu, D. Boidron, J. N. 1995. ififlaence

cuantificacion entre 1xf0y 1x1G células/mL of Brettanomyces/Dekkersp. yeasts and lactic acid bacteria

directamente en vino. on the ethylphenol content of red wines. Am. J. IENftic,
46:463-468.

Cinética de crecimiento deB. bruxellensisen vinos Deak, T. Beuchat, L. 1996. Handbook of food spoilggests.
reales CRC Press, New York, N.Y.

Divol, B. Lonvad-Funel, A. 2005. Evidence for viableut
Las cinéticas de crecimiento obtenidas mediante ”O”CUgtulrab'e yeasts irBotrytisaffected wine. J. Appl.
. Microbiol., 99:85-93.

qPCR ty PMAquCBI I(FIgJ[U{aI 2) revelaron q(l;eel I%Iizaquivel, P. Sanchez, G. Aznar, R. 2012. Apgpglicatof
C(?ncen racmn € celulas totales era SuPer!Or_ a propidium monoazide quantitative PCR for selectiveect®on
células viables en todos los casos. El crecimi€lgto  of live Escherichia coli O157:H7 in vegetables after
B. bruxellensigesulté mayor en el vino con 13% de inactivation by essential oils. Int. J. Food Midath159:115-906.
etanol que en el vino con 15%. En el vino con 18% Phizter, T. G, dMi”S D. A 20%?é-|(kRea|E)Time”PC_R asday

4 H 1 etection and enumeration era pruxeliensisn wine.
levadura comenz6 a crecer a partir del tercer dia Appl. Environ. Microbiol,, 69: 7430.7434,
mientras que en el vino con 15% no lo hizo hasta Fgl

dia. Ademas. en el vino con 13 °C la Ie\&aduraWSthome’ H Dock,. CN Jaykus,. L.A. ZQOQ. RCR-Based
novgno a. J Ve ; method using Propidium Monoazide to distinguishbiga
logré alcanzar una poblacion final diez veces mayor from nonviable Bacillus subtilis spores. Appl. Environ.
Microbiol., 75:293.
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Identificacion de levaduras aisladas de lacon crudourado mediante PCR-
RFLP y secuenciacion de la region ITS-5.8S.

M. Camino Garcia-Fontan, Encarna Garrido-BailératBe Fernandez, Gloria Garcia y Aida
Cachaldora

Fundacion Centro Tecnolégico de la Carne. Avda.ic&ih® 4 - Parque Tecnolédxico de Galicia 32900 réhse.
caminogarcia@ceteca.net

El objetivo de este trabajo fue identificar, mettaRCR-RFLP, levaduras aisladas de lacén crudo-
curado con la finalidad de establecer esta té@uozo un método rutinario de identificacién paraest
poblacion microbiana. Para ello, se partido de ual tde 151 aislados de levaduras procedentes de
lacon crudo-curado que fueron identificados inmoite mediante secuenciacion de la region ITS-
5.8S. Mediante esta técnica se consiguieron idemtiteis especies pertenecientes a cinco géneros:
Debaryomyces, Candida, Cryptococcus, RhodotoyuRhodosporiumConociendo las especies de
partida, el siguiente paso fue su identificaciordimete el analisis de restriccion del gen rRNA 58S
los espaciadores transcritos internos (ITS1 e IT®&spués de la digestion con las enzimas de
restriccién, se obtuvieron nueve patrones de badidesentes; el primero se correspondié con las
especie®. hansenily C. zeylanoidesy el segundo con las espediesmucilaginosg R. glutinis;en
ambos casos, y debido a las pequefas diferendgsrdrs entre ellas en el nimero de pares de,bases
podemos afirmar que esta técnica no fue capazsteirdinar entre estas especies por separado. El
tercer patron obtenido pertenecideyptococcus curvatus pesar de no coincidir el tamafio de los
fragmentos de restriccion con los propuestos pdeviEsZarzoso (1999). Todos los aislados de
levaduras, identificados por secuenciacion c@ndeformanspresentaron el mismo perfil de bandas.
El quinto patrén de bandas se correspondid coraighdo identificado previamente como
Rhodosporidium babjeva&inalmente, los cuatro patrones restantes seibigson aCandida spp

INTRODUCCION con la finalidad de establecer esta técnica como un
(r)rgétodo rutinario de identificacion para esta pdblac

Las levaduras son uno de los grupos microbian :
gl|crob|ana.

mas abundantes en la superficie de productos o&rni
crudo-curados, como el lacon y el jamon, en lggasta -
mas avanzadas de su proceso de elaboracMﬁ‘TERlAL Y METODOS

(Fernandez, 2011). Las especies de levadurara la realizacion de este estudio se partio detahde
predominantes en el "lacon" pertenecen al géne’k@l aislados de levaduras procedentes de lac6ro crud
Candidg siendo C. famata la especie mas curado en diferentes etapas de secado-maduracidv (7

frecuentemente aislada (Lorenzo y col., 2005). 28, 56 y 84 dias).

De forma convencional. la_ identificacién deLa extraccion de ADN fue llevado a cabo emplearalo |
’ metodologia descrita por Fernandez (2011). La regide

I(_E\_/ad,ur_as se ha basado en Cnteno_s morfologicos ¥Ac|uye el gen 5.8S y las regiones intergénicadl|€$TS2
f|S|0Iog_|cc_)s que  se Ca'_’aCte“Zan _por S&de amplificé por PCR en un termociclador (Mycycler,
procedimientos largos y tediosos que implican Biorad) empleando los cebadores universales espesif
realizacion de multitud de ensayos para alcanzaisi y ITS4, directo y reverso. Las condiciones lde
resultados mas o menos aceptables. Los avancesegiacion de PCR aparecen especificadas en Fernandez
biologia molecular han permitido el desarrollo dé&011).
nuevas técnicas mas rapidas y fiables, como uhara la secuenciacién, los productos de PCR auglifis
alternativa a las pruebas tradicionales para fgron purificados con el kit Ultra Clean PCR Cléim
identificacion de levaduras. Las técnicas mdgoSteriormente, se secuenciaron con el secuenaagoar
empleadas suelen basarse en el estudio @& 3730X! en la Unidad de Secuenciacion de Ansids

; . L ragmentos de la Universidad de Santiago de Comlpost
polimorfismo de los fragmentos de restriccion de |

. . e comparacion de secuencias se realizé con BLAGT d
regiones ribosomales (RFLP, principalmente Ia(§enBank, después de editar y recortar las seciecomael

regiones ITS-5.8S) y en la secuenciacion de regiongjitor de alineacién de secuencias BioEdit, vergior.
ribosomicas, siendo las mas comunmenteara el andlisis de restriccién, alicuotas (10 pé)los
secuenciadas y comparadas los ITS (1 y 2), el I@%ductos de la PCR se digirieron con 1 U de erzide
18S, 5.8S y 26S del rDNA. restriccion Hhal, Haelll y Hinfl). Tanto los productos de
El objetivo de este trabajo fue identificar, metkan amplificacion como los fragmentos de restriccion se

PCR-RFLP, levaduras aisladas de lacén crudo-curafeflizaron por electroforesis horizontal y los téaosde los
fragmentos se valoraron por comparacion con un adarc
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de ADN (DNA ladder 100-1000 pb). Después de la

electroforesis, los geles se fotografiaron en

un )
transiluminador de luz UV (GelDoc Imagen, Biorad). A la vista de estos resultados, y a pesar de que la
técnica PCR-RFLP no tuvo la suficiente sensibilidad

RESULTADOS Y DISCUSION para discriminar entre algunas especies de levadura
odriamos sefialar que se trata de una técnica de

Laolldentlflcdaulon ,de Iosd151 alzlados de levad,ur%entificacic’)n rapida y econémica que podria ser
procedentes de lacon crudo curado por secuenclacifii;aqa como andlisis de rutina fiable para la

de la region 5.8S-ITS, permitio clasificar 117 @ils  jyeontificacion de levaduras, siempre y cuando los
comoD. hansenii 12 comoC. zeylanoides8 cOmoC.  yanones de bandas obtenidos coincidan con los

deformans 4 como Candida spp., 6 C€OMO gisentes en las bases de datos/bibliografia.
Cryptococcus curvatys 2 como Rhodotorula

mucilaginosal comoRhodothorula glutiniy 1 como
Rhodosporidium babjevae

Con este método, el 97% de los aislados fueronf&Es
identificados a nivel de especie con un porcerdaje
semejanza del 99-100%. El 3% restante, solamente
pudo ser identificado a nivel de géne@afdidg,
debido a la ausencia de secuencias 100% similares e
la base de datos GENBANK.

Después de la digestion con las enzimas de

restriccion, los aislados de levaduras se agrupanon _. .
9 patrones de bandas diferentes Los perfiles Flgu_ra 1 Tamafio en pb de los productos de__PpR y fragmentos de
p . . p restriccion con las endonucleasasPdé&ansenii(lineas 1, 3, 5, 7)
obtenidos para cada aislado fueron comparados GQf zeylanoidegineas 2, 4, 6, 8).
los diferentes perfiles descritos por otros autores
(Villa-Carvajal y col., 2006; Guaman Burneo y
Carvajal-Barriga, 2009). De los 9 patrones de bsnda
cabe destacar que el analisis RFLP no fue capaz de
discriminar entre las especid3. hanseniiy C.
Zeylanoides debido a que son especies muy
relacionadas filogenéticamente. Los patrones de
bandas de levaduras con menos de 15 pb deberian de
ser revelados con otros instrumentos de medida como
la electroforesis capilar y no con electroforesigel
de agarosa, tal y como muestrdigura 1. Un caso
similar ocurrié conR. mucnaglnosz_aand R. glutinis l;}lBLIOGRAFl’A
(datos no mostrados). Todos los aislados de leaadu
identificados comd. deformansmostraron el mismo Esteve-Zarzoso, B., Belloch, C., Uruburu, F., Quefol,1999.
perfil de bandasfigura 2). Ninguno de los trabajos  'dentification of yeasts by RFLP analysis of theSRNA
: B . gene and the two ribosomal internal transcribedessa Int. J.
consultados describe un patron para esta especie POgsiemic Bacteriol., 49, 329-337.

lo que consideramos que el tamafio de los fragment@snandez Gomez, Beatriz. 2011. Estudio mediantsics de
de restriccibn obtenidos en este estudio podrian se biologia molecular de la poblacion de levadurasgmtes en

ITS1ATS4 Hhal i Haelll 3 Hinfl

USI-ITS4  Hhel _ Hoelll Hinfl

Figura 2. Tamafio en pb
de los productos de PCR
y fragmentos de
restriccion con las
endonucleasas, deC.
deformans.

usados para identificar esta levadurata 1). el Lacon crl_Jdo-curac’io durante !a fase de,secadanma:dn.
Proyecto Fin de Master en Biotecnologia. Universidizd
Granada.

Tabla 1: Tamafio, en pb, de los productos de PCR y fragment@gaman-Burneo, C., Carvajal-Barriga, J. 2009. Caraateiia e

de restriccion obtenidos con tres enzimas de cegiri paraC. identificacion de aislados de levaduras caroteniogénde

deformans. varias zonas naturales del Ecuador. Universitasn8arum,
14, 187-197.

Lorenzo, J. M., Garcia-Fontan, M. C., Franco, |.rb@ho, J.
2005. Study of the yeast population during the rfesture of
dry-cured “lacén”. Alimentaria, 46-54.

PCR Hhal Haelll Hinfl Villa-Carvajal, M., Querol, A., Belloch, C. 2006.ddtification of

species in the genuBichia by restriction of the internal

Fragmentos de Restriccion (pb)
Especie de levadura

transcribed spacers (ITS1 and ITS2) and the 5.8&somal

Candida deformans - -109-
380 216-164 380 171-109-93 DNA gene. Antonie van Leeuwenhoek, 90, 171-181.
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Desarrollo de un método de extraccién de ARN fungicen alimentos para
detectar mohos viables mediante PCR.

Victoria Bernaldez, Alicia Rodriguez, Mar Rodrigudfaria J. Andrade, Alberto Alia y Juan J.
Cordoba

Higiene y Seguridad Alimentaria, Universidad derExtadura, Espafianvbernaldez@unex.es

En la superficie de los alimentos madurados y deléws que se someten a procesos de secado, puede
desarrollarse una abundante poblacién de mohoeneeientes al génerdspergillus Algunas de
estas cepas pueden producir aflatoxinas, un mé@mbsécundario extremadamente toxico. Es
necesario disponer de métodos rapidos que perngtaleteccion temprana de mohos toxigénicos
viables en dichos alimentos. Para este fin se puéligar la reaccion en cadena de la polimerasa,
pero previamente es necesario disponer de un meéfatiente de extraccion de ARN fungico a partir
de alimentos. El objetivo de este trabajo es delarrun método de extraccién de ARN flangico a
partir de alimentos contaminados por mohos. Pardeshrrollo de este trabajo se evaluaron seis
combinaciones de ruptura de micelio fingico (morterhomogeneizador mecanico), tampones de
extraccion (TRl Reagent o tampones comerciales)ity &omerciales de extraccion de ARN
(E.Z.N.A®Fungal RNA Mini Kit o RNeasy Mini Kit). Los mejore®sultados en la extraccién de
ARN se consiguieron con el método que combinailaartién del mortero con nitrégeno liquido y el
empleo del kit comercial RNeasy Mini Kit. Con estétodo se consiguieron también los mejores
rendimientos en la deteccion mediante PCR. Estéoqutm puede ser de gran utlidad en la
monitorizacion o verificacion de mohos toxigénistables en alimentos mediante PCR convencional
o PCR en tiempo real.

INTRODUCCION método eficaz para la extraccion de ARN de mohos en
alquier matriz alimentaria.

- , u
En la superficie de los alimentos madurados El objetivo de este trabajo fue desarrollar un

(especialmente los productos carnicos crudos-cejadg ., e 3
odo de extraccion de ARN de mohos valido a
y de aquellos que se someten a procesos de seck é g : . .
rtir de distintas matrices alimentarias para la

(especias, frutos secos, cereales y derivados)epug sterior deteccion sensible de mohos viables
desarrollarse una abundante poblacién de mohd

pertenecientes al génekspergillus Dentro de este productores de aflatoxinas.

género, las especies. parasiticusy A. flavushan MATERIAL Y METODOS

demostrad,o sU CapaCIda_d para produc_lr aﬂa_toxmas Eon el objetivo de optimizar un método de extratdié
un gran numero de matrices alimentarias e incluso grN se inocularon esporas {isporas/mL) de un moho
lasuperficie de alimentos madurados, como ha Sigg,ductor de aflatoxinasA(parasiticus CECT 2688) en

previamente demostrado (Rodriguez y col., 201%jnco matrices alimentarias (jamén, té, cacahueigo y
Estas micotoxinas son metabolitos secundaripnentén). Posteriormente las muestras fueron mdad

altamente carcinogeénicos, teratogénicos  &n condiciones 6ptimas de crecimiento (humedadivala
mutagénicos, capaces de causar serios problentas €% y 25 °C durante 7 dias). Transcurrido estepiierse
salud de los consumidores. recogié el micelio en condiciones de esterilidadse

Es necesario disponer de métodos rapidos qﬁ@ée{"oa :8020 hz;ts Sg ex”a‘ic'on- otal de se
permitan la deteccién temprana de mohos toxigénicos EXtraccion de - >€ evaluaron un total de Seis

viables en dichos alimentos. Para este fin se pu combinaciones de métodos fisicos de ruptura deéliic
' P rtero u homogeneizador mecanico); quimicos, leon

utilizar la reaccion en cadena de la polimerasa Q{gi;acion tampones de extraccion (TRI Reagent o
detecte ADNc obtenido tras la reaccion deympones comerciales); y kits comerciales de evitiacde
transcripcion inversa (RT) del ARNm. Esto requiergrN (E.z.N.A®Fungal RNA Mini Kit o RNeasy Mini Kit)
disponer previamente de un método eficiente @®abla 1). La concentracion y calidad del ARN oirterse
extraccion de ARN fungico a partir de los alimentosletermind midiendo los ratios »4yzs0 Y Azsoizzo €N UN
que pueda ser utilizado para la deteccion sensilsiguipo NanodroplLa integridad del ARN fue evaluada
mediante RT-gPCR. La mayoria de los métoddgediante electroforesis en geles de agarosa.
desarrollados para la extraccion de ARN fungicg OPtencion de cDNA y PCRg-tubulina. EI ARNm fue
consiguen buenos rendimientos para determinac{%ﬁcmo a cDNA mediante el kit comercial PrimeSc

4 . e . kara). La eficacia en la obtencion de cDNA adeou
especies de mohos y/o alimentos especificos (Lin dra PCR fue evaluada mediante PCR convencional

col., 2013). Sin embargo, no se ha desarrollado Yosagas en el ger tubulina empleando los cebadores
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Bt2a y Bt2b disefiados en diferentes zonas exénica$, hubo amplificacion del fragmento ADN gendmico
protocolo de PCR descrito por Glass y DonaldsoA%)L9

Tabla 1 Combinacion de métodos de extraccion de Al

evaluados
Método Tipo de ruptura Tipo de purificacion
micelio
1la Mortero 1la Lavados con isopropanol
1.TRI- 1b Homogenizador etanol
Reagent mecanico 1b Lavados con isopropanol
Tampon TRI-Reagent| etanol
2a Mortero 2a Reactivos RNesay Mini
2. RNeasy 2b Homogenizador Kit
Mini-Kit mecanico 2b Reactivos RNesay Mini
Tampon RLT Kit
3a Morteo 3a Reactivos Fungal ARN
3. Fungal 3b Homogenizador Mini-Kit
RNA Mini mecanico 3b Reactivos Fungal ARN
Kit Tampo6n RB Mini-Kit

RESULTADOS Y DISCUSION

En las matrices alimentarias ensayadas, la mayx®N extraido a partir de la cepa parasiticusCECT 2688 como
concentracion de ARN se obtuvo con el método ggentrol positivo; (b) ARN extraido a partir de lagestras de té y
combina la utilizaciéon del mortero con nitrégenénedlante protocolo que combina el mortero y laizaiion del

a

liquido y el empleo del kit comercial RNeasy MintK »

(Figura 1).

Concentraciin ARN {ug/pl.y
RNeasy Mini-Kit

Concentracion ARN (pg/pl)
Fungal RNA Mini-Kit

(486pb) asi como del ADN complementario (273 pb)
a partir del ARN obtenido de todas las matrices
RN limentarias con el método gue combina la utilizaci
del mortero con nitrégeno liquido y el empleo dél k
comercial RNeasy Mini Kit (Figura 3). En conclusjon
nuestro protocolo puede ser de gran utilidad en la
deteccion de mohos toxigénicos viables en alimentos
mediante PCR convencional o PCR en tiempo real.

Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de muedia
ARN fungico extraido a partir de té inoculado methagl método
que combina el mortero y el empleo del kit RNeasyiit: (a)

mpon TRI-Reagent: (c) ARN extraido a partir de &pac
parasiticus CECT 2688 como control positivo; (d) ARN
extraido a partir de muestras de té.
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Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de produi
la PCR para el gen de fatubulina obtenidos a partir del ADNc
transcrito a partir de ARN flngico de distintosnantos: (1)
pimentén; (2) cacahuete; (3) jamoén. Los métoddizadios en la
extraccion de ARN que combinaron diferentes métaldosiptura
y purificacién fueron: (a) mortero + Fungal RNA MiKit; (b)
mortero + RNeasy Mini Kit; (c) Homogenizador mecani¢
Fungal RNA Mini-Kit; (d) Homogenizador mecanico + Ridg
Figura 1: Comparativa entre las concentraciones de ARN totAfini Kit.

obtenidas mediante el kit RNeasy Mini Kit y el kitrfigal RNA

en los alimentos ensayados.
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Desarrollo de la aplicaciéon informatica BioRCA 1.4para el estudio de la
estructura de losbiofilms bacterianos

Rosa Capita? Félix Riesco-PelaézLaura Buzén-Durény Carlos Alonso-Calleja?

! Departamento de Higiene y Tecnologia de los AltmerUniversidad de Leén, Espaiiasa.capita@unileon.es
2 Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimet6FAL), Universidad de Ledn, Espafia
® Departamento de Ingenieria Eléctrica y de Sisteynastomatica, Universidad de Ledn, Espafia

La presencia dbiofiimses un fenémeno indeseable en el contexto de tal $alblica y la Seguridad
Alimentaria. En la mayoria de las investigacionescaracterizacion cuantitativa de las imagenes
tridimensionales de Idsiofiims se realiza considerando de forma conjunta todaséllas presentes.
Se ha desarrollado una aplicacion informatica (Bi8RL.4) que permite estimar, por separado para
las células vivas no dafiadas, dafiadas subletalrmensetivadas, los parametros estructurales de los
biofilms bacterianos. Se caracterizaron iafilms producidos po6taphylococcus aureussistente a

la meticilina en ausencia de biocidas y en presetieiconcentraciones subinhibitorias de cloruro de
benzalconio (CB), fosfato trisédico (FTS) e hipaitto sddico (HIP). Losbiofilms formados en
presencia de FTS presentaron los menores valorebiad®lumen (18.783,70+18.967,86° ns
179.721,03+111.806,57 *u P<0,01) y porcentaje de superficie cubierta (47,@9%3% vs
94,64+11,89%P<0,001). Los porcentajes de células inactivada®fumas elevado$€0,01) en los
biofilmsformados en presencia de HIP (28,16+8,38%) y d& @5,95+3,47%) que en los producidos
en ausencia de biocidas o en presencia de CB (rded&29+5,97%). La utilidad de la aplicacion
desarrollada radica en la posibilidad de analizarsgparado las células vivas no dafiadas, dafiadas
subletalmente e inactivadas, hecho de gran interdsndo en cuenta que las implicaciones negativas
de loshiofilmsvarian en funcion del grado de viabilidad de Eslas que los constituyen.

INTRODUCCION problemas fuera del ambito hospitalario por el
consumo o manipulaciéon de alimentos contaminados,
las plantas de procesado de alimentos es un femmgﬁb'endose descrito m_fecmones por esta causasmcl
indeseable en el contexto de la Seguridad Alim'entaren adultos >anos (Capita y AIonso-(_:aIIeja, 20:."3)_'

al incrementar el riesgo de contaminaciéon de lg Los objetivos de este trgt_)ajo han’ .S'do' 1)
alimentos con microorganismos patdgenos. Adem éesarrollar un programa informatico especifico era

: . . : estudio de losbiofilms bacterianos que permita la
la capacidad para formar peliculasta considerada stimacion de los parametros estrug[uralgs en dlase
como un importante factor de virulencia en lo§ P

. : : : ado de viabilidad de las células que los for
microorganismos  responsables de infeccion&d q ya2)

humanas, habiéndose observado que el 80% de to%%%’d'ar la influencia de la exposicion a dosis

las infecciones bacterianas estan asociadzsféms > |nh|b|t_or|as de diferentes 'b|(.)C|das de uso

(Steenackers y col., 2012) alimentario en la estructura de lb®films formados
En investigaciones previas se ha puesto &8’ MRSA.

manifiesto que la exposicion de las células bated .

a dosis subinhibitorias de biocidas (situaciénesite MATERIAL Y METODOS

en la Industria Alimentaria) puede modificar l&Se empled la metodologia descrita con anterior{Qagpita

capacidad de las bacterias para fornmofilms Y col., 2014). Losiofilms de la cepa MRSA48 (de origen

(Capita y col., 2014). En la mayoria de los estsidto carnico) se formaron en ausencia y presencia de los

caracterizacion  cuantitativa de las imagenddccidas (MIC/2) cloruro de benzalconio (CB), fdsfa
tridimensionales de los bioflms se realiza trisédico (FTS) e hipoclorito sédico (HIP). Paratilecién

. . .. de las células se usaron los colorantes Syto9 wvrgode
considerando conjuntamente todas las Celu'ﬁ?opidio (LIVE/DEAD ® BacLight™: Invitrogen).

presentes y habitualmente no se analizan por siparg, aqquisicién de las imagenes (6 repeticioneskeaizé
|aS Ce|u|aS vivas no danadaS, danadaS Subletalmeng’%n ayuda de un microscopio |é_ser Confoca| de dlarri
inactivadas, hecho que seria de gran interés daslasNikon Eclipse TE 2000-U (Nikon Instruments Inc.pr el
diferentes implicaciones gque estos grupos de &Eluf@ocesado de las imagenes se utilizé el programa
tienen en el &mbito de la Salud Publica. informético BioRCA 1.4, desarrollado por nuestrapr de

Si bien las cepas de MRSAn¢thicillin-resistant investigacion utilizando el entorno IDEInfegrated
Staphylococcus aurelise asocian principalmente corDevelopement EnvironméntLazarus. Los parametros

. . . ., : H 3.
infecciones nosocomiales, también pueden cauggfimados fueron biovolumept'; volumen ocupado por
las células en el campo observado -14.1gh"),

La presencia de peliculas microbiangisf{ims) en
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porcentaje de superficie cubierta, coeficiente uposidad
(estimaciéon de la variacion en el grosor tefilm), y
altura maxima debiofilm (um; determinada directamente
en funcién del nimero de secciones Opticas genlen el
eje 2).

Los parametros estructurales de hsfilms se estimaron
por separado para las células vivas no dafadasddsai
subletalmente e inactivadas. La agrupaciéon de éadas
segun su grado de viabilidad se realizé fijando nahels
para la fluorescencia roja y verde en base a
correlaciones  observadas previamente entre
biovolimenes y los recuentos obtenidos por siengora
placa. El andlisis estadistico de los datos (ANOpreba
de rango multiple de Duncan) se realiz6 con ayuela d
programa informatico Statistica 8.0 (Statsoft Ltd.)

Biovolumen (p¥)

las
los

Células expuestas a

m Células inactivadas
= Células no dafiadas

u Células con dafio sublatal
r. Total

Figura 2: Biovolumen (um) correspondiente a los distintos
grupos de células epiofilms formados en ausencia de biocidas

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestran
tridimensionales representativas de

las imagen
IdBofilms

producidos en cada una de las condiciones estwdiadéntre si P<0,05).

(NO) o en presencia de concentraciones subinhidstate cloruro
benzalconio (CB), fosfato trisédico (FTS) o hipoitb sddico
S). Las columnas que, dentro de un mismo tipccélalas,
comparten alguna letra no muestran diferenciasifisigtivas

Tabla 1 Parametros estructurales de losfilms formados por la
cepa MRSA48 obtenidos con el programa BioRCA 1.4.

FORMACION DEL BIOFILMS EN PRESENCIA DE

0,428+0,065ab
0,415+0,022ab

0,414+0,193a
0,234+0,185c

0,468+0,185ab 0,6118M
0,307+0,151ac  0,5@Bh

NO CB FTS HS
A 99,71+0,45a 99,60+0,62a 47,09+25,75b  86,62+17,30a
B 98,54+2,84a 99,20+1,23a 38,54+23,47b  73,97+21,92c
C 88,94+1259a 87,80+18,50a 18,21+17,85b 58,30824,0
D 63,72+11,37a 44,67+45,44ab 16,71+16,97b 67,9921,
E 33,67+2,80ab 43,33+6,98a 29,83+11,70b  33,67+8,87a
F  19,33+2,58a 25,83+2,48b 16,83+5,98a 17,33+1,97a
G 2550+2,95ab  31,17+4,40a 20,00+8,90b 26,00+9,70ab
H 8,50+1,52a 8,67+4,84a 10,33#4,13a 18,33+4,08b
| 0,281+0,093a  0,265+0,171a  0,594+0,166b  0,537&4115
J 0,318+0,074a  0,296+0,116a 0,518+0,152b  0,49680,06
K
L

Figura 1: Imagenes tridimensionales de los biofilms prodosi
por la cepa MRSA48 en ausencia de biocidas (NQ) presencia
cloruro de benzalconio (CB), fosfato trisédico (FBS)ipoclorito

sadico (HS).

Biofilms producidos por la cepa MRSA48 en ausencia de lEeqNO) o
en presencia cloruro de benzalconio (CB), fosfaisodico (FTS) o
hipoclorito sédico (HS). Porcentaje de superfiaibierta por el biofilm
(A); porcentaje de superficie cubierta por las le&lwivas no dafiadas (B),
con dafo subletal (C) e inactivadas (D); alturaimaxdel biofiim (E);

altura maxima correspondiente a las células vivadanadas (F), con
En la Figura 2 y la Tabla 1 se muestran |o#gfio subletal (G) e inactivadas (H); rugosidadhdetilm (I); rugosidad

principales parametros estructurales cuantitathes

correspondiente a las células vivas no dafiadasof@)lafio subletal (K) e
inactivadas (L). Los valores que, dentro de unamaidila, comparten

los biofilms La exposicion a FTS redujo la capacidaéiguna letra no muestran diferencias significatesse siP<0,05).

de las células para formaiofilm. Asi, los biofilms

formados en presencia de FTS presentaron Igfs| |0OGRAFIA

menores valores de biovolumen (18.783,70+18.967,86
n®vs179.721,03+111.806,57P<0,01) y porcentaje
de  superficie  cubierta  (47,09%£25,75% vs

% pita, R., Alonso-Calleja, C. 2013. Antibiotic-resigtaacteria:
a challenge for the food industry. Crit. Rev. Food Sktr.,
53:11-48

94,64+11,89%;P<0,001). Los porcentajes de célulagaprita, R., Riesco-Pelaez, F., Alonso-Hernando, Aongo-

. . e Calleja, C. 2014. Exposure &fscherichia coliATCC 12806
inactivadas fueron mayore®<0,01) en losbiofilms to sublethal concentrations of food-grade biocindsiences

producidos en presencia de HIP (28,16+8,38%) y de its ability to form biofilms, resistance to antimibials, and

FTS (15,95+3,47%) que en los formados en ausenciaultrastructure. Appl. Environ. Microbiol., 80:126280.

de biocidas o en presencia de CB (8,29+5,97%). Steenackers, H, Hermans, K, Vanderleyden, J, Desieecker,
SCJ. 2012Salmonellabiofiims: an overview on occurrence,

structure, regulation and eradication. Food Res.451502-
531.
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SESION II: La seguridad alimentaria y la Microbiologia de los Alimentos desde
distintas perspectivas I.
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La Seguridad Alimentaria y la Microbiologia de losAlimentos desde la
perspectiva de los Sistemas Sanitarios de Salud
Rosa del Campo

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitaricamoén y Cajal e Instituto Ramon y Cajal de
Investigaciones Sanitarias (IRYCI&sacampo@yahoo.com

La OMS define a las toxiinfecciones alimentariadescenso de los casos de salmonelosis, 91.034 casos
como aquellas enfermedades que pueden senfirmados en 2012; mientras que el niumero de
atribuidas al consumo de un alimento especifica, disteriosis aumenté a 1.642. El numero de
una sustancia que se le ha incorporado, a wxiinfecciones por Escherichia coli
contaminacion a través de recipientes o en prodesoenterohemorragica (ECEH) alcanzé los 5.671 casos.
preparacion y distribucion. Un brote se define comin lo que respecta a nuestro pais, se notificaddnh 4
un incidente en el cual 2 0 mas personas presantn brotes en el sistema de declaracidon de brotesieda
misma enfermedad después de la ingestion del misiacional de Vigilancia Epidemiolégica, de los que
alimento o después de la ingestion de agua de 225 fueron producidos p&almonella
misma fuente y donde la evidencia epidemiolégica Mas de la mitad de las toxiinfecciones alimentarias
implica al alimento o el agua como fuente de lpasan desapercibidas por ausencia de sintomag, 0 so
enfermedad. Los principales patdgenos causantescdadros muy benignos que se resuelven solos en
toxiinfecciones alimentarias son por orden dpocos dias. En muchas de las ocasiones esta en
relevancia clinica y frecuenciaSalmonella spp. relacién con la dosis infectiva minima (concentiaci
Campylobacter spp., Listeria  monocytogenes de microorganismo que debe alcanzarse para causar |
Norovirus, Escherichia coli O57:H7, Clostridium toxiinfecciébn) y con la respuesta inmunitaria del
perfingens Yersinia enterocoliticay Shigella spp. paciente. Cada patdgeno esta a su vez relaciomado ¢
Con respecto al tipo de alimento que suele causar cuadro clinico diferente; mientras que Norovirus
estas infecciones destacan las carnes de pollip ger causa cinco veces mas morbilidad ds&monella
ternera, los alimentos procesados, los huevos y lesta sin embargo es responsable de muchas mas
lacteos. hospitalizaciones debido a la gravedad de losmsido

Se estima que en todo el mundo las toxiinfecciongsie provoca. Asi mismo, el agente causal que mayor
alimentarias afectan a 60-80 millones de person@sa de letalidad tiene 8almonellaLa infeccion por
cada afio y en el aflo 2005 causaron 1,8 millones Idsteria puede provocar poca morbilidad pero en
muertes. En la Union Europea en 2012 se recogiercambio es el tercer agente causante de muerte y el
datos de 5.363 brotes alimentarios, con un total déptimo de hospitalizacion.

55.453 pacientes implicados, 5.118 hospitalizagone Aparte de los sintomas digestivos clasicamente
y 41 defunciones. Los principales agentes causabksociados con las toxiinfecciones alimentariasteri
implicados en los brotes alimentarios de los que e&os cuadros clinicos como los sintomas neurod&gic
conoce el origen siguen sien@&almonella seqguido y pardlisis muscular causados pGampylobacter
por toxinas bacterianas, virusGampylobacterLos (Sindrome de Guillain-Barré), el Sindrome
alimentos implicados en este tipo de brotes fueron Hemolitico-Urémico que ocurre en muy baja
primer lugar los huevos y ovoproductos, seguidas pproporcién de infecciones p@. coli O57:H7, y los

las mezclas de varios alimentos, pescado y prosluctetrasos mentales causados por la infeccidrigleria

de la pesca. También se produjeron 16 brotesonocytogenesy Toxoplasma gondiidurante el
relacionados con el agua, producidos por calicsyiruperiodo gestacional.

Escherichia colienterohemorragicazryptosporidium En los registros epidemiol6gicos se recogen los
parvumy rotavirus. datos de morbi/mortalidad de estas infecciones y

La Autoridad de Seguridad Alimentaria Europetambién de los denominadores de pérdida de diasy d
(EFSA) y el Centro Europeo de la Prevencién dealidad de vida (DALY y QALY). Sin embargo
Enfermedad y el Control (ECDC) han emitido emxisten otros problemas sanitarios asociados & esta
2014 un informe con los registros de los 27 pailees infecciones que muy rara vez se tienen en cuerds. T
la Unibn Europea sobre las toxiinfeccionetos procesos diarreicos, comienza un proceso de
alimentarias y zoonosis del afio 2012. Laeposicidn de la microbiota intestinal y como mucha
campylobacteriosis fue la zoonosis mas frecuemnte ceeces coincide con el paciente ingresado en umacent
214.268 casos confirmados, principalmente p@anitario, éste puede ser colonizado por los llasad
contaminacion de carne de pollo. Se ha detectado ‘eiones hospitalarios de alto riesgo”, causantes de
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Rosa del Campo Morenaobtuvo el

grado de Doctor en Medicina y
Cirugia en 1998 en la Universidad
de Zaragoza. Desde 1999 ha
trabajado como investigadora en la
Comunidad Autéonoma de Madrid,
formando parte del Servicio de

infecciones severas y numerosas complicacio
nosocomiales. A su vez, muchos de estos clo
pueden albergar determinantes moleculares
resistencia a los antibioticos que pueden propiaomr
fallo terapéutico en un proceso infeccioso posteri
Este es el caso de. perfringens que ademas de se
un patégeno alimentario estd causando bro Microbiologia del Hospital Ramén y
nosocomiales en todo el mundo con alta tasa Cajal y del Instituto de Salud Carlos
resistencia a antibioticos y frecuentes recidivagi-FIS, en este (ltimo en calidad de investigatidiguel
Recientemente se ha sugerido el trasplante de HeceServet". Actualmente realiza su actividad investaya en

un familiar cercano como el método mas efectiva pael Instituto Ramon y Cajal de Investigaciones Bidiogs.
combatir esta infeccion. Sus intereses investigadores se centran en eli@stedas
Dentro de la definicion de toxiinfeccioninteracciones entre los microorganismos probiotigosa
alimentaria podria tener cabida también las zoanogf’rj["I intestinal, Iasl ap"ca‘_"?”es, deb Iats tecnicds I
que se derivan del consumo de alimentos relacianadd.,Jcromica —y - la  resistencia —bacteriana —a 10s
. . . antimicrobianos.
con el ganado. Asi, existen numerosos estudios que

demuestran el paso de linajes bacterianos desde Fgsdutora de mas de 60 articulos cientificos erstesy
animales al ser humano, como por ejempl' ternacionales de impacto, ha dirigido 8 tesistolades,

Staphvl ST398 también  d a colaborado en diversos congresos nacionales e
aphylococcus —aureu » Pero tambien 0€;,arpacionales con mas de 200 comunicaciones y ha

mecanismos de resistencia a los an,t'r_n'c"Ob'anB&ticipado en numerosos proyectos de investigacion

vehiculizados en elementos genéticos moviles. publicos y privados. Es miembro del comité edifodia la
revista Microbial Drug Resistancey del comité directivo
del Grupo de Alimentos de la SEM.
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La Seguridad Alimentaria y la Microbiologia de losAlimentos desde la
perspectiva de los investigadores

Migquel A. Asensio

Higiene y Seguridad Alimentaria, Universidad derExtadura, Espafianasensio@unex.es

La investigacion en microbiologia aporta una baskesarrolladas mediante una actividad investigadora
sblida a la seguridad alimentaria, identificandgeces no se pueden aplicar facilmente, ya sea por
agentes patdégenos y sus toxinas, estudiando caestiones técnicas, comerciales, legales o de otro
incidencia en los alimentos y disefiando nuevago. Al mismo tiempo, la seguridad alimentaria es
procedimientos para controlar el riesgo en digdintano de los factores limitantes en el desarrollo de
etapas de la cadena alimentaria. El conocimiemoievos productos o procesos, especialmente en los
generado en los centros de investigacion e se reducen o0 se incorporan ingredientes que
contribuido al avance del sector productivo, me@ianlimitan el desarrollo microbiano y en los que se
el disefio de nuevos procesos y productos en reodifican los tratamientos que destruyen o inhiben
industria. microorganismos.

La seguridad alimentaria figura entre los retos Los limites o las exigencias minimas de seguridad
sociales de la estrategia europea del Horizont®,202limentaria para estas modificaciones se debermn basa
en la que se incluyen no solo soluciones basadks een el analisis del riesgo, evaluando los posibles
tecnologia, sino también la innovacion no tecna@gi efectos perjudiciales a partir de datos e inforgmaci
y la organizativa. Las lineas de investigacion @e tientifica. Las autoridades sanitarias, como
Union Europea en el ambito de la alimentacion sesponsables de la gestion del riesgo, deben establ
centran en asegurar una dieta sana y segueatas exigencias, bien como el objetivo de segilirida
incluyendo aspectos que se abordan desde alamentaria para el alimento en el momento del
microbiologia, como la evaluacion de laconsumo 0 como objetivos de rendimiento en
contaminacion microbiana a lo largo de la cadereterminadas etapas del procesado. Es decir, deben
alimentaria y de la exposicion a este tipo de patig definir el nivel de control que se espera para un
la innovacion en materia de seguridad alimentasa, proceso o un producto de forma cuantitativa y
como mejores normas de seguridad alimentariaverificable. Sin embargo, a diferencia de lo que
innovaciones en la dieta que conduzcan a una mejstecede con muchos compuestos quimicos, no suele
de la salud y el bienestar. disponerse de estos objetivos en forma explicita pa

La situacion de la seguridad alimentaria en Espafts microorganismos. Ademas, aunque la finalidad se
es similar a la de otros campos de la cienciaiempre asegurar la inocuidad y el valor nutritiog,
encontrandose  demandas de masa  criticajterios de las autoridades sanitarias puederawari
colaboracién entre grupos especializados, necesidajun el pais e incluso la comunidad auténoma.
de participar en proyectos de caracter interdisapl Los operadores de las empresas alimentarias que
colaboracién internacional, etc. Comparte con otr@daboran los nuevos productos o aplican los
campos cientificos las necesidades que se idemtifidratamientos deben seleccionar las medidas deatontr
en los objetivos especificos del Plan Estatal gmra cumplir los objetivos de rendimiento para los
Investigacién Cientifica y Técnica y de Innovaciomicroorganismos de interés, bien mediante buenas
2013-2016, entre los que se incluye la innovacida y practicas higiénicas y el Andlisis de Peligros ytes
transferencia de conocimiento y de resultados @& Control Critico, 0 mediante criterios de
sector productivo. El éxito en la transferencia deéendimiento, del proceso, del producto o de
esfuerzo en investigacion mejora con la particifiaci aceptacion. La falta de precision en los objetigtes
directa de las empresas en el disefio de los afigetivseguridad alimentaria o de rendimiento dificulta la
particularmente en la explotacion de nuevasnovacién en la industria, porque la empresa debe
tecnologias, ya sea a través de empresas implieadasalidar los procesos, demostrando a satisfaccida de
procesos de innovacion y de base tecnoldgica osbieautoridad sanitaria que sus medidas de control son
través de centros y parques tecnolégicos. eficaces para lograr esos objetivos.

Sin embargo, la aplicacion de estos objetivos a la Ademas de la falta de precision en los objetivas, |
seguridad alimentaria cuenta con algunos aspect@didacion de las medidas de control se encuepina c
particulares. El flujo de conocimiento de los cestr la dificultad de tener que considerar la variahitid
de investigacién a las empresas no siempre resudato de los valores iniciales de contaminaciona@om
plenamente satisfactorio, porque las solucionele la sensibilidad de las distintas cepas de un
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Miguel Angel Asensio Pérezes
Licenciado en Veterinaria y Doctor
por la Universidad Complutense de
Madrid (1986). Tras realizar una
estancia post-doctoral en é&ood
Research Institutede Bristol, ha
desarrollado su actividad docente e
investigadora en el Departamento de
Produccion Animal y Ciencia de los

microorganismo  patégeno o de  distinto:
microorganismos. A pesar de la gran cantidad «
datos que se obtienen regularmente con los anali
para los controles oficiales y para la verificacig
los programas de Analisis de Peligros y Puntos
Control Critico, es muy escasa la informacid
disponible de la frecuencia real de la incidenasa (
microorganismos patdégenos y sus toxinas en |
distintas fases de la cadena alimentaria. Tami#én Alimentos de la Universidad de
complica la validacién por la incertidumbre asoaiad Extremadura. Es Catedratico de
los andlisis microbiologicos, debida a la distrilbnc Higiene y Seguridad Alimentaria en la Facultad de
heterogénea de los microorganismos patdgenos enVgterinaria de Caceres, de la que fue Decano (1897
materias primas y a la diversidad de sus estacdd¥l)-

fisioldgicos, incluyendo formas esporuladas, viableSu actividad investigadora se ha orientado al éstae la
no cultivables, etc. Con los nuevos productos R¢blacion fingica de los productos carnicos macsad
procesos, cuando la bibliografia no ofrece datos EW© para seleccionar cepas con efectos deseaties

idénticas condiciones, suele resolverse realizanﬂ%ra detectar y prevenir la formacion de micotosirtda
sido Presidente de la Junta Directiva del Grupo de

pruebas de inOC.UIaCiénK‘.’Jl”enge tessen los que se Alimentos de la Sociedad Espafiola de Microbiolagie
procesa e_l alimento ln(_),culado con cepas d§ 00 a 2008) y ha participado como consultor de la
microorganismo de eleccién que hayan originad@iernational Commission on Microbiological
brotes por alimentos, preferiblemente las mMmapecifications for FoodsActualmente es asesor cientifico
resistentes a la medida de control, y a nivel@gl Servicio de Innovacién en Productos de Origaimal
superiores a los que se hayan obtenido nunca enS#PA) y miembro del Instituto de Productos Carmico
alimento. Esto exige una eficacia de las medidas BroCar) de la Universidad de Extremadura.
control que no se corresponde con un adecuado
analisis del riesgo, el cual debe constituir lacbds
las decisiones relativas a la seguridad alimentaria
Por lo tanto, la comunidad cientifica debe
persuadir a las autoridades sanitarias para que
establezcan los limites o exigencias en materia de
seguridad alimentaria de forma explicita, incluyend
objetivos de rendimiento obtenidos mediante un
riguroso analisis del riesgo para las etapas asiten
el procesado de alimentos. También seria convenient
unificar las exigencias entre los distintos mersado
dentro y fuera de la UE. Por ultimo, seria muy util
disponer de los numerosos datos que se obtienen
regularmente sobre la incidencia de los peligros
microbianos a lo largo de la cadena alimentaria.
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Actividades recientes de la EFSA sobre riesgos bagjicos en seguridad
alimentaria

Pablo Romero
European Food Safety Authority (EFSA), Parma, dtdfabloRomeroBarrios@efsa.europa.eu

La seguridad de los alimentos es una de l&rmacion y experiencia de los miembros del panel
principales prioridades en Salud Publica a nivéhcluyen higiene de los alimentos, tecnologia de lo
nacional, comunitario e internacional. Segin segec alimentos, microbiologia de los alimentos, salud
en el Reglamento CE 178/2002, la principal misién ¢ublica, sanidad animal, parasitologia, virologia,
la EFSA es elfacilitar asesoramiento cientifico y zoonosis, inspeccién de carnes, epidemiologia y
apoyo cientifico y técnico de cara a la labomrencefalopatias espongiformes transmisibles.
legislativa y politica de la Unidon Europea en todos Los gestores de riesgos que solicitan una opinion
aquellos ambitos que, directa o indirectamenteientifica sobre un tema determinado, definen el
influyan en la seguridad de los alimentos pargroblema en cuestion proporcionando informacién de
consumo humano o animal. La Agencia facilitaréeferencia sobre las bases legales y el objetdctha d
informacion independiente acerca de todos los temesnsulta, seguido de la identificacion de cuestone
comprendidos en estos &mbitos asi como tomara pactncretas (los llamados "términos de referencig,
en la comunicacién de riesgos deben ser contestados en el ejercicio de evaluaeion

Uno de los elementos principales en la estructuri@sgos. También se establece una fecha limitelpara
de la EFSA son los paneles (o comités) cientificoBnalizacion de la opinién cientifica. En genergl,
responsables de gran parte de proporcionar ddpendiendo del tipo de pregunta, las opiniones
asesoramiento cientifico. Cada uno de los nueegntificas se estructuran de acuerdo con cuatro
paneles cientificos de la EFSA opera en la evadnaciprincipios bien establecidos para la evaluacion de
de riesgos en un ambito definido de la seguridaiksgos microbiolégicos: la identificacién del ged,
alimentaria, entre los cuales se encuentran: psligla evaluacion de la exposicion, la caracterizacléh
biolégicos, peligros quimicos, salud y bienestgreligro y la caracterizacion del riesgo, aunque no
animal, sanidad y protecciébn vegetal, aditivos todas las opiniones contienen necesariamente los
sustancias utilizados en alimentos para consurooatro elementos.
animal, organismos modificados genéticamente, y El panel BIOHAZ inicia la evaluacién del riesgo
nutricion. Los paneles estan constituidos pasignando la tarea a un grupo de trabajo permaoente
cientificos independientes de toda Europa y dien establece un grupo de trabajo especéitdoc,
algunos casos de fuera de Europa, previa convégat@egiun convenga. Los grupos de trabajo estan
publica de manifestaciones de interés. formados por miembros del panel y por otros exgerto

La Comision Europea, el Parlamento Europeo, invitados previa valoracién de sus meéritos cierd#i
las autoridades nacionales competentes, en caleladen el area. Un representante de la Comision Europea
gestores del riesgo, encargan regularmente a |& EF&mbién participa en las reuniones de trabajo en
la elaboraciébn de un dictamen, también llamadmlidad de observador. Hay que tener en cuentdaque
opinion cientifica, sobre un tema dentro del amb@&o comunicacion entre el evaluador de riesgos (EFSA) y
actuacién de la agencia. Internamente en EFSA &l gestor de riesgos (Comision Europea) empieza
decide qué panel es el mas adecuado para trater diantes de la presentacion de la consulta al panel y
cuestiéon. A continuacion se describird la misiénontinda durante todo el proceso de evaluacion del
principal del panel cientifico sobre peligros bgilibs riesgo. Por ejemplo, que la pregunta sea clara y
(BIOHAZ), su procedimiento de trabajo y se ofreceréomprensible, la aceptabilidad del plazo y la
un breve resumen de sus opiniones cientificassponibilidad de una informacion de referencia
relativas a las zoonosis transmitidas por los alto® adecuada forman parte de las conversaciones peevias
e higiene y microbiologia de los alimentos. la presentacion formal de la consulta al panel y al

El panel cientifico BIOHAZ proporciona opinionesinicio de la evaluacion de riesgos. También se
cientificas sobre los peligros biologicos relatieota producen otras interacciones informativas que
seguridad de los alimentos y a las enfermedadesluyen conversaciones con otras partes interesada
transmitidas por los alimentos (incluyendo ladurante el desarrollo de la opinion. El grupo déajo
encefalopatias espongiformes trasmisiblegpuede, por ejemplo, puede pedir mas informacién a |
microbiologia, higiene de los alimentos y sobre l@omision, a los Estados Miembros o a otras fuentes
gestion de residuos y subproductos animales. [(@sociaciones empresariales, etc.). Por otra parte,
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medida que se desarrollan las conversaciones yedEacia de sustancias que se van a utlizar para

recibe la informacién, la consulta puede reformadar descontaminar las superficies de productos de rorige

0 revisarse. ElI grupo de trabajo elabora uanimal. Por ejemplo, la evaluacion de la efica@h d

anteproyecto de su opinion cientifica para que séeido lactico para eliminar contaminacion de la

considerado por el Panel BIOHAZ, que es responsalsigperficie de cortes o canales de vacuno, publieada

del resultado final, y en concreto de aceptar lat2011.

conclusiones y recomendaciones. En algunos cdsos, e

anteproyecto de opinion cientifica sale a consulta

publica y los comentarios recibidos de todas latepa

interesadas se tienen en cuenta durante la discysié

la posterior adopcién del documento por parte del

panel. Por dltimo, la opinidén cientifica adoptada s

publica en el sitio web de la EFSA y se hace un

comunicado de prensa si se considera oportuno.
Desde que en el afio 2003 se establecieron y

pusieron en funcionamiento los paneles cientifi®s §

la EFSA hasta el dia de hoy, el panel BIOHAZ h

publicado aproximadamente 175 opiniones cientifica

Dejando aparte los temas referentes a

encefalopatias espongiformes transmisibles,

consultas que ha recibido el panel y para las gue

emitido opiniones cientificas pueden clasificarse

Pablo Romero  obtuvo la
Licenciatura en Veterinaria en 1994
(especialidad en Bromatologia,
Sanidad y Tecnologia de los
Alimentos) y la de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos en
1996, ambas en la Universidad de
Zaragoza. En 2004 obtuvo un titulo
de Master en Epidemiologia en la
Universidad de Guelph, Canada.

los siguientes temas: _ o En 1997 se trasladé al Reino Unido,
» Para un peligro dado (por ejemp{@ostridium donde trabaj6 como inspector veterinario en varios
Bacillus, Campylobacter, Salmone)la la mataderos y salas de despiece. Se incorporé @&tagies

identificacion de las categorias de producta¥iciales veterinarios en el afio 2000, y estuvminerado
alimentarios y/o de los procesos de fabricacion gp el control de diversos brotes epidémicos ansniebre
preparacion de los mismos que pueden suponer difpsa, peste porcinay encefalopatia espongiftonea).
riesgo para la salud humana. Un ejemplo de opini§igSteriormente ha trabajado en Canada e Indonesia c
cientifica en esta linea fue publicado en el 20t epidemitlogo veterinario, en temas de salud pubtiomo

L, C . . la seguridad alimentaria y el control de la gripaa
opinion cientifica sobre la resistencia causada por

; : sde 2009 trabaja en furopean Food Safety Authority
;?an;i) Zz;tsél[?g aei Qm éjr(]:ttg;as de cefalosporlnasa%) SA), donde ha sido responsable de la coordinad&

s ) varios grupos de trabajo del Panel de expertosedigrés
« Para un producto alimentario concreto, Igjo|agicos acerca de la inspeccién de la carnestrasion
identificacion de los peligros microbiol6gicosge scrapie por transferencia de embriones y laetgasion
asociados. Por ejemplo, la opinion cientificde huevos. En la actualidad esta trabajando emayego
valorando el riesgo causado por patdégenos eobre herramientas para la priorizacién de peligros
alimentos de origen no animal, publicada en el 2013biologicos.
* La evaluacion de los métodos de inspeccion de
las carnes de distintas especies animales. Las
opiniones mas recientes fueron publicadas en €l 200
(inspeccidn de cerdos), 2012 (de aves), y 2013r(ua
opiniones sobre rumiantes y otras especies).
* La evaluacion de métodos/medidas de control,
p. ej. la opinion sobr&Campylobacteren carne de
pollo: opciones de control y objetivos de
funcionamiento a distintos niveles de la cadena de
produccion, publicada en el 2011.
» Evaluacion de riesgos de un determinado peligro
a lo largo de toda la cadena alimentaria, p. €j.
Salmonellaen la produccién porcina y en la carne de
cerdo, publicada en el 2010.
» Evaluacion de riesgos como parte de procesos
de homologacion, por ejemplo la evaluacion de la
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La Seguridad Alimentaria y la Microbiologia de losAlimentos desde la perspectiva
de las industrias agroalimentarias
Blanca Jaurequi Arbizu

Centro Nacional de Tecnologia y Seguridad Alimeat@ENTA).bjauregui@cnta.es

INTRODUCCION La mayor parte de la actividad microbioldgica en
A excepcion de los sectores basados en proce%gTA S€ origina en.la.s necesidades apalltlp,as sle la
empresas en cumplimiento con la legislacion o sus

fermentativos, para muchas CMPreS8s opios requisitos de autocontrol por clientes, o
agroalimentarias, microbiologia es sinénimo dgrop 9 P ’

. normas de calidad tipo IFS 6 BRC, por ejemplo. Sin
problemas. A menudo las mejoras en procesos o ‘Fglnbar o, en al unaspocasiones es F?ecis{) ch))flundiza
esfuerzo analitico dedicado a verificaciones 90, 9 P P

. P : - . en las causas que han provocado algun tipo de
controles microbiologicos tienen como objetivo awit alteracion microbﬁolé ica dert)ectada en Iog anéﬂzis
estos problemas. utina 9

CNTA, como entidad que presta servicio$ '

. j este respecto cada vez son méas frecuentes las
tecnoldgicos avanzados a mas de 500 empresas de P

. . e tuaciones en las que se deben realizar estudios d
sector agroalimentario, ha acumulado en los UIt'm(l%dole multidisci Iingr ara dilucidar las causasas
treinta afios una importante experiencia en lo q P P

refiere a las demandas en cuestiones microbiol@gic% eraciones.

de las empresas con el unlco_obje't_lyo de dar swoiuci CALIZACION DE LOS PROBLEMAS

a estos problemas. A continuacion se expondr CROBIOLOGICOS EN LA INDUSTRIA

algunos datos sobre tipologia de analisis realzato

CNTA con referencia a su estratificacion por magic En colaboraciéon con los Departamentos de

alimentarias, analiticas realizadas etc, que esflép microbiologia y seguridad alimentaria de CNTA, se

que las empresas solicitan de forma rutinaria a etaboré una encuesta de 20 preguntas con el abjetiv

centro tecnoldgico en materia de microbiologia. de conocer en qué localizacibn se encuentran las
En esta presentaciobn también se presentan [@®ocupaciones microbiolégicas de las empresas

datos obtenidos mediante encuesta a técnicaliimentarias y otros aspectos generales no vineslad

responsables de calidad y seguridad alimentaria &mna localizacion concreta.

varias empresas agroalimentarias representativas deEn la encuesta se solicitdé la valoracidén por parte

distintos subsectores. técnicos de amplia experiencia en empresas
) alimentarias sobre:
MICROBIOLOGIA EN CNTA * Recepcidn e inicio del proceso productivo

A partir de la base de datos LABWARE-LIMS de * Transformacion
gestion de resultados de laboratorio implantado en ¢ Expedicion y venta
CNTA desde 2012, se realizd una consulta en la que  « Temas horizontales
se seleccionaron aquellas muestras con

determinaciones microbiologicas en un periodo | as respuestas obtenidas se han agrupado de forma
aproximado de dos afios y medio (entre el 1 de Engjfigalitativa para determinar las localizaciones mas

de 2012y el 14 de Mayo de 2014). frecuentes de las preocupaciones microbiolégicas de
Del total de 92098 muestras analizadas en CNTfys empresas.

32803 tenian alguna determinacion microbioldgica, |
que supone el 36 % del total de muestras que se
manejaron en CNTA durante ese periodo.

En lo que se refiere a los analisis mas demandados
se observa un cumplimiento muy préximo a la regla
80:20 de Pareto. Mas del 80 % de las determinagione
pertenecen a 22 andlisis microbiolégicos. Cabe
destacar que casi un 30 % de todos los andlisis
realizados corresponden a las determinaciones de
estabilidad de conservas. La distribucion por roeri
alimentarias es mas dispersa debido al elevado
namero de descripciones de producto disponibles.
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Blanca Jauregui se licenci6 en
Ciencias  Biologicas por la
Universidad de Navarra en 1990 y
obtuvo el titulo de Master en Mejora
Genética Vegetal por el Instituto
Agrondmico  Mediterrdneo  de
Zaragoza en 1993. Obtuvo el grado
de Doctora en Ciencias Biol6gicas
por la Universitat de Barcelona en
1998, tras lo cual realizé una
estancia como investigadora
postdoctoral en el Institut National de Recherche
Agronomique (INRA) (1998-1999). En 2000 se incotpor
al Centro Nacional de Tecnologia y Seguridad Alitaga
(CNTA), primero como responsable del Departamergo d
Biotecnologia, y posteriormente como Responsable de
Departamento de Aguas (2005).

En CNTA ha trabajado como investigador responsabl8
Proyectos de I+D del programa PROFIT de investgaci
aplicada, en los campos de biotecnologia y anétisis
aguas, siempre en colaboracion con empresas
agroalimentarias. Ha representado a CNTA en digerso
comités técnicos vinculados al andlisis alimentarinivel
nacional (AEN 34/SC4 GT11, OGMs) e internacional
(CEN/TC 275 WG11, OGMs; CEN/TC 275 WG12,
alérgenos), y ha colaborado en foros técnicos natgs y
europeos en colaboracion con el sector de aguasadas.
Desde Enero de 2013 es Directora de [+D+i en CNTA,
desarrollando la coordinacion de los investigadadeb
Centro en torno a cinco ejes tematicos: ingredgente
alimentarios de valor, generacién de nuevos pradyct
procesos y packaging, nuevas tecnologias de cawény
microbiologia industrial 'y produccién alimentaria
sostenible
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Betalactamasas de espectro extendido en alimentg@sevalencia

y estudio filogenético de cepas descherichia coli
Elena Ojer-Usoz, David Gonzélez y Ana Isabel Vitas

Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y AguBgpartamento de Microbiologia y Parasitologia
Universidad de Navarra, Espafi@ojeruso@alumni.unav.es

Como consecuencia del elevado uso de betalactareitodinica humana y en veterinaria se ha
detectado la emergencia de resistencias a estb$otobs en microorganismos de la familia de las
Enterobacteriacege siendo la produccion de betalactamasas de espegtendido (BLEE) el
mecanismo de resistencia predominante. El objeteveste estudio fue determinar la prevalencia de
cepas productoras de BLEE en diferentes grupodirderdaos y realizar el estudio filogenético de las
cepas de. coli aisladas. Se analizaron un total de 580 muest&adinhentos de diversos origenes:
vegetales=306), quesosnE34), pescadosn€34), carnes frescas (polie=56; cerdon=57; ternera
n=56) y carnicos cocidos loncheados37). Los resultados mostraron que la carne de po#dsenta

un elevado riesgo de transmisién de cepas BLEEdpma en el 87,5% de las muestras) yEueoli

es la especie predominante (87,5% de 116 cepastergsis a cefpodoxima). La caracterizacion
molecular por PCR y secuenciaciéon mostro blagrxv.: Y blactxw-14 €ran los genes predominantes,
seguidos délagyy.12 Y blarem.s2. Finalmente, la PCR tripleliuA, yjaA, tspE4Q2determind como
filogrupos predominantes A y Bl. Estos resultadasestran la amplia diseminacién & coli
productoras de BLEE en alimentos y especialmenteaemes y derivados carnicos, por lo que son
necesarios mas estudios para conocer las viaselmidacion de estas resistencias.

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

Los microorganismos resistentes a antibiéticos sémtre 2010 y 2012 se muestrearon 22 puntos de vnta
unos de los mayores problemas de salud publica erlimentos distribuidos por toda la geografia nava@e
actualidad. Debido al elevado uso de betalactamicd@lizaron un total de 580 muestras de diversaeoes:
en el tratamiento de infecciones en humanos y §ﬂgetalesr(=306), quesosni34), pescadosne34), camnes

animales. se ha observado un aumento de 'gscas (pollon=56; cerdon=57; terneran=56) y carnicos
! cgcidos loncheados<£37).

reSiSter,",:ia a estos compuestos en microorganisenosP ra determinar la presencia de E-BLEE se realiz6 u
la familia Enterobacteriaceaey especialmente en enriquecimiento en caldo EE Mossel (Difco) y un
Escherichia coli El principal mecanismo de zislamiento en el medio Chrom ID ESBL (Biomerieux),
resistencia a estos antibioticos es la produccén gue selecciona las cepas resistentes a cefpodoXias.
betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Esta®nias sospechosas fueron identificadas mediantbas
enzimas son de codificacion plasmidica y en Idgoquimicas (Gram, catalasa, oxidasa, galerias. API)
ultimos afios han evolucionado mediante mecanismisestudio de susceptibilidad antibidtica se llevécabo
de mutacién, que suponen una rapida adquisicion ‘@édiante test de disco combinado, sinergia de dbste y
resistencias y una gran capacidad de diseminaci¥h determinaron las concentraciones minimas iohias
(Gniadkowski, 2008). Las betalactamasas de tipgcdiante un método automatizado (Siemens NM37).
CTX-M son las mas extendidas en la actualidad, y a caracterizacion molecular de los genes implisado
o ; ; ! tas resistenciadlécrxm, blasqy, blarew y blagxs) se
la ultima decada se ha producido un aumento de [3§i;6 mediante PCR y secuenciacién. Las secugncia
BLEE de tipo CTX-M-15 en Espafia y en toda Europghtenidas se compararon con la base de datos GeyBan
(Livermore y col., 2007). Diversos estudios mueastrayeb de betalactamasastp://www.lahey.org/Studie)s/
la presencia de enterobacterias productoras de BLEL determinacién de grupos filogenéticos se realizo
(E-BLEE) en muestras clinicas, ambientales y dwgediante una PCR triplex que detecta 3 gehes\, yjaA,
alimentos; sin embargo el tltimo informe de la OM$&PE4.C2y que permite clasificar cada cepa en un grupo
sefiala la importancia de integrar los sistemas Hggenético A, B1, B2y D (Clermonty col., 2010).
vigilancia para comparar datos de resistencias en 3
distintos nichos ecolégicos (WHO, 2014). El objetivRESULTADOS Y DISCUSION
de este estudio ha sido determinar la prevalemcla-d | os resultados mostraron que en el 19,3% de las
BLEE en diferentes grupos de alimentos y realizar gyyestras se encontraron E-BLEE, siendo la carne de
estudio ﬁlogenétiCO de las CepasE:ie;‘oliaiSIadas. po”o el alimento gue presenta un riesgo mas etevad
de transmision de estas cepas (Tabla 1), ya qéae est
presentes en el 87,5% de las muestras analizadas.
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E. colies la especie predominante (87,5%), el resésta principalmente presente en carnes de ceréo) (60
de cepas aisladas pertenecieron a los siguienyede ternera (33,33%) (Figura 3).
géneros: Enterobacter cloacae (n=7), Proteus

SHV-12

mirabilis (n=2), Enterobacter aerogenes(n=1), (47500 crans
Enterobacter spp.(n=1), Klebsiella pneumoniae T

(n=1), Proteus vulgaris(n=1), Serratia liquefaciens -
(n=1) y Stenotrophomonas maltophil{a=1). TE?;?.T. aaer

Tabla 1 Presencia de E-BLEE por grupos de alimentos CTXM 14

(20,45%) (25%)

CATEGORIAS DE N MUESTRAS N MUESTRAS
ALIMENTOS ANALIZADAS Pé?_SEIEIX//:)S Figura 2: Genes de betalactamasas detectados en cepasotle
Vegetales 306 14 (4,6)
Quesos 34 0 .
Pescados 34 0 roome |
Carnes frescas pollo 56 49 (87,5) 80%
Carnes frescas cerdo 57 22 (38,6) 600 =D
Carnes frescas ternera 56 23 (41,1) oo, ——
Carnicos cocidos loncheadog 37 1(2,7) ’ =a
Total 580 112 (19,3) 20%
. . e . - . ’ 0%
El estudio de sensibilidad antibiética confirmé Ie Carnesde  Cmmesde Carnesde  Vegetales

pollo cerdo ternera

resistencia a penicilinas, cefalosporinas y azagon

en el 100% de las cepas. Ademas, se observaFdgyra 3 I_Distribucic')n filogenética de las cepaskHlecoliaisladas
porcentajes de resistencias superiores al 60%efeent®" 10 distintos grupos de alimentos.

ampicilina/sulbactam, ciprofloxacino, moxifloxacino Ademas se observd que las cepas portadoras de
y tetraciclinas (Figura 1). Sin embargo, el 100%ade genesblacrxv.1 Se asocian al filogrupo B1 y las cepas
cepas fueron sensibles a carbapenemes, amikacingoytadoras déla crxw-14 @ los filogrupos A y B1. Por

tigeciclina. el contrario, en muestras clinicas las cepagrxw-1
100 se asocian al filogrupo A (Leistner y col., 2014).
© En conclusion, la presencia &e coli productoras

de BLEE en alimentos, y especialmente en productos
carnicos, subraya la necesidad de estudios mas
w exhaustivos para controlar su diseminacion a treeés

la cadena alimentaria.

Porcentajes de resistencias

20 II [ |
| | . 1| ". I BIBLIOGRAFIA
& ¢ &
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y blactx.m-14 SON los genes predominantes (Figura 2), Zdanowicz, |.2 Luzzaro, F., Paoirel, !_., WOOdfOI’d,,MF)OT
seguidos deblaspyv2 Y blarews. A diferencia de lo CTXM: changing the face of ESBLs in Europe. J. Antirob.
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. 9\7&0, World Health Organization, 2014. Antimicrobial
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Finalmente, se observé que el grupo filogenético A (yww who.int/drugresistance).
fue predominante en carnes frescas de pollo (59,56%

y en vegetales (43%), mientras que el filogrupo B1

72



XIX CONGRESOSEMDE MICROBIOLOGIA DE LOSALIMENTOS

Presencia y caracterizacion genotipica d8taphylococcusneticilina
resistentes aislados a partir de queso fresco

Fanny Herrera Arids Jests Santos Buefga

! Departamento de Microbiologia, Universidad de P&#mp, Colombiafannyh@unipamplona.edu.co
2 Departamento de Higiene y Tecnologia de los AltogrUniversidad de Le6n, Espafia

Se analizaron 68 cepas &taphylococcugoagulasa positivas aisladas a partir de 100 masede
queso fresco elaborado en Pamplona (Colombia).e8ardiné la presencia de los siguientes genes
mediante PCRmed, coay los correspondientes a las principales entenoasxque puede producir
esta bacteria, ademas se estudié la posible nagiStencia fenotipica frente a los principales
antibiéticos empleados en clinica; finalmente sdizé la caracterizacién molecular de estas cepas.
detect6 la presencia del garecAen 12 del total de cepas analizadas, el 92% de espas evidencié
resistencia frente a la oxacilina, penicilina yisescia intermedia frente a la vancomicina. Tddas
cepas demostraron la presencia delagmncon una muy baja heterogeneidad; en el 42% deelzess

se detectd la presencia del gen para la enteratdXirLa digestidon del geeoa con cada una de las
enzimasCfol y Alul, mediante PCR-RFLP arroj6 dos perfiles de restiit diferentes entre las cepas.

INTRODUCCION Susceptibilidad frente a antibiéticos A partir de cultivos

) de las cepas de 24 h en TSB, se realizé una siedgra
Se considera qutaphylococcus aureus uno de orma masiva sobre la superficie del agar Muell@rtoh.

|0$ princ?pales agentes causales de int,OXicaCior\Sé colocaron sobre la siembra anterior, discos losn
alimentarias en el mundo y es el patégeno maguientes antibidticos: azitromicina, ciprofloxae;
frecuentemente asociado a quesos elaborados clamitromicina, clindamicina, cloramphenicol, evitnicina,
leche cruda (Cretenet y col., 201$u gran capacidad gentamicina, levofloxacina, lomefloxacina, nitrauatoina,

de adquirir elementos exdgenos por transferendl@rfloxacina, — ofloxacin, — oxacilina,  penicilina G,
horizontal, tanto dentro de la especie como coasotfifampicina, — teicoplanina, - tetraciclina, trimetapri y
especies, le permite ser un patégeno exitoso vgncommma. Cada placa fue incubada a 37°C/24h. Se

L . alizd la interpretacion de los resultados segas |
adaptarse facilmente al medio y a los agentcE'(,juréumetrOS del CLSI (2011).

antlmlcrqblanqs, medlantg ,Ifa_ adqu'S'C'O_r,] de fa&or%etecci()n de genes por PCRA partir de cepas crecidas en
de resistencia a antibioticos codificados  pQiyigo Tripticasa de Soja, incubadas a 37°C/24heakz6
plasmidos, secuencias de insercion y transposongSextraccion del ADN empleando InstaGene. Partiethel
dicha resistencia ha agudizado el problema mundg&fiL del ADN aislado, se llevé a cabo la PCR, esta, se

de las infecciones por esta bacteria. emplearon los pares de cebadores correspondieatas p

Se estima que losS. aureusresistentes a la cada gen a una concentracion final de 1 mM y una

meticilina (MRSA) causaron mas de 150.000 casos MasterMix comercial. Los genes amplificados fueooa

el 2010 en la Unién Europea (Doyle y col., 2012); elcoagulasa)sea seh sec sed see (enterotoxinas a-€) y

Colombia, los casos de MRSA adquiridos en |?1ecA(resistenciaala meticilina, utilizando los cetras y

comunidad (CA) se incrementaron de 1% en el ZOOJ(iglnacjgr;dg?ngglgf amplificacion previamente  desri

5,4% en el 2006 (Vanegas y col., 2012). Ensayos ddPCR-RFLP. Partiendo del amplificado del gen
‘Hasta la fecha, se han reportado algunos brotesdg se establecié el tamafio de cada uno de los fragmen
origen alimentario por MRSA (FBA-MRSA), siendoamplificados mediante la utilizacion del GelAnalyz&e
el origen de estos brotes manipuladores infectadesalizé la digestion de cada amplificado con 2U lae
adicionalmente, se ha reportado el aislamiento dezimasCfol y Alul incubando a 37°C/6h. Se separaron los
cepas MRSA a partir de alimentos, de origen animdiagmentos digeridos en un gel de agarosa al 1,320
principalmente (Doyle y col., 2012). durante 1h. Finalmente, se analizaron los patrafes
El objetivo de este estudio fue determinar |[gandas obtenidos mediante el software GelCompdr, v6.
presencia de cepas MRSA en muestras de qué&gpleando el coeficiente de Dice y el método de
fresco elaborado en Pamplona (Colombia) y realizZ3prupamiento UPGMA.

la caracterizacion genotipica de las mismas. RESULTADOS Y DISCUSION

MATERIAL Y METODOS Presencia de genes que codifican factores de

Cepas. Se analizaron 68 cepas dStaphylococcus Virulencia. _
coagulasa positivas aisladas a partir de 100 naseste Se detecto la presencia del gemecA en 12
queso fresco elaborado en Pamplona (Colombia). (17,6%) de las cepas analizadas, que procedian de 9
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muestras diferentes. En un estudio similafutura propagacion de MRSA a la poblacion, haciendo
Shanehbandi y col. (2014), detectaron este gen erérfasis en la implementacion de Buenas Practicas
21% de cepas deé&. aureusaisladas de quesosHigiénicas y en la supervision de la utilizacion de

tradicionales de Irdn; en Colombia se aislaron 3,0%mtibioticos

MRSA a partir de muestras de carne molida y crem=,
de leche (Vanegas y col., 2012). Nuestro estudio

32 34 36 patron 100pb 55 61 63 67

trata de la primera descripcion de MRSA en queso —
Colombia.

En el 42% de las cepas se detecto la presencia
gen para la enterotoxina estafilococica B (ESB —

siendo este estudio, el primer reporte de estedipo .

Colombia. El hecho de detectar el gen para la ES ; . ; £ =
provee mayor evidencia para soportar que las ce[. . . . e . . z
MRSA puedan estar involucradas en brotes ‘ ;
intoxicaciones alimentarias.

Susceptibilidad frente a antibidticos Figura 1: Ejemplo de patrén de restriccién obtenido encisas

En el 92% de las cepamecA positivas, se MRSAempleanddlul. 30-67: cepas MRSA.
evidencio resistencia frente a la oxacilina, pdiniiy )
resistencia intermedia frente a la vancomicinagtére BIBLIOGRAFIA
a los otros antibidticos ensayados, todas las cegas!. Clinical and Laboratory Standards Institute. 120
mostraron idéntico patron de sensibilidad. Los Performance Standards for Antimicrobial Susceptybil
estafilococos resistentes a la oxacilina deben [©Sing: Twenty-First Informational Supplement. Weay
considerarse  resistentes a  todos agent@r%feenlrtlysyhﬁ?'a’g\i;ﬁ S, Le Loir, Y. 2011, Unveiling
antimicrobianogi-lactamicos actualmente disponibles sStaphylococcus aureusnterotoxin  production in  dairy
a excepcion de las recientes cefalosporinas con products: a review of recent advances to face rreallenges.
actividad ant-MRSA (CLSI, 2011). Iljealr{/lsml::-aerct:m;c:lr; 9}::121;5?6; 2012, Methicillirgistant
L_a presenua_ de_ MRS_A en las mue_s'gr,a_s puede ngstéphy.llococci: implicatié)ns for oiJr food’supply?imnHealth
debida al uso indiscriminado de antibidticos en el ResRev., 13:157-180.
ganado; la resistencia a la meticilina es ocas@mpatd Intrakamhaeng, M., Komutarin, T., Pimpukdee, K.néeanich
el genmecAel cual codifica una proteina de unién ala W. 2012, Incidence of Enterotoxin-Producing MRSA in

s ; T Bovine Mastitis Cases, Bulk Milk Tanks and Processing
penicilina (PBP2a) con una baja afinidad gor Plants in Thailand. J. Anim. Vet. Adv., 11: 655-661

lactamicos (Vanegas y col., 2012); aureuspuede Linage, B., Rodriguez-Calleja, J., Otero, A., Garabpdz, M.,
adaptarse rapidamente a la presion selectiva de lossantos, J. 2012, Characterization of coagulaseip®sit
antibiéticos y obtener la resistencia a la metiailpor staphylococci isolated from tank and silo ewe milkDairy
adquisicion de este gen (Intrakamhaeng y col., p012 aighk?g;&j?gg_lg:fédaran B, Sadigh-Eteghad S, Zaridda
Todas las cepas MRSA demOStra;ron la Prese”a 2014, Occurr’ence of Methiciilin Registant%nd Ertt’nx'rgenic
del gencoa al determinar su tamafio mediante l1a siaphylococcus aureus in Traditional Cheeses inNbih
utilizacién del software GelAnalyzer, la variacidal West of Iran. ISRN Microbiology., 2014, Article Il?9580, 5
tamano fue de 530 a 600 pb. v page&c " LR V. Chirivi. 3., GarsA
Los ensayos de PCRRFLBon Cfol y AUl e o3 artines, i, Gardeazébal, P., Baguer01s,
arrojaron dos perfiles diferentes entre las cepas Methicillin-resistantStaphylococcus aureU8RSA) Isolated
MRSA (Figura 1), aunque el niumero de bandas fue from Colombian Foodsio., 2: 61-67.
pequefio (2-3 bandas), por lo que su poder de
discriminacién no es muy elevado y no permite poner
de manifiesto diferencias genéticas entre cepas
aisladas de las mismas muestras.
La alta prevalencia de cepas resistentes a la
meticilina detectadas en este estudio, debe ser
considerada como un potencial riesgo para la siud
los consumidores, especialmente para personas
inmunocomprometidas en quienes esta bacteria puede
llegar ser letal; por todo lo anterior, deben
implementarse las medidas necesarias para evitar la
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Uso de bacteriéfagos como bioconservantes frentd gteria monocytogenes
en zumos de frutas

Marcia Oliveird, Maribel Abadia§ Isabel Alegré Pilar Cola$ e Inmaculada Vifids

! Departamento de Tecnologia de Alimentos, Univarsié Lleida, Xarta-Poscosecha, Centro Agrotechieida
marcia.oliveira@tecal.udl.cat
2|RTA, XaRTA-Poscosecha, Fruitcentre, Lleida

El objetivo de este estudio fue investigar la eii@alel fago LISTEX P100 frentela monocytogenes

en zumos de fruta con diferentes valores de pHdeadmeldn, pera y manzana) almacenados a 10°C
durante 8 dias. En los zumos no tratados con @ éamcluso a temperatura de refrigeracion, se
observé qud.. monocytogenesrecié en zumo de meldn, sobrevivid en zumo da pedtecrecio en
zumo de manzana. En los zumos tratados con el s&gobservé una mayor eficacia en el zumo de
meldn seguido del de pera, pero no se observd miefgicto en el de manzana. La baja efectividad del
fago en el zumo de manzana fue debida, posiblemainb@jo pH ya que, cuando el pH del zumo de
manzana se modificd a valores superiores (simildebzumo de pera) la concentracién del fago se
mantuvo y la poblacion de. monocytogenese redujo. La eficacia de los fagos en los alioeobn
bajo pH se puede mejorar mediante el uso de unamuycentracion de éstos o el desarrollo de
fagos mutantes tolerantes a bajo pH. La persigietieilos fagos es un parametro importante para
poder ser aplicado como un protector o conservaremo un aditivo alimentario para controlar el
crecimiento de patégenos de transmision alimengaria industria alimentaria y de bebidas.

INTRODUCCION The Netherlands) para controlar el crecimientd_de
monocytogeneen zumos de fruta con diferentes
valores de pH y acidez (melén, pH 5,8; pera, pHy4,6
nzana, pH 3,7) almacenados a 10 °C durante 8 dias

Listeria monocytogeness un organismo ubicuo en
el medio ambiente y puede ser aislado en el saalo,
el agua, en la vegetacion y en las heces del ganardn(gl
Ha estado implicada en varios brotes d .
toxiinfecciones alimentarias relacionadas con &lATERIAL Y METODOS
consumo de frutas y hortalizas. EI mas recienten este estudio se utiliz6 una mezcla de tres cdpas
(octubre de 2011) afect6 a un total de 146 perspnagonocytogenesserotipo la (CECT 4031), serotipo 4a
caus6 30 muertes en los EEUU debido a meldfECT 940) y serotipo 4b (CECT 4032); y una prepiara
contaminado (CDC, 2011). del fago Listex P100 (Micreos Food Safety, The

La bioconservacién o control biolégico es ufi€therlands) a ‘una  concentracion de ™ 10ufp/mL
método que puede mejorar la seguridad de Ia roximadamente. Las frutas, manzana (Golden Debgj

. . . . ra (Conference) y melén (Piel de Sapo), se lavaro
alimentos y alargar la vida util a traves del USD Qyesinfectaron con etanol al 70 %, se pelaron yaomnt Los

microorganismos o de sustancias antimicrobianas Gxfnos de fruta se prepararon con una licuadoriltragon
algunos producen. Los microorganismos utilizadagilizando lana de vidrio y se esterilizaron a 2C5durante
como agentes de biocontrol deben poseer una elevadanin. Treinta mililitros de cada zumo se inocalaa una
actividad antagénica, ser seguros para la salgghcentracion final de 1xi@fc/mL del. monocytogenes
humana y no tener ningun efecto adverso sobre Y1dx1C pfu/mL de fago. Los zumos se conservaron a 10 °C
calidad sensorial y nutricional del producto. Enge durante 8 dias.
métodos de bioconservacién se encuentran I§§ poblacion inicial deL. monocytogeney del fago se

i

bacterisfagos o fagos, que son virus que invad@gicminaron por tiplicado en el momento inicial y
espués de conservacion. Para determinar la poblas

células . bacterlanas .espeCIflcas, alter_an_ iymonocytogeneﬁ del fago, una alicuota de cada zumo se
metabolismo y las lisan sin comprometer la viahiid diluy6 en peptona salina y se sembré en mediostiede,

d‘? la miqrobiota presente. Los fagos son Ile"’_alcamyBHl (brain-heart infusion agar), respeatiente.
microorganismos mas abundantes en nuestro medio

ambiente y estén' presentes en grandes cant'idadzdas @ESULTADOS Y DISCUSION

agua y en los alimentos (Brussow y Hendrix, 2002). _ 3 _

Estan también presentes en el sistema gastroimestj ="' €Ste estudio se observo que incluso a
presentando una alternativa natural, no toxicaplei (€Mperaturas de refrigeraciorl,. monocytogenes
para el control de varios patégenos humanos (Gre€f€cio en el zumo de melon, sobrevivio en el de per.
2005). El objetivo de este estudio fue investigar (decrecié en el de manzana. La concentracion inicial

eficacia del fago LISTEX P100 (Micreos Food Safenfl€ L- monocytogenen los zumos de frutas no
tratadas fue de alrededor de 5,3 log ufc/mL. En el
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zumo de meldn, el patégeno crecié considerablemegtancentracion del fago se mantuvo y la poblacion de
durante el periodo de almacenamiento, llegand@ a &, monocytogenese redujqFigura 2).

log ufc/mL después de 8 dias de almacenamiento. En

el zumo de pera, el patbgeno se mantuvo consta  *°*
durante el periodo de almacenamiento con ul 8001
concentracién aproximada de 5,0 log ufc/mL. En « 8,001

zumo de manzana, la poblacionldemonocytogenes 7,001 ‘\t\*\i
disminuy6 aproximadamente 2 log durante el tiempz 6004

de conservacion (Figura 1). 500 .
El fago fue mas efectivo en el zumo de mel 4,00 - I
seguido del de pera y no tuvo ningun efecto ereel 3001 :
manzana (datos no mostrados). La mayor reducci 2001
de la poblacién delL. monocytogenes(8,0 log 100
ufc/mL), se observé en melon siendo la poblacic 0,004
0 2 5 8

final del patdgeno de 0,6 log ufc/mL. Ademas, gbfa
fue también eficaz en zumo de pera, con una .
reduccion entre 2.1 y 2,8 log ufc/mL durante ﬂlgura 2: Poblacion dé.. monocytogeneog ufc/mL) y del fago
. ' . . .(log ufp/mL) en zumo de manzana (pH ajustado aa&X®) °C.
tiempo de almacenamiento, siendo la concentracion

final de L. monocytogenesde 3,0 log ufc/mL,

aproximadamente. No se observé ningun efecto
tratamiento con el fago en el zumo de manzéana,
monocytogenessobrevivid durante el periodo de
almacenamiento con concentraciones entre 5,0 y
log ufc/mL (Figura 1).

— Lm +Phage === Phage

O
Log ufc o ufp/i

Tiempo (dias)

Ademas del pH, otras consideraciones a tener en

enta en la relacion fago-huésped incluyen otras
propiedades fisicoquimicas del alimento, la preisenc

otros microorganismos, la actividad del fagaen

strato solido o en biofilms, la emergencia de
bacterias mutantes resistentes, y la concentraizbn
fago y del huésped necesarios para permitir la
replicacion (Hudson y col., 2005). La eficacia ds |
fagos en los alimentos con bajo pH se puede mejorar
mediante el uso de una mayor concentracion de éstos
o el desarrollo de fagos mutantes tolerantes ag#ajo
La persistencia de los fagos es un parametro
importante para poder ser aplicado como un pratecto
00 I ] 0 conservante o como un aditivo alimentario para
007 controlar el crecimiento de patégenos de transmisid
alimentaria en la industria alimentaria y de behida

10,00
9,00 —Lm Lm+Phage == Phage
8,00
7,00
6,00

5,00 A =

Log ufc o ufp/mL

2,001

1,009 Estos resultados destacan que LISTEX P100
0007 o ) s o podria evitar el crecimiento de patdgenos en zuieos
Tiempo (dias) frutas con alto pH durante el almacenamiento &10 °

Figura 1: Poblaciéon dé.. monocytogene@dog ufc/mL) y del fago .
(log ufp/mL) en zumo de manzana (pH 3,7) a 10 °C. BIBLIOGRAFIA

Brussow, H., Hendrix, R. W. 2002, Phage genomics:lIsina
La poblacién del fago se mantuvo constante en |0S beautiful. Cell, 108:13-16.
zumos de meldn y pera durante el periodo @®C (Centers for Disease Control and Prevention). 2011
almacenamiento, con una concentracion entre 7,9 ylnvestigation update: Multistate outbreak of ligsis linked
7,4 log ufp/mL (datos no mostrados). Por el coidrar thfzt ‘/"/’ho'e gantalcl)luﬁzesa/frcl? Jke;‘se“t Ifafmsv_ Colorado.
P4 H 2o~y Jlwww.cdc.gov/iisteriavoutpreaks/cantaloupessien-

la concentracion del fago se redujo .rap'q?mentd en farFr)ns/120811/ir?dex.htmI (consultado16.04.2012).
zumo de manzana con una disminucién de 7 |

, . K K eer, G. G. 2005, Bacteriophage control of foodedracteria. J
después de 8 dias de almacenamiento (Figura 1). Food Protect 68.1102_15)119

La baja efeCt_N'dad ‘_je| fago en el_ Zumo d@ludson, J. A., Billington, C., Carey-Smith, G., GremniG. 2005,
manzana fue debida, posiblemente, al bajo pH, ¥a qu Bacteriophages as biocontrol agents in food. J Feradect,
la concentracion del fago decrecid por debajo e 2, 68:426-437.
log ufp/mL tras 5 dias a 10 °C. Sin embargo, cuando
el pH del zumo de manzana se modific6 a valorégradecimientos.Ministerio de Economia y Competitividad
superiores (similar al del zumo de pera, pH 4,8) [@royecto AGL-2010-19385).
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Efecto inhibidor de metabolitos y compuestos fen@os de extractos de
arandano rojo frente a la adherencia dée. coli uropatégena

Adelaida Esteban Fernandez, Pedro J. Martin-Aly@8egofia Bartolomé, M. Victoria Moreno-
Arribas y Dolores Gonzalez de Llano

Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alitaeion CIAL (CSIC-UAM). C/Nicolas Cabrera 9, Unisitad
Auténoma de Madrid, 28049 Madrid, Espagdelaida.e.fernandez@cial.uam-csic.es

La actividad antiadherente frenteEacherichia coliuropatégena (UPEC) del ardndano rojo se ha
estudiado ampliamente, encontrandose que las panidinas de tipo A son los componentes
mayoritariamente responsables de esta actividader8bargo, las evidencias cientificas sugieren que
estos efectos beneficiosos podrian deberse a Itabaltos formados a su paso por el tracto
gastrointestinal. Durante el desarrollo de estdajm se ha evaluado la capacidad de las
proantocianidinas y de los metabolitos fendlicogjinados a partir de las mismas, de inhibir la
adherencia de UPEC a células humanas de epiteliejidm. Para ello, se optimiz6 un métodwitro

que permite estudiar la adherencigedeoli a células T24 de epitelio de vejiga, aplicandésstadio

de 15 compuestos fendlicos, incluyendo acidos feos)l fenoles simples y flavan-3-oles, asi como
extractos de aradndano rojo y pepita de uva. Tamb&revalué la capacidad inhibitoria de la
adherencia de muestras de orina de mujeres saregidas antes y tras una ingesta aguda de un
complemento alimenticio de arandano rojo rico exaptocianidinas de tipo A.

INTRODUCCION Muestras de orina humanas.Las muestras de orina
proceden de 3 mujeres voluntarias sanas que Jguigra

La§ infecciones  del traqto urlnellrlo (ITUS)dieta baja en polifenoles durante los 2 dias psewdos 2
constituyen una de las afecciones mas comunesyigds gel ensayo, y en el 2° dia fueron sometidamaa

nivel mundial, sienddEscherichia coliuropatdgena ingesta aguda de un complemento alimentario dedarén
(UPEC) responsable del 70-90% de los casos (Hilbesjo rico en procianidinas de tipo A (U8l Las muestras
y col., 2008).El tratamiento mas empleado hastde orina se recogieron en dos periodos de tiempdipo
ahora para combatir las ITUs, el uso de antibiéticoE. coli uropatdégena.E. coli ATCC®53503" se creci6 a
presenta un problema importante ya que las baster®&°C O/N en medio liquido TSB y se diluyé hasta un
adquieren resistencia a los mismos. tamafio de inculo de 1afc/ml. N
Con la basqueda de nuevas prof”axis ha |06élulas _T24.Se _e_:mple(’) la linea celular AT@BTB-4_
adquiriendo cada vez mas importancia el empleo €@ €pitelio de vejiga humana. Las células se awtiy
sustancias antiadherentésa actividad antiadherente Mantuvieron en medio McCoy’s 5A suplementado cd¥ 10

" o o
frente a UPEC de los extractos fendlicos del amixmdaFBS’ en una atmosfera de 5% L@ 37°C. Para la

. . . , realizacion del ensayo de adherencia las células se
rojo se ha estudiado ampliamente, encontrandose Qfhbraron a una concentracion de %.¢élulas/ml en

las proantocianidinas de tipo A parecen ser IQgqcas m24.

componentes mayoritariamente responsables de €Sfgayo de adherencia.El cultivo de E. coli (10°
actividad. Sin embargo, las evidencias cientificasrc/ml) se incubé con el mismo volumen de extracto
sugieren que estas estructuras no alcamzaivo el compuesto fenélico u orina durante 1 h a 37°C éaign.
uroepitelio, por lo que los efectos beneficiosoBosteriormente, se lavd la monocapa celular con PBS
podrian deberse mas a los metabolitos formados acstrié con la solucion de UPEC y compuesto fendbco
paso por el tracto gastrointestinal, principalmgrde con solucion de PBS (control). Tras 1 h de incidraa
accion de la microbiota del coloor ello, se ha 37°C y 5% CQ se procedi6 al lavado de la monocapa
evaluado la actividad inhibidora de la adherengia §e'ular con PBS para eliminar las bacterias no rtie y

los metabolitos fendlicos de extractos de aranda %;;Seprigaggrhelsg acigjg)%seffgcjgﬁtsénsafg E’;&Lﬁfs
rojo frente a la cepB. coli ATCC®53503.

diluciones seriadas en solucion salina 0,9% enaplate
3 TSA, que se incubaron O/N a 37°C.
MATERIAL Y METODOS Ensayo de actividad antimicrobiana.Se llevé a cabo

Preparacion de las soluciones fendlicase ensayaron Siguiendo el método de Garc'a'R“[Z y col. (2011).
soluciones de 15 compuestos fendlicos preparadasERSayo de citotoxicidad.Se llevo a cabo empleando el
concentraciones de 100, 250 y 500puM, y de 200, )500metodo colorimétrico del MTT (Mossmann, 1983).

1000 pg/ml en el caso de los extractos fendlicos de

arandano rojo y pepita de uva (Vitafla¥an Estos

compuestos se disolvieron en PBS con 0,01% de DMSO.
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RESULTADOS Y DISCUSION bibliografia (Stapleton y col., 2012). Exclusivarteen
Compuestos y extractos fendlicod os resultados se encontraron diferencias significativas (p<0.68)

. esencia de la orina tras la ingesta del arandano
obtenidos muestran un marcado aumento de % . 9 da;
respecto de la orina control en un caso. Debidusa |

inhibicion de la adherencia de UPEC tas I lios intervalos de confianza interindividualee
incubacion de éstas con proantocianidinas A2 (PAC P . '
ede excluirse un efecto protector frente a lasIT

alcanzando una inhibicion significativa (p<0,05) d

51,3% a la concentraciéon de 500 uM. Sin embargo, no Woman 1
se ha observado disminucién de la adherencia
bacteriana en el caso de las proantocianidinas B2 o ]
)-epicatequina. Esto concuerda con los datos que

encontramos en la bibliografia, donde esta capacida .

inhibitoria de la adherencia se atribuye

exclusivamente a las PACs, debido a los dobles
enlaces moleculares que presentan (Howell y col., Woman 2
2010).

En el caso de los fenoles simples, el 1,2-
dihidroxibenceno (catecol/pirocatecol) presenta un
efecto inhibitorio de la adherencia estadisticament
significativo en todas las concentraciones ensayada

cAdh
—_—
—

Los acidos benzoicos (benzoico, vainillinico y 3,4-
dihidroxifenilacético) muestran patrones de inhiic Woman 3
de la adherencia similares, alcanzando valores ] )
superiores al 29%. Al contrario, otros acidos ]

benzoicos como el galico, fenilacético y 3-(3- - :

hidroxifenil)-propionico  muestran  un  efecto
inhibitorio dosis-dependiente, siendo estadisticaene
significativo a 500uM. Estos resultados confirmén e

pOtenC_'aI de (—_:‘StOS metabolitos fendlicos, en algunﬁgura 1: Efecto de las orinas humanas, recogidas antespués

casos igual o incluso mayor que el de las PAC$a ende la ingesta de arandano rojo, sobre la adherefec. coli

profilaxis frente a las ITUs. Es de esperar que l#§CC®53502" en células T24.

conjugados de estos acidos, que se encuentran en la )

orina, posean también actividad inhibitoria de IB/IBLIOGRAFIA

adherencia frente a UPECs. Garcia-Ruiz A., Moreno-Arribas M.V., Martin AlvareP.J.,
El resto de metabolitos no presentaron efecto Bartolomé B. 2011, Comparative study of the inhilyitor

inhibitorio significativo. Esto es posiblemente kb effects of wine polyphenols on the growth of enataglactic

a que |a actividad |nh|b|tor|a de |OS metabolitos acid bacteria. Int. J. Food Microbiol., 145:426-31.

depende del grado de biodisponibilidad, condicionadiibert D-W., Pascal K.E., Libby E.K., Mordechai, Adelson

a su vez por el grado de polimerizacion y estractur M.E., Trama J.P. 2008, Uropathogenkscherichia col

y . dominantly suppress the innate immune responsdaaoidbr

En el caso de los extractos de ardndano rojo y

- ’ L R epithelial cells by a lipopolysaccharide- and Tiké receptor
pepita de uva, no se observé actividad inhibideréad 4-independent pathway. Microbes Infect., 10:114-121

adherencia  significativa, hecho previamentgowell A.B., Botto H., Combescure C., Blanc-Potard Aau€a
observado por Stapleton y col. (2012). Estos L. Matsumoto T., Tenke P., Sotto A., Lavigne J.1@0
resultados sugieren que la actividad inhibitorialale =~ Dosage effect on uropathogeiischerichia colianti-adhesion
adherencia de los metabolitos fendlicos es mayer qu activity in urine following consumption of cranbgrpowder
la de sus precursores standardized for proanthocyanidin content: a meuttidc
. ) . 21 randomized double blind study. BMC Infect. Dis., ¥0:9
Ninguno de los compuestos ni extractos fenollc% : Rile

d ividad R osmann T. 1983, Rapid colorimetric assay for catigrowth
e”S_aYa OS_ presentaron aCtI_VI a citotoxica  ni and survival: Application to proliferation and cidgicity
antlm_lcroblana a las concentraciones ensayadas_. assays. J. Immunol. Method., 65:55-63.

Orinas humanas En el caso de las orinasstapleton AE., Dziura J., Hooton T.M., Cox M.E.argva-
humanas tampoco se observo actividad Yarovaya Y., Chen S. 2012, Recurrent urinary trafetciion
antimicrobiana frente akE. coli. Respecto a la and urinaryEscherichia coliin women ingesting cranberry
capacidad para inhibir la adherencia de UPEC ge juice daily: a randomized controlled trial. Mayo I€liProc.,
observaron grandes diferencias interindividuales 87:143-50.

(Figura 1), lo que concuerda con los datos de la
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Evaluacion de la degradacion de aminas bidgenas pon extracto enzimatico
de Penicillium citrinum CIAL 274,760 en vinos a escala piloto de bodega
Irene Gil-Sanchez, Carolina Cueva, Begofia Bartolpmé Victoria Moreno-Arribas

Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alitaeiton (CIAL), CSIC-UAM, CEI UAM+CSIC,
C/ Nicolas Cabrera 9, 28049 Madrid, Espafi&toria.moreno@csic.es

El vino, como otros productos de origen fermentatio esta exento de riesgos y contaminaciones de
origen microbiano. Entre ellos, la presencia deaglas concentraciones de aminas biégenas es uno
de los aspectos de mayor preocupacion desde e gentista de la seguridad y calidad sanitaria de
los vinos. En concentraciones elevadas, las anfiffagenas pueden ocasionar efectos adversos en
personas sensibles, y ademas constituyen un prabdemante las transacciones comerciales de los
vinos a determinados paises. Este estudio se @mtiaa nueva alternativa para eliminar las aminas
biégenas una vez formadas en el vino, basada adidaién de extractos enzimaticos obtenidos de
hongos aislados del vifiedo, con capacidad de dagtad principales aminas bidgenas (histamina,
tiramina y putrescina) presentes en los vinos.rigkcppal objetivo del estudio residié en optimizar
eficacia y especificidad del proceso para su postaplicacion a escala industrial. Para ello, tiea

un vino tinto en su etapa de elaboracion, en cémcdespués de la fermentacion malolactica, y tres
extractos enzimaticos procedentes de la cegaedéillium citrinumCIAL 274,760 (CECT 20782),
cuya actividad enzimatica se indujo por crecimiadgbhongo en un medio minimo en presencia de
histamina, tiramina y putrescina, respectivameatideqacuerdo con el procedimiento desarrollado en la
patente PCT/S2012/070694. El extracto enzimatice mejores resultados proporciond fue el
obtenido por incubacién del hongo en presencia wteegcina. El empleo de este extracto en un
ensayo piloto en bodega permitié degradar un 21de% putrescina, un 16 % de la histamina, y un
10% de la tiramina presentes en el vino, sin queolsservaran cambios significativos en la
composicién quimica del vino, en lo que se ref@reompuestos del aroma y polifenoles. Por otro
lado, el estudio toxicolégico de los extractos fang confirméd la ausencia de la micotoxina
ocratoxina A.

INTRODUCCION tiramina y putrescina, en vinos durante su elali@nac

Las aminas bidbgenas son compuestos nitrogena(ﬂ%%ug[rlal a escala de bodega.
de bajo peso molecular, que se forman durante | .
procesos metabdlicos de algunos microorganismos. &SATERIAL Y METODOS

Estos compuestos se encuentran en la mayoriaRjaea llevar a cabo _eI presente traba_\jo se utilizgino tinto
los alimentos fermentados. En el caso del vinoage hoven de la variedad Tempranillo, y tres extractos
descrito hasta un total de 25 aminas diferente¥zimaticos procedentes BecitrinumCIAL-247,470cuya
presentes desde niveles traza hasta valores de #g#yidad en2|mat|c(? se indujo m(\e(d|anttecel Ereo"'geje'
mg/L. En concentraciones elevadas, algunas amifge90 €n un medio minimo (Yeast Carbon Base) en
bibgenas como la histamina o tiramina, produc resencia de histamina, tiramina y putrescina gets A,

S ) , y C respectivamente), de acuerdo con el proceditmi
efectos adversos en individuos sensibles, y ade&08Syesarrollado en la Patente PCT/S20127070694. Se

presencia irpplica bar_reras en la exp(_)rtacién de &in optimizaron las principales variables para la agiién de
algunos paises. Debido a estos motivos, las bede@a extractos a las condiciones propias de la bmdeg
buscan soluciones eficaces para eliminar estestableciéndose una temperatura de incubacion L6
compuestos del vino. tiempo de incubacion de 42 h., supresion de H@ijnima
Estudios previos han evidenciado la eficacia délacion volumen extracto enzimatico/vino (1:9,)v/v

extractos enzimaticos procedentes de hongos asslaéd determinacion de aminas biogenas de los virmados

de la vid (Cueva y col., 2011), lo que permiti gfon los extractos enzimaticos se realiz6 mediante

D ! r
desarrollo de un procedimiento basado en el empl&@LC) (Marcobal y col., 2005).

dg_extractos enzimaticos de ""! cepenicillium La determinacion de la ocratoxina A (OTA) de log&stos
citrinum CIAL-247,470 con capacidad para degrad@fy imaticos se llevs a cabo segtn el método de la

aminas bidgenas en vinos a escala de laboratofigyanizacion Internacional de la Vifa y el Vino YeMA-
(Patente PCT/S20127070694). El objetivo dels315-10). El andlisis de los compuestos fendlievsel
presente trabajo fue evaluar la aptitud tecnolédiea vino tratado, se llevé a cabo mediante UPLC-DAD-ESI
los extractos enzimaticos dP. citrinum CIAL- MS, segun el método descrito por Sanchez Patanl.y co
247,470, para degradar las aminas bidgenas histami@011). Por Ultimo, el analisis de los compuestokatiles

matografia liquida de alta eficiencia en fasersa (RP-
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se llevo a cabo mediante la técnica de microextiacen 100
fase solida en el espacio de cabeza acoplada PNEES
GC-MS), segun el método descrito por Rodriguez-
Bencomo y col. (2011).

80
B Histamina

60 Tiramina

40 B Putrescina

% Degradacion de aminas

RESULTADOS Y DISCUSION 22 | mE -

C

En primer lugar, se comprob6 que los extractos Extracto enzimitico
obtenidos  por CreC|m_|entO d@_' C|tr_|num _CIAL_' Figura 1. Porcentaje de degradacion de las aminas biégenas en
247,470 en presencia de histamina, tiramina (o tinto tratado con el extracto enzimatico iridoc con
putrescina, presentaban capacidad enzimatica patigescina (C)a 16°C durante 42 horas de incubacion.
degradar dichas aminas, con independencia de la
amina utilizada para inducir la actividad enzirrgtic Como era de esperar, al disminuir el volumen del

El siguiente paso fue analizar la presencia de éxtracto descendio el porcentaje de degradacidasde
ocratoxina A en los extractos enzimaticos, pam@minas biogénas. En las condiciones ensayadas el
determinar si en las condiciones de obtenciéon debrcentaje de eliminacion de la putrescina fue del
extracto, el metabolismo el hongo podria derivars®.5%, el de la histamina del 16%, y por ultimo, la
hacia la produccién de esta micotoxina. Los redaka tiramina se degradd un 10%. Cabe destacar que el
mostraron ausencia total de ocratoxina A en todes ldescenso que se observa es proporcional a la
extractos enzimaticos. disminucion del volumen de extracto utilizado.

Una vez confirmada la capacidad de los extractos Por ultimo, antes de poder aplicar los extractos a
fungicos para degradar las aminas bidgenas en mediscala industrial, se comprobd que la adicion de lo
de cultivo y la inocuidad de los mismos, se com@robmismos no producia modificaciones en la
la eficacia de los extractos enzimaticos en el Wilao composicion y caracteristicas del vino. Con esta
estudio, de acuerdo a las especificaciones técdieasfinalidad, se analizo la composicion fendlica yatibl
la Patente PCT/S20127070694; es decir, tras inculskal vino tratado con los extractos enzimaticosamn |
el vino con el extracto a 35°C durante 18 h., guet condiciones optimizadas, y los resultados mostraron
la reaccion con &cido clorhidrico (HCI) 1M. Losgue la adicion de los extractos enziméticos no rsiapo
resultados obtenidos mostraron que los tres emgacgrandes variaciones en la composicion del vino que
fungicos degradaban las tres aminas bidgenderan lugar a cambios evidentes en su calidad
presentes en el vino, aunque los porcentajes \arialorganoléptica.
en funcion de la amina utilizada para inducir los
extractos, siendo el extracto C el mas eficaz. BIBLIOGRAFIA
continuacion, se procedio a optimizar algunas de la ) ) ) o
condiciones de aplicacion de los extractos enzoogti CUeva C., Garcia- Ruiz, A, Gonzalez-Rompinelli, Ertdame,

. . - . . . B., Martin-Alvarez, P.J., Salazar, O., Vicente, M.Bills,
al vino o!e estudio, con el fin de mejorar la eficacia = " voreno-Arribas, M.V. 2012, Degradation of gnic
tecnoldgica del proceso a escala de bodega. amines by vineyard ecosystem fungi. Potencial use i

Las nuevas condiciones a ensayar fueron: winemaking. J. Appl. Microbiol., 112:672-682.
supresion dela adicion de HO, temperatura B POl e ama
IDCUbaCIOn prOXIma_ ,a la de la bOde.ga (16°C) y mayor wines: ’Corlnp;arison’ of agdirect ELISA and an HPLC métho
tiempo de incubacion (48h). En dichas condiciones, for the determination of histamine in wine. Food Ri.,
de nuevo, el extracto C (obtenido por induccion de 38:387-394.
putrescina) obtuvo los mejores resultados, sienfietente PCT/S2012/070694. Moreno-Arribas, M.V., Cuéva

0 : 0 Bartolorpé, B., Garcia-Ruiz, A., Gonzalez-Rompinelli, E.
C‘."‘paz .de degradar.el §8A) de putrescina, el 52/0Mart|'n-AIvarez, P.J., Salazar, O., Vicente, M.F.lIBIG.F.
histamina y 42% de tiramina.

e ; oo 2012. Extractos enzimaticos de hongos de la viddggeadan
El dltimo de los parametros optimizados fue la aminas bigenas en vinos. Oficina espafiola de festen

relacion volumen extracto enzimatico/vino. En todos marcas.

los ensayos anteriores la proporcion utilizada, d@driguez-Bencomo, J.J., Mufloz-Gonzalez, C., AndijéeQ.,

. . Martin-Alvarez, P., Moreno-Arribas, M.V., Pozo-Bayon
acuerdo a la patente, fue 1:2 (V/V) (extracto/\uno) M.A. 2011, Assessment of the effect of the non-til@lavine

pero teniendo en cuenta que en e_l sector eno'@]iqq matrix on the volatility of typical wine aroma cooynds by
empleo de esta proporcion es inviable, se procadid headspace solid phase microextraction/gas chromsgtoyg

optimizar la mezcla en una proporcién 1:9 (v/v). El analysis. J. Sci. Food Agric., 91:2484-2494.

ensayo se realiz6 solo con el extracto C (Figura 1) Sanchez-Patan, F., Monagas, M., Moreno-Arribas, .M.V
y (Fig ) Bartolomé, B. 2011, Determination of microbial phénol

acids in human faeces by UPLC-ESI-TQ MS. J. Adficod
Chem., 59:2241-2247.
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Efecto de la radiacion UV-A y UV-B enAspergillusaislados de vifiedos
espafioles

Esther Garcia-Cela, Antonio José Ramos, VicentelBaly Sonia Marin

Applied Mycology Unit, Food Technology Departméhtiversity of Lleida, UTPV-XaRTA, Agrotecnio Centsv. Rovira
Roure 191, 25198 Lleida, Spairsanchis@tecal.udl.cat

La radiacion recibida en los diferentes paisespmo® promediada para el periodo 1983-2005 muestra
elevados valores de irradiacion en la cuenca Meéitea. Un posible incremento de la radiacion UV
podria promover la presencia de micotoxinas envoglt afectando a la seguridad alimentaBé.
propdsito de este trabajo fue estudiar los posibfestos derivados de la exposicion a elevada
radiacion ambiental UV-A (1,7 + 0,1 mW/éry UV-B (0,1 + 0,1 mW/crf) por separadin vitro en

la supervivencia de conidios de seis especiesgfergillus secciénCircumdatj secciénFlavi y
secciénNigri. También se evalud el efecto en el desarrolloifimg en la capacidad productiva de
ocratoxina A (OTA) deA. carbonarius Durante la incubacion, la viabilidad de los cawsd
disminuyo a lo largo del tiempo, mas significativerte cuando se incluyeron periodos de radiacion
UV. Conidios con pigmentacion méas oscura fueron méisteeses a ambas radiaciones. En
carbonarius las radiaciones UV-A y UV-B redujeron el diamette la colonia un 16,8-35,3 %, la
biomasa fungica seca un 53,3-77,2 % y la acumulad@dOTA un 81,9-97,0 %.

INTRODUCCION tubingensi} asi como en el desarrollo miceliar y en la
Eg:sapacidad productora de ocratoxina A (OTA) de tres

La radiacion recibida en los diferentes pais Bglados de\. carbonarius

europeos promediada para el periodo 1983-20
muestra elevados valores de irradiacion en la eue :

Mediterranea. Especificamente, Espafia es el prg'SATERIALYMETODOS

europeo que recibe, en promedio, la mayor cantidadper\{ivencz_ia de conidios. Para _eI estudio de
de radiacion sobre una superficie horizontal, y qulpervivencia, se prepararon suspensiones de osr(itif

muestra los mayores contrastes, gradientes ragsiati¢onidios/mL) de cada aislado en Tweefi-§0,05% p/v).
y complejidad en la distribucion de dicha energfdlicuotas (5 mL) de estas suspensiones fueromdits a
acio a través de membranas estériles de acetawdesa

(AEMET, 2012). El Programa de Naciones Unida : .-
| Medio Ambiente (PNUMA) ha sefialado qu A5 um, @ 25 mm) gue retenian los conidios, y
para el Vi L osteriormente depositadas en placas Petri (3 50q0m
las variaciones en la radiacion UV-B pueden tengg incuparon durante una noche a 37 °C para efireina
relevantes consecuencias en las interaccionessde dgceso de humedad. Posteriormente fueron incubadas
plantas con plagas y enfermedades, afectando adlfante 15 dias en las condiciones descritas égua 1.
seguridad y a la calidad de los alimentos (WMQGada 5 dias (5°, 10° y 15°) dos membranas irreslipd®s
2010). no irradiadas fueron sumergidas en 100 mL de papton
La infeccién fangica de los cultivos puede derivagalina (0,1% p/v) y agitadas durante 90 s en un
en podredumbres asi como en la posible acumu|aci@;ﬁ_nogenelzador. Segwd_amente se semobraron dllum(_)ne
de micotoxinas en los alimentos. Se ha sugeriddagues€'iadas en DRBC y se incubaron a 25 °C. Transosri
0s dias se procedié a hacer el recuento de lamdes

produccion de aflatoxinas puede constituir up%rmadorasdecoIonias(UFC).

eStra‘.tegla de los mo_ho_s, para  prevenir dfan sarrollo fangico y produccion de OTA.Para el estudio
ocasionados por la_radiacion L_JV ((:_"’}ry y Ehr“?'\del desarrollo fungico y produccion de OTA, se prapon
2006). De confirmarse esta afirmacion un posiblgspensiones de conidios {t@nidios/mL) de cada aislado
incremento de la radiacion UV podria promover lge A. carbonariusy se inocularon 5 pL centralmente en
presencia de micotoxinas en cultivos, afectanda arhedio sintético de uva. Transcurridos 7 dias dakiacion
seguridad alimentaria. bajo luz UV se cuantificé el crecimiento fungica4fhetro
El propdsito de este trabajo, fue estudiar Ig#e colonia y biomasa fingica), asi como la prodirccie

posibles efectos derivados de la exposicién a dievdPTA mediante HPLC. Los conidios/micelios irradiados

radiacion ambiental UV-A (1,7 + 0,1 mW/éry Uv- MO irradiados se incubaron en paralelo en las nisma
B (01 = 0,1 mwicr |'oor_ sieparado en Iacondiciones en dos incubadoras refrigeradas (Memmer

. . - . ICP-600, Reino Unido) (Fi 1).
supervivencia de conidios de dos aislados de seis eino Unido) (Figura 1)

especies deAspergillus seccidén Circumdati (A.
westerdijkiagy A. ochraceul secciorFlavi (A. flavus
y A. parasiticus)y sectionNigri (A. carbonariusy A.

81



XIX CONGRESCSEMDE MICROBIOLOGIA DE LOSALIMENTOS

31 4

21 e comrotwabioncs \ Wz bisnca mostrando una zona central esporulada mas compacta
& 7 v ! dorusions N que el resto de la colonia, caracterizada por hifas
521 g \ largas y carentes de conidiéforos. Solo se obsamvar
2 27y ) \\ — diferencias significativas en la densidad de |awmial
S } - en colonias irradiadas bajo luz UV-B.

18 9 Uv-A (320-380nm, pico365nm) 0.3672 MI/m?

17 - UV-B (280-320nm, pico 312nm) 0.0216 MJ/m?

15

o 4 8 12 16 20 24
time (h)

o

Figura 1: Condiciones diarias de incubacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Supervivencia de conidios

9

Log 1o UFCs por membrana ;& Loy

’H

-

o

En este trabajo se ha evaluado la tolerancia a o
radiacion UV de los conidios pertenecientes a disla , I
de tres secciones despergillus seccionCircumdati , ’ P
(pigmentada principalmente de amarillo), SECCIG ws  comor 0, P | s , '

CONTROL Bag

Flavi (verde) y secciérNigri (negro). Durante la CONTROL | pgapiapo | e | om0 |

IRRADIADO

incubacion la viabilidad de los conidios disminuy6 S

lo largo del _tlempo, aumen.tando SIQnIfICatIV.e}men gura 2: Supervivencia media de los conidios agrupados por
cuando se incluyeron periodos de radiacion U¥ecciones a lo largo del tiempsigri @, Flavi Q y CircumdatiQ
(Figura 2). Los conidios con la coloracion mas alar

(amarilla), mostraron una relevante pérdida de | s resultados obtenidos en laboratorio muestran
viabilidad tanto si se irradiaban como si no. Dehog gue un incremento en la radiacion UV en campo
transcurridos 5 dias de inCUbaCién, cuando nOiaNiStpuede conducir a una reduccion en los niveles d& OT
diferencias significativas comparadas con el primeh |os productos vegetales, aunque hay que destacar
dia en los controles, se apreciaron diferenciggie la degradacion de las micotoxinas a otros
significativas debido a la radiacion en la seccidmetabolitos debido a la radiacién UV no ha sido
Circumdati bajo ambas radiaciones ensayadagensiderada en este estudio. No obstante, la
mientras que en las secciondsgri y Flavi se supervivencia de los conidios bajo luz UV y, por
observaron pérdidas Significativas de viabilidadade tanto, la presencia de hongper se representa un
conidios después de 10-15 dias. Asimismo, $Rsgo importante, porque pueden darse condiciones
observaron diferencias interespecificas dentroade favorables para la produccién de toxinas en etapas
secciones, siendA. parasiticusmas sensible que. posteriores a la cosecha.

flavusa la radiacion UV-A y B, yA. tubingensisnas
sensible queA. carbonariusa la radiacion UV-B.
Estas diferencias pueden ser debidas a los diésre
gro.sor'e,s de las paredes de los ConIdIOS.,EI electa AEMET, 2012, Agencia Espafiola de Meteorologia. sitide
radiacion UV-A y UV-B no se compard ya que S€ radiacion solar en Espafia utilizando datos del 8arlima
aplicaron diferentes niveles de intensidad. Sin de EUMETSAT. Agencia Estatal de Meteorologia.
embargo, aunque la dosis de UV-B aplicada fue http://www.aemet.es/documentos/es/servicioscliratiatos

: : : climatologicos/atlas_radiacion_solar/atlas_de_&Edia 2404
inferior se observaron niveles comparables de 2012.pdf Consulted 03/2013

SUPerViV_en(_:in lo que evidencia que ésta radia‘?mn Cary, J.W., Ehrlich, K.C., 2006, Aflatoxigenicity isspergillus:
mas perjudicial, seguramente debido a su longitud d Molecular genetics, phylogenetic  relationships  and

o
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onda mas corta. evolutionary implications. Mycopathol., 162:167-177
o » WMO, 2010, World Meteorological Organization, Sdifa
Desarrollo fungico y produccion de OTA. Assessment of Ozone Depletion: 2010, Global Ozone

. , L Research and Monitoring Project-Report No. 52, 516 pp
Transcurridos 7 dias, las radiaciones UV-A'y UV-  Geneva, Switzerland.

B inhibieron el incremento en diametro de la caoni
un 16,8-35,3 %, la biomasa flngica seca un 53,3-7Agradecimientos. Gobierno espafiol, proyecto AGL2010-22182-

% y la acumulacion de OTA un 81,9-97,0 %. Adem 4-01. C;pmls;longt per a Universitats i Recerca @plalament
Innovacié Universitats i Empresa de la Generalia Catalunya

Se_ Obse.rvf) gna |nh|b_|0|on Slgmflcat“_/a (;ie la cagbeact (AGAUR) y European Social Fund for the financial sog.
micotoxigénica. Si bien ambas radiaciones afectaron

al crecimiento flngico y a la apariencia de la oi@p
la radiacién UV-B alteré notablemente la morfologia
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Resistencia a biocidas y antibiéticos en cepas pementes de alimentos
ecologicos adaptadas a crecimiento en presenciatdelosan

Elena Ortega, Rebeca Gadea, Miguel Angel FernaRdeantes, Rubén Pérez Pulido y Antonio Géalvez

Area de Microbiologia, Universidad de Jaén, Espaf@tega@ujaen.es

El tratamiento repetido con biocidas en la indasaélimentaria puede seleccionar la implantacion de
cepas tolerantes a los mismos e incluso incremémtaicidencia de cepas resistentes a antibioticos
clinicamente relevantes. En el presente estuditias@daptado a crecimiento una colecciéon de
bacterias aisladas de alimentos ecoldgicos en qigsele concentraciones crecientes de triclosan.
Seguidamente se ha determinado su co-resistenzieos® biocidas, asi como a antibiéticos de uso

clinico. De 76 cepas sensibles a este biocida ideduen el estudio, un total de 39 (51,3%) se

adaptaron a crecimiento en concentraciones cresiatg triclosan. De entre los biocidas ensayados,
la mayor tolerancia tras la presion selectiva imtug@or la presencia de triclosan se obtuvo para la
clorhexidina (87%), seguida de cloruro de benzatcgrhexaclorofeno. En cuanto a los antibiéticos,

21 cepas vieron incrementada su resistencia anseiifxazol, 18 a ampicilina o a ceftazidima, 15 a

cefotaxima, 5 a la combinacidn sulfametoxazol/ttopem y 2 cepas a acido nalidixico.

INTRODUCCION 1999; Mgretrg y col., 2011). A concentraciones $aja
triclosan inhibe una reductasa dependiente de
ADH, pero a concentraciones superiores presenta
ambién efectos sobre la membrana. Estas alteexcion
Ign la estructura y funcién de la membrana, causadas
or algunos biocidas, pueden afectar seriamente a |
Olerancia de estas bacterias frente a otros
a(,gtimicrobianos, incluidos los antibidticos.
En el presente estudio se ha adaptado a crecimiento

n concentraciones crecientes de triclosan una

Los biocidas juegan un papel fundamental en ?j]l
control de  microorganismos  potencialment
patégenos, pero el tratamiento repetido con biscid
en la industria alimentaria puede seleccionar
implantacién de cepas tolerantes a los mismos,
como a otros tratamientos fisicos y quimicos, uisal
incrementar la incidencia de cepas resistentes
antibidticos clinicamente relevantes (Capita y,col.

2013). En este contexto no se conoce aln qué &po leccion de bacterias  Gram-positivas Gram
alimentos pueden representar un mayor riesgo,csiena ) . P y S
egativas aisladas de alimentos ecoldgicos.

los alimentos ecologicos de especial interes no Sége uidamente se ha determinado su co-resistencia a
por su valor afladido sino también por sus difeeenci guidam i N -
Hos biocidas, asi como a antibidticos de usacdin

en los métodos de produccion. Tampoco se conoc®
las consecuencias del contacto repetido de | :
microorganismos con los biocidas en cuanto a s ATERIAL Y METODOS

tolerancia a otros agentes, a la vez que la resiata  Aislados bacterianos y condiciones de crecimiemt Se
los antimicrobianos en bacterias transmitidas psr | seleccionaron un total de 76 aislados bacteriagwsitses a

alimentos se reconoce como un importante probleniéclosan, —procedentes de alimentos —ecoldgicos 'y
de Salud Publica pertenecientes a los géner@acillus Staphylococcus

La aplicacion de concentraciones inferiores a Idg/térococcus Enterobactey - Salmonella  Klebsiella
ryseobacteriuny Pantoea

recomgr)dadas, unida a la m_suflcu_epte limpiezaade Il_as cepas se conservaron a -80°C en caldo BHI (bha
S_Up?r_f'c'?s antes de l‘_"‘ d(?SlnfeCCIon, . puede r'Sduﬁhrcelona, Espafia) adicionado de un 20% de glicBeoh
significativamente la eficacia de los desinfectanks |5 preparacién de inéculos, las cepas se incubdueante
tales condiciones, las bacterias estan expuestassa en caldo BHI a 37°C.

concentraciones sub-letales de estos agentesnpodieAdaptacion a triclosan. Las cepas se adaptaron a
esto conducir a la aparicion de resistencias erecimiento en presencia de concentraciones cresietel
bacterias inicialmente susceptibles (Davidson y, cobiocida triclosan de acuerdo con la técnica despor Toy
2002). col. (2002). Las concentraciones finales de biocida

Los fenoles y cresoles, asi como sus derivad g'pbadas fueron las siguientes: 0,01, 0,1, 10,50, 100,

clorados, ademas de actuar sobre diversas diafgs 200 H9/Ml. 1, 2,5y 10 mg/ml. .
eferminacion de la sensibilidad a biocidas y

FeIUIareS pueden |n(_:lu0|r una p_erdlda de COMPUESIQRhisticos. Se determing la sensibilidad a los biocidas
intracelulares bacterianos. Biocidas como el ts&@i0 yiciosan, bromuro de  didecildimetilamonio, cetiia
son ampliamente utilizados para prevenir lgexaclorofeno, clorhexidina , cloruro de hexadégdjnio
contaminacion bacteriana en el procesamiento ¢e&loruro de benzalconio, y para los antibiéticomiilina,
alimentos y/o en entornos clinicos (McDonnell y.colcefotaxima y ceftazidima, ciprofloxacino, imipeneita,
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combinacion de trimetoprim-sulfametoxazol, tetrbei Ninguna de las cepas analizadas vio disminuida la
acido nalidixico (par&@almonelly, penicilina y oxaciclina. resistencia frente a los biocidas ensayados, si e
Estos  antimicrobianos  fueron  seleccionados —com@pas presentaron CMIs menores frente a cefotaxima
representantes de los principales grupos de ati®d a5 contacto con triclosan, 6 cepas vieron disidau

empleados en clinica humana. e su resistencia frente a ceftazidima y 5 frente a
En cuanto a la resistencia a los antibidticos, pagbas ampicilina

preliminares se realizaron mediante ensayo en sgubae d i6n d ibl biocid |
placas de Miiller-Hinton suplementadas con antitigtde La adaptacion de cepas sensibles a biocidas a

acuerdo con las recomendaciones para cada grdg&cimiento en presencia de estos compuestos puede
bacteriano del Clinical and Laboratory Standardgtitite €star mediada por la expresion de genes para bombas
(CLSI, 2012). de exporte, asi como por cambios en las propiedades
Las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) sde la superficie celular, composicién de acidosaga
determinaron por el método de microdilucién en géade y cambios morfolégicos. Este estudio pretende
microtitulacion de 96 pocillos (CLSI, 2012). Paitoese  profundizar en el conocimiento de los mecanismos
incubaron a 37 durante 24 horas diluciones seriadas ep,qnonsables del desarrollo de resistencias adaiggi
medio TSB de los biocidas o los antibioticos objd®d ;"o mnq i dichos mecanismos pueden conllevar la

estudio con suspensiones ajustadas 3 /mi de seleccién de cepas resistentes a antibioticos de us
cultivos estacionarios de las cepas procedentatrdentos o . P ; p
clinico habitual. También ayudara a establecer

ecolégicos. La CMI se considerd la menor conceittrac - X
del compuesto antimicrobiano capaz de inhibir énedidas de control sobre el empleo de determinados

crecimiento de dichas cepas, determinada por ecterla biocidas a nivel doméstico e industrial y permitira
densidad éptica a 595 nm en un lector de placaskiMaevaluar mejor los riesgos de transmisién de cepas
(BioRad, Madrid). resistentes a través de la cadena alimentaria.

RESULTADOS Y DISCUSION BIBLIOGRAFIA

De las 76 cepas sensibles a triclosan incluidas é&apita, R., Alonso-Calleja, C_., 2013, Ant_ibiotic-reaiﬂt_bacteria:
el estudio, un total de 39 (un 51,3%) se adaptaron g3ch1allle£189e for the food industry. Crit. Rev. Food S8litr.,
c_rec_lmle_nto en concentraciones (.:,reCIenteS d linical and Laboratory Standards Institute. 2012tids for
biocida, incrementando su concentracion CMI entre 2 pjjytion Antimicrobial Susceptibility Tests for Bamta That
y 2000 veces respecto a la cepa inicialmente densib  Grow Aerobically. 9th ed. Wayne, PA: Clinical and
A continuacion se determind la tolerancia de estas Laboratory Standards Institute; CLSI publication-&g.
cepas adaptadas frente a otros biocidas y antbti Davidson, P.M., Harrison, M.A., 2002, Resistance addptation

. L to food antimicrobials, sanitizers, and other pssceontrols.
clinicamente relevantes. De entre los biocidas Food Technol.. 56 (11), 69-78.

ensayados, la mayor tolerancia tras la pres'éﬂcDonnell, G., Russell, R., 1999, Antiseptics andndéstants:
selectiva inducida por el crecimiento en presedeia activity, action, and resistance. Clin. Microbiole\R, 12 (1),
triclosan se obtuvo para la clorhexidina (un 87% de 147-179.

las cepas adaptadas a crecimiento en presencia \jgetre, T., Hgiby-Pettersen, G.S., Habimana, Oejr,HE.,
triclosan vieron incrementada su CMI frente a este Langsrud, S., 2011, Assessment of the antibactctality of

L . a triclosan-containing cutting board. Int. J.Foodcidbiol.,
biocida entre 2 y 18 veces), seguida de cloruro de 146 (5) 157_162.

benzalconio (un 69% de las cepas Vieromo, m.S. Favrin, S., Romanova, N., Griffiths, M.V2002,
incrementada su CMI entre 2 y 300 veces) y Postadaptational Resistance to Benzalkonium Chloritte a
hexaclorofeno (con un 61% de las cepas que Subsequent Physicoch.emicall Mo.difications tfisteria
aumentaron su CMI entre 2 y 30 veces). Incrementos monocytogeneAppl. Environ. Microbiol., 68:5258-5264.
notables de las CMlIs frente a cetrimida, cloruro de
dldeC|Id|met|Iamon|(_) y cloruro de hgxadecn-plrlmn Agradecimientos Este trabajo ha sido financiado por el proyecto
se detectaron también en porcentajes algo meneresphs-AGR-4295 (Junta de Andalucia).
las cepas adaptadas a crecimiento en presencia de
triclosan.
Respecto a la sensibilidad de estas cepas frente a
antibidticos clinicamente relevantes, un total de 2
cepas vieron incrementada su resistencia a
sulfametoxazol, 18 a ampicilina o a ceftazidimaal5
cefotaxima, 5 a sulfametoxazol/trimetoprim y 2 cepa
a &cido nalidixico. Para los antibidticos imipenem,
tetraciclina y ciprofloxacino sélo se detecté uepa
en cada caso que vio incrementada su resistencia al
agente antimicrobiano tras contacto con triclosan.
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Inactivacion de microorganismos patdégenos en jaméocido mediante
tratamientos combinados de bioconservantes y altggesiones

Margarita Medina, Raquel Montiel e Izaskun Martiab@jas

Dpto. Tecnologia de Alimentos, Instituto Nacionalldvestigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA), Madrid, Espafianmedina@inia.es

Los productos carnicos RTE (ready-to-eat) puedattacoinarse con microorganismos patégenos
durante su preparacion industrial, principalmentedte el loncheado o empaquetado. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto individualcgmbinado de las altas presiones y tres
bioconservantes, reuterina (Reu), sistema lactafasa (LPS) y lactoferrina (LF) sobtésteria
monocytogenes, Salmonelateritidis yEscherichia coliO157:H7, inoculadas a aprox. 5.1-5.8 log
ufc/g en la superficie de jamén cocido conservadbyal0°C durante 35 d. Reu exhibié un efecto
bacteriostatico sobrk. monocytogenedurante 7 d a 4°C, asi como un potente efectaeieida
sobre Salmonellay E. coli durante los 35 d de ensayo, tanto en refrigeraaid4°C como en
condiciones de abuso de temperatura. LPS en jamdidactuvo un efecto bacteriostatico sohte
monocytogenedurante 7 d a 4°C y un efecto bactericida sSlatenonellay E. colidurante 21y 35 d,
respectivamente. La combinacion de Reu y LPS canpaésion (450 MPa/5 min) mostr6é un efecto
antimicrobiano sinérgico frentela monocytogenesmpidiendo su crecimiento durante las 5 semanas
de ensayo a 4°C. Estos tratamientos combinadoséarabitaron el crecimiento de los dos patégenos
Gram-negativos ensayados, observandose valorebajogy/tras 35 d a 4 y 10°C.

INTRODUCCION 0157:H7 se realizaron en placas de agar Palcam,

.. Salmonella Shigellagar (SSA) y agar Violeta Rojo Bilis
Los productos carnicos RTE (ready-tp-eat) PuedORrBA), respectivamente. El ensayo se realizé por
contaminarse con microorganismos patégenos duragyplicado.

su preparacion industrial, principalmente durarite e

loncheado o empaquetado (Lin y col., 2006; Myers FESULTADOS Y DISCUSION
col.,, 2013). El jamo6n cocido, por sus propiedades
intrinsecas, permite el crecimiento de patdgenasco :
Listeria monocytogenes, Salmonel&nteritidis y |09 ufc/g) aumentaron 2.25 y 2.45 unidades
Escherichia coliO157:H7, que pueden suponer ulodaritmicas durante 35 d de refrigeracion a 44C10
riesgo para la salud de los consumidores si algan€SPectivamente  (Tabla = 1).  Inicialmente, el
dosis infectivas. En los Gltimos afios se ha poteoci ratamiento de HP redujo los niveles de.

el interés por la aplicacion combinada de varichionocytogenesl.6 log ufc/g, pero no evito la

sistemas de conservacion con el fin de minimizar J§cuUPeracion del patégeno durante la refrigeracion,

presencia de microorganismos pat6genos en alimenfiy§ alcanzo valores similares al control tras 854dy
10°C. Reu mostré un efecto bacteriostatico sabre

RTE. El objetivo de este trabajo fue evaluar ettefe

individual y combinado de las altas presiones (H®) monocytogenesdurante ry 1,d a4 Y 10°C,
bioconservantes, reuterina (Reu), sisterffespectivamente.  LPS  resulté  bactericida con

lactoperoxidasa (LPS) y lactoferrina (LF) sohire reducciones de hasta 2 unidades logaritmicas ragentr

monocytogenes, Enteritidis y E. coli O157:H7 due LF no inactivé al patc’)geno., La. cqmbinacién de
inoculadas artificialmente en Ia superficie de jamoX€U Y LPS con HP aumento significativamente
cocido conservado a 4 y 10°C durante 35 d. _(P<_0_.05) la reduccién alcanzada por los tratamientos

individuales. Tras 35 d a 4°C, los recuentosLde
MATERIAL Y METODOS monocytogenesn jamoén cocido tratado con Reu y HP

fueron 3.95 unidades logaritmicas inferiores a los
Se prepararon muestras de 20 g de jamon cocido y §i§servados en las muestras control. Asimismo, la
contaminaron con las cepas monocytogenelNIA 2530, compinacion de LPS y HP mantuvo los recuentos
S.Enteritidis, CECT 4300, 4396 y 4155Fy coliO157:H7 é'gferiores a 2 unidades logaritmicas.

CECT 4972 a aproximadamente 5.1-5.8 log ufc/g. : . . -
aplicaron tratamientos de Reu purificada (16 mMPSL El tratamiento de HP redujo los niveles iniciales d

(2.8 U/g de LP bovina, 40 pg/g de KSCN y 10 pl dOH S. Enteritidis (5.84 log ufc/g) por debajo del limde

LF (0.1%), HP (450 MPa/5 min) y tratamientosdeteccion (< 1 log) (Tabla 2). Reu y LPS mostraron
combinados de HP y Reu, LPS o LF. Las muestras Un efecto bactericida sobre el patogeno durant83os

envasaron a vacio y se mantuvieron 35 da 4y I08€. d de ensayo a 4 y 10°C. LF no afectdé a la
recuentos deL. monocytogenes. Enteritidis y E. coli  supervivencia d&almonella La combinacién de los

Los recuentos iniciales de monocytogene.36
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antimicrobianos con HP mantuvo los recuentos dé&fbla 3 E. coliO157:H7(log ufc/g) en jamon cocido tratado con
, . . . ’ . 0, 1

patégeno inferiores a 1 unidad logaritmica durmegfsuc(c}gbri‘:]'\gg}oﬁi (nzqulé’r?igo'-;ﬁ-ll @’cﬂﬂéﬁfg 3'\gﬁda"5) y

d a 4°C. A 10°C, Unicamente la combinacion de LPS'y ‘

HP mantuvo los niveles dgalmonellapor debajo del 1d 7d 21d 35d
limite de deteccid 4°C | Control 5.0 5.25 5.17 4.98
imite de deteccion. P <7 < < T
Reu 4.3% 3.78"° 3.4 3.28%
Tabla I L. monocytogeneflog ufc/g) en jamén cocido tratado HP+Reu | <% <1 < 1: <
con Reu (16 mM), LPS (2.8 U/g), LF (0.1%), HP (458 &/Bmin) LPS 1.27" 1.247 < 1.397
y sus combinaciones, mantenido a 4 y 10°C durante 35 HP+LPS | < 125 < <r <
1d 74 >1d 35 4d LF 474 553 532 462
4°C | Control | 530 | 6.26" 776 | 7.61° HP+LF | <7 <1 <1 <7
Hp 1557 | 2857 5355 | 749° 10°C | Control 6.25 584® | 570 | 5.05
Reu 528 | 54F7 | 750° | 7.0° HP <f" [ 145" | 1507 | 242"
HP+Reu 359 3,007 332" 3 66% Reu 4.6%" 4.88" 5.32% 4.68"
LPS 367 | 380" | 449" | 6.97° HP+Reu | <% <1 <1 <1
HP+LPS | 188 | 158° | 16F° | 133 LPS 148" | 170° | 1187 | <T¥
LF 5.28" 6.26" 8.08° | 7.97° HP+LPS | <t <1 <T <T
APILF 165 1897 21.90° 7 24® LF 5.86" 6.19" 6.0]?’; 5.442*B
10°C | Control | 57% | 8.28% 781 | 787" L___LHPLF | < i _ tlfGA ] d?,};jsj A f23t5’ t
A B C C *Medias en la misma columna con distinto superin ren signiricativamente
HpP 4'5; 6'25@ 7.598 7'7?;3 (P<0.05) para una misma temperatura. Medias en ifman fila con distinto
EE“ = 53?-7\ ji@“ (73'23:35 ?'géB superindice difieren significativamente (P<0.05).
+Reu . . . .
LPS 3.08° 4.67° 747 | 7.03° . .
HPiLPS | 217 3.406° 323F | 377 El empleo de HP junto con otros métodos de
LF 5.89" 8.67° 8.14%< | 759" conservacion puede proporcionar mayor proteccion
HP+LF | 428" [ 7.06% 8.03° | 7.33° que los tratamientos individuales frente a los

*Medias en la misma columna con distinto superindifieren significativamente
(P<0.05) para una misma temperatura. Medias en itanan fila con distinto
superindice difieren significativamente (P<0.05).

Tabla 2 S. Enteritidis (log ufc/g) en jamén cocido tratado con
Reu (16 mM), LPS (2.8 U/g), LF (0.1%), HP (450 MPaity) y

sus combinaciones, mantenido a 4 y 10°C durante 35 d

*Medias en la misma columna con distinto superindifieren significativamente
(P<0.05) para una misma temperatura. Medias en ifanan fila con distinto
superindice difieren significativamente (P<0.05).

Los recuentos iniciales de. coli 0157:H7 (5.13
log ufc/g) se redujeron méas de 4 unidades logarémi

microorganismos patogenos y evitar su recuperacion
durante la refrigeracion de los alimentos RTE. Beu
combinacion con HP inactivd el desarrollo de
monocytogenegn salmén ahumado durante 35 d a
4°C (Montiel y col., 2014). La combinacion de HP y
LPS ha mostrado mayor eficacia en la inactivacién d

1d 7d 21d 35d . . . .
2°C | Control ) 557 5372 T 506° microorganismos patogenos (Garma—Grae_:lls y 'c.ol.,
HP < <1 <1 <1 2003) que la combinacion de HP con lisozima, nisina
Reu 5<-4;f tﬁl‘f 4;05;’:8 3<81‘3 u otras bacteriocinas. En el presente trabajo, los
e R < P < T 308 tratamientos combinados de Reu y LPS con HP
HP+LPS | <¥ <7 <1 <1 inactivaron el crecimiento deé. monocytogenegn
LF 5.55" 5.64" 544" | 504 jamon cocidodurante 35 d a 4°C. Asimismo, estos
HP+LF | < f <1 < | <laA tratamientos evitaron el desarrollo 8eEnteritidis
10°C |_Control 5.86 573" 6.25° | 6.07" : g ruais y
HP <t < 176" | 2.69" E. coli O157:H7, observandose valores inferiores a
Reu 5.48° 5.25" 4.67" | 482" 1.5 log ufc/g tras 35 d a 4 y 10°C.
HP+Reu <? <1* <1 1.358*
LPS 3.09 4.00" 3.90* | 2.30™ .
HP+LPS <¥ < 1?A < 1?7 < 1?A BIBLIOGRAFIA
LF 5.76% 5.67" 6.02% 6.10% .
HPTLE P < 1757 5 270 Garcia-Graells, C., Van Opstal, I.,, Vanmuysen, S. N\,
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Comportamiento de las esporas d€lostridium sporogenedurante el proceso
de elaboracion de la cecina

M2 del Camino Garcia, Rosa Ana Menéndez, Eugemnidldes y José Javier Sanz

ICTAL, Instituto de Ciencia y Tecnologia de losv&ntos, Universidad de Leén, Espaifiig,.garcia@unileon.es

El objetivo del presente ensayo fue evaluar el @ytamiento y la supervivencia de las esporas de
Clostridium sporogenesconsiderado como un microorganismo homoélogo neigémico de
Clostridium botulinumal simular una contaminacién de las materias gsimlurante el proceso de
elaboracién de la cecina. Para ello fueron ino@dadnco babillas con dos concentraciones iniciales
distintas, 16 esporas/g y TOesporas/g, de la cepa 892 CECT @stridium sporogenes
Posteriormente se siguieron las especificaciongblesidas por la IGP “Cecina de Le6n” para el
proceso de elaboracion de las cecinas. Fueronagda@disiete puntos de muestreo a lo largo de todo el
proceso, en los cuales se realizaron analisis bimlidgicos por técnicas clasicas para la detecd@n
Clostridium sporogenesn medio TPGY, identificaciones de las colonias lpotécnica de PCR y
valoraciones del pH y la actividad de agua en qaofo. Los resultados obtenidos indican que en la
fase de asentamiento se produjo un momento ceticel cual fue observada la mayor disminucion
del nimero de esporas viables. También se obserdifierencias en cuanto a los recuentos obtenidos
para las dos concentraciones de esporas, puesuparaoncentracion de partida baja no fueron
recuperadas esporas viables a partir de la fassatgamiento, cuando se partié deédsporas/g, solo

en el Ultimo muestreo no se obtuvieron recuentasaBdonos en estas observaciones concluimos que
la contaminacion inicial de las piezas de babitla esporas d€lostridium sporogeness controlada,
especialmente durante la fase de asentamientda gondiciones propias del proceso de elaboracion,
no recuperandose células viables del microorganismoeulado al final de siete meses de
elaboracion.

INTRODUCCION cuando se simula una contaminacion inicial ele\&dd y

. ; L. col., 2005). Tras la inoculacion fueron tomadasthagstras
La cecina es una salazon carnica, ahumadacyrespondientes al tiempo cero de andlisis. Rosteznte

curada, del despiece de los cuartos traseros datiga se procedié al salado de las piezas carnicas ntedian
vacuno mayor (BOE, 1994). El objetivo del presentgotamiento con una mezcla 1/1 de sal marina y graejn
ensayo fue evaluar el comportamiento y |&arkers jam” (sal, azlcar, nitrato potasico, tutpotasico
supervivencia de esporas Géostridium sporogenes Y acido ascdrbico). Los otros tiempos en los gselwlisis
considerado como un microorganismo homologo ripicrobiologicos fueron rgalizados quedan recogieloda
toxigénico deClostridium botulinumal simular una Tabla 1. Dos de las cecinas fueron ahumadas (B3)yyB
contaminacion de la materia prima durante el procel@S 0ras tres no.

de elaboracion de la cecina. Tabla 1 Condiciones del proceso de elaboracion de lanaeci
(BOE, 1994).

MATERIAL Y METODOS ETAPA DE LA

) ELABORACION CONDICIONES EALLJJ’ETS(?ESCI)E
Para el desarrollo del presente experimental fuerop Perfilado t
empleadas cinco babillas (B), las cuales fuerowianeente Salado 2,5 dias, 1°C, 85 % HR
analizadas para conocer su calidad microbiol6gicsuy Lavado i
caracteristicas iniciales de pH y actividad de adpiehas Asentamiento 40 dias, 7 °C, 78 % HR ttzai% ‘é',as'
babillas fueron inoculadas con esporas @estridium - fﬁmal d':S
sporogenesie la cepa 892 de la CECT. Para la obtencion ~ Ahumado 14 dias, 12°C, 80 % HR -, mado
de una elevada concentracion de esporas se uglizo 5 meses, disminuyendo | ts mitad secado
procedimiento establecido por Mah y col. (2008). Secado tempe“’;‘gf;) Z”;C al2°q tsfinal secado

En el proceso de elaboracion de las cecinas fusrguidos
los pasos establecidos por la IGP “Cecina de L¢BOE, L i o
1994). Las inoculaciones fueron realizadas en  giemgi Los analisis microbiolégicos de cada punto de mmeest
cortes que se realizaron en el lado izquierdo deata CONSiStieron en la toma de la muestra de un pueto d
anterior de cada babilla con concentracion finaf 1dnoculacion, de aproximadamente 10 g, para la que s
esporas/g y en el lado derecho con una concentréicidl calcu!o el volumen correspondiente de caldo TPGY d5
de 16 esporas/g. Fueron utilizadas dos concentraciond€ triPtona, 5 g de peptona, 4 g de dextrosa, 2feg
distintas de esporas con el fin de conocer la eidiude ©Xtracto de levaduray 1 g de tioglicolato sodim) el que

las mismas cuando la contaminacion inicial es bajge Lue homqgegeliada. D|Iug|orc11es de(zjlmall]esd de cada
serfa la condicién mas probable (Hyytia y col., 999 omogeneizado fueron sembradas por duplicado enYTPG
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agar, y las placas fueron incubadas en jarras akraipiosis 29 -

a 30 °C durante 3 dias. En cada punto de muestneloién 27 LN

fueron realizadas mediciones del pH de cada unéasle s

cecinas y de la actividad de agua de la cecinaidenasla 23 N\

como reserva (B2). g,, AN

Ante los cambios en la morfologia de las coloniados g, P

Gltimos puntos de muestreo, fueron realizados sieali - ~\\

mediante la técnica de PCR para confirmar su pentga a to 1 B 8 W 5 6

la especieClostridium sporogenesmediante cebadores y
protocolo de Le Bourhis y col. (2005).

[ —m —a—B3 —e—B4 =05 |

< Figura 2: Evolucién del inéculo de fGesporas/g d€lostridium
RESULTADOS Y DISCUSION sporogeneslurante el proceso de elaboracion de la cecina.

Los resultados de la evolucion del pH durante el

47

proceso de elaboracion quedan recogidos en laafigur s
1. La actividad de agua de la cecina reserva pi@sen s < AN
la siguiente evolucién: 0.947, 0.966, 0.957, 0.961, £ ., \ _
0.942 y 0.930. Los resultados de la evolucion de lo = = N\ -
indculos con distintas concentraciones de espogas d = 2 \ m R -
Clostridium sporogenesguedan recogidos en las e ;/ - \m%:\;s
figuras 2y 3. —e aw  w e |
7
/ 65
e s Figura 3: Evolucién del inéculo de £esporas/g d€lostridium
W 55 sporogeneslurante el proceso de elaboracion de la cecina.
pH
i_s BIBLIOGRAFIA
: ' ' ' ' ' : ' 4 Bell, C. y Kyriakides, A. 2005Clostridium botulinum Una
L aproximacion practica al microorganismo y su cdntkwd.
[ =81  ——B2 B Bl —=B5 | Acribia, Zaragoza.

BOE (Boletin Oficial del Estado). 1994. Orden de 27juhio de

Figura 1: Evolucién pH durante proceso de elaboracion de la 1994 por la que se ratifica el Reglamento de la Bemacion
cecinas. B, babilla; MP, materia prima Especifica “Cecina de Ledn” y su Consejo Regulador. BOE

165, 12 de julio de 1994, 22286-22291.
En los resultados de la evolucién del pH podemé¥tia, E., Hielm, S. Mokkila, M., Kinnunem, A., Kkeala, H.
observar que éste permanece estable durante todo ef?99: Predicted and observed growth and toxigenbsgis

d lab ., i . ¢ | lostridium botulinumtype E in vacuum-packaged fishery
proceso de elaboracion, con un figero incremento a product challenge tests. Int. J. Food Microbiol. ¥61-169.

final. En _el caso de las babillas 1y 5 pOdemq_% Bourhis, A.-G., Saunier, K., Doré, J., CarlierPJ, Chamba,
observar incrementos anormales que se corresponden -, popoff, M.-R., Tholozan, J.-L. 2005. Devel@mnand
con ligeras alteraciones de las mismas, ya que lavalidation of PCR primers to assess the diversity of
babilla 1 dio muestras de putrefaccion y la baliilke Clostridium spp. in cheese by temporal temperature gradient
present6 contaminacion con acaros. gel electrophoresis. Appl. Environ. Microbiol, 28-38.

Por lo que respecta a la evolucion de los indculdéah, J-H., Kang, D-H., Tang, J. 2008. Effects ohendls on
podemos observar que hay un punto critico durante | sporulanop ano_l heat resistanceGdbstridium sporogenesnt.

. J. Food Microbiol. 128, 385-389.

fase de asentamiento en el cual se produce el mayor
descenso en el nUmero de esporas viables para ambas
concentraciones de inéculo. Nuevamente se observa
gue en las cecinas que sufrieron alteraciones tran
el proceso de elaboracion, B1 y B5, la disminucién
las esporas viables es mas paulatina que en eldest
las cecinas. En el caso de una elevada contammacio
inicial no es hasta el final del proceso de elatiéra
cuando se produce la total desaparicion de esporas
viables deClostridium sporogenes
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Evaluacion de factores que afectan al crecimientoedtipos patdgenos de
Escherichia coli

Jesus Angel Santos Buelga y Maria Elena Alvareze2ua

Departamento de Higiene y Tecnologia de los Aliogrtniversidad de Ledn, Espafigantos@unileon.es

En la actualidad, las mejoras introducidas en @aehizacion a nivel de las explotaciones
agrarias y plantas de procesado de la leche, ortda aplicacion rutinaria de la pasteurizaci@n h
eliminado practicamente el riesgo de transmisioredfermedades causadas por microorganismos
patogenos No obstante siguen apareciendo brotetigbes asociados al consumo de leche o
productos derivados, algunos de ellos causadostipos patdgenos ddéscherichia coli La
modificacion de determinados parametros que afeefamrecimiento de éste microorganismo
(temperatura, pH, actividad de agua) podria cautrila su control en caso de fallo de la
pasteurizacién o posterior contaminacion. Asi peeseste trabajo se ha visto que cepak.deoli
enteropatégenas (EPEC) practicamente no sobrevigerdebajo de 10 °C, pero a 15 °C, no solo
sobreviven sino que ademas son capaces de creceuasto al pH tanto las cepas EPEC como las
cepas dé=. coliproductoras de toxinas Shiga (STEC) son capacésletar valores de 5,5 cuando el
acido empleado para modificarlo es acido lactiadey?,37 cuando se emplea &cido clorhidrico. La
actividad de agua (@ minima que permite la supervivencia de estosgeatds también depende del
compuesto empleado para modificarla. Cuando seeamiphCl, por debajo de 0,94 dgse mueren
practicamente todas las células, pero si empleasaoarosa la,aque permite la supervivencia
disminuye hasta 0,93, y lo mismo sucede emplealidergl, a g de 0,93 e incluso 0,91 observamos
supervivencia de algunas de algunas células. Témien cuenta cémo afectan estos parametros a la
supervivencia de cepas Hecoli patdgenas y que la dosis infectiva es baja (100-cElulas) se debe
tener especial cuidado en la elaboracién de losluystos lacteos para reducir el riesgo de
contaminacion.

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

Numerosos alimentos son causa de brotes des experimentos se realizaron con tres cepas HREC
toxiinfecciones alimentarias (TIA) pese a las megor L29a y L50) aisladas de muestras de leche de cabra
higiénicas y tecnolégicas introducidas en [Rertenecientes a la coleccién del laboratorio. dsistencia

elaboracién de éstos. Los datos del dltimo infornfe 2 acidez también se comprobé empleando tresscepa
EEC (L10, L22 y L24a) del mismo origen.

sobre zoonosis y enfermedades de transmis@ . .

limentaria de la Unién Europea, muestran que Igs PO amiento de cepas EPEC a baja temperatura.
a . uropea, q Para cada cepa se inocularon 100 pl de una suépensi
productos lacteos se han visto implicados en e¥®,4,, teriana 1oufc/ml en tubos que contenian 10 mi de TSB
de los brotes de TIA durante el 2012, algunos lds el (Oxoid) y en tubos con 10 ml de leche de cabraibsEe
causados poE. coli, principalmente del serogruporealizé por triplicado para cada temperatura deliacion
0157 (EFSA, 2014). (6°C, 8°C, 10°C y 15°C) y medio de cultivo (TSR:gHe de

Se considera que la aplicacion de tratamientogbra), incubando los tubos durante 7 dias. Postegnte

térmicos es una forma eficaz de control de logpedi se realiz6 un andlisis microbiologico de las muesstr
biolégicos cuando éstos provienen de la lectggmbrando en superficie de placas SMAC (Oxoid) 100

empleada como materia prima. No obstante, und Suspension bacteriana que se incubd a 37 °@teluzd

malas practicas de fabricacion, principalmente éhantes de realizar .el re.cu_ento de ufc/ml. Comdrabge
emplearon los medios sin inocular.

productos cuyo proceso de elaboracién incluye etaggi‘

; . g sistencia a la acidez de cepas EPEC y STEGe
de manipulacion o de procesado posteriores &Ghnlearon dos tipos de acido, uno fuerte (HCI) g débil

tratamiento  térmico, pueden facilitar  uUNgacido lactico). Para cada cepa se inocularon 1@ wna

contaminacion cruzada o la incorporacion deuspension bacteriana de’ 1c/ml en tubos que contenian

patdgenos de origen ambiental. TSB (Oxoid) y un tipo de acido a distintas concacitines
La modificacion de determinados parametros gué&abla 1).

afectan al crecimiento de éste microorganisrrﬁzﬁ incubaron a 37 °C durante 24 h, midiendo larbbscia

(temperatura, pH y,A podria contribuir a su control @ 450 nm transcurridas 3, 6 y 24 horas tras lavlac@n.

en caso de fallo de la pasteurizacion o posterigPMe control de crecimiento se emple6 TSB sin acido
contaminacion inoculado del mismo modo y como blanco tubos deioned

sin inocular.
Influencia de la @, y del soluto empleado para
modificarla, en el crecimiento de cepas EPECSe
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emplearon tres solutos (NaCl, glicerol y sacarosa) cepa (Yates, 2011). En nuestro caso hemos observado
distintas concentraciones para modificar Jadel medio que tanto las tres cepas EPEC (L6, L29a y L50) como
base TSB (Tabla 2). La,&e midié con el equipo Aqualab g5 tres cepas STEC (L10, L22 y L24a) solamente
CX2 (Decagon Devices). _ sobrevivian a concentraciones inferiores a 3,4pM (

Se realizaron tres réplicas para cada cepa inaboldnml 5,5) en el caso del &cido lactico y 3,37 M (pH 287

de una suspensién bacteriand @f/ml en tubos con 9 ml | del 4cido clorhidri R itad i
de TSB y la concentracion correspondiente de sojuge €' €S0 CO€l aCido clorhidnco. ~esultado esperatio y

incubé a 37 °C durante 48 horas, midiendo la alsnib a dU€ 10S acidos organicos son mas eficaces que los
450 nm a las 6, 18, 24 y 48 horas tras la inoctirapara inorganicos. Otro resultado interesante es queigba

comprobar la evolucién del crecimiento. Se comprtibo lactico tiene un efecto inhibido ligeramente superi

ausencia de crecimiento en los tubos mediante sieeh en el caso de las cepas STEC respecto a las cepas

placas de TSA (Oxoid) incubadas durante 24 hoB&°€. EPEC. Estos datos concuerdan con lo sefalado por
Golden y Small (1993) quienes observaron que los

Tabla 1 pH del medio en funcién de la concentracion déaac patotipos enteroinvasivo y enteropatogénicd&deoli

Acido lactico son significativamente mas tolerantes a la acidez q
M 0 | 114 | 334| 571 914 114 1485 |59 ygriedades no patdgenas.
pH | 76 7 | 55| 46| 43 4 36
Acido clorhidrico | Influencia de la a,, y del soluto empleado para
M 0 | 056 ] 09 [ 112] 337 564  9.7% dificarl | iiento d EPEC
i | 742 | 641 | 532 48i] 237 134 o9 Modificarla, en el crecimiento de cepas :

Los datos disponibles acerca de la minigayae

Tabla 2 a, del medio liquido en funcion de la concentracion d‘ft)ermite el crecimiento dé. coli estan en torno a 0.95

cada soluto afiadido.

o un 0,8 % de NacCl, siendo el valor 6ptimo de 0,995
[NaC[% | 0 0,9 18 3,4 6,5 93] 11

- Too T 100 oo o098 6o Goi  oda (Yates, 2011). Adema4s, en nuestros ensayos, COmo

[Gic]% | 26 | 49 94 | 161] 231| 286 33k €ra de esperar, encontramos que la minimajue

au 1,00 [ 099 | 098] 096 099 093 0491toleran depende del compuesto a utilizar. Asi, daan

[Sac]% | 9.2 | 159 | 262| 397 484 546 592ge emplea NaCl, por debajo de 0,94 s& mueren

a 099 | 099 ] 098] 097 096 094 093, . 5 :
practicamente todas las células, pero si empleamos
glicerol, a @ de 0,93 e incluso 0,91 observamos
supervivencia de algunas de ellas (cepa L50). Guand

RESULTADOS Y DISCUSION empleamos sacarosa no se observa una tendeneia clar

q Yaque la cepa L6 es capaz de sobrevivir biep dea

0,93, pero con las cepas L29a y L50 se observa lo
contrario, incluso a una,aelativamente alta (0,96),
El rango de temperaturas que permite @racticamente no sobreviven.

crecimiento y la supervivencia @ coliva desde los  Teniendo en cuenta como afectan estos parametros

7-8 °C hasta los 46 °C (Yates, 2011). En nuestsoa supervivencia de cepasElecoli patdgenas y que

estudio hemos comprobado que en leche las tres cepadosis infectiva es baja (10 — 100 células) deede

de EPEC tuvieron un comportamiento similakener especial cuidado en la elaboracién de los
observandose mayor inactivacion a las temperatug®ductos lacteos para reducir el riesgo de
mas bajas, pero aumentando la supervivenciacéntaminacion.

medida que aumentaba la temperatura hasta observar

crecimiento a 15 °C. BIBLIOGRAFIA

Una tendencia similar se observé en las mlsm@éSA,ZOM. The European Union Summary Report ondsrand
cepas cuando crecen en caldo TSB. Este resultado e€Sources of Zoonoses, Zoonotic Agents and Food-borne

interesante desde el punto de vista de la protii@na Outbreaks in 2012. EFSA Journal 12 (2), 3547.

de estas cepas en alimentos que pudieran habstse worden, J., Small, P.L.,1993. Acid resistance iten bacteria.

expuestos a una ruptura de la cadena del friouga g, Infect Immun 61, 364-367.

tes, A.,2011. Shiga toxin-producirigscherichia coli(STEC).

se comprueba que temperaturas no excesivamen%qn: Craig, D. and Bartholomaeus, A. (eds) Agents of

elevadas permiten el desarrollo de estos patdgenos.  Foodborne lliness. Food Standards Australia Newlafea
Canberra.
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Eficacia de ingredientes naturales sobre virus enti€os

Gloria S4ncheZ, Carlos Sanchéy Rosa Azndr?

!Departamento de Microbiologia y Ecologia, Univeesidle Valencia, Espaftdosanmo@uv.es
2 Departamento de Biotecnologia, IATA-CSIC, Espafia

En este estudio se mostr6 que los aceites esendialerégano y zataria no presentaron ningun efecto
virucida sobre suspensiones del virus de la hépaiit(VHA), mientras que el tratamiento con
carvacrol al 2% redujo la infectividad del VHA earca de 1 orden logaritmico. En el caso de los
modelos de norovirus, el norovirus murino (MNV) lycalicivirus felino (FCV), el tratamiento con
carvacarol fue mas efectivo que el timol, obteni&sedmas de 3 érdenes logaritmicos de inactivacion
para suspensiones de FCV y MNV tratadas con 0,5%adecrol. Carvacrol al 0,5% se aplicé en
agua de lavado de lechuga, donde la eficacia al@niiento disminuia a medida que se incrementaba
la demanda quimica de oxigeno (DQO).

INTRODUCCION Higienizacion de lechuga Se inocularon trocitos de

. L. o _lechuga de 3 ctcon las suspensiones de virus, se dejo
Los virus entéricos, pnnupalmente los NOroVIrUgecar el inoculo y se lavaron con soluciones deaagu

humanos (NoV) y el virus de la hepatitis A (VHA, S destilada que contenia 0,5 % y 1% de carvacrolnierao
encuentran entre los patdgenos emergent@s (Liy col., 2012).

reconocidos en los Ultimos afios como principales
causantes de brotes de enfermedades de transmi®&SULTADOS Y DISCUSION
?‘"me”ta“a- Los a“.”??”tos . hap'tualm?nteEficacia del aceite esencial de zataria y orégano
involucrados en la transmision de infecciones agfic

) . sobre el VHA.
son los moluscos bivalvos, los alimentos de IV gama
(verduras que se consumen crudas, las frutas tipoRecientemente nuestro grupo ha descrito que los
baya) y los alimentos preparados. La inactivacién @ceites esenciales de orégano y zataria son muy
virus entéricos mediante ingredientes naturalesocorgfectivos para la inactivacion de dos modelos dé No
algunos aceites esenciales, quitosano o polifef@leshumanos, el MNV y el FCV (Elizaquivel y col.,
sido demostrada utilizando suspensiones de algu@ékl3). En este trabajo, cuando tratamos suspemssione
de ellos (revisado por Li y col., 2013 y D'Souzaglel VHA con concentraciones del 0.1% hasta 2% con
2014). Sin embargo, son pocos los estudios enues @ceite esencial de zataria 0 orégamo, no se deiecta
estos compuestos naturales se han ensayado reghucciones en la infectividad del VHA.
aplicaciones alimentarias, ya sea en el agua @eldav Eficacia del carvacrol y timol sobre suspensiones
de frutas y verduras, en tanques de depuracién \dgcas.

Marisco o en envases activos. El carvacrol y timol son compuestos principales de

. muchos aceites esenciales. La tabla 1 muestra la
MATERIAL Y METODOS eficacia sobre el MNV, FCV y VHA. Los resultados
Virus y lineas celulares.Se utilizaron las cepas HM-175 muestran que el carvacrol fue mas efectivo que el
del VHA, F9 del FCV y MNV-1, y se ensayaron en laimol sobre los virus estudiados, aunque en el dako
lineas FRhK-4, CRFK'y RAW 264.7, respectivamente.  \VHA sélo se conseguian reducciones de casi 1 log
Evaluacion  capacidad virucida. Los compuestos cyando se utilizaba el carvacrol al 1%. El carviaaio

evaluados se afadieron a las suspensiones de(aérug-7 0,5% inactivaba completamente las suspensiones de

log TCIDs¢/ml) y se incubaron a 37 °C en agitaciéon duran X : - .
2 h. Los virus infecciosos fueron enumerados editess tﬁlNV y FCV después de 1 h de incubacion (Fig 1).

celulares correspondientes. Cada tratamiento $iedrqsor

triplicado. La actividad virucida de los distintoempuestos

se calcul6 comparando el nimero de virus infecsicso

las suspensiones sin tratar y en las suspensianesruts

tratadas.

Agua de lavado de lechugaSe afadié 0,5 % carvacrol a - 2

agua de lavado de lechuga (Lépez y col., 2011) con

distintas concentraciones de demanda quimica dgwoaiy . 2 e o B v e

una concentracioén fija de MNV o FCV y se traté diea2 s

ha 37 °C. Figura 1: Eficacia del carvacrol al 0,5% a diferentes tiesiple
incubacion. A. MNV. B. FCV

A B

Log (TCID, JmL)
Log( TCID, ymL)
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Tabla 1 Eficacia del carvacrol (C) y timol (T) sobre susgienes Tabla 3 Eficacia del lavado con carvacrol en lechuga

viricas.

MNV FCV
1
FCV MNV HAV (Log TCIDs¢/mL) (Log TCIDsy/mL)

Control  582+032A 5,70 + 0,00A 612£0,35A —avado ¥ S ¥ educcien
025% C 241+007B  3,84%1,29B 5,96 £ 0,12A virus virus
05%C <232%000C <213+000C  598+019A — 53420197 - §451021A -
1%C <132£000C <213£000C  515%014B (oo go3s031A 0.21 6.24 + 0. 38A 0.21
Control  588+0,00A 6,07 +0,00A 641£019A 1o 5,49 + 0,148 0.02 5,45+ 0178 1,00
01%T  599+026A  599+0,38A 6,41 + 0,14A
05%T <2,13+000B 557 +0,45A 5,29 £ 0,07A
1%T <2,13+0,00B  4,41+1,16B 6,20 £ 0,12A .

’ Los resultados presentados en este trabajo
2%T - 362+0,728 6,39£0,17A muestran el potencial que tiene el carvacrol como
TLog TCIDsy/m alternativa a los higienizantes quimicos.

Eficacia del carvacrol en agua de lavado de .
lechuga. BIBLIOGRAFIA

. ., d | de | d I(Dj'Souza, D.H. 2014, Phytocompounds for the cordfohuman
La contaminacion cruzada en el agua de lavado € enteric viruses. Curr. Opin. Virol., 4:44-9.

productos de IV gama supone un grave problema pgigaquivel, P., Azizkhanib, M., Aznar, R., Sanchz2013. The
este tipo de industrias. En este trabajo, se haaa Effect of essential oils on norovirus surrogatesod=Control,

la capacidad del carvacrol como higienizante nhtura 32: 275-278.

y su potencial para eliminar la presencia de vems Li, D., Baert, L., Uyttendaele, M. 2013, Inactivatiof food-borne
este tipo de agua. Los resultados muestran que |avir_uses_ using natural biochemical substances. Food
efectividad del carvacrol depende en gran medida de Microbiol., 35:1-9. , N

la DQO del agua, sobre todo para el MNV, que éé D., Baert, L., Zhang, D., Xia, M., Zhong, W., N oillie, E.,

reconocido como un Virus mas resistente e el ECV Jiang, X., Uyttendaele, M. 2012, Effect of grapedsextract
(T (tj)l 2') 0 un vird ' qu on human norovirus GIl.4 and murine norovirus lviral
apla 2).

suspensions, on stainless steel discs, and ircéettash water.
Appl. Environ. Microbiol., 78:7572-7578.
Lépez-Galvez, F., Posada-lzquierdo, G.D., Selma/.MPérez-
Tabla 2 Reduccion en la concentracion de virus después de Rodriguez, F., Gobet, J., Gil, M.I, Allende, A. 201
tratamiento de agua de lechuga con carvacrol &®0,5 Electrochemical disinfection: an efficient treatrneto
inactivate Escherichia coliO157:H7 in process wash water

DQO MNV FCV va C 1 pro
containing organic matter. Food Microbiol., 30:14856.
(ppm)
0 > 4,50 >3,50
200 4,49 + 0,07 3,08 +0,25
300 0,24 £0,19 2,99 +0,26
400 0,41+0,12 2,64 +£0,06

Eficacia del carvacrol sobre alimentos.

Por otro lado se evalud el potencial del carvacrol
para la higienizacion de lechuga previamente
inoculada con MNV y FCV. Los resultados muestran
gue el simple lavado con carvacrol al 1% reduceren
90% la carga virica (Tabla 3).
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Produccién de aminas bidgenas por cepas de bactegikcticas aisladas del
queso de Genestoso

M. Eugenia Tornadijo, Leticia Gonzalez y Domingariamdez

Higiene y Tecnologia de los Alimentos, Universidad_eén, Espafiametorr@unileon.es

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capatigra producir aminas biégenas in vitro, por cinco
cepas de bacterias lacticas aisladas del quesemes@®so, un queso artesanal elaborado con leche de
vaca, y seleccionadas previamente en funcién deapiisid tecnolégica, para formar parte de un
cultivo iniciador autéctono.

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

Las principales aminas biégenas estudiadas k@ produccion de aminas bidgenas se evalué mediante
queso son tiramina e histamina junto con putresgingnsayos cualitativos y cuantitativos. El analisislitativo
cadaverina, que suelen aparecer después de lustrei'e llevado a cabo en diferentes medios descrims p
dias de maduracion. Los niveles de aminas biogerRfye’-Cid y Holzapfel (1999). Estos medios se
varian notablemente no sélo entre variedades deoguguPlémentaron con el  correspondiente - precursor

: g . aminoacido de cada amina biégena (L-histidina
sino tambien dentro de cada variedad (Strattonl.y C@nonohidrocloruro, L-ornitina monohidrocloruro, Lsia

1991; Silla, 19_96)' o . ~monohidrocloruro y Tirosina disodio) al 1% como
Las bacterias lacticas integrantes de un culti@ncentracion final. La produccion de al menos amina
iniciador deben carecer de la capacidad de produgibgena se constaté por la formacién de un colgoyra en
aminas bidégenas (Dewan y Tamang, 2007). Séhmedio, de acuerdo a Curiel y col. (2011).
embargo, la presencia de estos compuestos Adgunos autores advierten de numerosos falsos inegat
inevitable en alimentos fermentados (Masturcelli gue ocurren debido a un crecimiento insuficientelate
col., 2005). La formacién de aminas hiégenas es GfiPas 0 a la propia capacidad acidificante de dasebias
mecanismo que poseen las bacterias para protegéqggpas. Por otro lado otros autores afirman haber

frente a ambientes acidos (Arena y Manca de Nad?glcontrado falsos positivos debido a la producdiémtras
y sustancias capaces de alcalinizar el medio. Paor étid el

20.01.)' Las ~ aminas  biogenas . S?, genera@lﬂélisis cualitativo se confirmé mediante métodos
prmmpalme_nte por i _descarbo_X|IaC|on P'e uantitativos de cromatografia liquida de alta ltgson
correspondiente  aminoacido gracias a enzim@spLC). Las muestras se prepararon siguiendo ebanét
especificas que posee la microbiota del produ@p, mportado por Burdychova y Komprda (2007), y se
lo que estan asociadas con aspectos higiénicosdeyivatizaron con una solucién de cloruro de dandl
tecnolégicos (Curiel y col., 2011). Muchas bacteriaanalisis se llevo a cabo siguiendo el método del&grcol.
lacticas poseen la capacidad de producir aminas. @893) y Masturcelli y col. (2005).

concreto la actividad tirosina e histidina .

descarboxilasa han sido detectadas en lactobacilBESULTADOS Y DISCUSION

enterococos, lactococos y leuconostoc (Maijalaly co  g| test cualitativo de produccion de aminas fue

1993; Silla, 1996; Bover-Cid y Holzapfel, 19990sitivo respecto a putrescina, cadaverina y tinami
Fernandez Garcia y col., 2000; Suzzi y Gardingn todas las cepas evaluadas. Se detectd también
2003). En consecuencia, la mayoria de los produci9g,quccion de histamina en tres de las cinco cepas
en los cuales crecen las bacterias lacticas pueqgf,diadas. Los resultados obtenidos por confignaci
contener cantidades considerables de putresCigadiante procedimientos cuantitativos se presesian
cadaverina, histamina y tiramina. La producciom esf, tapla 1. Las cepas fueron clasificadas segumdzo
reIaC|or’1.ada prmC|p.aImente' con la actmdac;, Ozogul (2007), dependiendo de su capacidad de
proteolitica de los microorganismos integrantesade nrqquccion, en tres categorias: elevada capacidad d
microbiota lactica non-starter (NSLAB) (Mauala_ Yproduccion de aminas (100-1000 pg HiLintemedia
Eerola, 1993; Bover-Cid y col., 2001; Suzzi Yapacidad de produccion de aminas (10-100 pg)mL
Gradini,, 2003). De hecho, la presencia dg¢ paja capacidad de produccién de aminas (< 10 pg
microrganismos con alta actividad descarboxilasa LY.

considgra el pri'ncipal',factor relacionado con el |5 produccién de aminas biégenas fue diferente
contenido de aminas biégenas en queso (Silla 1996re especies e incluso entre cepas de la misma

Arena y Manca de Nadra, 2001; Galgano y col., 200dspecie, como ya sefialaron Ozogul y ©zogul en 2007.
Masturcelli y col., 2005).
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En general, las cepas evaluadas acumularon pduaiel, J.A, Ruiz-Capillas, C, de las Rivas, B, Carrascés¥,
cantidad de histamina a partir de histidina. Sin Jiménez-Colmenero F, Mufioz R. 2011 Production oféc
embargo la cep&nterococcus faecaliGE 2320 amines by lactic acid bacteria and enterobactsakatied from
exhibié ’una buena capacidad de formacién de fresh pork sausages packaged in different atmosphand

hi . ir d inoacid kept under refrigeration. Meat Sci. 88:368-373.
Istamina pero a partir de otros aminoacidos. Esto Dewan, S., Tamang, J. P. 2007 Dominant lactic baitteria and

posible porque el medio utilizado contiene peptpna  their technological properties isolated from themliayan
extracto de carne. Ademas, hay que tener en cuentaethnic fermented milk products. Antonie van Leeufmesk
que las diferencias en la concentracion de metaboli 92, 343-352.
puede deberse al estado de crecimiento de kola, S., Hinkkanen, R., Lindfors, E., Hirvi, T99B Liquid
cultivos. Todas las cepas mostraron intermedia chromatography etermination of biogenic amines iy d
capacidad de produccién de putrescina a partir de S2Useges. J AOAC Int. 76, 575-577. ,
omitina. Asi mismo, fueron bajas productoras deemandez-Garcia, E., Tomilio, J., Nufiez, M. 2008nfation of
. . . . . biogernic amines in raw milk Hispanico cheese mactufred
cadaverina en el medio _en”queCIdo Cor_] lisina. with proteinases and different leves of starteturel J Food
Las cepasLactobacillus paracaseiGE 2036, Protect. 63, 1551-1555.
Enterococcus faecaliSE 2320 yLactococcus lactis Galgano, F., Suzzi, G., Favati, F., Cruso, M., Mastli, M.,
subsp.lactis GE 2363 mostraron una produccién de Gardini, F., Salzano, G. 2001 Biogenic amines duripgning
tiramina intermedia con valores en torno a 80-90 pg in “Semicotto Caprino” Cheese: role of enterococat. U
mL™. De hecho, histamina y tiramina son las aminas Food Sci. Technol. 36, 153-160. i
biégenas mas abundantes encontradas en queso§éalez. L., Sacristan, N., Arenas, R., Fresno,, Jdradijo,

oveja y vaca (Novella y col., 2003; Masturcelligl.c M.E. 2010 Enzymatic activity of lactic acid baceerwith
2005) antimicrobial properties) isolated from a tradigbrSpanish

L, cheese. Food Microbiol. 27, 592-597.

En la valoracion de estos resultados hay que terl’(%?nprda, T., Swi4a, D, Novicka, K., Kalhotka, L., Sustova, K.,
en cuenta que la produccion de aminas bidogenab en epechova, P. 2007 Content and distribution of biageniines
gueso esta condicionada por varios factores quein Dutch-type hard cheese. Food Chem. 102, 129-137.
incluyen la tecnologia de elaboracion, sus cond@so Linares, D.M., Del Rio, B., Ladero, V., Martinez, Rernandez,
de maduracién y la evolucion de las especies M. Martin, M.C., Alvarez, M.A. 2012. Factors infloeing
microbianas y de los parametro fisico-quimicosoge | fﬂ'ﬁﬁgﬂia gml'”fg accumulation in dairy products. d~00

uesos (Ordonez y col., 1997; Komprda y col., 2007; . eI .
Einares (y col. 20%2). Los resultadops deyeste Imabazrauala’ R., Eerola, S., Aho, M., Him, J. 1993 Titeet of GDL-
. ’ ; . induced pH decrease on the formation of biogenimesin
junto con los obtenidos en otros estudios lleva@los eat J Food Protect. 56, 125-129.
cabo sobre la caracterizacion enzimatica de |@@sturcelli, M., Gardini, F., Torriani, S., Mastaa, D., Serio,
bacterias lacticas aisladas del queso de Genestos®., Chaves-Lépez, C., Schirone, M., Suzzi, G. 2005
(Gonzélez y col., 2010) constituyen una herramienta Production of biogenic amines during the ripenifi@ecorino
esencial para seleccionar cepas de bacteriasagctic Abruzzese cheese. Int. Dairy J 15, 571-578.

con caracteristicas interesantes desde un punto Ngella Rodriguez, S., Veciana-Nogués, M. T., IzgioePulido,
vista tecnol()gico M., Vidal-Carou, M. C. 2003 Distribution of biogeraenines

and polyamines in cheese. J Food Sci. 68, 750-756.
Ordéiez, J. A., Ibanez, F. C., Torre, P., Barcina, 1997

BIBLIOGRAFIA Formation of biogenic amines in Idiazabal ewe’sknaiheese:

Arena, M. E., Manca de Nadra, M. C. 2001 Biogenic r@mi effect of ripening, pasteurization and starter.oddProtect.
production by Lactobacillus. J Appl. Microbiol. 938-162. 60, 1371-1375.

Bover-Cid, S., Holzapfel, W.H. 1999 Improved scregnin Ozogul, F., Ozogul, Y. 2007 The ability of biogerimines and
procedure for biogenic amine production by lacticida ammonia production by single bacterial culturesr. Etood
bacteria. Int. J Food Microbiol. 53, 33-41. Res. Technol. 225, 385-394.

Bover-Cid, S., Hugas, M., lzquierdo-Pulido, M.Vidaarou, Silla Santos, M.H. 1996 Biogenic amines: their intaoce in
M.C. 2001 Amino acid-decarboxylase activity of baiete foods. Int. J Food Microbiol. 29, 213-231.
isolated from fermented pork sausages. Int. J Rdiodobiol.  Stratton, S.S., Hutkins, R. W., Taylor, S. L. 18ihdgenic amines
66, 185-189. in cheese and other fermented foods: a reviewod Pootect.
Burdychova, R., Komprda, T. 2007 Biogenic amine-fognin 54, 460-470.
microbial communities in cheese. FEMS MicrobiolitL@76, Suzzi, G., Gardini, F. 2003 Biogenic amines in deynfented

149-155. sausages: a review. Int. Food Microbiol., 88, 41-54
Tabla 1 Produccion de aminas biégenas por cepas de tzackécticas aisladas del queso de Genestoso.
Produccion de aminas biégenas (ug mt)

Especie Cepa Putrescina Histamina Cadaverina| Tiramia

Lactococcus lactisubsp.lactis GE 11 22.16 7.56 8.40 3.16

GE 12 23.22 n.d. 7.86 2.26

GE 2363 34.54 7.9 6.84 89.26

Lactobacillus paracasei GE 2036 52.42 n.d. 9.02 33.74

Enterococcus faecalis GE 2320 14.48 6.32 8.16 79.20
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Caracterizacion de resistencias deisteria monocytogeneaisladas de
alimentos en Navarra durante el periodo 2004-2013

Maria Diez-Leturia, Leyre Tabar, Victoria Garridéd\ga Isabel Vitas

Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y AguBgpartamento de Microbiologia y Parasitologia
Universidad de Navarra, Espafiadiezlet@unav.es

Debido a la alta mortalidad producida pdsteria monocytogenegs importante asegurar la eficacia
del tratamiento antibiético en casos de listerioSisn este fin, se evalud el perfil de resistendms
cepas dd.. monocytogeneaisladas de alimentos, principal via de transmisié la enfermedad. La
monitorizacién del patégeno en alimentos procededée supermercados y empresas de catering de
Navarra durante la dltima década permitié aisla# t8pas de los siguientes origenes: pescado
cocido/ahumadonE37), lacteos(=15), vegetales crudos/cocinados14) y carnes cocidas/curadas
(n=68). El serogrupo predominante fue el 1/2a (42,5%qguido de 4b (30,6%) y 1/2c¢ (21,6%). Todas
las cepas fueron sensibles a ampicilina, penigilinéampicina, trimetoprim/sulfametoxazol,
amoxicilina, gentamicina, meropenem, imepenem Yy cemdncina. Ademas, rifampicina y
trimetoprim/sulfametoxazol mostraron valores bajae MIG, (0,032 y 0,023 pg/mi,
respectivamente), mostrando alta eficacia frente monocytogene€n contraste, se encontraron
altos porcentajes de resistencia para fosfomi@0g606), cefuroxima (95,5 %), cefepime (96,3%) y
clindamicina (94,0%). Por otro lado, un bajo potagnde cepas fueron resistentes a ciprofloxacino
(6,7%), levofloxacino (0,8%) y tetraciclina (2,23%jinalmente, se estudié la tendencia del valor
MICg, para rifampicina, trimetoprim/sulfametoxazol y tgmicina, siendo ascendente en el primero
de ellos. Estos resultados revelan que a pesar slesteptibilidad de. monocytogenea la mayoria

de los antibidticos, es posible adivinar un aumet¢o resistencias en el futuro. Por ello, es
conveniente reforzar la vigilancia de resistentaaso de cepas alimentarias como clinicas.

INTRODUCCION La caracterizacion antigénica se realiz6 empleanudit

. L comercial de antisueros pata monocytogenegDenka
En la Unidon Europea, la listeriosis es UN&gjken).

enfermedad relativamente rara, pero con alfg estudio de la susceptibilidad antimicrobianalleeé a
morbilidad, hospitalizacion y mortalidad en el rangcabo por microdiluciébn en placa (interpretacién de
de la poblacién vulnerable (EFSA, 2013). La alarmasultados segunthe guideline of the Clinical and
qgue supone la alta tasa de mortalidad (20%), ka&boratory Standards InstituteCLSI, 2012), evaluandose
acentia en los ultimos afios con la emergencia He agentes antimicrobianos mediante panel comercial
resistencias. Asi, desde que la primera cepa @RN€rico de Gram positivos (Siemens PM28). Ademaas s
Listeria monocytogene®sistente a un antibiético fuedetermind la concentracion minima inhibitoria (MiGy
documentada en 1988, otros casos han sido aislaffi§o0) de 50 cepas seleccionadas al azar frente a los

i i di bient t lini %}gwentes antibiéticos: gentamicina, rifampicina,
en alimentos, medaio ambiente y muesiras ClINICAK, 4 qicling y trimetoprim/sulfametoxazol (mediarieest

(Korsak y col., 2012). Por todo ello, es importantgiomerieux); ampicilina, penicilina y vancomicinaog
asegurar la eficacia de los tratamientos antiwét&n mjcrodilucion en placa).

casos de listeriosis.
En consecuencia, el objetivo de este estudio RESULTADOS Y DISCUSION
sido caracterizar el perfil de resistencias de safm

L. monocytogeneaisladas de alimentos en Navarra L@ caracterizacion antigénica lemonocytogenes
durante la tltima década agrupo los aislados en 6 serotipos (Tabla 1). La

mayoria de las cepas pertenecieron a los serotipos

MATERIAL Y METODOS 1/2ay 4b (42,5% y 30,6%, respectivamente), seguido
N . de 1/2c (21,6%) y 1/2b (3,7%). El 1,4 % restante

Durante los afios 2004-2013, se aislaron un total3% correspondié a 2 cepas clasificadas como 4d (aislad
cepas del.. monocytogeneen allmento.s procedentes dejo esparragos) y 3a (aislada en lasafia). Teniemdo e
supermercados y empresas de catering de Navar&. LQonta que los serotipos mas cominmente asociados a
grupos de alimentos en los que se aislo el patogaron casos de listeriosis son 4b, 1/2a y 1/2b (Orsi ly, co
los siguientes: pescado cocido/ahumade3{), lacteos ) 0 y M,
(n=15), vegetales crudos/cocinado$=14) y carnes 2011), su presencia en eI,10_O/o de pes_cados y$a(_:teo
cocidas/curadasie68). y en el _(?1,8% de los carnicos, suscribe la posible

transmision de la enfermedad por la ingesta desesto

grupos de alimentos.
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Tabla 1 Serotipos d&. monocytogengsor grupo de alimentos  Tabla 2 Susceptibilidad antibiética de 50 cepas de

monocytogenesisladas de alimentos durante 2004-2013

Origen Serotipo

n (% Antibiético Método Rango MICs | MICeo

1/2a 1/2b 1/2c 4b 4d 3a (ng/ml)
Carnico | 34(50) | 3(4.4)| 25(36,8) 5(7.4 0 1(1}5) | Ampicilina MD 0,25-8 <0,25 0,5
Pescado| 19(51,4 0 0 18(48,B) 0 0 Gentamicina E 0,125-1 0,38 0,5
Vegetal | 4(28,6)| 2(14,3) 4(28,6 321,4) 1(7[1) g Penicilina MD 0,03-8 0,12 2
Lacteo 0 0 0 15 (100 0 0 Rifampicina E 0,002-0,094 0,016 0,037
Total 57(42,5)| 5(3,7)| 29(21,6) 41(30,6) 1(0,f) 1(0)7) Trimetoprim/sulfam. E 0,008-0,037% 0,016 0,028
Vancomicina MD 0,5-16 1 1

. . . 1. _MD (método de microdilucion); E (E test);
Todos los aislados fueron sensibles a ampicilinagango (valor maximo y minimo de valores MiCevados)

rifampicina, penicilina, gentamicina amoxicilina y

trimetoprim/sulfametoxazol (antibiéticos de primera Por Ultimo, el estudio de la evolucion de los
eleccion en el tratamiento de listeriosis), asi @an Perfiles de resistencia en esta ultima década, tnaues
meropenem, imepenem y vancomicina. Sin embargd) ligero ascenso en el caso de rifampicina (Figlra
se detectaron resistencias a ciprofloxacino (6,799, que sugiere una posible pérdida de efectividad d
levofloxacino (0,8%) y tetraciclina (2,2%). El hech este antibidtico en el futuro.

de que esta Ultima haya sido utilizada como terapia
casos de listeriosis (Charpentier and Courvalif9)l9 | : B o
puede suponer el fracaso de los tratamientos en c| = ... o
del avance de las resistencias. En este sentitbe, ¢ (= _——
destacar que los serotipos mas frecuenteme|
implicados en los casos de listeriosis (1/2a, ¥/2b) LI
son los predominantes entre las cepas resister

acidn (ug/ml

0021 .
. .o T om
2
§ 0n
5 o
. H .o .o

Aflos (2004-2013) Aiios (2004-2013) Aiios (2004-2013)

(Figura 1).
%g . ) Figura 2: Tendencia de la Mig durante el periodo 2004-2013:
(A)Rifampicina; (B)Gentamicina;(C) Trimetoprim/sulfatogazol
6 1 I o » . .
12 En conclusidn, es necesario reforzar el sistema de
m4b vigilancia de los casos de listeriosis y llevambaun
1 1/2') exhaustivo estudio del perfil de resistencias tamto
L m i/ cepas clinicas como alimentarias para evitar ehfa
terapéutico.
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. . . baseline survey on the prevalencelLafteria monocytogenes
las cuales se ha descrito resistencia natural para """ " dy-to-eat foods in the EU, 2010-20%it A:

0

monocytOgene(ST_rOXIer y COI'{ 2000_)’_ el 94% de las Listeria monocytogeneprevalence estimates. EFSA Journal
cepas fueron resistentes a clindamicina. Por atfo,| 11(6):3241-3316

se encontraron resistencias mdultiples (a 2 0 M@ASrsak, D., Borek, A., Daniluk, S., Grabowska, A.dan
antibiéticos) en 12 muestras (8,95%), siendo una de Pappelbaum, K. 2012, Antimicrobial susceptibilitiesf
ellas (cepa serotipo 4d) resistente a 3 antibi$tico Listeria monocytogenestrains isolated from food and food
(clindamicina, ciprofloxacino y levofloxacino). Fl’[s‘gc_zgsg'”z%ge”v'm”mem in Poland. Int. J. Food dbwl.,

El estudio de las MIC mostré la alta eficacia de RS

. .. . . rsi, R. H., Bakker, H. C. d. and Wiedmann, M. 20listeria
rifampicina y trimetoprim/sulfametoxazol frente al® monocytogenetineages: Genomics, evolution, ecology, and

paterr_‘o (MiGo 0'032 y 0,023 Hg/ml, phenotypic characteristics. Int. J. Med. Microhig8D1:79-96.

respectivamente), mientras que los valores @gyier, R., von Gravenitz, A., Funke, G., WiedemaBn Stock,

penicilina y vancomicina fueron mas altos (Tabla 2) 1. 2000, Natural antibiotic susceptibility bfsteria speciesL.
grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. monocytogenesskeligeri
andL. welshimeriistrains. Clin. Microbiol. Infec., 6:525-535.
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Evaluaciénin vitro de la actividad antibacteriana deCraterellus
cornucopioidedrente a Staphylococcus aureuATCC 43300
Eva Guillamon, Miguel Lozano, Ana Garcia-Lafuertaira Mateo-Vivaracho, M@ Fernanda

Fernandez-Leon y Matilde D’Arrigo
Centro para la Calidad de los Alimentos, INIA, E8padarrigo.matilde@inia.es

La actividad antimicrobiana de algunas proteinasemtes en setas comestibles ha despertado un gran
interés por sus posibles aplicaciones médicas tedmnologias. El objetivo de este estudio fue la
evaluacionin vitro del efecto antibacteriano de un extracto proteistenido a partir d€raterellus
cornucopioidesen el crecimiento d8taphylococcus aureusTCC 43300. Para ello, se efectué la
extraccion de la proteina mediante tampon fosfalios (PBS) y se evalué el crecimiento bacteriano
con diferentes concentraciones del extracto obtef@é, 24, 12 y 6 mg polvo de seta liofilizada/mL).
La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extta proteico fue determinada por turbidimetria; la
tasa de crecimiento maximp.{,,) y la fase de latenciad) fueron obtenidas mediante el modelo de
Baranyi y Roberts (DMFit). Se observé que las catregiones mayores de 12 mg/mL (CMI)
produjeron cambios significativos en los pardmett®@srecimiento (p <0,05). La fase de latencia de
S. aureusATCC 43300 aumenté en 4 horas y los valqrgs se redujeron. El estudio reveld que el
extracto proteico obtenido a partir @e cornucopioidegiene actividad inhibitoria en el crecimiento
de S. aureusATCC 43300. Por lo tanto, esta seta comestiblgipakr considerada como una fuente
natural de agentes antibacterianos.

INTRODUCCION 12, y 6 mg de seta liofilizada/mL) para evaluaadsividad
. antimicrobiana en S. aureus ATCC 43300. La
Las setas son una fuente importante de compuestg§centracion inhibitoria minima (CIM) fue determita

bioactivos y actualmente se estudia su USO COIBgr Ia técnica de turbidimetria (densidad OpticmsBreen
alimento funcional y/o farmaco (Lindequist y col.C) y los parametros de crecimiento microbiano ca@mda
2005). En la actualidad se han aislado, a partir @&a maxima de crecimientp,(,), la fase de latencia) y
setas, un gran numero de componentes bioactivestiempo de generacion fueron estimados mediaate |
entre los que se encuentran los compuestos feaglicaplicacion de curvas bacterianas de ajuste (DMfitadas
los polisacéridos, las proteinas, los complejos @8 el modelo de Baranyiy Roberts (1994).
proteina-polisacérido, los terpenos, etc. (Barrasly i

2008, Wasser, 2010). Las proteinas y péptidos sle RESULTADOS Y DISCUSION

setas  presentan  actividad  antiproliferativa, g| extracto obtenido a partir d@ cornucopioides
inmunomoduladora,  antiviral,  antifingica  Ypresenté un 15,86% de proteina. En la figura bya,
antibacteriana (Guillamon y col., 2011, Xu y col.se observan las curvas de crecimiento araureus
2011). Sin embargo, existe un numero limitado d&TCC 43300. Para representar estas curvas, los dato
estudios acerca de la actividad antimicrobianastiese de densidad optica se convirtieron a UFC/mL,
compuestos en setas comestibles. Por tanto, y@lizando curvas de calibracién obtenidas con las
objetivo de este trabajo fue demostrar,vitro, el mismas condiciones experimentales (datos no
efec_to antibacteriano del extracto proteico obterad presentados). Los valores del logaritmo natural en
partir de la seta comestible Craterellus yrc/mL fueron analizados con respecto al tiempp (h)
cornucopioidesen el crecimiento d&taphylococcus mediante el modelo de Baranyi y Roberts (DMFit).
aureusATCC 43300. Estas curvas de crecimiento fueron utilizadas para
. estimar los valores de fase de latenaia(fl), tasa de
MATERIAL Y METODOS crecimiento  maxima ) (h') y tiempo de
El extracto proteico se obtuvo a partir de los pasr generacion (h) d8. aureusATCC 43300.
fructiferos liofilizados y molidos deC. cornucopioides El extracto proteico d€. cornucopioidepresentd
empleandose PBS (100 mM tampon fosfato pH 7,48 0,hctividad antimicrobiana en el desarrolloSleaureus
M NaCI_)._Tras centrifugacion, Ia_proteina del s_mialcmme ATCC 43300. En la figura 2, se observa que hay un
se precipit6 con sulfato de amonio (85%). Estoslues se  gfactg antimicrobiano significativo del extracto @n
sometieron a didlisis frente a agua destilada yUjtono se crecimiento bacteriano de$.aureusATCC 43300,

liofilizaron. EI contenido proteico de los extragt®e . -
determin6é mediante el método de Bradford utilizaB&A siendo la C',V“ de 12 mg de seta liofilizada/mL (1,9
mg de proteina/mL).

(albumina de suero bovino) como proteina estanfar.
prepararon diferentes concentraciones del exti@d&p24,
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Figura 1: (a) Densidad éptica en unidades de absorban¢ig y
Curva de crecimiento microbiano de los valores desided
Optica transformadas a Ln UFC/mL mediante una cloggstica
de calibrado par&. aureusATCC 43300, en agua de peptona
pH 7,2y 37°C. (-) 0 mg/mLp) 6 mg/mL; @A) 12 mg/mL; (x) 24
mg/mL; ©) 48 mg/mL de seta liofilizada.
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Figura 2: Diagrama de cajas de los valores promedio endase
latencia R), tasa de crecimiento maximau.f,) Yy tiempo de

a

Con concentraciones proteicas superiores a 1,9 mg
proteina/mL (12 mg de seta liofilizada /mL) se
observé un incremento en la fase de latencia ypiiem
de generacion y la disminucion en la tasa de
crecimiento.

Estos resultados son similares a los obtenidos en
los estudios realizados por Hearst y col. (2010psn
gue se demostraron las propiedades antimicrobianas
de extractos proteicos a partir déanoderma
resinacem y Mycena pura El crecimiento deS.
aureusfue inhibido a una concentracion de 1,0 mg de
proteina/mL.

Igualmente, Tehrani y col. (2012) evaluaron la
eficacia antibacteriana de proteinas aisladas de
Agaricus bisporusen el crecimiento des. aureus
ATCC 6633 yS. aureusresistente a la meticilina
(MRSA) 33591 ATCC.

En conclusién, este estudio demostré que las
proteinas deC. cornucopioidesmuestran actividad
antibacteriana en el desarrollo de la c&aaureus
ATCC 43300 y que esta seta puede tener un gran
potencial como agente antimicrobiano.
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generacion par8. aureusATCC43300, en presencia de diferentes

concentraciones de extracto proteicoCleornucopioidegmg de
seta liofilizada/mL). (n = ndamero repeticiones)) Medias con
diferencias significativas (p <0,05).
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Implementacion de objetivos de seguridad alimentaai para la eliminaciéon de
Salmonellaen Chorizo Asturiano

Natalia Prado Marrén, Marta Sampayo Iglesias, Re@gnzalez Gonzélez y Juan Diaz Garcia

ASINCAR, Espafngyjan.diaz@asincar.com

La irremediable presencia del patog&aimonellaen materias primas destinadas a la fabricacién de
los productos crudo-curados listos para el consumea, una importante problematica en la industria
carnica que, unido a la posible contaminacion a@azde superficies, agua, portadores sanos etcétera
y a la no existencia de un tratamiento bactericideen que el patégeno pueda permanecer en el
producto final. El presente trabajo tiene comolfifzal establecer objetivos de seguridad alimentaria
(FSO) a partir del establecimiento de objetivogpdeso (PO) y de la vigilancia de los criterios de
proceso (PC), para garantizar la inocuidad del ¢iosderudo-curado Chorizo Asturiano, respecto al
potencial riesgo de contaminacion ¢galmonellaPara el desarrollo de este trabajo se contaminaron
artificialmente masas carnicas con dos nivelesoteantracion d&almonella entericATCC 14028
estableciéndose asi el nivel inicial del peligr@)(Hras la contaminacion y posterior elaboraciéh de
embutido crudo-curado, se monitorizo la prolifedacy/o letalidad del microorganismo sometido a un
total de 8 cambios en el proceso productivo. Estambios se centraron en las etapas de
ahumado/fermentacion y maduracién/secado. Las comdéis de proceso modificadas fueron la
temperatura, humedad y el tiempo, con el fin dabdster los objetivos de proceso (PO). Los
parametros analizados fueron recuentoSa@émonellamediante el uso de umedio cromogénico
selectivo y diferencial, determinacion de pH y deieacion de @ Los controles analiticos fueron
realizados a lo largo de los 7 dias que, como nwxduara el proceso de fabricacion del embutido
crudo-curado Chorizo Asturiano. Ademas se realizacontroles una vez envasado y bajo las
condiciones habituales de conservacion del prodiolos datos obtenidos se puede concluir, que
durante el proceso productivo no se produce unaidision de los niveles dgalmonella incluso
después de las modificaciones llevadas a caboseiitimas etapas de la elaboracion. Asi, a pesar de
que cabria esperar que las etapas de ahumadogp seasturacion, al provocar una disminucion de
la a, en la matriz, podrian provocar una merma en lhildad del patdégeno, ésta no se produce,
comprobandose la viabilidad &almonellaen el producto final.

INTRODUCCION cumplimiento de los objetivos de seguridad
La infeccién de origen alimentario pSalmonella alimentaria (FSO) y establecimiento de objetivos de

, . roceso (PO) v vigilancia de los criterios de psoce
es una de las causas mas importantes de toxunfeccE (PO) y vig P

. - : . {PC), supondria un avance en la gestién activaade |
alimentaria en los seres humanos, siendo dicho ), sup 9 @

. . N eguridad alimentaria (ICMSF, 2002) (Zwietering,
microorganismo el agente etiologico de Ii : .
salmonelosis. EI aumento de la incidencia 010), frente al habitual enfoque pasivo basado

. P nicamente en la verificacion del resultado en el
Salmonella es de gran impacto en la salud publlcag

se ha relacionado con un incremento de aroducto final.

diseminacion del microorganismo a través de .

cadena alimentaria y algunos alimento ,ATERIALY METODOS

especialmente los de origen animal, han sidduestra. Para la elaboracion del Chorizo Asturiano las

identificados como vehiculos para la transmisioh deasas carnicas fueron elaboradas de la forma héabitu

patégeno. recog_lda en gl Reglamento de uso de I_a Marcg Q«ﬂect
En los productos crudo-curados listos para Ghorizo Asturiano. Se pesaron las materias priraasicas

consumo, entre los que se encuadraria el Chor%&e procedi6 a su picado. Tras esto, se afaderusto

Asturi ist blemati t € aditivos e ingredientes, el producto es embutdo
sturiano, existe una probiematica respeclo a @metigo a los distintos procesos de ahumado/faatién

contammamon corSaIrr_\oneII_a ya que erldo & SUy maduracién/secado.
presencia en las materias primas, ambiente, 1alpos contaminacion. Se prepararon dos masas céarmicas
contaminacion cruzada, superficies, agua, portadogntaminadas con dos niveles Galmonella enteriditis
sanos etcétera y a la no existencia de un tratémieATTCC 14028. La contaminacion se efectu6 tras amear
bactericida como taalmonellapuede persistir en el amasado de todos los ingredientes de la mezclaey fu
producto final homogeneizado en un segundo amasado. Se ensayson d
El ajuste y flexibilizacion de los procesogliveles de contaminacion, 3.4 log ufc/g y 4.5 Idg/g
productivos de los embutidos crudo-curados, éinahms microbioldgico. Para la determinacion de los
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niveles deSalmonellay su monitorizacion a lo largo delincremento del patégeno de hasta 2 log ufc/g,
proceso productivo se realiz6 un andlisis cuaitidatle probablemente derivado de una bajada excesivamente
recuento de Salmonella mediante el uso del medio|gnta del pH, una,apor encima del minimo necesario
cromogeénico chromi®' Salmonella para la proliferacién dSalmonellay todo ello unido
Monitorizacién del proceso productivo. En las pruebas fll hecho de que en dicha etapa el producto esta a

realizadas se han combinado diferentes tiemposaen i d tre 15-30 °C |
etapas de ahumado/fermentacién y maduracion /sqzado,empera uras cde en re y muy cercanas a
imo de proliferacion deSalmonella establecido

que estas etapas se determinaron como las etapas
criticas en la proliferacion y/o control del cre@nto y por €ntre 35-43 °C (ICMSF, 1996).

tanto que podrian comprometer la seguridad delystod En la etapa de maduracion/secado a pesar de una
A lo largo del proceso productivo se determinarodisminucién de la @ por debajo del oOptimo de
temperatura, pH y,a proliferacion, se comprueba tras la evaluaciénage |
RESULTADOS Y DISCUSION resultados microbiolégicos obtenidos que el

o _ microorganismo permanece viable.
Monitorizacién del proceso productivo

1,0E+08

1,0E407 //;:\WD
1,0E+06

) / / \
1,0E+05 T/
1,0E+04

1 4 5 6 7 8

Tras la obtencion de los resultados de
monitorizacion de pH se comprobd que la
fermentacion del producto en las condiciones del
estudio tiene lugar de forma lenta y paulatina, no
suponiendo el pH una barrera efectiva frente a la
proliferacion deSalmonella

En el caso de la determinacion de Jasa verifica
gue el producto se mantiene en valores por encéha d
valor minimo necesario para la proliferacion del
patogeno de 0.94 (ICMSF, 1996) hasta los 5 dias 98ura 1: Resultados obtenidos en la evolucionSd¢monellaen

mantenimiento en la etapa d@as dos concentraciones ensayadas, para uno derdoesos
maduracién/fermentacion. productivos evaluados, 6 dias en ahumado/fermémac2 dias
de maduracién/secadas)(nivel de contaminacion inicial de 3.4

Tabla 1 Monitorizacién del pH yaa lo largo de los diferentes 109 ufc/g, ¢) nivel de contaminacion inicial de 4.5 log ufc/g.
procesos productivos de ahumado/fermentacion ¥IBLIOGRAFIA
maduracion/secado.

Concentracién de Salmonella (ufc/g)

Proceso productivo (dias)

ICMSF, 1996. Microorganismos de los alimentos. Carésticas

CONDICIONES i . -
Ahumado (dias) Secado (dias) pH 8w de los patdgenos microbianos.
1 0 6.25 0.976 ICMSF, 2002. Microorganismos de los alimentos. /Asigli
2 0 5.79 0.968 microbiolégico en la gestién de la seguridad alitaga.
3 0 5.72 0.961 Zwietering, M.H., Stewart, C.M., Whiting, R.C., Intetional
g 8 222 g'gig Commission on Microbiological Specifications for [iso
5 1 5:59 0:933 (ICMSF). 2010, Validation of control measures in aod
5 2 553 0.925 chain using the FSO concept. Food Control 21, 17221
6 0 5.61 0.937
2 ; 2:22 g:g;é Agradecimientos. Este proyecto ha recibido financiacion publica

de la Consejeria de Economia y Empleo del Principdeo
Asturias en el marco de la convocatoria publicaagedas a

Evaluacién resultados microbiolégicos empresas para la ejecucién de proyectos de I+Del principado
de Asturias durante el periodo 2013-2014. Esta axateria es

Tras la evaluacion de los resultados de recuento @énanciada en el marco del Fondo Europeo de Duikar
Salmonellaen el producto a lo largo del tiempo, par&egional (FEDER).
los dos niveles de concentracion del patégeno [ =
ensayados y en todas las condiciones del proceso | ===
productivo evaluadas, se comprueba el incremento de e ettt magionet
como minimo 1 log ufc/g hasta los 4 dias de i - L5 ugs
mantenimiento del producto en la etapa de
ahumado/fermentacion. Sobrepasados los 5 dias de la
etapa de ahumado/fermentacién, dicho incremento
puede superar los 3 log ufc/g en todos los casos.

Se concluye por tanto que tras la etapa de
ahumado/fermentacion se puede producir un

UNION EUROFPEA
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Evaluacion de la produccion de Ocratoxina A polP. nordicum y P.
verrucosumen diferentes condiciones ambientales
Lourdes Sanchez-Montero, Aranzazu Picén, BelénrRiego, Elena Bermadez, M. Jesus Andrade y

Juan J. Cérdoba

Higiene y Seguridad Alimentaria, Facultad de Vetaria, Universidad de Extremadura. Avda, de la énsidad s/n
10003, Caceres. Espaflarsmv@hotmail.com

La ocratoxina A (OTA) es una de las principales atuginas producidas por los mohos que se
desarrollan en alimentos madurados, considerandef®tdxica y cancerigena. Para evitar su
produccion se ha sugerido establecer medidas preaerdurante la elaboraciéon de estos alimentos
basadas en el control de los diferentes factordsemtales que pueden condicionar su sintesis. El
objetivo del estudio es evaluar como afectan détertas condiciones ambientales, incluyendo
composicién del sustrato, & temperatura en la produccién de OTA. Se haizatib dos cepas d&
nordicumy una deP. verrucosumproductoras de OTA aisladas de jamo6n curado. LoBom se
cultivaron durante 14 dias en tres medios liquidafdo extracto de carne (EC), caldo extracto de
malta (MEB) y caldo extracto de levadura (YES),acado de los cuales elaborado con tres valores de
ay (099, 0,95 y 0,90). Tras la inoculacion se distydron en lotes que se incubaron a cuatro
temperaturas (15°C, 20°C, 25°C y 30°C) durante i24. BSe evalud el desarrollo de los mohos
mediante el peso seco del micelio y se determirdieentraciéon de OTA mediante HPLC-UV. Las
tres cepas se desarrollaron a temperaturas entrng 2%°C en los diferentes medios de cultivo,
observandose la mayor produccion de OTA en YES@,46dependientemente de |a Rara evaluar

la produccion de OTA en condiciones similares adksprocesado de los productos crudos-curados,
P. nordicumy P. verrucosunse inocularon sobre jamén curado y salchichére ywsubaron durante

21 dias a 25°C en dos condiciones de humedadveefsdra alcanzar valores dgede 0,94 y 0,84. Se
detecté OTA en los dos productos inoculados comtmssmohos estudiados y en ambas condiciones
de humedad, con valores que oscilan entren log18/Rf y 66,91/kg, alcanzando una concentracién
mayor con @ 0,84. Los resultados obtenidos muestran que, @uetjsustrato nutritivo no es el
optimo, los mohos ocratoxigénicos son capaces agupir OTA cuando se desarrollan en productos
carnicos en condiciones habituales durante su gadee Si se produce el crecimiento de mohos
ocratoxigénicos, no es posible evitar la producdérDTA en las condiciones de temperaturg gra

las que debe realizarse el procesado, lo que hemasario implementar medidas adicionales para su
prevencion como la utilizacion de cultivos proteeto

INTRODUCCION importantes modificaciones durante la maduracion

. P ra poder evitar la produccion de esta micotoxina.

Durante la maduracion de los productos Carnlc(E%istepn diferentes es?udios al respecto en una gran

crudos-curados su superficie es colonizada por UNe:4ad de productos aaricolas cgmo cebada rr?aiz

abundante poblacién fangica. La presencia de mOhovas cafépentre otrog Sin embardo. no e'xisten’
es fundamental puesto que influye sobre los prace 0 y ' ' g0,

s - .. jrabajos de este tipo que evalien el riesgo de la
oxidativos responsables de las caracteristic %ddccién de OTAp enq roductos cérnicosgcrudos
sensoriales del producto acabado. Sin embar{ P

. CUrados en funcion de los factores ambientales. El
algunas cepas de mohos pueden provocar alteracio aa . .
objetivo del estudio es evaluar como afectan la

durante la maduracion e incluso producir micotogina_ . . "
ctividad de agua (& temperatura y composicion del

Gran parte de los mohos que se desarrollan dukanté o -
maduracion de estos productos pertenecen al gén lf'%rato spbre el crecimiento y la produccion d&OT
. nordicumy P. verrucosum.

Penicilium dentro del cual se encuentran gra €
cantidad de especies toxigénicas, cédmeerrucosum MATERIAL Y METODOS

y P. n_ordlcurr,\ C_aracterlzadas por su capa_tuda_d d@epas fungicas.En el presente trabajo se utilizaron dos
producir ocratoxina A (OTA). Esta micotoxina tlenq:epas de®. nordicum(Pn4 y Pn24) y una d. verrucosum

un potente efecto nefrotoxico y cancerigeno. L@ya4s) aisladas de la superficie de jamén curado. Estas
sintesis de OTA esta influida por factores com@species de mohos se seleccionaron por poseernel ge
temperatura, la actividad de ag@g)( pH y sustrato. otanp$N involucrado en la produccion de OTA.

La presencia del moho sobre los productos no implifledios de cultivo. Para evaluar el efecto de la
la produccién de la micotoxina. Es necesario canocg@mposicion del medio sobre la produccion de OTA se
la influencia sobre la produccion de OTA de |o4tilizé un medio carnico (caldo Extracto de CarB€) y

arametros como temperatur Ue experimentan otros dos medios diferentes (caldo Extracto dedens
P P a&avq P YES y caldo Extracto de Malta, MEB). Cada uno dess
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medios fue elaborado con tres valores distintos,d®.90, condiciones ambientales, ponen de manifiesto que no
0.95, 0.99), habituales durante el proceso de raadim existe una correlacion directa entre el crecimiento
del jamén curado. De cada cepa se inocularGre$oras fngico y la capacidad de produccién de micotoxinas
en 5 ml de cada uno de los caldos preparados. BB o hinguna de las especies estudiadas. Dado que la

se incubaron durante 14 dias a temperaturas qEBESEN 4 0idag de produccion de OTA en las especies
alcanzar durante el proceso de maduracién de jaon@uo

(15°C, 20°C, 25°C y 30°C). El ensayo se llevo a qadr estuo_lle_ldas varia con el sustrato .nutrlltlvo y las
triplicado. condiciones ambientales, resulta de interés evdduar
Evaluacion del crecimiento fingicoTras la incubacion se capacidad productora de OTA de dmh?s cepas cuando
determiné el crecimiento flngico mediante el pesmsiel Se desarrollan en los productos carnicos crudos-
micelio, utilizando filtros Miracloth. curados.

Inoculacion e incubacion en productos carnicos cudbs.  Produccion de OTA en productos carnicos

Se inocularon lonchas de jamon curado y salchich@urados P. verrucosuny P. nordicumfueron capaces
obtenidas en condiciones asépticas con una coac®mr ge colonizar y producir OTA en la superficie del
de 10 esporas/ch y se introdujeron en reciplenteSiamen y del embutido en las dos condiciones de
esterilizados con soluciones saturadas de salea p

conseguir humedades relativas controladas de 84%. 9 ﬁ[Jmedad relativa evaluadas en el estudio. En les do

Las muestras se incubaron durante 21 dias a 25°C. productos carnicos la concentracion de OTA fue

Extraccion y deteccion de OTA.Las micotoxinas de los Mayor a los valores dg, &,84.

caldos inoculados se extrajeron empleando solventes 5
organicos (acetonitrilo y cloroformo). En el case kbs Tabla I Produccion de OTA a 25°C por Pn24, pn4 y Pv45 ante

productos cérnicos curados se utilizé el protoatdecrito  distintas @ (0.84'y 0,94) en jamon curado y salchichon.

por Rodriguez et al., 2012. La deteccion y deteamiém de Hg/kg OTA

la concentracién de las micotoxinas se llevd a cabo SALCHICHON JAMON

mediante HPLC con detector ultravioleta. CERAS 3, 0,84 3, 0.94 3,084 8,094
Analisis estadistico. Para determinar las diferencias Pn24 66,91 30,58 4,25 2,30
significativas entre las variables se emple6 el dlod ona 60.0¢ 37,54 237 316
Lineal General Univariante utilizando el paquetaeéistico

IBM-SPSS para Windows version 19.0. Pv4s 60,3¢ 46,49 4,08 344
RESULTADOS Y DISCUSION De acuerdo con los resultados obtenid®s,

verrucosumy P. nordicumaislados de jamén curado
Produccion de OTA en medios de cultivoLas tres son capaces de desarrollarse y de producir OTA en
cepas de mohos se desarrollaron satisfactoriamegiferentes combinaciones de las condiciones
entre 15 y 25°C, pero no se observo crecimientoggnhbientales habituales durante el proceso de
30°C. El mayor crecimiento d& verrucosunPv45 se maduracion de los productos carnicos curados.
registr6 en YES a 20°C (107,95 mg), mientras que glinque es posible reducir el riesgo de acumulag@n
el caso déP. nordicumse obtuvo en EC a 20 °C en IapTA  evitando  temperaturas altas  (25°C),
cepa Pnd y a 15°C en la cepa Pn24. En cuantoegpecialmente al final de la maduracion cuandg, la a
analisis de OTA, se detectd esta micotoxina enstodss méas baja (proximo a 0,84), no se puede establece
las condiciones en las que se observé crecimieato ¢h control eficaz del peligro por OTA en productos
los mohos estudiados, si bien, las concentracio@ss carnicos crudos-curados Unicamente mediante la
altas se encontraron en YES y EC a 25°C, tanf®.enmodificacion de las condiciones ambientales, por lo
nordicumcomo enP. verrucosunfFigura 1) Laa, €n  que es necesaria la aplicacion de otras medidas
los valores evaluados, no tuvo influencia signtiiGa@ preventivas como el uso de cultivos protectores
en la produccion de OTA. capaces de inhibir el desarrollo de mohos toxigénic

30 BIBLIOGRAFIA

Rodriguez, A., Rodriguez, M., Martin, A., NUfiez, Eordoba, J.
J. 2012. Evaluation of hazard of aflatoxin B1, otbxa A

1o ) rovc and patulin production in dry-cured ham and eaefedtion of

s =es producing moulds by gPCR. Food Control, 27, 118-126.
:;f,c» ;p?,‘o ;@Q TP ;@s ;909 ‘ Agradecimientos Estudio financiado por CDTI (IDI-20091171,
& & & @ & S IDI-20091172, IDI-20091174, IDI-20091176), proyecto

] _ By AGL2010-21623 del Ministerio de Ciencia e Innovaciéayuda
Figura 1: Produccion de OTA pd?. verrucosunen EM, YESyY  GR10162 del Gobierno de Extremadura y FEDER. Con la

EC a diferentes,(0.99, 0.95y 0.90) a 15, 20 y 25°C. colaboracion del Centro Tecnoldgico CICAP y las enases
La obtencion de los valores éptimos d&OVAP, embutidos Camilo Rios S.L., Hermanos Rodriguez

crecimiento y de produccion de OTA ante diferenté’?‘rba"‘Ch0 S.L., e Ibericos de Bellota S.A.
L
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Prevalencia de genes de resistencia a antibidtices cepas de VRE aisladas
de carne de pollo en Espafia

Diana Molina-Gonzaléz Carlos Alonso-Callefa? Patricia Poeta Gilberto Igrejady Rosa Capita?

! Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimer{t&TAL), Universidad de Leédn, Espafiasa.capita@unileon.es
2 Departamento de Higiene y Tecnologia de los AltomrUniversidad de Le6n, Espafia
% Departamento de Ciéncias Veterinarias, Universiglde Tras-os-Montes e Alto Douro, Vila Real, Paatug
* Departamento de Genética e Biotecnologia, Unidese de Tras-os-Montes e Alto Douro, Vila Real tiRgal

Si bien son escasas las evidencias que relaciohaonsumo de alimentos contaminados con
enterococos resistentes a vancomicien¢omycin-resistant enterococ®MRE) con las infecciones
humanas, la presencia de estos microorganismo®®ralimentos supone un peligro indirecto
derivado de la posibilidad de transferencia hotiabrde genes de resistencia a diferentes
microorganismos patégenos humanos a lo largo dadana alimentaria. En esta investigacién se
determiné la susceptibilidad de 38 cepas de VRiatéra 14 antimicrobianos en agar Mueller-Hinton
utilizando la técnica de difusién por disco (CLSBe estudiaron un total 25 de genesd,, varB,
vanCl, vanC2, vanC3, varD, catA, erm(A), erm(B), erm(C), pbpb, tet(B), tet(K), tet(L), tetf(M),
tet(O), tet(Q), tet(S), tet(T), tef(W), tndX [Tn5397, int [Tn916Tn1545, ant(6)-la, aph(3’)-llla y
aad6’)-aph(2”)) mediante la reaccién en cadena de la polasar(PCR). Todas las cepas fueron
multirresistentes. Se observaron elevadas prevakede resistencia (més del 75% de las cepasgfrent
a piperacilina/tazobactam, cloranfenicol, eritramég ciprofloxacina, teicoplanina, estreptomicina,
kanamicina, gentamicina, rifampicina y nitrofuréintn Se detectaron los genesW, varB, vanC1,
vanC2, varD, erm(A), erm(B), erm(C), pbpb, tet(L), tettM), Tn5397-tnK, ant(6)-la, aph(3’)-llla y
aaq6)-aph(2”) (los porcentajes de cepas positivas oscilaremire el 2,63% y el 81,58%,
dependiendo del gen considerad@ elevada prevalencia de genes de resistenciavalolseen carne
de pollo es un motivo de preocupacién en el cootele la Seguridad Alimentaria y aconseja el
establecimiento de medidas encaminadas a redudaska de resistencia a antibidticos en este
alimento, a la vez que pone de manifiesto la ndadsile unas practicas higiénicas de manipulacion.

INTRODUCCION estas bacterias a lo largo de los afios, hace ggarte

. . g . - la consideracion de reservorios de genes de nesiate
La resistencia a antibiéticos ha sido definida com8l o P 9 X
antibioticos, lo que, ademas de ser un motivo de

una de las mayores amenazas para la Salud Pablicd & S A Lo
reocupacion en el ambito de la Salud Publica y la

el Siglo XXI (WHO, 2014). En este contexto, Ia% uridad Alimentaria, permite su utilizacibn como
cepas de enterococos resistentes a los antibigtic gg , P

. . . _microorganismos indicadores o0 centinela de
especialmente las resistentes a la vancomlcﬂﬁ 9

- - resistencia.
(vancomycin-resistant enterococ®RE) suponen un L : . .
importante desafio para el sistema sanitario, %I Los objetivos de este estudio han sido determinar

provocar tasas de letalidad muy superiores a 198 patrones dg reS|s_tenC|aaantlblotlcosydmtém
causadas por las cepas sensibles. genes de resistencia presentes en cepas de VRE

La presencia de VRE en los alimentos implica u"ﬂ'SIadaS de carne de pollo en Espafia.
peligro tanto directo como indirecto para e :
consumidor. El peligro directo, del cual hay poc ATERIAL Y METODOS
evidencia cientifica, estaria relacionado con I&e han utilizado 38 cepas de VRE aisladas de adene
ingestion de los microorganismos y la consiguien@®llo en la provincia de Ledn correspondientes s la
infeccién. Cabe destacar la gran importancia de §gPeciesEnterococcus aviununa cepa)E. durans(16) y
presencia de VRE en los alimentos como peligl% faecium(21). Se ensayd la susceptibilidad frente a un

indirecto, ante la posibilidad de transferenciB2"e de 14 antimicrobianos en agar Mueller-Hinton
' utilizando la técnica de difusion en disco. La liptetacion

horizontal de elementos geneticos moviles (plasm'd%e los halos de inhibicién se realizé siguiendodaterios
transposones o integrones portadores de genes Gueational Committee for Clinical and Laboratory
confieren resistencia a antibidticos) a diferent@andardsLa deteccion de los genes de resistencia (25) se
bacterias patogenas, incluso a géneros no relamenarealiz utilizando la técnica de PCR empleando los
(Capita y Alonso-Calleja, 2013). cebadores y condiciones descritos con anterioi{Bladta y

La habilidad de los enterococos para adquirir geneg. 2007).
de resistencia a antibi6ticos, basada en los efi&de
mecanismos de transferencia que han desarrollado
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RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las cepas fueron multirresistente ace(6)-aph(2’) |8 53
presentando resistencia frente a entre dos y ltsde o |
antimicrobianos ensayados. ElI numero medio Ino1&/Tnisss ! 00
resistencias por cepa fue de 3,80 &viun), 6,69 E. G oo
durang y 6,14 €. faeciun. En la Figura 1 se teT) |1 00
muestran los porcentajes de cepas resistentesaa Sg‘j :gg
uno de los antibioticos utilizados, que oscilarotre = tetfe) |1 00
el 0% (trimetoprim/sulfametoxazol) y el 100% & = | ———
(eritromicina y estreptomicina). g f;‘:’;i oo

Hay que sefalar que la presencia ¢ g wﬁ}_:ﬁ -
microorganismos resistentes a antibiéticos en cdene  © mfﬁj P ——
ave es un hallazgo frecuente y esta altamel erm(B) | BLE
relacionada con el empleo de antibiGticos € T —s
produccion animal, desempefiando un par vanD |® 2.6
importante los mecanismos de resistencia cruzada, e il s
resistencia y las mutaciones compensatorias (Atvar anC1 | ——— S
Fernandez y col., 2013). en |"' 6 o

;il ZI{! 40 5I£I 30 100
F _ 84,0 Porcentaje de deteccion
RD | 6.3
FOs | 11,1 Figura 2: Porcentajes de cepas con los genes analizados.

i

El gen ppb5 se detecté en 3 de las 13 cepas
resistentes a la ampicilina. Las 14 cepas con
resistencia a tetraciclina presentaron los geeids)

Antibidticos
; w =
2 | ‘
-]

TEC | (2 cepas) ytet(M) (9 cepas). Otros genes detectados

SXT :mo fueron Trb397-tnX (2 cepas)ant(6’)-la (2 cepas),

AMP | S . aph(3)-llla (11 cepas) ywad6')-aph(2”) (2 cepas).

Crp | 75 000 Como conclusion final, sefialar que la carne de
N — pollo es un reservorio importante de cepas de VRE
C———_ resistentes a antibiéticos de importancia clinkio

Ea - e— s— — ———— pone de manifiesto la necesidad de una correcta

0 2 40 60 80 100 manipulacion de estos alimentos. Asimismo se

Porcentaje de cepas resistentes

enfatiza la conveniencia de un uso prudente de

Piperacilina/tazobactam (TZP); cloranfenicol (C)ritremicina (E); antibidticos en produccién primaria de alimentos
ciprofloxacina (CIP); ampicilina (AMP); trimetoprisulfametoxazol ’

(SXT); teicoplanina (TEC); tetraciclina (TE); egtemicina (S); .

kanamicina (K); gentamicina (CN); fosfomicina (FO8fampicina (RD); BIBLIOGRAFIA

hitrofurantoina (F). Alvarez-Fernandez, E., Cancelo, A., Diez-Vega, C.,itE8aR.,

Figura 1: Porcentajes de cepas de VRE resistentes a cada Alonso-Calleja, C. 2013. Antimicrobial resistanceHn coli

antimicrobiano utilizado. isolates from conventionally and organically reapediltry: a
comparison of agar disc diffusion arfSlensi Test Gram-

Los genes de resistencia a la vancomicina se negativemethodsFood Control30:227-234.
estudiaron en las 38 cepas ensayadas. Los maydrasta R., Alonso-Calleja C., 2013. Antibiotic-resisthacteria: a
porcentajes de deteccion se correspondieron con |Oschallenge for the Food Industry. Crit. Rev. Food Sditr.

53:11-48.
enesvarA (31 cepas) wanCl (21 cepas). El gen
9 ( pas) w ( pas) 9 Poeta, P., Costa, D., Igrejas, G., Rodrigues, Jre$pC. 2007.

varC_3 no se dete.‘Cto en ninguna de '?‘? cepas Phenotypic and genotypic characterization of amtiobial
analizadas. En la Figura 2 se muestran gr‘f"ﬁcamenteresistance in faecal enterococci from wild bo&ss( scrofa
los porcentajes de cepas con los genes analizados.  vet. Microbiol. 125:368-374.

En ninguna de las cepas resistentes al cloranienieg¢Ho (wWorld Health Organization). 2014. Antimicrobia
se ha detectado el garatA. El generm(A) se ha resistance: global report on surveillance. WHO &r&gneva,
detectado en 34 cepas, lo que supone el 89,47%sde | Italy.
cepas resistentes y con resistencia intermedia aAlg(’irladecimientos Este trabajo ha sido subvencionado por la Junta

: . 0 .
eritromicina, el gererm(B) en 31 cepas (81,57%) y el Castilla y Leén (LEO13A10-2),

generm(C) en 3 cepas (7,9%).
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Salmonella sppy Campylobacter sppen productos carnicos frescos. Zaragoza
2008-2013.

M. Asuncién Lafargh Carlos RuiZ Pilar Martinez, Julian Ezquerra Alicia PéreZ y Mercedes
Navarrd

! Laboratorio de Microbiologia?Higiene de los Alimento3Direccion.
Instituto Municipal de Salud Puablica. Zaragoza. B8p. malafarga@zaragoza.es

INTRODUCCION de alimentos. Presentamos en este trabajo los

resultados en muestras de carne roductos carnico
Campylobactery Salmonellason los dos agentes yp 8

de zoonosis transmitidas por alimentos m3§ :

importantes. Su reservorio principal es el trac ATERIAL Y METODOS

intestinal de muy diversos animales, tanto domésticLa determinacion d€ampylobactetermotolerantes se ha

como salvajes. La transmision puede ser por canta¢galizado por cultivo, siguiendo la ISO 10272-1tiliaando

directo o por contaminacién fecal de agua gl Medio de Preston como segundo medio de aisldamien

alimentos. La transmision alimentaria se produ ta;manlo de 'azrg‘égsnla hg‘ St'do de de%' i o

cuando los microorganismos son introducidos en 18§12 € ano w29, "a detection Beimonetase na
1 . . realizado por cultivo, 1SO 6519, utilizando el nmedie

zonas de preparacion de alimentos, por contamlnacgé

A L papport semisdlido, y un agar crémogeno comorsigu
cruzada, coccién incompleta, o malas condiciones fRyio de aislamiento. A partir del afio 2010 se ha

conservacion (EFSA, 2014). combinado con una técnica de PCR en tiempo real, 1Q
En Europa, Campylobacter continia siendo el Check de Biorad ®, confirmado los positivos portigol
patdgeno bacteriano gastrointestinal mas informada determinacion se ha realizado en 25 g de muestel
con una tasa de 55,49 casos por cada 100.088o de productos derivados de ave y en 10 g. easelde
habitantes en 2012. El nimero de casos @éductos de ganado bovinoy porcino. o
campilobacteriosis humana ha seguido una tendenkf§ muestras se han recogido en comercio minoyista
ascendente en los ultimos afios. En Espafa la tasPlyadores de carniceria con venta directa al coigum

campilobacteriosis por cada 100.000 habitantesees §'"eS, Picadas, salchichas y hamburguesas de yiollo
vo (aves); carnes picadas, salchichas, hambagues

~ a
47,53 (,EFSA’ 2(.)14)' En_ IO.S ar_l(?s 2006 a 2011 gﬁ“]ganizaychorizo fresco de porcino y/o bovinBjP
observé una ligera disminucion de los casos

notificados (CNE, 2013). , , __RESULTADOS Y DISCUSION

Salmonellaes el segundo patogeno alimentario por .
ntimero de casos y el primero por brotes. En Europa, EN la tabla 1 se muestran los resultados por afios y
con una media de 22,2 casos por 100.000 habitanf@destras positivas. _(_:omo puede observarse, la media
en 2012, hay una tendencia marcadamente decreciéffle muestras positivas es del 21,45 % para
por la eficacia de las medidas de controf/@mpylobactery del 5,99 % par&almonella Para
especialmente en aves. La reduccion mas importafigudiar los resultados de una forma pormenorizada,
parece haberse obtenido en la contaminacion @ han reagrupado por microorganismo y por tipo de
huevos y en el serotipo S. Enteritidis, mientras qiProducto diferenciando los de aves y los de porgino
otros serotipos han aumentado. En Espafia el naimBRyino.
de casos informado no muestra esa marcada o
disminucién, y se mantienen en una tasa de 36¢% ca§a@mpylobacteen muestras de productos carnicos.

ConfirmadOS pOI’ Cada 100.000 habitantes, ademés eSEn |a tabla 2 aparecen pormenorizados |OS

también uno de los paises europeos con may@kyltados deCampylobacteren los dos grupos de

numero de brotes (EFSA 2014). muestras de productos  carnicos, aves y
Para prevenir la transmisién de zoonosis, &yrcino/bovino. Hemos reagrupado los datos por

fundamental identificar qué animales y alimentas sgyienjos para tener un ndmero mayor y por tanto mas

Ia.S prinCipaleS fuenteS de infeCCiéﬁaImone”ay representativo de muestras en Cada grupo_
Campylobactempueden aislarse en un amplio abanico

de alimentos, pero con mayor frecuencia de carne yL@ Proporcion de muestras contaminadas con
productos carnicos (EFSA 2013). ampylobacteles muy alta en aves, con un 58,59 %.

En el Instituto Municipal de Salud Pablica d&sta frecuencia tan alta de productos contaminados

Zaragoza, estudiamos la presenciddémonellaspp. SUPONe un riesgo directo, si estos alimentos se
y Campylobactetermotolerantes en diferentes grupo§onsumen inadecuadamente cocinados, y también
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indirecto al ser fuente de contaminacion cruzad#@hadel tiempo parece disminuir en el caso de aves y
alimentos listos para el consumo. mantenerse en el resto. Esto podria relacionanse co

las medidas de control aplicadas en los ultimos.afio
Tabla 1 Muestras de productos carnicos positivas para

Salmonellay Campylobactedurante los afios 2008 a 2013. Tabla 3 Muestras de productos carnicos positivas para
Salmonellasegun origen del producto carnico.

Afio Numero Pos.Campylobacter | Pos.Salmonella
total fi i i

e s NG % NG % Afio Porcino y bovino Aves
2008 50 3 6,00 6 12,00 Total | N° | % | Total | N° | %
2009 60 7 11,67 1 1,67 2008/09 89 3 3,37 21 4 19,05
2010 70 21 30,00 3 4,29 2010/11 11 7 6,31 36 2 5,56
2011 77 14 18,18 6 7,79 2012/13 102 4 3,92 42 4 9,52
2012 66 18 27,27 3 4,55 total 302 14 4,64 99 10 10,10
2013 78 23 29,49 5 6,41
Total 401 86 21,45 24 5,99

Al igual que en el caso d€ampylobacter los

Los resultados de muestras de alimentos positiv@Sultados no se pueden comparar directamente con
recogidos por la agencia europea oscilan entre 00 de 10s informes europeos por los tipos, tamarios
86,6 %. Aunque la comparacion es dificil, por la8figenes de Ia_s muestras. Nuestros resultadosesn av
diferencias en el tipo de muestras, provenientes nf}/€den considerarse intermedios entre el 8,7
de mataderos y plantas de procesamiento que 'Bfrmado en un grupo semejante, el de carnes y
comercio menor, y mas muestras de canales y Rf@ductos carnicos de pollo, destinados a ser
cames que de productos cérnicos, ademas por §9§sumidos cocinados y el 14,8 % informado por
diferentes tamafios de muestra. Aun asi nuestf4€Stro pais en carne de pollo, todos en cantidigles
resultados son bastante comparables al 50% 'geestra de 25 g. (EFSA 2014). El porcentaje de
muestras positivas de carnes y producto carnicos '@E€Stras positivas en productos de porcino y bovino

ave informadas por nuestro pais, en 2012 (EFS®S intermedio a los informados por Espafia en 2012,
2014). 2,7 % en derivados de cerdo en plantas procesayloras

el 0,9 -11,6 % en vacuno de matadero y de otras
Tabla 2 Muestras de productos carnicos positivas pargm(.:?denmas' bEn general, estas frelcuencclf‘s ddle
Campylobactesegun origen del producto carnico. pos!tlvos son Dbastante mayores que la media de
conjunto de los datos europeos (EFSA, 2014).

AR Porcino y bovi A ;
o oreino y hovino ves Comparando los resultados del periodo 2008-2013
[o) [s] . - .
Total | N % | Total | N° | % en estudio, con los obtenidos en nuestro labocaéori
ggggﬁi fi g g'ﬁ g(ls 266 ?222 afios anteriores, 23,85 % en aves y 9,58 % en bgvino
201213 | 102 | 15| 1471 42| 26 eigo ©Ovino (Lafarga y col., 2007), la reduccion en el
Total 302 28 9.27 99 58] 5850 numero de muestras positivas Samonellaen estos

grupos de alimentos cérnicos es todavia mas marcada
El nimero de muestras en otros productos carnicos )

es mas bajo, relacionado también con los porcenta@BLIOGRAFIA
de contaminacion descritos en estos productos EFSA, European Food Safety Authority. European @efir
nuestro entorno (EFSA 2013). Sin embargo en pisease Prevention and Control, 2014, The EuropegonU
nuestros resultados se observa una tendenciaSummary Report on Trends and Sources of Zoonoses,
ascendente con casi un 15 % de muestras positivas e Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 20I2SA
los dos Ultimos afios, especialmente por productos Journal 2014;12(2):3547.

carnicos de cerdo, contaminados @ampylobacter EFSA, European Food Safety Authority. European @efor

coli (datos no recogidos en las tablas). Disease Prevention and Control, 2013, The EuropesonU
Summary Report on Trends and Sources of Zoonoses,
Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 20 HSA

Salmonellaen productos carnicos. Journal 2013;11(4):3129.
En la tabla 3 podemos ver los resultados d&\E. Centro Nacional de Epidemiologia. Instituto delu8
Salmonella en los dos grupos de muestras de Carlos lll. Resultados de la vigilancia epidemiolagie las

L. - . enfermedades transmisibles. Informe anual 2011, riblad
productos carnicos, aves y porcino/bovino. 2013,

El porcentaje de muestras contaminadas cé@farga Gil, MA.; Blasco Sancho, MD. Martinez Gimeht®.,
Salmonellaes mucho menor que las contaminadas con Castillo Garcia, JF.y Navarro Elipe, M. 2007, Alirtema,
Campylobacter en aves un 10,10 % y en abril 07, pp 100-104.
porcino/bovino de un 4,64 %. La tendencia a lodarg
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Potencial uso del propéleos en combinacion con caloara lograr la
inactivacion deEscherichia coliO157:H7 en zumo de manzana
Adrian Luis, Laura Espina, Diego Garcia-Gonzaloajael Pagan

Departamento de Produccién Animal y Ciencia deAtientos, Facultad de Veterinaria, Universidad4Zi@agoza,
Miguel Servet 177, 50013 Zaragoza, Espdfef)868@unizar.es

En este trabajo se ha investigado el potencialdes@ropéleos en combinacién con el calor para la
mejora de la conservacion del zumo de manzana.bfgtieo fue describir las condiciones de
tratamiento del zumo de manzana necesarias parar ltag inactivacion de 5 ciclos lggE. coli
0157:H7. Como resultado, se ha observado un intefesdo sinérgico: La presencia de 200 ppm de
propdleos durante el tratamiento térmico ha pedmiteducir el tiempo de tratamiento necesario para
la inactivacién de 5 ciclos lggE. coli O157:H7 aproximadamente un 85 % o la temperatara d
tratamiento en aproximadamente 6°C en el rangaliesitn. Estos resultados muestran la posibilidad
de disefar procesos combinados para la produceidiielos zumos minimamente procesados.

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

Con el objetivo de reducir la incidencia de broteBropoleos. En esta investigaci(’)_n se ha utilizado un
de toxiinfecciones alimentarias originadas en zymdsxtracto de PropGleos en Propilenglicol (EPP) a%20
la FDA (FDA, 2001) establecié para los productored!ministrado por “Miel El Albar” (Zaragoza, Espafiags
de zumo la exigencia de lograr una reduccion decgncentraciones que aparecen a lo largo del estselio
ciclos log, de Escherichia coli O157:H7, el refieren a propdleos bruto. .

) X . . - Microorganismos y condiciones de cultivo En esta
microorganismo de importancia en Salud Pudblica m

. estigacion se ha utlizado la cepa no patdégera d
resistente encontrado en los zumos (Mazzotta, 2001¢4cherichia coliD157:H7 Sakastx LA/stx 2A Los cultivos

Para conseguir este objetivo, generalmente 1g8 obtuvieron tras la inoculacion de frascos demkOde
zumos comerciales se someten a un tratamierg@ldo Triptona Soja con 0,6% de extracto de levadur
térmico. Sin  embargo, dicho tratamientqTSBEL) (concentracion inicial: fOUFC/mL) a partir de
frecuentemente empeora las propiedades sensoyiales precultivo (12-18 h/37°C) 'y posterior incubacidajo
nutricionales de los alimentos (Mafias y col., 20053gitacion a 37°C hasta alcanzar fase estacioria)(
Como alternativa, una estrategia que se ha mostragRjerminacion de la resistencia microbiana al caloy a
exitosa es el desarrollo de nuevos proces&? tratamientos combinados.Las determinaciones de

combinados basados en la aplicacion de resistencia al calor y a.Io§ tratamientos comk_)made
. PO v . . tealizaron en el termorresistémetro TR-SC. Trasrifegar
tratamiento térmico que ademas de inactiv

. . dar | | s microorganismos, se resuspendieron en zumo de
microorganismos genere danos en las envolturasnzana comercial (Don Simén, Madrid, Espafia). Esta

celulares de una gran proporcion de la poblaci@yspension se inoculé para alcanzar una conceimraci
microbiana  superviviente,  junto  con Uninicial de tratamiento de 3x{@WFC/mL en el TR-SC. Los
antimicrobiano que aproveche dichos dafios causadostamientos combinados se llevaron a cabo afiagliERGP
potenciando su entrada y /o accién (Espina y cok, los medios de tratamiento para conseguir una
2012). concentracion de 200 ppm de propdleos.

Sin embargo, debido a la tendencia actual hacia Bgcuento de supervivientes y estimacion de dafio

menor uso de conservantes quimicos, se publetal. Tras los experimentos se realiz6 el recuento de los

. - . g . pervivientes tras la siembra por homogeneiza&nn
intensificado la busqueda y sustitucion de éstas p?:asa en Agar Triptona Soja con 0.6% EL (TSAEL)ny e

conservantes natura}les. Entre estos antimicrobja AEL con 4% NaCl (TSAEL-NaCl) y TSAEL con 0,25
naturales, el propoleos es un producto apico ge sales biliares (TSAEL-SB) para detectar daiitetal
utlizado en la medicina tradicional  COMOen |]a membrana citoplasmatica y externa respectingen
antimicrobiano (Sforcin y col., 2011) cuyo potehciagstudio de la cinética de inactivacién microbiana Se
uso en procesos combinados permanece practicameiotestruyeron las curvas de supervivencia represeatal
inexplorado. logyo de la fraccion de supervivientes frente al tiempee
El objetivo del trabajo fue describir el potencia[nodelizaron mediante una modificaci_(’)n de la gcuradié
uso del propéleos en combinacién con el cplara Mafa_rt y col_(2002), para calcular el tiempo necespara
lograr la inactivacion de 5 ciclos lggE. coli Inactivars ciclos log.
0157:H7 en zumo de manzana
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RESULTADOS Y DISCUSION antimicrobianos naturales (Espina y col., 2010,2201
ermitiendo una mayor reduccion en la intensidad de
ratamiento térmico. La presencia de 200 ppm de
rop6leos en el medio de tratamiento permitiria la
iSminucion de la intensidad del tratamiento téanic

En primer lugar se determind la resistencia alrcal
deE. coliO157:H7 en zumo de manzana comercial
la formacion de dafos subletales en las envoltu

celulares. Como muestra |a Figura 1, tras 20 minato mediante la reduccién del tiempo de tratamiento
51 °C la inactivacion en medio no selectivo fue onen P

de 1 ciclo loge, sin embargo, més del 90 % y del 99(flproximadamente un 85%, o de la temperatura de

. , o
de las células supervivientes estaban dafiadas erfég@rglrzm?ail;ﬂ:;)iggzd(%?%n?te%g C, en el rango de
membrana citoplasmética y en su membrana exte P '

respectivamente. o 207
E o
o
= g’ 1.54
EZ
o © 1.04
Qo
g o
= g 0.54
=
T o
(S
& 007 =
o
-
-0.5 T T T T T
48 51 54 57 60 63
Temperatura (°C)

0 5 10 15 20

Tiempo (min) Figura 2. Log,, del tiempo para inactivar 5 ciclos lggde
Escherichia coliO157:H7 Sakai en funcion de la temperatura de
tratamiento en zumo de manzana comercial estéril,ausencia
(M) y en presencia de 200 ppm de propoléds €n el medio de
tratamiento. Las lineas representan las lineasgtesion para un
ajuste lineal a partir de los datos experimentales.

Figura 1: Gréfica de supervivencia descherichia coliO157:H7
Sakai a un tratamiento térmico a 51°C en zumo dezaman
(®,M,A), y en presencia de 200 ppm de propoleos). Los
supervivientes se recuperaron en medio no sele¢®@al), y
selectivo con NaCl M) y sales biliares. Las barras de error

representan el error estandar de la media. Estos resultados muestran la posibilidad de disefiar

procesos combinados para la produccion de nuevos

Ya que la presencia de dafios subletales es ZHNOS minimamente procesados.
indicador del posible sinergismo entre el calooy |
antimicrobianos (Espina y col., 2010) se invesgfj6 BIBLIOGRAFIA
efecto a'ntlmlcroblan,o de este tratarr_nento termr@o %Spina, L.. Somolinos, M., Ouazzou. A. A.. Condén, Garcia-
presencia de propdleos. El tratamiento combinado gonzalo, D, Pagan, R. 2012, InactivatiorEstherichia coli
(Figura 1) fue mucho mas eficaz que la aplicacidn p  0157:H7 in fruit juices by combined treatments ibfus fruit
separado del tratamient@érmico y el de propoOleos essential oils and heat. Int J. Food Microbiol9:9516.
requiriendo tan sélo 10 minutos para lograr los Bspina, L., Somolinos, M., Pagan, R., Garcia-Gonzalo2010.
ciclos log, de inactivacion d&. coli O157:H7, lo que Effect of c'itrall on the thermal inactivation Efscher.ichia coli
equivaldria a una reduccién del tratamiento térmigo ~ O157:H7 in citrate phosphate buffer and apple juicé=ood
aproximadamente 6 veces. Prot., 73:2189-2196. . N .

La utilidad del proceso combinado a niverDA (2001).. Hazard Analysis and Crltlcgl Con_trol 0]
. . L (HACCP): procedures for the safe and sanitary praogssd
industrial depende del mantenimiento del efecto importing of juice, final rule.” Federal Register(68):6138-
sinérgico a mayores temperaturas. Por tanto, see202.
estudio el efecto de la temperatura en el sineismiafart, P., Couvert, O., Gaillard, S., Leguerinel, 2002, On
detectado entre ambas barreras. La comparacide de | calculating sterility in thermal preservation medbo
gréﬁca TDT de los tratamientos térmicos en pre'aenc applicat_ion O-f the Weibull frequency distributiorodel. Int. J.
y ausencia de propbleos (Figura 2), permitig Focd Microbiol., 72:107-113.
evidenciar el mantenimiento del efecto sinérgico 42fas: P. Pagan, R. 2005, Microbial inactivation iew

. technologies of food preservation. J. Appl. Micalbi
mayores temperaturas. Ademas, los valarédatos 98.1387_91399 P PP b

no mOStr_adOS)’ indican ql!e el efect'o SINErYIGRazzotta, A. S. 2001, Thermal inactivation of siatiry-phase

aumenta ligeramente a medida que se incrementa laand acid-adapte&scherichia coli0157:H7,Salmonella and

temperatura de tratamiento en el rango estudiado. Listeria monocytogeneis fruit juices. J. Food Prot., 64:315-
El sinergismo observado en el tratamiento térmico 320.

en presencia de propé|eos es de una mayor magnimcin, J. M., Bankova, V. 2011. Propolis: is tharpotential for

que el determinado en presencia de otros the development of new drugs? J. Ethnopharmacg®:253-
260.
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Inactivacion térmica de diferentes patdogenos alimearios en medios de
distinto pH y actividad de agua

M2 J. Serrano, Pilar Mafias y Santiago Condén

Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Zarag&spafiascondon@unizar.es

Actualmente, son pocos los estudios comparativagsistencia microbiana llevados a cabo bajo las
mismas condiciones. El estudio de 18 cepa&.deoli L. monocytogeness. aureusy Salmonella
reveld la existencia de un valarcomdn para todos excepto pdramonocytogenesualesquiera
fuesen el pH y adel medio de tratamiento. Asi mismo, de estasdspeciesS. aureudue la mas
termorresistente $almonellala mas sensible. Puesto que la termodependendiardenocytogenes
fue diferente, su resistencia relativa cambi6 ewifin de las caracteristicas del menstruo.

INTRODUCCION cepa mas resistente de cada grupo, los efectqeHdel

El principal método de inactivacion de patégeno\éla actividad de agua.fpdel medio de tratamiento.

alimentarios continta siendo en la actualidad krca :
Es un hecho bien conocido que la termorresistenMTERlAL Y METODOS

microbiana varia ampliamente, no solo entre especleéas cepas utilizadas en esta investigacion fueron:
sino también entre cepas. Ademas, en ocasiones Basherichia coliATCC 27325, CECT 471, CECT 4201,
caracteristicas del alimento pueden también maudific/V3110 y O157:H7Listeria monocytogene€ECT 4031,

la resistencia al calor de las distintas espe@pak CECT 4032, CECT5366 CECT 5672 y CECT 932;

. . Imonella Enteritidis CECT 13076 y Salmonella
En los datos publicados por la Agencia Europea gphimurium CECT 443 y CECT 878Staphylococcus

Seguridad Alimentaria (EFSA) correspondientes alreusCECT 976, CECT 4465, CECT 4466, CECT 4459 y
afio 2012 se observa que el nimero de infecciongscT 43s. Las cepas se mantuvieron congelados°g -80
causadas potisteria monocytogeneaumentd, Con en crioviales. Los cultivos se obtuvieron en cafifgticasa-
respecto a afos anteriores, siguiendo una tendengip (Biolife, Milan, Italia) suplementado con ur6® de
creciente entre los afios 2008-2012, causando I19&acto de levadura (TSBYE), incubando a 35/37°C
muertes (17,8% de los casos) y estableciéndose dgante 24 h. Los cultivos en fase estacionaridecdan
como uno de los patégenos alimentarios de may&f10d UFC/mL, aproximadamente.

relevancia. Las toxiinfecciones alimentarias caasad-0S tratamientos térmicos se llevaron a cabo en un
por Salmonella Enteritidis y  Typhimurium termorresistometro TRSC segun se ha descrito previte

continuaron situandose entre las mas importantes,(%.(.)nOIOIrI S. y col., 1993). Los medios de tratamiento
. utilizados fueron tampones citrato-fosfato de diss pH
cuanto a numero (108.614 casos), a pesar de su

o : . , 55y 4)ya (a>0,99, 0,97 y 0,94). La,ase ajusto
descenso frente a afios anteriores. Mientras, diendo las cantidades adecuadas de glicerol.vena

causadas por las cepas verotoxigenicasstberichia estabilizadas las condiciones de tratamiento seulaba la
coli y por toxinas alimentaria@rupodentro del cual suspensién de microorganismos y, a intervalos auesu
se incluye Staphylococcus aureusfueron menos de tiempo, se extraian muestras representativasultio
numerosas, pero graves, mostrando una tendendgasupervivientes se realizé inoculando en masaglaon
creciente (EFSA Journal 2014;12(2):3547 ). agar tripticasa-soja (Biolife) suplementado conO6p6 de
Aungue existen numerosos datos en la bibliograff¥tracto de levadura (TSAYE). Las placas se inmba
en relacion a los efectos del componente genética®y/3/°C durante 24-48h, y posteriormente se comtaon
del medio de tratamiento sobre la resistenc contador automéatico de colonias por analisigrdgen

X . ; ; .._(Protos, UK) segun se ha descrito (Condoén S. y £687).
Irlnlcroblana all C"’."Or' addI? _(;l_e ho):j rgsu:tadlmg?:jb s gréficas de supervivencia se modelizaron con la
egar a,CQr‘C us!c_)nes eliniivas, dada la GIVEISIO gcyacion de Geeraerd (GinaFit.,Geeraerd A.H.,2005).
metodoldgica utilizada. Es por ello que resulta de
inte,rés comparar Ia' termorresisftencia de diferent®EsyL TADOS Y DISCUSION
patogenos alimentarios con el fin de establecer los _ y ] ,
caracteristicas fisico-quimicas. a una temperatura, en los cinco medios de trataoien

El objetivo de este trabajo fue evaluar, en idasticde todas las cepas investigadas, resultaBdmli
condiciones  experimentales, los cambios €a157H7,L.monocytogened032, S.aureusA459 ysS.
termorresistencia de distintas cepasSaémonellaL. Typhimurium 878 las cepas mas termorresistentes

monocytoges, E. coli y S.aureysestudiar, sobre la (Fig.1) de cada género.
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medios de distinto pH y actividad de agua.

Puesto que las gréficas de supervivencia mostraban
hombros en la mayoria de los casos (Fig 2), deoslim
ajustarlas con el modelo de Geeraerd y fijar como
criterio de rendimiento 5D, lo que nos permitiria
realizar comparaciones directas. La fig 3 mudssa
tiempos de tratamiento a 60 °C precisos para
garantizar cinco ciclos de inactivacion de las sepa
mas resistentes de cada género en los medios de
diferentes caracteristicas fisico-quimicas. Como se
observa en la figura J.aureugesultod ser la especie
mas resistente al calorSalmonellda més sensible en
la mayoria de los medios, aunguisteria fue mas
resistente en el medio de pH 4 &94 y mostré una
resistencia intermedia en el resto de medios

Figura 1. Graficas de supervivencia a 60 °C de las 18 cepa en COMO €s bien sabido, la resistencia relativa puede

cambiar con la temperatura, por lo que decidimos
construir las curvas de muerte térmica (TDT),

Posteriormente estudiamos la termorresistencia enando como criterio de rendimiento 5 ciclos de
las cepas seleccionadas —las mas termorresistentesactivacion (Fig 4).

distintas temperaturas (Figura 2).
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Figura 2. Gréficas de supervivencia a distintas temperatdeas
E.coli (Fig 2.1),L.monocytogeneéFig 2.2),S.aureug(Fig 2.3) y
S. Typhimuriun{Fig 2.4).
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Figura 3. Tiempos de tratamiento a 8D para garantizar 5 ciclos

de inactivacion.
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Figura 3. Graficas de termodestruccion pagacoli (Fig 3.1),
L.monocytogenefFig 3.2),S.aureus(Fig 3.3) yS. Typhimurium
(Fig 3.4).

Un andlisis estadistico (ANOVA) de los valomes
obtenidos a partir de las lineas TDT puso de
manifiesto la  inexistencia de  diferencias
estadisticamente significativas entre los valorede
E.coli, Salmonellay S.aureus( z g.coii s.aureus,samonef
5,19+0,46), mientras que patamonocytogenese
Obtuvo UNZ | monocytogenss8 * 0,8 en todos los medios, a
excepcion del de pH 4,®,94 (z= 5,87 £ 0,5).
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Riesgos sanitarios del consumo de potobd@sidicus gigas
Rocio Lahoz, Virginia Ruiz y Santiago Condon

Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Zarag&spafiaf12421@unizar.es

Las especies contaminantes mayoritarias del parPseudomonas spperomonas spy Serratia
spp No es previsible que el consumo del potén reptesan peligro para la salud publica si se
almacena a temperaturas de 4 °C o inferiores, @éeoperaturas superiorAgromonas sppodria
constituir un peligro a considerar. El tiempo méaxiake almacenamiento para evitar este peligro
puede calcularse con la ecuacion: Log tiempo=Q @6 T2

INTRODUCCION 12°C, 8°C, 4°C y 1°C. En todos los casos se mantuvo

i i constante una relacion sélido/liquido  1:3  (p/v).
El calamar gigante es una de las alternativas Magsteriormente, los frascos se incubaron en estufas

prometedoras como sustituto de los cefalopodos Becterioldgicas a las temperaturas antes descritas.
consumo tradicional; sin embargo, la calidagempos determinados se realizaron los recuentos
microbiologia del producto es dificil de mantenemicrobiolégicos del agua de marinado. Las muessas
dado que en su procesado se incluye una etapaddigyeron con agua de peptona tamponada 0,1% (p/v)
marinado, normalmente de 48 horas, durante la gifolife, Italia) y se sembraron en masa en aggptana
puede crecer la flora contaminante de la mategg)2 (Biolife) suplementado con extracto de levadaf
prima. 0,6% (p/v) (Biolife) (TSAYE). Las placas se incubara

" . .
La musculatura del pescado en general es [ durante 48 horas tras comprobar que incubesion
mas prolongadas no aumentaban significativamense lo

eXC(_aIente sustrato para_ el desarrollo micrObial?chentos. Una vez transcurrido el tiempo de incidioa
debido a su elevada actividad de agua, su pH NgUtrRys placas se contaron con un contador automatéo d
sus altos niveles de nutrientes solubles. La @&it@na colonias por andlisis de imagen (Protos, Inglajeralo
microbiana del pescado se describe como un procesgo de la incubacién se aislaron, en TSAYE, da®mle
proteolitico, que conduce a la alteracidén del petalu la poblacion mayoritaria de aquellas placas cuymees
aungque en determinados casos también puede tegfermas homogéneo. Las colonias fueron enviadasspar
connotaciones sanitarias por la multiplicacion déentificacion genotipica a una empresa especiiza
especies patégenas. En los moluscos, ademés,(Aé&U'Z \/_etez; Zaragoza)_. _Las curvas de (_:reC|m|emdas
produce la degradacion del glucogeno lo que conducPas aisladas e identificadas se realizaron deenaman

a un descenso del pH a medida que se acumulan J§3e/aMe a la ya descrita, utiizando como medso d
< . crecimiento TSBYE. Los experimentos se realizaron p
acidos residuales.

S i duplicado.
Los géneros que predominan en el pescado son.

Pseudomonas, Moraxella}, Acinetobacter, Alkaligeneﬁ’ESULTADOS Y DISCUSION

Shewanellay Flavobacterium, entre las alterantes, y

especies de los génerk{ﬂ)rionaceaey Aeronomas La Figura 1 muestra la curva de crecimiento de la
entre las patdgenas. Estas Ultimas son tipicas flera mixta de los rejos del potén incubados a .8 °C
medio marino debido a que necesitan sodio para

crecimiento. Existen muy pocos datos sobre

contaminacion microbiana de los cefalépodos. 107
El objetivo de este trabajo fue aislar e identifice . ]
las especies microbianas mayoritarias del pot¢ Z
establecer la existencia de posibles especiesgraég 2 - l
y determinar el tiempo durante el cual el consueio ¢ %,
producto no representaria un riesgo sanitario. = 4
MATERIAL Y METODOS 2 T T 1
0 100 200 300
Los experimentos se llevaron a cabo con materimgori Tiempo ()

congelada, gentilmente suministrada por la empre§igura 1: Evolucion de la flora del poton a 8°C.

Zarafish (Zaragoza). Una vez descongelados, las reg . L
trocearon y se introdujeron en frascos de vidriéries, Como muestra la Figura 1 la curva de crecimiento

de 100 mL, que contenian, como medio de marinada, umostraba un crecimiento irregular en lo que suele
solucion acuosa de citrato sddico (Panreac; Espafidyl, considerarse la fase de crecimiento exponencia. La
previamente atemperada a la temperatura desea@; l6nesetas intermedias podian deberse a cambios en las
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caracteristicas fisico-quimicas del medio o a cambicuales el producto no representaria un peligro lara
de la flora predominante. Aparentemente esta segursélud elaboramos las curvas de crecimiento
posibilidad parecia la mas probable dado que naigntmicrobiano de la flora contaminante del poton @&ig.
que en la primera meseta las placas presentaban
mayoritariamente colonias de color blancuzco, en la | _
segunda eran de tonos marrones y en la tercesa roja d

El aislamiento y la caracterizacion de la secuencia, °1 &% e "“‘v:‘ﬂ'
nucleotidica de la flora mayoritaria en cada una deé o g L2”" ’;ii--
estas mesetas permitio identificarlas respectivéenen 4 ’A hd vw‘
como: Pseudomonas spp\eromonas sply Serratia g -Bé-"'l' "

o}

spp.,todas con mas de un 99% de similitud. o
C L) L) L) 1
2°C 16°C o 100 200 300 400
10c 10 Tiempo (h)
. RS R &m“‘s“-: ; ) iy . -
Aa -.i::g. algn Figura 3: Evolucion de la flora del poton a distintas tempenas.
| K o R P (8) 16°C; (A) 12°C; ¢) 8°C; (V) 4°C; @) 1°C.
£ . =
E &4 ?E) * el a . . .
5 ;#’ =h > 8 Ajustando las curvas de crecimiento de la figura 3
o ., .
5. .'IA §’¢ " 3 45'3' con la ecuacion de Geeraerd, calculamos los tiempos
. " de almacenamiento a cada temperatura tras losscuale
T2 ———2—————— el recuento alcanzaria 1@fc/gr. Relacionando los
0 100 200 300 400 5000 5 100 1500 20 40 60 80 100 . .
Tienpo (h) Tero () Tiempo () tiempos de almacenamiento en los cuales se alcanzab

la dosis infectiva con la temperatura (Fig 4)
obtuvimos la ecuacién: Log tiempo= 2,5- 0,056 T2,
gue nos permite predecir el tiempo maximo de
almacenamiento a cada temperatura antes de que el

La figura 2 muestra las curvas de crecimiento d¥oducto pueda resultar peligroso para los
cada una de las especies aisladas de la materia, priconsumidores.
cultivadas en TSBYE e incubadas a diferentes 3~
temperaturas. Como se observa en la figura las tres
especies son capaces de crecer rapidamente irecluso
4 °C, si bien a esta temperaturaPlseudomona spp o
mostrd una fase de latencia menor y una velocidad d
duplicaciébn mayor. A temperaturas superiores Ia'g 2.0+
velocidad de duplicacién de las tres especies fue®

Figura 2: Curvas de crecimiento a 4, 10 y 16°C de las especi
contaminantes del potore)(Pseudomonasp, @) Aeromonassp,
(A) Serratiasp.

2.54

similar. 15
De las tres especies aisladas ségyomonas spp 0 5 10 15 20
podria representar un peligro para la salud puablica Temperatura (°C)

Puesto que la alteracion del producto comienZyura 3: Tiempo maximo de almacenamiento del potén a
cuando los recuentos sobrepasan Ie?suiﬂgr no es diferentes temperaturas para no sobrepasar la ifsigiva de
previsible que a 4 °C el producto pueda representar/€0monas spp.
peligro para los consumidores dado que el potén De nuestro trabajo se desprende que las especies
manifestara  alteraciones  organolépticas ~ mugPntaminantes  mayoritarias  del  poton  son:
marcadas, por el crecimiento @seudomonas spp, Pseudomonas spperomonas spy Serratia sppNo
antes de quéeromonas spplcance concentracionese€s previsible que el consumo del poton represemte u
elevadas. Sin embargo, a temperaturas superiop&igro para la salud pudblica si se almacena a
podria ocurrir que se alcanzasen las dosis infestie temperaturas de 4 °C o inferiores, pero a tempasatu
esta especie antes de que las alteracioriégerioresieromonas sppodria constituir un peligro
organolépticas fuesen muy marcadas. De hecho, segugonsiderar. El tiempo maximo de almacenamiento
se desprende de la figura 1, tras alcanzarse R@a evitar este peligro puede calcularse con la
recuento de ufc/gr, Aeromonas sppe convierte en €cuacion: Log tiempo= 2,5- 0,056 T2
la flora predominante, siendo su dosis infectivd@de BIBLIOGRAFIA
ufc/gr (FDA, 2002). Food and Drug Administration, 2002. Bad Bug Book, dtmrne
Con objeto de establecer los tiempos de Pathogenic Microorganisms and Natural Toxins. Secon
almacenamiento a diferentes temperaturas durasite lo Edition. Aeromonaspecies, pp. 54-56
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Arcobacter butzleri Patdgeno emergente de dificil diagndstico.
Condén Abanto A Mateo Gallego t, Berned Sabater VMGarcia Pardo & Tapiol Oliva 3.

! Servicio de Urgencias. Hospital Universitario JodXIII, Tarragona’ Servicio de Medicina Interna. Hospital
Universitario Joan XXIII, TarragondServicio de Microbiologia. Hospital Universitariman XXIII, Tarragona.

Arcobacter butzleresta considerada actualmente como una especigepatémergente, asociada a la
transmision alimentaria y de creciente importaraiasalud publica. El presente estudio pretende
describir la incidencia, en la demarcacion de Tamna, deA. butzlerj comparandola con la de los dos
enteropatdgenos mayoritario€gmpylobacterspp y Salmonellaspp), asi como las caracteristicas
demograficas y clinicas del cuadro infeccioso. Dtgael periodo indicado se cursaron un total de
9735 coprocultivos, de los que 2074 (21%) resuftgrositivos. Las especies aisladas mas frecuentes
fueron: Campylobacteispp 630 (31%) Ysalmonellaspp 493 (24%), mientras qée butzlerise aislo

en 7 pacientes (0,003%). Lo mas llamativo de Ie®s&linicos relacionados con esta Ultima especie
fue que los pacientes raramente presentaban frebleucocitos, lo que podria explicar el retraso
diagnostico. La mayor frecuencia de coprocultivositp/os pare&Campylobactespp respecto a los de
Salmonellaspp puede explicar el aumento de casos relacisnam. butzlerj dada su similitud.

INTRODUCCION animal no ha sido totalmente establecido (Sneling

En los ultimos afios se han identificado un gra%OLEZIOOG)réseme estudio  pretende  describir  la
namero de enfermedades emergentes que afectan al P P

: .. inCidencia, en la demarcacion de Tarragona,Ade
ser humano, la mayoria de las cuales son - de giolo tzlerj C(;m arandola con la de los ente?o at’() enos
infecciosa. Gran parte de éstas son de Ol‘iggH P patog

zoonotico, resultado de la transmisién a los humang\ayontanos:Campylobacterspp y Salmonellaspp,

. : : - si. como las caracteristicas demograficas y cnica
de patogenos de otras especies animales. Estle e% 9 y

caso deArcobacter butzleriactualmente considerado ef cuadro infeccioso
un patégeno emergente, vehiculado por los alimen s
y de creciente importancia en salud publica. %TERIAL Y METODOS

El géneroArcobacterfue creado en 1992, a partirAnalisis retrospectivo de los resultados de logooytivos
del estudio de las especies aerotolerantes insl@ida realizados en el Hospital Univarsitario Joan XXte
Campylobacterspp. y comprende 19 especies, entrearragona, en un periodo que comprende desdedel 1
las cualesA. butzleries la principalmente asociada £ne'© de 2011, hasta el 1 de agosto de 2014.

infecciones gastrointestinales (Prouzet y col.,6300 D€ 108 coprocultivos positivos se seleccionaronetgs
ue dieron positivo a A. butzleri, analizando postenente

La 'Fransmlsm,n de estas bacterlaEs al ser humanol%'e historias clinicas de los pacientes y comprobaria
realiza por via feco-oral, a traves del consumo efénica el proceso de la enfermedad, tratamignto

agua, alimentos d_e origen animal y por COﬂt?.C'[O C@Uolucion, con el fin de recoger las caracteristidénicas y
animales reservoriogrcobacterspp ha sido aislado demograficas de cada caso.

de ganado vacuno, porcino, ovino, caprino y en,aveéss medios de aislamiento utilizados fueron: AS,E8S,
asi como en superficies de plantas procesadorasXd®, Campylosel, CIN, SMAC y TCBS. La identificacio
carne y en aguas de distinto origen. Su mayde A. butzleri se realiz6 mediante pruebas fenotipicas,
prevalencia se encuentra en carne de pollo, sedaiddALDI-TOF y secuenciacion del gen rpoB. o
las de porcino y bovino (Zanetti y col., 1996). Los datos se recogieron segun hOJa_de datos disgiwa
A. butzlerj descrita en 1991 por Kielhbauch, fué! Proceso de recogida y se analizaron con el paque

. . . stadistico SPSS.
aislada de heces humanas y animales con diarrsa. T2
infecci_ones causadas por esta chteria se CameriRESULTADOS Y DISCUSION
por diarrea acuosa, no sanguinolenta, con dolor
abdominal, nauseas y vomitos aislados y, en Durante el periodo indicado se cursaron un total de
ocasiones, con fiebre. Esta bacteria se ha asoaiad®735 coprocultivos, de los que 2074 (21%), resoitar
diarrea cronica y a casos de diarrea del viajern. Rositivos (fig 1). Las especies aisladas mas fretese
Tailandia se aisl@. butzlerien un 13% de los platosfueron: Campylobacteispp 630 (31%) ysalmonella
servidos en los mejores cinco restaurantes 8BP 493 (24%), mientras que se identificaron 7 £aso
Bangkok. También en Guatemala, Méjico e Indié0,003%) corA. butzler( fig 2).
objetivgron un 8% de casos po_sitivos de diarrea. En payisando los casos positivos A8 butzlerj se
cualquier caso, la importancia y gravedad dgyietiva que todos fueron aislados en verano uootof
Arcobacter como causante de patologia humana y
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Ahora bien, debe remarcarse que la prevalenciagde | La dificultad en la sospecha de esta infeccion
cuadros gastrointestinales es mucho mayor en dichradica, seguramente, en la particularidad del cuadr
periodos por lo que no podemos concluir que hayas concretamente, y segun los casos documentados,
una relacién climatolégica clara. Respecto al sero la inexistencia de fiebre y leucocitosis en la #ical

la edad, cabe destacar que este patdgeno seaaisla tde sangre (Tabla 2), hace que se etiquete de un
en niflos como en adultos de mediana edad, sin tepgsceso banal y se retrase la solicitud del
ninguna patologia concomitante o inmunosupresiéepprocultivo, no permitiendo el diagnostico endaef

por lo que es una infeccion que afectaria de iguaicial de la enfermedad, sino ante un cuadro de
forma a toda la poblacion. diarrea persistente.

Tabla 2: Caracteristicas bacterias/caso.

CASO | Leucocitosis | Mediode | MALDI- | rpoB (% | mPCR Sensihilidad
BPositivos aislamiento | TOF de CIPROFLOXACIND
. similitud)
O Negativos
1 No CIN{BD] A 59% A 5
7|- 1|_
2 No CIN(BD] A 383 A 5
Figura 1: NGmero de coprocultivos positivos del total de los __ _
recibidos durante el periodo 2011-2014. i Ne CIN(ED) '“-l 5% '“-l 5
4 §i CIN{BD] A 59% A R
7|- 1|_
B Arcobacter
Butzleri 5 No CIN{BD) A 38% A 5
@ Campylobacter [hel) et
O salmonella 6 No CINED] A a0% A 5
7|8 7|8
O otros
7 No CIN{BD] A 59% A 5
. . , . -|& il
Figura 2: Especies mas frecuentes aisladas sobre el total

coprocultivos positivos.
En relacion a la sintomatologia asociada, es El uso rutinario de MALDI-TOF ha sido un

llamativo que raramente esta descrita la fiebreslenprocedimiento de gran utilidad para la deteccion
curso clinico de la enfermedad y que el sintoma mé&pida de esta especie aislada poco conocida. La
frecuente, a parte de la diarrea, sea el dolorralmd Mayor frecuencia de coprocultivos positivos para
tipo colico intenso (Tabla 1), clasificado por log~ampylobacteispp respecto a los dgalmonellaspp

pacientes 8/10. Este es, probablemente, el sintoRtgde explicar el aumento de las detecciones de
mas caracteristico de esta toxiinfeccion. Arcobacter butzleri ya que algunas caracteristicas

epidemiolégicas de ambos géneros pueden ser

Tabla 1:Variables clinicas y demogréficas de los casoadasl. similares. Futuros estudios deberan demostrarasial

CASO | FECHA Sexo | Edad | Sintomas Ficbre la evolucién de la incidencia de este patdgeno
aislamiento emergente en diferentes areas geograficas.

1 0I02013 W 38 Dizrrezs o No
emso dolor La incidencia deA. butzleri como causante de

3 SETITIT T N T—— o diarrea en Tarragona ha resultado ser del 0,000, s
mtenso dolor embargo es previsible que estén subestimadosagpor |

3 I ERT: T [ D= [ N8 razonas antes expuestas.
intanso doler
A]t:::lcmi.uﬂ .

E Z3052004 | M 3 i BIBLIOGRAFIA
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et microscopeArcobacter Lett Appl. Microbiol. 42; 7-14.

5 072014 T i Diarrezs = ) Zanetti F, Varoli O, Stampi S, De Luca G. 1996.\vRalence of
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Clostridium difficile: ¢ Patdgeno vehiculado por alimentos?
Condén Abanto A Fonoll Tassier'| Berned Sabater MTapiol Oliva 3, Boque Oliva ¢, Garcia Pardo &

! Servicio de Urgencias. Hospital Universitario JodXIIl, Tarragona’ Servicio de Medicina Interna. Hospital
Universitario Joan XXIII, TarragondServicio de Microbiologia. Hospital Universitariman XXIII, Tarragona.

En este estudio se describe la incidenciaCdedifficile en la demarcaciéon de Tarragona y las
caracteristicas sociodemograficas y clinicas g¢mtalogia. Durante el periodo descrito se aislaon
total de 27 casos. El 63% de los pacientes erambfes con una edad media de 77,6 afios. En 7
(28%) de los casos aislados la infeccion fue adtpuien la comunidad, en 6 (24%) fue relacionada
con la actividad médica, y los 12 (48%) restantesdn pacientes ingresados, En estos dltimos la
edad media era muy superior a la del resto derlgzsog, objetivando que el 83,3% de los pacientes
padecian enfermedades concomitantes y/o inmunasapreSi extrapolamos esta informacion a la
profesion médica, probablemente existe la posddlidle que la fuente de infecciébn en personas
inmunocompetentes sin hospitalizacion previa sedifi@entacion, debido a las caracteristicas desesto
casos.

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

El interés por evitar las enfermedades asociadasAaBlisis retrospectivo de los resultados de losidiss de
consumo de alimentos surge con la practica misma @eccion de la toxina de€. difficile realizados en el
la ingestion de alimentos. El tipo de dafio es md-y)s_pnal Universitario Joan XXIII de Tarragona, en
variado y no se limita, aunque sea lo méas coml]n,p‘f\“(’do que comprende desde el 1 de enero de Pasth

. : el 1 de agosto de 2014.
aparato digestivo. Debido al incremento de esta infeccidon en el afitB28e
En los ultimos afosClostridium difficile ha sido

. . . .~ decidi6 elaborar un protocolo en dicho hospitalapkr
una de las especies que mayor interés ha sus@tBdQjicitud bajo criterios claros de este estudio

la comunidad médica debido al incremento de $@mplementario. Este hecho hizo que probablemeate s
incidencia ya la severidad de la infeccién nosaabm detectaran muchos mas casos gue en afos anteHares.
gue produce. Ahora bien, no deja de sorprender guesente estudio se ha decidido seleccionar losscas
éste aumento de incidencia dependa en parte, de detectados a partir de la publicacion del protocoio el fin
nuevos casos registrados de infeccion adquiridia ende evitar sesgos en la recogida de los datos. o
comunidad, y queC. difficile sea un patdgeno Una_ vez seleccmnados los casos se hizo una revisio
emergente en animales. pzilc_|ente por paqgnte, cor_1$|derandq |TilS caractasst
C. difficile es un bacilo gran positivos formador d&'"cas y demograficas previamente disenadas ggieas

esporas que forma parte de la microbiota intestir%gtuna hoja de datos disefiada para tal fin. Fimabnéos

- f L os fueron analizados con el paquete estad BRSS.
normal en un pequefio numero de individuos sanos y
de .pacientes hospi'tglizado.s. L_qs primeros e_StUdiQESULTADOSYDISCUSION
realizados no permitieron identificar a los anirsale
como una fuente de infeccién importante para el ser Durante el periodo indicado se identificaron un
humano, pero recientes informes han demostrado dAtal de 27 casos de infeccion p@lostridium
marcada relacién entre aislamientosQiedifficile en  difficile, mientras que durante el mismo periodo del
terneros y humanos, incluyendo dos brotes tipoyo272fi0 anterior (afio previo a la implantacion del
017. También se ha encontrado en muestras de ca@fiocolo) se identificaron 12 casos Unicamente.

lo que sugiere que los alimentos podrian estBespecto al sexo (Figura 1), la infeccion se ptésen
involucrados en la transmisién de la infeccion daredominantemente en el sexo masculino (63%), con

animales a humanos. una edad media de 77,6 afios, aunque dado el nimero

El objetivo de este trabajo ha sido realizar #f €asos considerados no se pudieron encontrar
estudio de la incidencia de&. difficile en la dlfere_nC|as es:[adl'_stlt_:a_mente significativas. F®uro
demarcacién de Tarragona y de las caracteristi&&!dios deberian incidir, entre otros, en estecsp
sociodemograficas y clinicas de la patologia, asi
como buscar indicios indirectos, de base
epidemiolégica, sobre su relacibn con la
alimentacion.
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conjunto, se aisld la bacteria en el 20% de las

muestras de los productos seleccionados. El estudio
B Hombres destacaba que se habia aislado esta especie &¥el 2
de las muestras de piezas de terneray en el 1486 de
muestras de ternera picada. En otro estudio (Hgnna
Limbago, 2010), realizado en Arizona, realizado con
mayor variedad de productos carnicos se aislo en el
Figura 1: Sexo. 42% de las muestras de ternera, cerdo y pavo.

O Mujeres

Por otra parte, cabe destacar que 7 (28%) de los
casos identificados eran de pacientes con infeccion

adquirida en la comunidad sin hospitalizacion @evi

y Unicamente 1 paciente tenia antecedentes de @

inmunosupresion por tratamiento con quimioterapia. o \\‘*
7N 6 12

Respecto al resto, en 6 (24%) de ellos la infecfiién o
relacionada con la actividad medica, y 12 (48%) JEnnnn:, . :
correspondieron a pacientes ingresados, siendsten e d — 1 EEE_H }"Tf,u,]fﬂ*

caso la edad media detectada muy superior resgecto 315 6IC IS
resto de los grupos y objetivando que 83,3% de los | v ,'

pacientes padecian enfermedades concomitantes y/C | E: 65 afios | EM: 79 aiios EM: 89 aiios
inmunosupresién (Figura 2). 1

* 2IC 1018 + 1IC

B Comunitaria
ERAS Figura 3: Mapa de Casos.
@ Nosocomial A juzgar por nuestros resultados, e interpretando

esta informacion desde el punto de vista médico,
podemos concluir que existe una alta probabilidad d
que la fuente de infeccibn en personas
Figura 2: Distribucion de la infeccion. inmunocompetentes sin hospitalizacién previa sea la

La figura 3 muestra un esquema de la distribuci@iimentacion. Por una parte cada vez se aislardefo
de los casos. La figura ilustra algo llamativo: mias mas frecuente toxina d€lostridium difficile en
que la mayoria de los pacientes que adquirieron @dmentos, y por otra, y lo que es mas signifiaativ
infeccién en la comunidad no tenian enfermedadeygestro estudio indica que estamos asistiendo a un
previas o inmunosupresion, en el resto de los grur@.lmento de la incidencia de la infeccién adquidgda
predominaban los que tenian enfermedadi&scomunidad, en pacientes sin enfermedad pregia. E
concomitantes/inmunosupresiéon. Asi mismo, d@mbién muy significativo que en este grupo de
detecté que la edad media del grupo que adquirioilfectados apenas existan inmunosuprimidos, lo que

infeccion en la comunidad es menor que en el de [@gBoya también nuestra hipétesis. Futuros estudios
pacientes ingresados. deberan demostrar cual es la evolucion de la

incidencia real de este patdégeno como causante de

.L"’}[ reV|S|(|)n blbllog(rjaflgfpus_(? en eV|der_1(:|||a YUfhfecciones gastrointestinales adquiridas en la
mientras en los casos de infeccion nosocomiallo®n ¢ nigad y en qué medida estan los alimentos

relacionados con 'Ia asistencia sanitaria se CONQee, -innados con la misma.

razonablemente bien tanto la patogenia como los

factores de riesgo (tratamiento con antibioticos de

amplio espectro), poco se sabe de los casos glg| |0GRAFIA

Inf?CCIOn_ adquirida en la Cqmumdad' Algunos atﬂ_or%upnik M. (2007) IsClostridium difficileassociated infection a

e 'nveSt|_gad0reS han estimado que la transmision potentially zoonotic and foodborne disease. Clin ratiil

alimentaria podria ser una de las causas de lalinfect. 13: 457-459.

patologia, ahora bien, la evidencia para confirmarHanna Gould L, Limbago B.(201@lostridium difficile in food

rechazar dicha hipétesis es incompleta. Recientesa”d domestic animals: A new foodborne pathogen?I@iact
. . - Dis.; 51(5): 577-582.

estudios han demostrado la presenciaCltestridium

difficile en alimentos en EEUU, Canada y Europa. El

primer informe publicado al respecto (Rupnic, 2007)

elaborado en 2005 en Canadd, indica que, en
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Probidticos y microbiota intestinal. De dénde veniras y a donde vamos.

Clara G. de los Reyes-GavifaiNuria Salazdr Silvia Arboleya?, Borja Sanché?z, Lorena Ruiz?,
Noelia Martinez, Abelardo Margolle’s Patricia Ruas-Madiedy Miguel Gueimonde

! Grupo Probiéticos y Prebidticos, Instituto de Puatbs LActeos de Asturias (IPLA-CSIC), Villaviciodaturias,
greyes gavilan@ipla.csic.es
2Teagasc, Moorepark Food Research Centre, Fermay;Adimentary Pharmabiotic Centre, Cork, Ireland
% Grupo de Nutricién y Bromatologia, Departamento@&mica Analitica y Alimentaria, Universidad deg¥j Ourense

El tracto gastrointestinal humano alberga una cefaglomunidad microbiana. Esta microbiota ejerce
importantes funciones metabdlicas, protectorasoéficas en el hospedador. Las alteraciones del
equilibro microbiota-hospedador pueden conducistados patolégicos. Debido a que la mayoria de
los microorganismos de la microbiota intestinal sanltivables, la importancia para la salud de est
“6rgano” del cuerpo humano permanecié ignoradoshhate dos décadas. Las nuevas técnicas de
secuenciacion masiva del ADN (NGS) y las técnicamitas” han posibilitado el estudio de la
microbiota intestinal. En esta ponencia se revaspectos de interés en relacion con la microbiota
intestinal humana, su influencia en la salud y sadufacién a través de estrategias nutricionales,
como el uso de probidticos. Las Ultimas tendeneiaseste campo le confieren una particular
relevancia a la blisqueda de probiéticos para ladesdextremas de la vida: recién nacidos y ancianos

INTRODUCCION mayoria se basan en el analisis del gen que cadific

El tracto gastrointestinal humano (TGI) albergéRN ribosomal 1,68’. comun a todas '?‘S p,acterlas.
Las nuevas técnicas de secuenciacion masiva del

una compleja comunidad microbiana, cuyo numer . . ; .
supera al de células eucariotas de nuestro cuEtpo.’gDN (NGS._n_e,xt generation sequenqujgpermnen
tgner una vision detallada de los miembros de una

conjunto de sus genomas, denominado microbiom(j dad microbi bundanci lati L

supera el potencial genético del hospedador en ggnunidad microbiana y Su-abundancia relativa. La

ordenes de magnitud, aportando funciones r{Beta_genomlca hace posible la secuenciacion de

codificadas por el genoma humano (Qin y col., 2010 mplicones del gen del ARNr 165 o de t'oqllo el ADN
g una muestrametagenomica totd) requiriendose

Hasta hace pocos afios el estudio de la microbi mplejos analisis bioinformaticos para analizas lo
intestinal se centraba en aquellos microorganism%?: Pi€] : P : gy
lllones de secuencias generadas. El primer analisi

que era posible cultivar en el laboratorio. Si etagendmico del ambiente intestinal se llevé @ cab
embargo, la gran mayoria de microorganismc@ 9

nissinles ‘o' son cuvasles, por lo_cue 157, 2005 (00 . col 2009, Dos oendes
complejidad y diversidad de este ecosiste Y ’ y

microbiano y su papel en la salud y la enfermed jcrobiome Prol'ect : (HMP) han' de;ufrado la
permanecié ignorado hasta tiempos recientes. Enﬁ%tructura y funcionalidad de la microbiota h“m?”a-
esta microbiota y el hospedador se ha establecido oS Ch_lps de ADN son - capaces de detgrm_mar
relacion mutualista, consecuencia de la coevolugiorP cooncid y abundancia de cientos de filotipos

: ~ . : .~ diferentes en una muestra.
lo largo de miles de afios. El intestino proporcion Las técnicas “meta-6micas’ permiten analizar la
nutrientes y condiciones ambientales adecuadas para P

. : L . : ncionalidad de ecosistemas microbianos. La
la_microbiota y a cambio, esta ejerce fur]CIonegetatranscri tébmica, metaprotedGmica y metabolémica
esenciales para el mantenimiento de la homeostasi';n P ' P y

. -~ 7 analizan el RNA, proteinas y pequefios metabolios d
la salud. Las alteraciones de la composicion P Y Peq €0

funcionalidad de la microbiota intestinal y de'%ugztrr:z(?slgi;?s:aeqasaCZTgéef:shicrobiota en ladsalu
equilibrio microbiota-hospedador, pueden producir bap

. . la enfermedad se requiere la integracion de
alteraciones que conducen a estados patoldgicos. o € Teq negra
conocimientos taxonomicos y metabdlicos asi como la

comprension de los mecanismos diélogo (cross-

TECNICAS DE SECUENCIACION MASIVA'Y talk) microbiota-hospedador.

“OMICAS” PARA EL ESTUDIO DE LA
MICROBIOTA INTESTINAL

En las dos Ultimas décadas, el creciente interés CglgABéngh:l\I{/ﬁgngg%T;i%gF?ED ADOR
el conocimiento de la microbiota intestinal ha idé) )

acompafado por un gran desarrollo de las técnicasLa microbiota de adultos sanos incluye
microbiologicas independientes de cultivo. Laepresentantes de los tres dominios de la vida
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(bacterias, arqueobacterias y eucariotas), asi cooaracterizacion funcional, estudios de seguridasge(f
virus. Las divisiones Bacteroidetes y Firmicutes sd) y estudios de eficacia (fase II).
las mayoritarias, mientras que Actinobacterias,
Proteobacterias y Verrucomicrobia son grupos ULTIMAS TENDENCIAS: PROBIOTICOS
subdominantes. Las Arqueobacterias est&N EDADES EXTREMAS DE LA VIDA
representadas principalmente por el microorganismo
metanogénicoMethanobrevibacter smithiiMientras ~ Algunos estudios apoyan los beneficios del uso de
que a nivel de division, la diversidad de la micotd probiéticos en adultos, siendo la evidencia auasssc
intestinal es baja, a nivel de especie se han itlescen recién nacidos y ancianos. La microbiota muestra
mas de 15.000 filotipos diferentes, de los quexamo una alta homeostasis durante la edad adulta pero es
70% son especificos de cada individuo (Turnbaughiestable en edades extremas de la vida (Arboleya y
Gordon, 2009). La microbiota difiere cualitativa ycol. 2012; Salazar y col 2013). Por tanto, es ¢oses
cuantitativamente a lo largo del TGI, siendo ebpol Momentos en los que su modulacion puede tener un
la zona mas densamente poblada10* células / Mayor impacto en la salud. Las dltimas tendencias
contenido del lumen). Estudios recientes estratificindican la conveniencia de identificar dianas
las poblaciones bacterianas intestinales humanas éspecificas en la composicion y funcionalidad de la
tres grupos claramente diferenciados, denominad®éicrobiota intestinal para la seleccion de probiiy
“enterotipos”, independientes de la nacionalidadebioticos dirigidos a grupos de poblacion de edad
edad, sexo e IMC pero fuertemente influenciados p¥tremas. Esta estrategia viene apoyada por los
los habitos dietéticos a largo plazo (Wu y col1D0 efectos notablemente diferentes que el mismo
La adquisicion de la microbiota intestinal tras dprobiético puede causar en la microbiota intestiteal
nacimiento desencadena la maduracién del sistefigtintos grupos de poblacion (Arboleyay col. 201
inmune, lo que conlleva la impresiéon de un fenotip ]
inmune con efectos funcionales a largo plazo qu%BLIOGRAFIA
condicionara el estado de salud futura del individuArboleya, S., Binetti, A., Salazar, N., Fernandez, 8blis, G.,
La microbiota intestinal interviene en la producci¢ ~Hermandez-Barranco, AM., et al. 2012, Establishmd
de vitaminas, absorcion de minerales y eliminacién development of the mtestl.nal microbiota in pretereonates.
, FEMS Microbiol. Ecol., 79: 763-772.
compuestos perjudiciales. A través de la fermeditaci ) ) _
de compuestos no digeribles de la dieta, la miotabi Arb‘;/'l‘.ey;"di'i Ofaézzzré_g;vﬁgg%%’_ ggig?ﬂﬂizﬂﬁgﬂﬁdgf’

genera nutrientes e influye en la proliferacion, the impact of human background microbiota in trepemse to

diferenciacion y angiogénesis del epitelio intestasi Bifidobacterium strains and fructooligosaccharides. Br. J.
como en el mantenimiento de la barrera intestinal. Nutr., 110: 2030-2036.

Eckburg, P.B., Bik, E.M., Bernstein, C.N., Purdom,, E.
MODULACION DE LA MICROBIOTA Dethlefsen, L, Sargent, M., et al. 2005, Diversitghe human
INTESTINAL POR PROBIOTICOS intestinal microbial flora. Scienc8P8: 1635-1638.

FAO/WHO, 2006. Probiotics in food. Health and riidrial
Es posible modular la microbiota intestinal prop_e_rties and guidelines for evaluation. FAO Faauld
mediante estrategias nutricionales que incluyetieen . \utrition paper 5.

| dmini ion d bibti A in, J.,, Li, R, Raes, J., Arumugam, M, Burgdorf, C, S.
otras, la administracion de probioticos. Estos s Manichanh, Ch. Nielsen, T. et al. 2010, A human gut

definen como “microorganismos Vivos  Que microbial gene catalogue established by metagenomic
administrados en cantidades adecuadas proporcionarsequencing. Naturd64: 59-65.
un beneficio para la salud” (FAO/WHO 2006). Lossalazar, N., Lopez, P., Valdes, L., Margolles, 8uarez, A.,
probiéticos utilizados en alimentacién humana son Patterson, AM., et al. 2013, Microbial targets ftre
mayortariamente cepas  de  los géneros Seieebment of nclonal feode accordngl witiane
Bifidobacteriumy Lactobacillusy también levaduras.  nytr.. 32: 399-406.
Los _pri_ncipales benefi_cios asociados al consumo qlgmbaugh, P.J. y Gordon, J.I. 2009, The core gotabiome,
pI’Ob.ICt)'[ICOS se relgc_lpnan con la _ capaada}d de energy balance and obesity. J. Phys&87: 4153-4158.
mggIljll(;.?rellas(?;rgr?](;s:ﬁlr?]r&r?ee Ifor:mmbl.qt.a mteStma.(qu, G.D., Chen, J., Hoffmann, C., Bittinger, K., Chefy.,
: pI’ObIOtICOS han sido Keilbaugh, S.A., et al. 2011, Linking long-termetiry

utiizados en el tratamiento de diarreas, en la patterns with gut microbial enterotypes. Scier@®4: 105-
intolerancia a la lactosa y en varias enfermedades108.
inflamatorias intestinales.

La FAO/WHO (2006) proporciona criterios para la
seleccibn de cepas probidticas que incluyen la
correcta identificacion de los microorganismos,
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Los fructanos tipo inulina influyen sobre las espaes de bifidobacterias
intestinales y el perfil de acidos grasos de cadenarta en mujeres obesas

Nuria Salazdr’, Evelyne. M. Dewuff, Audrey M. Neyrinck, Laure B. Bindel5 Patrice D. Canj
Jacques Mahillon Willem. M. de Vo§, Jean-Paul Thiss&nMiiguel Gueimond® Clara G. de los
Reyes-Gavilany Nathalie M. Delzenrle

IMetabolism and Nutrition Research Group, LouvaindResearch Institute, Université Catholique de LauvBiuselas,
Bélgica,nuriasg@ipla.csic.es
2| aboratory of Food and Environmental Microbiologarth and Life Institute, Université Catholique dmukain, Lovaina
la Nueva, Bélgica
3Laboratory of Microbiology, Wageningen Universi¥yageningen, Paises Bajos
“Pole of Endocrinology, Diabetology and Nutritiomilersité Catholique de Louvain, Bruselas, Bélgica.
*Departamento de Microbiologia y Bioquimica de Predsitcteos, Instituto de Productos Lacteos derfstiConsejo Superior de
Investigaciones Cientificas (IPLA-CSIC). Villaviciogssturias, Espafia.

Los prebiodticos promueven cambios en la composigimactividad de la microbiota intestinal pero
la relevancia de dichos cambios y la modulacion pueieran ejercer sobre el metabolismo del
hospedador, en el contexto de la obesidad, no inalda todavia evaluados en los seres humanos al
inicio del presente trabajo. El principal objetidel estudio fue determinar cambios en la produccién
de acidos grasos de cadena corta (AGCC) por laobiaa intestinal en mujeres obesas (n=15) que
recibieron fructanos tipo inulina durante 3 mesms @specto a otro grupo de mujeres obesas (n=15)
gue recibieron el placebo maltodextrina durantenesimo tiempo. Se estudiaron las correlaciones
entre las especies del géneBifidobacteriumen heces, AGCC y marcadores biolégicos del
hospedador. La composicién de diferentes espe@dsifitlobacteriumse realizé usando métodos
cualitativos y cuantitativos (qQPCR y PCR-DGGE), evdndose incrementos significativos en las
especieBifidobacterium longupBifidobacterium pseudocatenulatuynBifidobacterium adolescentis

en el grupo que recibi6 el prebidtico al final ttatamiento. La concentracion total de AGCC, acétic

y propionico analizados en heces mediante cromafiegie gases fueron significativamente menores
al final del periodo de intervencion en el grupelpético y se correlacionaron ademés positivamente
con algunos parametros de riesgo metabdlico. Ledteslos sugieren que el consumo de fructanos
tipo inulina disminuye la concentracion fecal de@Gen mujeres obesas, lo que podria disminuir la
ocurrencia de factores de riesgo metabdlico asosiaduna mayor produccién de AGCC en esta
poblacién.

INTRODUCCION grupo de mujeres obesas que recibieron el placebo
altodextrina y establecer posibles asociaciongs en

S especies del géneRifidobacterium los AGCC
eé\cales y marcadores biolégicos relacionados con
glhdrome metabalico.

La prevalencia de la obesidad constituye uno de |
primeros problemas de salud publica a nivel mundi
y se asocia con otras complicaciones metabdlic
como la resistencia a la insulina, la diabetes sy |
enfermedades cardiovasculares (Navab y col., 200 :
Evidencias recientes, extraidas principalmente TERIAL Y METODOS
modelos animales, sugieren que la microbioteas muestras utilizadas procedian de un estudigcali
intestinal desempefia un papel crucial en la regirac aleatorizado, doble ciego, paralelo y controlado gacebo
del metabolismo energético y que su composicidNCT0061§057)- Se seleccionaron mujeres obesastde e
también difiere entre individuos delgados y obekas. 18 ¥ 65 anos de edad y con un IMC > 30 Kgtpe se
utilizacién de prebidticos para mejorar el estago dj'v'?'erontend.dofs g(;upfg (”a }5/9%9,‘:_) qug reciisieun
salud a través de la alimentacion con el fin deutasd Sobcon© dlaro @e g del prebiotico Synergyidg

. . . . ) rebidtico) o maltodextrina (grupo placebo) duratres
la microbiota intestinal es un campo activo d%eses (Dewulf y col, 2013). El analisis

investigacion, pero la relevancia de la accCiOgyalitativo/cuantitativo de la microbiota intestirde las
prebidtica sobre el metabolismo del hospedador enneces se realizé mediante PCR-DGGE y g-PCR (16S
contexto de la obesidad no ha sido todavia probadarRNA). Los AGCC fecales se cuantificaron por GC-MS
los seres humanos. se realizaron tests de correlacion entre los AGEdalés,

El objetivo del estudio fue determinar los cambioigs especies del génefifidobacteriumy determinados
en la produccién de AGCC producidos por |Rarametros biologicos del hospedador.
microbiota intestinal en mujeres obesas que recibie
el prebiédtico fructano tipo inulina con respectoteo
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R E S U LT D O S Y D I S C U S I O N Grupo placebo  Grupo prebidtico Grupoplacebo  Grupo prebiético Grupo placebo  Grupo prebistico
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e
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Cambios en las poblaciones de bifidobacterias
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Figura 2: Valores diferenciales (T3-T0) de los AGCC fecales.
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 utilizando el tesno
paramétrico Mann-Whitney (n=15/grupo).

1

— s - 10 . — c—o—'&-o‘ T —

Correlaciones entre las especies de bifidobacterias
los AGCC fecales y determinados pardmetros
antropomeétricos / bioldgicos

Figura 1: Perfles de PCR-DGGE obtenidos en el grupo . L
prebiético antes (grupo prebidtico TO) y despuéspg prebidtico La, especie B. longum  se corrgl:amono
T3) del tratamiento (n=7). Bandas 2-6, 829:longum 1,7,11:B. negat“_/amen_te con la qo_ncentracmn _ del
adolescentis10: B. pseudocatenulatum lipopolisacarido en el suero, sugiriendo la powibd

Qe gue este microorganismo pudiera desempefar un
e%apel en la disminucion de la endotoxemia metaholic
en los seres humanos. Los AGCC fecales totales asi
como los &cidos acético y propidnico se
correlacionaron positivamente con el IMC, los negel
de insulina en ayunas y el indice HOMA. En estudios
unidades log) \B. pseudocatenulatugr1.2 unidades previos se ha observado una mayor concentracion de
AGCC fecales en personas obesas por lo que la

log) (Tabla 1). T . .

9)( ) disminucion de estos metabolitos bacterianos se
Tabla 1 GéneroBifidobacteriumy especies d@ifidobacterium Podria relacionar con los cambios favorables
antes (T0) y después (T3) del tratamiento ** p<0:01p<0.001  obtenidos en la composicion de la microbiota fecal
utilizando el test no paramétrico Wilcoxon signadk. agte grupo humano después de la ingesta del

La cuantificacion mediante gPCR mostré que
inicio del tratamiento ambos grupos de mujer
obesas mantenian niveles similares pero al firradiza
periodo de intervencién, el grupo prebiotico pré&en
un incremento significativo de las especi&s
adolescentis(~0.6 unidades log)B. longum (~0.7

(n=15/grupo). prebiético.
Placebo group Prebiotic group A
ehogr foie CONCLUSION

TO T3 TO T3 i At i il
Bifidobacterium spp. 9.36+£0.16 | 9.05+0.20 | 9.16+0.10 | 9.79+0.12%** EI consumo de pr_ebIOtICOS frUCta_no t|p0 InUIIIna
B. adolescentis 6.3950.37 | 6.57:0.39 | 6.52£0.23 | 7.14£0.35** incrementa determinadas especies del género
B._animali 5.54+0.24 | 5.48+0.38 | 5.99:0.32 | 6.23+0.40 P ; - ‘2
B bifid 5360035 | 5795045 | 4.8520.14 | 5295023 Bifidobacterium y disminuye la concentracion de
B. breve 5.60+0.06 | 5.53+0.04 | 5.62£0.05 | 5.55+0.03 AGCC fecales lo que podna reducir los factores de
B. longum 8.14£0.27 | 7.73+0.33 | 7.94%0.17 | 8.67+0.19*** . o~ .
B. pseud 7 7332043 | 6792045 | 7205041 | 84940417 riesgo metabdlico asociados con una mayor

concentracién de AGCC en personas obesas.
Analisis de la actividad de la microbiota intestinh BIBLIOGRAFIA

L0,S _AGC_C _IOtales y_ |OS a_C'dOS acetico B,f)ewulf EM, Cani PD, Claus SP, Fuentes S, Puylaert PG
propionico disminuyeron significativamente después Neyrinck AM, et al. 2013. Insight into the prebiptoncept:
del tratamiento en el grupo prebidtico (Figural)s lessons from an exploratory, double blind interi@ntstudy
AGCC ramificados tendieron a disminuir en el grupo with inulin-type fructans in obese women. Gut.;62:2-21

prebidtico, aunque no se observaron diferencidgvab M, Gharavi N, Watson AD. 2008, Inflammationda
significativas. metabolic disorders. Curr Opin Clin Nutr Metab Cdre459-

64.
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Efecto de una dieta alta en mantequilla sobre entecocos fecales y su
relacion con la presion arterial del hospedador

Marina Hidalgd, Antonio Cobd, Isabel Prietq Ana Belén SegarfaHikmate Abriouel, Nabil
Benomat, Antonio Galvezy Magdalena Martinez Cafiaméro

! Area de Microbiologia, Departamento de Cienciasad8alud, Universidad de Jaén. Paraje de las Latipsis/n, 23071
) Jaén,acmolino@ujaen.es
Area de Fisiologia, Departamento de Ciencias d8d#ud, Universidad de Jaén. Paraje de las Lagusidim, 23071
Jaén.

Un estudio previo realizado en nuestro laboratooa técnicas dependientes de cultivo detecto el
aumento de enterococos aislados de heces de raiimestados con una dieta alta en mantequilla.
Sin embargo, estos microorganismos disminuian h&staompleta desaparicion en las heces de
ratones alimentados con una dieta alta en aceitdide El mismo resultado se corroboré mediante
secuenciacion masiva del ADN 16S de la microbietalf de animales alimentados con ambas dietas.
Estos estudios nos permitieron detectar una reladidecta entre la presencia de este grupo
microbiano en heces y los niveles de presion atten el hospedador, lo que resulté especialmente
significativo en el caso de una secuencia conape¢apudimos ademas identificar entre la coleccién
de cepas aisladas en placa durante el experimEhtpresente estudio muestra una intervenciéon
realizada durante seis semanas sobre diez ratom@dados con esta cepa, frente a otros diez tratad
con placebo. A todos los animales se les evalpddsencia de enterococos en heces y se les midio la
presion arterial, asi como otras variables fisimiég Los resultados obtenidos corroboran la
correlacién anteriormente descrita.

INTRODUCCION estandar durante seis semanas. Diez de estos satone
rupados en dos jaulas (grupos R y V), fueronulaaos

. . . . a

Esta ampliamente acep_tada la |anuenC!a dﬁﬁa\riamente con TOUFC en 20ul de tampén PBS. Otros
consumo de grasa en la dieta sobre el perfil de &z ratones, también en dos jaulas (grupos N yukyon
microbiota intestinal. Igualmente, cada vez hay magtados con tampén solo. Al comienzo del expertmen
evidencias de que el tipo de microbiota intestinalas tres y seis semanas se les midi6 la presgidlisa.
influye en el desarrollo de obesidad, inflamacion Riariamente se retiraron heces de todos los animalse
resistencia a la insulina, factores todos relaclosa !levo a cabo un recuento y un aislamiento de cepaartir
con este sindrome. de medio KAA, cepas que fueron preliminarmente

Con objeto de estudiar el efecto de diferentégracterizadas como enterococos.
grasas, llevamos a cabo un estudio comparativo
mediante pirosecuenciacion del gen 16S de RESULTADOS Y DISCUSION
microbiota intestinal de ratones alimentados con
diferentes dietas altas en aceite de oliva y en
mantequilla. Entre otros resultados, observamos

aumento significativo de la presion arterial (SER)

el grupo de animales alimentados con mantequill%l‘?manas' el reCL_Jento se mantuvo e_stable en las dos
Este aumento de la presién se correlacionaba cor@4/@s control, sin embargo a partir de la tercera
frecuencia con la que se detectaba una secuen?g]ana hubo un descenso significativo, llegando a n
encuadrada en la especinterococcus faecalis d€tectarse UFC en algunos animales. En las jaulas
(Hidalgo y col, 2014) y que pudo ser reconocidaeentpmblema’ con rato_nes inoculados, epcontramos dos
las cepas aisladas a partir de las heces durantd®§ttados muy diferentes entre si. EI grupo R
experimento. El estudio expuesto a continuacién 4Mento significativamente el ndmero de UFC en
llevé a cabo para contribuir a elucidar si el aurmen/<AA @ partir de heces y se mantuvo estable a paetir

de dicha secuencia causaba el correspondielflelércéra semana. Por el contrario, el grupo V no
aumento de presién arterial o viceversa aumento el numero de UFC en las primeras semanas

y, al igual que las dos jaulas control, sufrié un
MATERIAL Y METODOS descenso significativo de UFC deteptadas a paatir d

_ _ ~ese momento, con casos de animales donde no
Veinte ratones macho de seis semanas de edad $wag® pydieron detectarse. Esto probablemente indicasa q
Webster ICR (CD-1) (Harlan ~Laboratories) fueror, astra cepa no se habia establecido en la jayarV,
agrupados en cuatro jaulas y alimentados con ue dij, e nos centramos especialmente en la jaula@R. L

El recuento de unidades formadoras de colonias en
A fue desde el primer dia superior a 3.5 log
C/ml, en todas las jaulas. Durante las tres pame

124



XIX CONGRESOSEMDE MICROBIOLOGIA DE LOSALIMENTOS

figura 1 muestra el recuento de unidades formadoraistenido de UFC en KAA a las tres semanas (R=0.74;
de colonias de este grupo frente al grupo control.  p=0.01). A las seis semanas seguia habiendo
correlacion (R=0.57) pero ya no era significativa.

Probablemente fue debido a que, aunque la presion

- '__--»#““'“““* arterial se mantenia estable en todos los animales,

<l FT existia una bajada muy marcada en las UFC
= 1 detectadas en algunos de ellos, lo que aumentaba
O et T enormemente el error estadistico. Sin embargo, es
'S © importante destacar que la presion arterial a dés s
ey €1 J semanas si se correlacionaba significativamente con
S los valores de recuentos de UFC a las tres semdmas,

- forma muy similar a como ocurria con la presion en

ese momento (Figura 3).
] I 1
0S 3S 68

—=— Gr. control -#-- Gr. problema

Figura 1: Recuento en placa en KAA al inicio del experimento
(0S), a las tres semanas (3S) y a las seis ser@&agO) Grupo
control; (&) Grupo problema.

En el caso de la presion arterial, comenzamos con
valores similares en todos los grupos, valoressgue
mantuvieron a lo largo del experimento en el grupo
control y el la jaula V del grupo problema. No hubo
diferencias significativas en estos casos ni atgd
del tiempo ni entre jaulas. Diferente fue el casb d
grupo problema estabulado en la jaula R, dondenya e
la semana tres habia aumentado sus valores dérpresi
arterial (Figura 2). A partir de este punto, laspha

arterial siguié subiendo aunque de manera menos g g ,
jgura 3: Correlacion entre los valores de presion arteiks 6

acentuada, de forma que al final del experimento A

b=
Ew
==
=
Sl

M L L

0 200 300
mmHg

seémanas y el recuento de UFC en KAA a las 3 semamasd

llegd a alcanzar significacion estadistica con@esp grypo problema (R=0.73; p=0.02).

a los datos obtenidos a las tres semanas.

Estos resultados, a falta de llevar a cabo un estud

250 de genotipado de las cepas aisladas, apoyan
| T fuertemente la relacion causal entre el aumentmde
225 I -------- T determinada cepa bacteriana tras una dieta alta en
200 | e mantequilla y el aumento correlativo de la presion
L o arterial del hospedador.
e O_h?‘:-\._ T T
= 175 | T, —e— 5
E s - 1 BIBLIOGRAFIA
150 Cobo, A., Hidalgo, M., Prieto, |., Benomar, N., Gayve\., y
125 | Martinez Caflamero, M. 2012. Estudio comparativo de
enterococos aislados de heces de ratones alimertadaceite
100 : de oliva o mantequilla. En: Avances en Microbioiogie los
Alimentos (E. Gonzalez-Fandos, ed.), Universidad Lde
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A pesar de estas diferencias en ambos grupos

problema, la presion arterial de los diez animakes
correlacionaba significativamente con el recuento
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Clonacién y caracterizacion de la proteina D2EK17 elPediococcus
acidilactici CECT 5930con actividad degradadora de tiramina.
Sara Callejoh Ramén SendfaSergi Ferrére Isabel Pardo

! ENOLAB, ERI BioTecMed / IviSoCa. Universitat dé&Weia, Sara.Callejon@uv.es$sabel.Pardo@uv.es
2 Departament de Bioquimica, Universitat de ValanEispafia.

Las aminas biégenas (AB) son compuestos toxicos sgiencuentran en alimentos frescos y
fermentados con alto contenido de proteinas. Leefir@ D2EK17 déediococcus acidilacticCECT
5930 se identifico y describié como una enzima tgmasa capaz de degradar AB. El gen codificante
de la misma se obtuvo mediante amplificacion copaderes disefiados a partir de la secuencia
publicada de esta enzima. El objetivo de este jmaimsido el clonaje y expresion Eacherichia coli

del gen que codifica para esta enzima. La protefisgambinante se caracterizdé bioquimicamente
frente al sustrato candnico de las lacasas el azjdbazino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
(ABTS). Se obtuvieron las constantes cinéticapediil térmico de esta enzima y se estudi6 el efect
del pH y de posibles inhibidores de la actividadimitica de la misma. Ademas, se investigé la
capacidad de degradacion de tiramina que exhilita @wima en diferentes condiciones de pH,
concentraciones de Cu, ABTS vy diferentes tempeastiLa proteina recombinante exhibia un intenso
color azul tipico de los enzimas que contienen &oBl analisis del espectro de absorcion mostro el
perfil caracteristico de las lacasas azules, coresitlo que la proteina D2EK17 es una lacasa.

INTRODUCCION sodico 50 mM, NaCl 300mM y 20 mM de Imidazol. La

purificacion de la proteina se realizé6 mediantenatografia

Hasta la fecha, se han estudiado sdlo unas PORaRalica de afinidad (Ni-NTA) para proteinas cotasale
lacasas bacterianas, a pesar de que estas ensld@as Bojihistidina, utilizando como eluyente tampén &ef

muy extendidas en las bacterias (Claus 2003pdico 50 mM, NaCl 300 mM e Imidazol 250 mM.

Recientemente, Callejon y col. (2014) demostratm gCaracterizacion bioquimica. Se determiné la masa
las bacterias de acido lactico (BAL) del vino poseemolecular mediante electroforesis en 8% SDS-PAGHE y
lacasas de interés biotecnoldgico, ya que demosttar espectro de la proteina registrando la absorcidnelen

capacidad de éstas para degradar las aminas ksogdHgrvalo de 300-800 nm en tampon fosfato sodizonB/.
(AB) en vino. Las AB son compuestos toxicos para Be obtuvieron las constantes cinéticas de la enpara el
’ trato ABTS, y se estudi6 el efecto de la tentpexrapH,

p . . S
salud humana, ademas de que deprecian la calldiada&(ij'écién de Cu (50-1000 M), e inhibidores (1 mMaite

vino que las contiene. ESt_a,n presentes en algurl‘t‘.’)sminutos) sobre la actividad enzimética. Los posaEe
alimentos frescos, pero también se producen dul@nt®eajizaron en microplaca tomando 1 L de una dihudi/20
fermentacion de los mismos por la descarboxilad®n ge |a enzima purificada en un volumen final de fi@0de

los aminoéacidos precursores por los microorganism@smpon acetato 50 mM que contenia 5 mM ABTS, sédmid
En el trabajo de Callejon y col. (2014) se desalhgso la AAbs;onm durante 5 minutos. Para determinar el pH
de células deediococcus acidilacticCECT 5930 para optimo se us6 el tampon citrato-fosfato (2,5-8).s Lo
la degradacién de AB en vino y se identifica lagire resultados se expresan como % de actividad eneanati
responsable de ello. El objetivo de este trabajsidmla relativa respecto al valor maximo encontrado. Liavidad
clonacion del gen que codifica para esta protefirade  €NZimatica se calculo comibs szomlAt (Vo) excepto en el
llevar a cabo su caracterizacion bioquimica y eidis €25 € 12 temperatura que se tomo la.Aksa los 5

. . ) .. minutos de iniciada la reaccion, y se normalizantiFeal
de su capacidad para degradar la tiramina entestin, s.:o obtenido

condiciones. Ensayos de degradacién de tiramina.Se ensayé la
. capacidad de degradacion de la tiramina usando deula
MATERIAL Y METODOS enzima en un volumen final de 100 pL de tamporasz&0

Clonaje y expresién de D2EK17La proteina se cloné en mM que contenia 150 mg/L de tiramina, 1 mM ABTSOP 1

células deE. coli BL21 (DE3) que poseian un plasmido délM de tCqu,lPara el estudllo delt eiecto tde_l pH S%Eﬁq el
expresion pET28a y un plasmido para asistir elgrtegnto MISMO tampon queé para €l sustralo anterior y a as

(pGrO7). La expresion se indujo a baja temperatu}gmpon carbonato-NaOH ~(9-10,5). Las reacciones se

Koschorreclet al (2008) afiadiendo 1mM de IPTG a 1L delncubaro_n : durante 24 h a 28°C, . posterlorr_r]ente s€
medio terrific broth (TB) suplementado con 2 mg/e d desproteinizaron por calor y se cuantifico la cotreeion de

; - tiramina mediante LC-FLD siguiendo el procedimiento
arabinosa, 1mM de Cufy 50 pg/mL de kanamicina. El . . 7
extracto crudo se obtuvo por ruptura mecanica sledhulas descrito en el trabajo de Callejéhal. (2014). Los resultados

con perlas de vidrio de 106 um, en el tampoén dédilequo € exlprgsan como porcentaje de degradacion respeeto
de la columna de purificacion a pH 7,5 (tampon dtusf Mezcla de reaccion sin enzima.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion bioquimica.

La proteina purificada mostré un color azul inten
comun a todas las enzimas que contienen cobre.
espectro de absorcion UV-visible mostré una band:
ancha a 575-600 nm con un pico a 590 nm y un Iige[f)

hombro a 330 nm (correspondientes a los centros Y&

cobre T1 y T3 binuclear respectivamente), efual
(2007). El tamafio de la enzima determinada por SD
PAGE fue ~ 60 kDa (Figura 1).

Ensayos de degradacion de tiramina.

La temperatura Optima de actuacion de la enzima

Sggnte a la tiramina fue 28°C, temperatura a &l sa

'gradc’) el 70% de la misma, sorprendentemente fue
paz de degradar un 44% a 4°C. Se obtuvieron dos
Optimos de actuacién, 4 y 9,5 como se puede ver
la Figura 3.

- ABTS

100+ - 100 -=- Tiramina

80+ 80

60+ - 60

ABTS

20

% degradacion Tiramina

% Actividad enzimatica relativa

15

Figura 3: Efecto del pH sobre el enzima recombinante frartes
dos sustratos analizados.

1 2 3 4 5 3 T
- 97
- 655
o —
— - —P'.——r
UL
. o B

e

La adicion de Cu aumentd la actividad del enzima
n un 5% independientemente de la concentracion
nsayad, por lo que se afadieron 100 pM en el

Figura 1: Gel 8% SDS-PAGE. Carrera 1: extracto no induclo, tampdn de reaccion. La adicion de ABTS a la mezcla

extracto inducido, 3: LMW marker (Amersham), 4-facciones d
eluidas en la purificacion, 7: extracto crudo amtegurificar.

La K, fue 4.22 mM vy la Vax Obtenida fue 0.013

temperatura éptima fue 28°C, la adicion de Cu
aumento la actividad de la proteina frente al ABT
La proteina retenia al menos el 70% de su activid
después de 10 minutos de incubacién a 65°C.
adicion de inhibidores y quelantes metalicos produ
cambios en la actividad enzimatica como se pue
observar en la Figura 2.

B

120+ ¢

1004

804 c

% Actividad enzimatica relativa

e reaccion aumentd la actividad enzimatica

considerablemente, ya que actia como mediador, por
lo que se afiadi6 una concentracion de 1 mM al

para el ABTS. El pH optimo de actuacion fue 4 y I'E%ampon de reaccion.

ste trabajo corrobora la actividad de la lacasiadé

P. acidilactici CECT 5930frente a la tiramina.

te hallazgo abre nuevas posibilidades para
minuir los niveles de tiramina en vino y

Bsiblemente en otros alimentos, lo gue supondria u

ecanismo para la mejora de la salubridad y la

Hlidad de éstos.
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Microbiota resistente a antibioticos en un queso &dicional e identificacion
de los genes responsables de la resistencia

Ana Belén Flérez Victor Laderd, Susana Delgady Baltasar Mayb
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En el queso d€abrales,el andlisis microbiolégico convencional revelé guroximadamente el 1-
10% de los microorganismos cultivables son redistera tetraciclina y/o a eritromicina. Las
poblaciones implicadas en estas resistencias saifideron mediante la técnica DGGE. Las
poblaciones mayoritarias resistentes a tetracigliegtromicina durante la fermentacion y el inicie

la maduracidon fueron enterobacterias y estafilospcmientras que durante la maduraciéon
predominaron las especidsactococcus lactisy Enterococcus faecalisEl analisis de librerias
metagendmicas sugiere que los genes de resisteteiaciclina estan codificados principalmente en
plasmidos y transposones. La resistencia a esibi@itb esta mediada por el gdet(A) en
enterobacterias y los gene(S) ytet(M) en el resto de las poblaciones al inicio déelaentacion.
Sin embargo, al final de la maduracion, el gen @madante que confiere resistencia a tetraciclina es
tet(L).

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

Los antibidticos se han utilizado para eRnalisis microbiolégico. Se realizé un seguimiento
tratamiento de las enfermedades infecciosas, penicrobiolégico a lo largo de una elaboracion desque
también como agentes profilacticos y promotores da¢ Cabrales utilizando distintos medios de cultivo:
crecimiento en ganaderia, acuicultura y agricultutzacterias aerobias totales (PCA), bacterias acido-
(Levy y col., 2004). Este uso extensivo ha favateci lacticas (MRS), enterobacterias (VRBGA) vy
la aparicion de resistencias y su diseminaciéneengstafilocos-micrococos (BP). Tras los recuentos se
muchos tipos bacterianos. La resistencia a antb®t recogidé el césped bacteriano en aquellas placas con
en microorganismos patdgenos y oportunistas es cmecimiento semi-confluente y se aisl6 el ADN
problema de salud publica mundial, ya que comglicamicrobiano total.

encarece el tratamiento de las enfermedad%%GE. El estudio de la composicion y evolucion de

g poblaciones resistentes a tetraciclina y enicma

se llevo a cabo mediante la técnica DGGE utilizando

microorganismos comensales y benef|C|Qsos de_ I8F‘ADN microbiano total y como secuencias diana los
alimentos, ya que estas poblaciones podrian ssevir enes que codifican para el ARNr 16S. La

reservorios de , determinantes  de reSIStemﬁ?‘etodologia empleada ha sido la descrita previaanent
transferibles a patogenos. De hecho, se ha Prapuessy Muyzer y col. (1993). La identificacion de las
3;?3 Idae f;iiﬁs?g;n%?;ngure(:ntznlz glzggrsagg;%%a&osolaciones mayoritarias resistentes a antibiétgms
alimentos o tras 'su consumo_ durante el transirealizé por comparacion de los perfiles con pasone
. ) é%nocidos y mediante el aislamiento del ADN de las
intestinal (Salyers y col., 2004).

, ; ., _bandas, reamplificaciéon y posterior secuenciacion.
En este trabajo se ha combinado la construccion &2 P yp

librerias metagendmicas con la secuenciacion masianstruccion libreria  metagenomica. ADN
(NGS) para el estudio del resistoma (conjunto dweicrobiano total de quesos Gabralesde 3 y 60 dias
genes de resistencia) del quesdCadrales Ademas, de maduracion se mezclé con el vector pCC1FOS
se ha aplicado la técnica de electroforesis enigra (Epicentre) para obtener dos librerias metagen@mica
desnaturalizante (DGGE) en el estudio de ladependientes. Se seleccionaron clones resistantes
composicion de las poblaciones microbiandsetraciclina y se secuenciaron ambos extremos.
resistentes a tetraciclina y eritromicina en elsgude También se secuenciaron las regiones adyacentes de
Cabralesy su evolucion a lo largo de la elaboracién {os genes de resistencia e incluso algunos inseetos
maduracion. secuenciaron complementamente con el equipo HiSeq
1000 System sequencer (lllumina).

infecciosas. En los Ultimos afios se esta prestar]
especial interés a las resistencias que preseaan
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RESULTADOS Y DISCUSION mismas muestras se corresponden Escherichia

e i - coliy E. faecalis
El andlisis microbioldgico de las distintas muestra y

de queso d€abralesmostrd niveles de resistencia a

tetraciclina y eritromicina a lo largo de todo etipdo ~ A)

de maduracién. En general, los recuentos g

microbioldgicos en los medios no suplementados coF'“m_"'-

tetraciclina o eritromicina fueron 1 o 2 unidades

logaritmicas superiores a aquellos recuentos atigni

en los medios que contenian antibiotico. Estossdatc-—*-—- """" L

sugieren que aproximadamente el 1-10% de los

microorganismos cultivables son resistentes a ATnp

tetraciclina o eritromicina. ---w--
Las poblaciones de microorganismos totalesB)

procedentes de las placas de PCA fueron

mayoritariamentelLactococcus lactis Enterococcus ----»—I—I'-'»-»—---

spp. yLactobacillus plantarumPor contra, entre las SR S|

poblaciones resistentes a tetraciclina en este anism

medio no apareckb. plantarumy si Staphylococcus

spp. y especies denterobacteriaceaéFigura 1). Figura 2: Representacién de algunas regiones adyacentes a los

genes de resistencia a tetraciclina detectadoasemuiestras de 3

o) dias (A) y 60 dias (B) de maduracion del ques@alerales Tnp,
L2 3 4 5 S 2 3 4 1 2 3 4 5 yasposasa; HP, proteina hipotética; CP, proteinaervada; SR,
a h h - i secuencia repetida; Sl, secuencia de induccion.
c _—— . . .7 .
e e I La secuenciacion masiva de algunos de los clones
— IS s - - metagenomicos resistentes a tetraciclina mostrdague

{ B | = ks resistencia a este antibidtico esta codificada
%gie!"’g'- gt"”‘--—g:b‘“:;:‘:;:b‘" principalmente en elementos genéticos moviles
10 o e | e g — (trasposones y plasmidos). Ademas, determinamos

? -~ gue, durante las etapas iniciales de la elaboracién
dicha resistencia esta mediada por el tg#A) en las
enterobacterias y los genex(S) y tet(M) en el resto
Figura 1. Perfiles de DGGE que muestran la diversida(ﬂje las poblaciones resistentes a este antibidfo.
poblacional a lo largo de la elaboracion del quissBabrales A, embargo, al final de la maduracion, las poblaciones
B y C, ADN total aislado de PCA y PCA con tetraciclioa resistentes mayoritarias son diversas especies\te B

eritromicina. Lineas 1-5, muestras de queso de 35730 y 60 y el gen predominante que confiere resistencia a
dias de maduracién. BandasEmaterobacteriaceaeb, Lc. lactis tetraciclina e$et(L) (Figura 2)

¢, Lb. plantarum d, E. coli; e, grupoSt. saprophyticud, E. o . i
faecalis g, grupoSt. simulansh, E. casseliflavusi, E. faeciumj, El conocimiento de las poblaciones resistentes y la

Enterococcuspp. identificacion de los determinantes genéticos de
resistencia pueden facilitar la adopcién de medidas

Las poblaciones mayoritarias detectadas en MAgra reducir la carga de resistencias a antibetero
fueronLc. lactis predominante en las primeras etapa queso d€abralesy en otros quesos tradicionales.
de maduracion, yb. plantarummayoritario hasta el )
final de la maduracion. BIBLIOGRAFIA

El perfil de DGGE obtenido para las bacteriasevy, SB., Marshall, B. 2004, Antibacterial resistaworld wide:
lacticas cultivables resistentes a tetraciclina fue causes, challenges and responses. Nat. Med., 10222
completamente diferente. Una vez mas no se deteckéyzer, G., de Waal, EC., Uitterlinden, AG. 1993pfiting of
lactobacilos y si bandas que se corresponderLcon ~ complex microbial populations by denaturing gradigel
lactis y Enterococcus faecalisEn cuanto a las ~ Sléctrophoresis analysis of polymerase chain reacti

’ amplified genes encoding for 16S rRNA. Appl. Environ
pob.IaC|ones detectadas por DG.GE en las MUESHras) jicrobiol.. 59:695-700.
cultivables .totales de los medios VRBGA vy BPSaWer& AA., Gupta, A, Wang, Y. 2004, Human itites
destacan diversas enterobacteriastg¢robacterspp., bacteria as reservoirs for antibiotic resistanceege Trends
Citrobacter spp., Raoutellaspp.,Hafnia spp., etc.) y Microbiol., 12:412-416.
Staphylococcuspp. Por el contrario, las poblaciones
fenotipicamente resistentes a tetraciclina en estas

(oY)

 —

129



XIX CONGRESCSEMDE MICROBIOLOGIA DE LOSALIMENTOS

Seleccion y Optimizacion de las condiciones de proccion de PHBs a partir
de subproductos de Maiz y de Patata

Patricia Arrubla, Ana Moreno, Maria José Saiz y BaAy/irto
Centro Nacional de Tecnologia y Seguridad Alimaat@ENTA).rvirto@cnta.es

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son una familiaefisa de poliésteres sintetizados por una amplia
gama de microorganismos. Los PHAs son acumuladwaceiularmente como respuesta a un
desequilibrio de nutrientes en su ambiente, carygitdo una reserva de fuente de carbono y energia
dentro del microorganismo para su supervivenciarter periodos de escasez. Las propiedades
fisicas, quimicas y mecanicas de los PHAs son aiesla las que presentan los polimeros sintéticos
comerciales, por lo que son aptos para nhumerosasi@pnes industriales en agricultura, productos
higiénicos descartables, envases de cosméticaavestigacion que se presenta ha seleccionado dos
microorganismos salvajes del géneCapridavidus, C. necatoy C. taiwanensiscon aceptables
rendimientos en la produccién (3,87 y 5,15 g/L)ed¢e polimero plastico a partir de hidrolizados
enzimaticos de subproductos de maiz y patata. $eidsto a punto el protocolo de fermentacién en
batch, el de extraccion y el de purificacién ddimpero generado.

INTRODUCCION nuevas cepas salvajes aisladas de suelos y ansbiente

Entre los plasticos biodegradables, |0Qumedos.

polihidroxialcanoatos (PHA) son una familia divers:l-$4| .

de poliésteres sintetizados por una amplia gama @TERIALY METODOS

microorganismos. Los PHAs son acumuladd3ara la realizacion de esta investigacion, se liéinado
intracelularmente como respuesta a un desequilibfesiduos de maiz y patata transformados en sustcso

reserva de fuente de carbono energia dentro 8 imatica. Tras filtrado y eliminacién de la frighee
Y 9 Eﬁda, el hidrolizado de maiz y patata se diluyd@o

. . L S
microorganismo. La_l fuer_lte de carbono es asimilad EM) y al 25% (HEP) plv respectivamente para elni
convert!da en un hidroxialcanoato, que flnalmers'Ie S compuestos antimicrobianos y para reducirdaosidad
polimerizado en PHAs de, alto peso molecular, sien Oatata) que dificultaba el proceso fermentativoa L
almacenado como granulos insolubles en gbmposicion en azdcares reductores y nitrégenoode |
citoplasma (Ching-Yee Loo y col, 2007). Lasustratos de fermentacion fue g5 g/L y de 0,36 giL
propiedades fisicas, quimicas y mecanicas de l@Spectivamente en el maiz y @20 g/L y 0,46 g/L
PHA’s son similares a las que presentan los pab$nerespectivamente del hidrolizado de patata, ambosscs
sintéticos comerciales. ElI PHB (polihidroxibutirato correspondientes diluciones. En colaboracién con la
es el miembro de los PHAs mejor caracterizado enpresa italiana BIOSPLORA (socio del proyecto
difundido, por lo que se han desarrollado diversdfRANSBIO) se aislaron 26 cepas salvajes portaddehs
estrategias de fermentacion y recuperacion para §f indicador de la potencialidad como productoea d

produccién como polimero modelo. Para hacer g’dﬁBs. El protocolo utilizado para maximizar la procion

roduccién mas rentable se desarrollan estratel@iasOle PHBs consistic en, a partir de una colonia del
p microorganismo a testar, inocular 50 mL de un caldo

pr_oduc_C|on que 3 involucran el USO_, de ~ CePaJyitivo altamente nutritivo (TSB) y tras alcanzarfase de
mlcrobl_a_mas y métodos de fermentaac_)n eficiente§ecimiento exponencial (24 horas/30°C) inoculal¥®
que utilicen fuentes de carbono de bajo costo. Log) un volumen de 300 mL del mismo caldo nutritivan
estudios realizados sobre la produccion de PHAdBjeto de conseguir, tras incubacion 48 horas/308C,
utilizando sustratos de bajo costo sugieren que rxima concentracion de biomasa bacteriana en fase
alternativa es econdémicamente viable (Du y cokstacionaria. Este cultivo maduro se centrifugdras t
2002, Khardenavis y col., 2007, Gomez y col., 201liminar el caldo nutritivo, el pellet resultantee s
Uno de los objetivos del proyecto TRANSBIO€suspendié en la mitad de volumen del originalude

(BioTRANSformation of by-products from fruit andmedio desequilibrado en los ratios C/N (hidrolizado
vegetable processing industry  into Valuablenziméticos diluidos). Los microorganismos en @séslio

. ) ﬁo se multiplicaban y durante el tiempo de incubach
BIOproducts_),en el que se enmarca esta mvestpgacu@ooc) se produjo la acumulacién de PHBs en epkitma

es la obtencion de altos rendimientos de PHBSt page|yjar. A las 72 horas de incubacion se tomaroastas

de subproductos de la industria agroalimentargara cuantificar recuentos (UFC/mL), pH, y concaeitm
utilizando procesos fermentativos en “batch” code PHBs (g/L). Una vez seleccionadas las cepasjsalv
con mayor produccion de PHBs en ambos sustratos de
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fermentacion (hidrolizado enzimatico de maiz edlidado Tabla 3 Produccién de PHBs tras fermentacion batch utitiean
enzimatico de patata) se pasé a optimizar el tiat#men C€omo sustrato de HEP manteniendo el pH constaftela@rante
biorreactor de 2 litros utilizando fermentacion“batch” y  todo el proceso.

escalando el protocolo de produccién descrito. potato skin hydrolysate
. b . time of the highest PHBs PHB (/L.
RESULTADOS Y DISCUSION acteria concentration (hours) (/1)
. L. L. R. eutropha DMS 531 72 0,33
Tras definir las condiciones o6ptimas d€ Ccepa: M38 Cupriavidus necator 163 5,37
fermentacion en batch, se procedié a la extracgiorl__Cepa: M38 Cupriavidus necator 120 5,15
) sz . : |, Cepa: E9 Cupriavidus necator 72 4,26
purificaciébn del polimero a partir del producto de Cepar E9 Capriavidus necotor 20 307

fermentacion. Tras realizar el screening de 26 sepa
salvajes se seleccionaron las cepas E6 vy
(identificadas como Cupridavidus taiwanensisy
Cupridavidus necator respectivamente) para el
hidrolizado de maiz, y la cepa M38.(necatoy para
el hidrolizado de patata con valores de 0,89 y #/02
de PHBs tras 72 horas de fermentacion. L
concentracién de PHBs obtenida en maiz y en pat
con la cepa de referendia necatorDMSZ 531 fue
de 1,75 y 1,81 g/L respectivamente tras el misnkgura 1: Polimero de PHB purificado a partir del producto de
tiempo de fermentacion. fermgntapién del subproducto de patata con la sabaje de

Teniendo en cuenta la bibliografia sobre el tem§UPridavidus necatoM3s,
las pruebas en biorreactor se realizaron
suplementando los hidrolizados con fructosa (20 g/BIBLIOGRAFIA
y manteniendo el pH constante a 6 durante todo gk c-v., Sudesh K. 2007, Polyhydroxyalkanoates: Bised
proceso. A intervalos predefinidos de tiempo Se microbial plastics and their properties. MalaysRaiymer J.,
tomaron muestras y se realizaron los mismos agalisi 2 (2):31-57.
que en el screening con objeto de determinar @ G-C. ChenJ., Gao H.J., Chen¥.G., Lun S.Y. 2@Bi@cts of
tiempo de maxima produccion de PHBs. Los Enwronmental conditions on cell growth and polyabe

o = ydroxybutyrate accumulation im\. eutrophus World J.

resultados indicaron que la cepa codificada como E9 wmicrobiol. Biotechnol., 16:9-13.
fue la maxima productora de PHBs en sustrato @®mez, J.G.C., Méndez, B.S., Nikel, P. I., Pettinli)., Prieto
maiz con una concentracion de 3,82 g/L tras 128shor M-A. Silva, L.F. 2012, Making Green Polymers Even
de fermer.]tadén (en comparacion con IOS.3’87 gd- qu Scr)(la;hny%rr'oxyantg\:]vc?;?ess frc?nleStaK;;a:g:ﬁdustriParIOdLEj;;/t—lgrr]ochto f
se obtuvieron con la cepa de referencia a las 168 (varian Petre, Ed.). Advances in Applied Biotechiyio
horas) y la cepa codificada como M38 fue la maximenardenavis A.A., Suresh Kumar M., Mudliar S.N, Cteddarti T.
productora en hidrolizado de patata con valore§ de 2007, Biotechnological conversion of agro-industria
g/L de PHBs tras 120 horas de fermentacion, valores Wastewaters into biodegradable -plastic, ~poly beta-
muy superiores a los 0,32 g/L que se obtuvieron con hydroxybutyrate. Bioresource Technol., 98:3579-358
la cepa de referencia en el mismo medio de
fermentacion (Tabla 2 y Tabla 3).

Por ultimo, se ha puesto a punto la técnica de
extraccion y purificacion del polimero plastico
utiizando técnicas tradicionales con solventes
organicos y se ha obtenido el polimero purificado
(Figura 1) a partir de los productos de fermentacio

Tabla 2 Producciéon de PHBs tras fermentaciéon batch utitizan
como sustrato de fermentacion HEM manteniendo etqi$tante
a 6 durante todo el proceso.

Sweet corn by-product hydrolysate
bacteria time of the I'Tlghest PHBs PHB (g/L)
concentration (hours)
Cepa: E6: Cupriavidus taiwanensis 120 2,1535
Cepa: E6 Cupriavidus taiwanensis 120 1,6855
Cepa: Ralstonia eutropha 531 96 2,9426
168 3,8745
Cepa: E9 Cupriavidus necator 120 3,8261
Cepa: M38 Cupriavidus necator 96 2,5134
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SESION V: Biotecnologia microbiana de los alimentos.
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Bacterias lacticas del vino y fermentaciéon malolaata
Albert Bordons

Grup de Biotecnologia Enoldgica, Departament degBimica i Biotecnologia, Facultat d’Enologia,
Universitat Rovira i Virgili, Campus Sescelades K007 Tarragonaalbert.bordons@urv.cat

La fermentacion malolactica del vino es llevadalaccpor las bacterias lacticas, sobre todo porscepa
de Oenococcus oenfue es preciso identificar y caracterizar. Dade gl vino es un medio hostil
debido al etanol, el pH bajo y los pocos nutriewpgs contiene, es necesario conocer los mecanismos
moleculares de adaptacion de las bacterias al pama, con ello poder seleccionar cepas mas eficaces
y disefiar protocolos de adaptacién, manteniendouakdades organolépticas en el vino final.

INTRODUCCION

Ademéas de la fermentacion alcohdlica (FA
llevada a cabo por las levaduras, en muchos vin
tiene lugar la fermentacion malolactica (FML), en |
que bacterias lacticas (BL) descarboxilan el L-owli
produciendo L-lactico y con ello rebajan la acidet Ll
vino. Esta reaccion, junto con la mejora organaépt
y la estabilidad microbiologica que se consigu& St
los aspectos positivos de las BL vinicas.

La especie mas frecuente en el vin@esococcus e
oeni de la que se disponen abundantes cultivos ) _ _
iniciadores comerciales, aunque en muchas bodaga§'gu'2 1- Esquema de una célula @ oenicon las reacciones

p implicadas en la FML. MLE es el enzima maloléctico.
FML es llevada a cabo por cepas autéctonas, a
menudo no caracterizadas.

La FML no es una fermentacién facil ya que Iaé
bacterias han de realizarla y subsistir en el vino,
medio hostil, con etanol, compuestos fendlicosrgsot

0, —[51]

CH;-CHOH-COO"

L-lactate -

L-lactate -
L-malate - Mn *2

nH*

Ademas de la reaccion malolactica, estas bacterias
ontribuyen a la mejora organoléptica del vino. €ab
destacar la produccion de diacetilo, sintetizagardr

N . . ~~ del &cido citrico, y que da aroma de mantequilla,
inhibidores, pH acido y pocos nutrientes. Ademas Caracteristico de los vinos que han hecho la FML.

un medio no estéril, por lo que hay competencia Cedy,, peneficio importante de la FML es la estabitid
otros microorganismos, y variable en composiciqfjicroniolegica que se consigue con ella, ya que el

(afio, varietal, lugar). Por ello es necesario ¢arear éonsumo de malico y de otros nutrientes consigaient

e identificar las diferentes especies y cepas de Bliy pyi gificulta el crecimiento de otras bacteria
presentes en la vinificacion, y por otro lado camoc on ello la posterior alteracién del vino
los mecanismos moleculares relacionados con (ia '

adaptacion de estas bacterias, sobretddmenj al Oenococcus oenl A BACTERIA LACTICA DEL
vino y con la realizacion de la FML. VINO

LA FERMENTACION MALOLACTICA 0. oenison cocos formando pequefias cadenas,
. . . Gram (+) catalasa (-), que realizan la fermentacion
La mayoria de mostos de uva contienen una Ciefigerqactica a partir de azticares y la FML a pei
cantidad de acido L-malico (1-5 g/l), que tiene up_4jicq pueden crecer a pH 3-4 y etanol 10%, con

fuerte gusto acido, no muy agradable. Las levadurgs: o) se encuentran exclusivamente en el vino y s

practicamente no lo consumen durante la FA y pghtorno
ello esta presente en muchos vinos. Después d& la F £/ himero de BL en el mosto y durante la FA es

las BL como O. oeni pueden realizar la FML, usualmente bajo (cercano a4/hﬁl) y predominan

desc_arbo>|<|landp el LI'rT‘f"“(.:o aEILgactl?_o_ y &0 Iespecies déactobacillus Sin embargo, al final de la
gracias al enzima malolactico. eneficio para 8" v gurante la FML,O. oeni es la especie

bacteria es la groqluccién de algan ATP. (Fig. 13diy predominante (Lonvaud-Funel y col. 1991), con
al simport de lactico y protones, y un ligero aumengoblaciones superiores %l
del pH externo (0.1-0.5). El vino mejora por esta  anque0. oenies facilmente aislada de vinos y en

disrpinucién de la a(,:idez y por la aparicion deit¢act bodega, se supone que su origen (y el de otraseBL d
un acido suave y mas agradable. vino) ha de ser la superficie de las uvas, pertahas
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ahora no se habia referenciado su aislamiento yBaé toxicidad del etanol en parte es debida al atonen
col. 2006), aunque si se ha identificado su présende los procesos oxidativos. El glutation (GSH) ea u
mediante el DNA (Renouf vy col. 2007).de las moléculas antioxidantes que restablecen el
Recientemente se han conseguido aislar e idemtifiezuilibrio redox, porque reduce los enlaces disalfu
cepas de O. oeni directamente de uvas, trasde proteinas. En este sentido, parece que la adieié
enriquecimiento en medio rico (Franques y col. 2014GSH al medio de preindculo mejora el crecimiento de
cepas de€). oenien presencia de etanol (Margalef y
IDENTIFICACION Y TIPIFICACION col. 2014).
MOLECULAR DE Oenococcus oeni De esta manera, el conocimiento de los
Para controlar la FML es necesario disponer ecar!ismos . moleculares. 'de adaptaci()'rl de estas
acterias al vino puede facilitar una selecciocams

técnicas eficaces de identificacion que distingas | 45 eficaces v el disefio de meiores protocolos de
distintas especies de BL y de otras bacterias. Pg?(? - y . J P )
adaptacion, manteniendo las cualidades

identificar los aislados d®. oenj una de las técnicas oraanolénticas del vino

méas utilizadas es una PCR con cebadores de U P '

fragmento_ del gen del enzima malo!a_tctlcomeo_en! BIBLIOGRAFIA

(Zapparoli y col. 1998), con un amplificado espieoif

de 1025 pb. Bae, S., G.H. Fleet, G.M. Heard. 2006. Lactic acattéria
También es importante tipificar las cepas para associated with wine grapes from several Australian

conocer la dinamica de poblaciones, su distribucign vineyards. J. Appl. Microbiol. 100:712-727. .

Afi lacién fil At d ss d d eltramo, C., C. Grandvalet, F. Pierre, J. Guzzo. 26¥dence
geogra Ica y_ re ac!o.n, logenetica, _a emas de . poder for multiple levels of regulation ddenococcus oeni clpP-clpL
confirmar la ImpOSIClon,de_ la cepa mpc_u_ladgi SeleS  |ocus expression in response to stress. J. Bact&86t2200-
caso. Una de las técnicas de tipificacibn muy 220s.
discriminatorias entre cepas d®. oeni es la de Claisse, O., A. Lonvaud-Funel. 2014. Multiplex vat@number
RAPD-PCR con cebadores arbitrarios cortos (10-15 of tandem repeats f@enococcus oerind applications. Food
bp), de la que se ha optimizado su reproducibilidad Microbiol. 38:80-86. N _
con una técnica multiplex usando simultaneamente Gfucheney, F., Gal, L., Beney, L., Lherminier, J.n@s, P.
cebador RAPD y otro de PCR especifica (Reguant y Guzzo, J. 2005. A small I—!S_P, Lol_8, interacts witib tell

. N . . membrane and modulates lipid physical state undat $hock
col. 2003). Por otro lado, un método de tipificacio

, ! ) . . conditions in a lactic acid bacterium. Biochim. BigphActa
mas precisa es el del niUmero variable de repeéision 1750-92_9g.

en tandem (VNTR), en el que se amplifican divers@sanques, J., B. Palahi, I. Araque, C. Reguant, A. Bwmd2014.

loci por PCR y se detectan por electroforesis aapil  Seleccién y caracterizacién de bacterias lactioasctonas de

(Claisseycol_ 2014), uvas y vinos del Priorato. XIX Congreso SEM Microb.
Alimentos, Zaragoza.

MECANISMOS MOLECULARES DE LA Lonvaud-Funel A., A. Joyeux, O. Ledoux. 1991. Sfieci

ADAPTACION DE Oenococcus oemL VINO enumeration of lactic acid bacteria in fermentimgpg must
and wine by colony hybridization with non-isotopizNA

Dado que las demoras o paradas de la FML son unprobes. J. Appl. Bacteriol. 71:501-508.
problema para la calidad del vino, es preciso cenodv/argalef, M., I. Araque, A. Bordons, C. Reguant. 20Wgjora
los mecanismos por los que las cepasQdeoeni del crecimiento y la adaptacion al estrésG#ococcus oeni
pueden adaptarse y sobrevivir a las dificiles por la adicion de glutation. XIX Congreso SEM Microb
dici del vi U de | . Alimentos, Zaragoza.
an Iciones def vino. Uno , _e 0S mecanismos es &buin, N., A. Bordons, C. Reguant. 2009. Influencestbfanol
miSmo  consumo del malico, que conlleva la "4nq pH on the gene expression of the citrate pathina
produccion de ATP y el aumento del pH externo. El oenococcus oenFood Microbiol. 26:197-203.
metabolismo del citrato también da lugar a IReguant, C., A. Bordons. 2003. Typification @&nococcus oeni
produccion de ATP y se relaciona con la respudsta a strains by multiplex RAPD-PCR and study of populatio
estrés debido al etanol y el pH (Olguin y col. 2009 dynamics during malolactic fermentation. J. Applichdbiol.
La sintesis de proteinas de estrés tiene un paBeI95:344'353- _
relevante en la supervivencia @ oeni Algunas de Renouf, V., O. Claisse, A. Lonvaud-Funel. 2007. Ingen and
las proteinas descritas son Lo18, que parece f re monitoring of wine microbial consortia. Appl. Midsm.

i idad de | b | dici Biotechnol. 75:149-164.
a integrida € la membobrana en las condiciones ggpparoli G, S. Torriani, P. Pesente, F. Dellagli®98. Design

estrés (Coucheney y col. 2005), y las Clp, pro&asa and evaluation of malolactic enzyme gene targetzdeps for
que degradan proteinas anormales (Beltramo y col. rapid identification and detection 6fenococcus oerin wine.
2004). Lett. Appl. Microbiol. 27: 243-246

El mantenimiento del equilibrio redox celular es
otro mecanismo clave en la adaptacién al vino,u& q
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Capacidad de la microbiota oral humana para produai compuestos
odorantes del vino a partir de precursores no odonates de la uva

Carolina Mufioz-Gonzélez, Carolina Cueva, M.Angé&ego-Bayon y M.Victoria Moreno-Arribas

Instituto de Investigacién en Ciencias de la Alitaeidn (CIAL), CSIC-UAM, CElI UAM+CSIC, Esparia,
carolina.cueva@csic.es

Los precursores glicosidicos del aroma son compsiésbdoros que se encuentran de forma natural
en las uvas y que representan un reservorio nateraloléculas odorantes en el vino. Debido a que el
consumo de alimentos se inicia en la cavidad efglyocesamiento de estos compuestos en la boca
puede ser un factor importante que podria inflaiteepercepcion del aroma del vino. El objetivo de
este trabajo ha sido evaluar la capacidad de l@stpresentes en la cavidad oral para hidrolizar
precursores glicosidicos de la uva y liberar lagespondientes agliconas aromaticas empleando
ensayosn vitro y ex viva Para ello, en un primer experimento se evalgfedto de nueve bacterias
representativas de la microbiota oral. Posteriotejese llevd a cabo el mismo procedimiento
experimental, pero utilizando el conjunto de la nolidota oral humana aislada de la saliva de
voluntarios sanos. Las agliconas odorantes fuextraidas y analizadas por HS-SPME-GC/MS. Los
resultados mostraron la capacidad de los microtsgenrs orales para hidrolizar precursores
glicosidicos de aroma liberando los correspondseteienos, norisoprenoides, derivados bencénicos,
etc, que son moléculas caracterizadas por preseaj@s umbrales de olfaccion y notas arométicas
positivas en el vino. Se comprobdé que la actividiadolitica es bacteria-dependiente y esta sometida
a una gran variabilidad inter-individual. En corfjunestos hallazgos sugieren que la microbiota oral
humana podria desempefiar un papel importante eert@pcién del aroma retronasal durante el
consumo de vino.

INTRODUCCION col. (2010). Las bacterias utilizadas asi como las

L condiciones de incubacion se muestran en la Tabla 1
Los precursores glicosidicos del aroma son

compuestos inodoros que se encuentran de formla 1:Bacterias orales utilizadas en el estudio.

natural en las uvas y que representan un reservavii@roorganismos Condiciones crecimiento
natural de moléculas odorantes en el vino. DebidoaA&obios
que el consumo de alimentos se inicia en la cavid@gphylococcus auredsTCC 25923 TSB, 24 h, 37°C

P R Fnterococcus faecalig583
oral, algunos parametros fisiol6gicos, como son

composicion de la saliva y de la microbiota oraknaerobios facultativos

‘ ; ; ; reptococcus sanguinSMZ 20567 Modified TSB, 24h, 37°C
podrian influir en el procesamiento de e:stﬁrﬁptococcus sangurbishiz. B o e
compuestos, modificando la percepcion del aroma ptococcus mutaBECT 479 BHI, 24 h, 37°C
vino. De hecho, estudios recientes han comprobagiginomyces naeslundiECT 806 Modified BHI, 48 h, 37°C
que microorganismos anaeroblos de, I_a cavidad oral . opios
pueden hidrolizar precursores cisteinicos azufradegnulicatella adiascendSMZ 9848
presentes en algunas frutas y verduras para lileyar Veillonella dispalDSMZ 20735 WC, 24-48 h, 37°C

. . L5 P Fusobacterium nucleatudSMZ 15643
correspondientes tioles volatiles, moléculas can gt

Impacto ?‘fo_ma“co (Starkenmapn y COI'_’ 2008). Ensayosex viva Para conocer el papel del conjunto de la
El objetivo de este trabajo ha sido evaluar Igjcrobiota oral en la biotransformacién de precigso
capacidad de bacterias presentes en la cavidad @f@bsidicos del aroma, se recogieron muestraslieasde
para hidrolizar precursores glicosidicos de la yva3 donantes sanos, que fueron incubadas durantet@fth
liberar las correspondientes agliconas aromatices condiciones aerobias como anaerobias, con edogxt

empleando ensayas vitro y ex vivo de precursores de aroma.
Analisis. Las agliconas odorantes liberadas en ambos
MATERIAL Y METODOS ensayos se aislaron mediante microextraccion ensiagla

(HS-SPME), y después se analizaron por cromatagoki
En primer lugar, se procedio a la obtencion delaexd de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-M8&3. A
uva, siguiendo la metodologia descrita por Roddgueresultados obtenidos se les aplicaron diferenéartientos
Bencomo y col. (2013). Este extracto se utilizéadimvar a estadisticos, que incluian el andlisis de compesent
cabo ambos tipos de ensayisyitro y ex vivo principales (PCA) y el ANOVA de 3 vias.
Ensayos in vitro. Para evaluar la biotransformacion de
precursores glicosidicos del aroma por bacteriafesrse
utilizé6 el método de microdilucion descrito por @aey
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RESULTADOS Y DISCUSION aerobias como anaerobias. Por otro lado, se comprob

e la liberacion del aroma era dependiente del
lempo y tipo de incubacion (aerobias/anaerobias),
eademés estaba sujeta a una gran variabilidad
é@terindividual. A modo de ejemplo, en la Figurae
nplléestra la liberacion del linalool.

La capacidad de la microbiota oral humana pa
hidrolizar precursores glicosidicos de un extraiso
uva se ha llevado a cabo utilizando 2 aproximaaon
En la primera se han utlizado bacterias oral
representativas, mientras que en la segunda se

tenido en cuenta el conjunto de la microbiota oral. 2500001
~ Individuo 1

= Individuo 2

Ensayosin vitro con bacterias orales 200000 1 . iciones aerobias | Individuo 3

Los resultados obtenidos mostraron que, en general §150000'
todas las bacterias orales fueron capaces dei@arol 5
los  precursores glicosidicos, liberando las
correspondientes agliconas aromaticas pertenesiente 5000
a distintas familias quimicas, que incluian tergeno P U S
derivados bencénicos y alcoholes (resultados no 0 2 .
mostrados). Ademas, como se puede observar en la Tiempo ineubacion ()

R
S

i
s?

N

Figura 1, la liberacién de agliconas fue dependient 2500000 ~Individuo 1
tanto del tipo de bacteria como de sus condiciolees xIndividuo 2
2000000 = Individuo 3

incubacién. En concreto, la PCgsta fuerte vy Condiciones anaerobias
negativamente correlacionada con la liberacion de g 1500000
terpenos como el linalool, lo que indica que los -
microorganimos situados a la izquierda de esta
componente, como soh naeslundily la mayoria de 500000
los estreptococos, fueron los mayores liberadoees d o 3
este compuesto volatil, relacionado con el apoete d 0 2 3
notas florales positivas en los vinos. Este hechimlo Tiempo incubacion (1)

a que estos microrganismos son los pnmer?—?gura 2: Linalool producido a diferentes tiempos (areapides

polo_nizadores en I‘?l' formacion del bi_OﬁIm’ podri@psolutos) tras la incubacién de saliva con preessglicosidicos
influir en la percepcion del aroma del vino duraglte de uva en condiciones aerobias y anaerobias.

consumo.

Linalool

100000t

G

W

N
=

72

En conjunto, estos resultados sugieren que la

2,5 H H s ~
A naeslund S mutn © Aerobios microbiota oral humana po'o!rla desempeiiar un papel
20 o 5" 4 Anaero facultativod  IMportante en la percepcion del aroma retronasal
s 5 & Anaerobios durante el consumo de vino.
! S. mutan
10
8 BIBLIOGRAFIA
9 05 A naeslund S. sanginis _ S. oralis . . . .
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Figura 1: Analisis de componentes principales (PCA) llevado biofilm. J. Appl. Microbiol., 97:1311-1318.
cabo con los datos de las agliconas liberadas [feredtes Rodriguez-Bencomo, J.J., Selli, S., Mufioz-Gonzalez Martin-

bacterias orales a partir de los glicésidos de uva. Alvarez, P.J., Pozo-Bay6n, M.A. 2013, Application of
) ) ) glycosidic aroma precursors to enhance the aromaamsory
Ensayosex vivocon microbiota oral. profile of dealcoholised wines. Food Res. Int., 50:457.

. . tarkenmann, C., Le Calve, B., Niclass, Y., CayeuxBeéccucci,
Los resultados obtenidos con el conjunto de ) S.. Troccaz, M. 2008, Olfactory Perception of Cymieh-

microbiota confirmaron los obtenidos en los ensayos conjugates from Fruits and Vegetables. J. Agr. FGhdm.,
in vitro, esto es, la liberacion de compuestos volatiles 56:9575-9580.

a partir de los precursores glicosidicos se produjo

tanto en las muestras incubadas en condiciones
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Inoculacion de cepas d&accharomyceyg no-Saccharomycegn
fermentaciones alcohdlicas en la DOQ Priorat

Beatriz Gonzélez, lara Izidoro, Paula Lépez, Itiaver, Gemma Beltran, Braulio Esteve-Zarzoso y
Albert Mas

Departament de Bioquimica i Biotecnologia, Facutt&nologia, Universitat Rovira i Virgili, Marcei-Domingo s/n,
Tarragona 43007, Espafibeatriz.gonzalez@urv.cat

Tradicionalmente, las levaduras Baecharomycese han considerado como levaduras perjudiciales
en la fermentacion alcohdlica. Estudios recientsadollados con levaduras 8accharomycekan
mostrado una utilidad enolégica que se desconoastahahora. En el presente trabajo, tras un
aislamiento vy tipificacion de cepas de levaduratadas de la DOQ Priorat, se hizo una primera
seleccion de levaduras en funcion de las carattadsnoldgicas deseadas, y las cepas seleccionada
se utilizaron como “starters” en fermentacione®ladlicas en planta piloto. Se seleccionaron una
cepa deHanseniaspora uvaruyuna cepa d€andida zemplining dos cepas d8. cerevisiaeTodas
ellas se inocularon en forma de cultivo secuenéhlseguimiento de la fermentacién se hizo por
densidad y se analizé el comportamiento de lasagaibies de las especies de levaduras inoculadas.
Al final de la fermentacién se realizé un analsiasorial y se detectaron los principales compsest
aromaticos volatiles para poder seleccionar quea,cepgrupo de cepas, presentaban mejores
caracteristicas organolépticas. Los resultados tnauesna cinética fermentativa diferente segun las
cepas inoculadas, aunque la implantacion de lassceculadas fue en algunos casos dudosa. Los
principales parametros enoldgicos analizados narestliferencias significativas entre los vinos
finales obtenidos, al igual que los principales paestos volatiles analizados, aunque a nivel
sensorial las diferencias obtenidas carecierornigiéfisacion estadistica.

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

El mercado del vino exige actualmente vinos d&islamiento y seleccion de levadurasEl aislamiento y la
calidad superior. Diferentes especies y cepas $Rleccion de las cepas de levaduras se habia admliz
levaduras nd@accharomycespueden modificar el previarr)ente mediante microvinificaciolnes (2L)
perfil organoléptico del vino, ayudando a |£spontaneas llevadas a cabo en el laboratorioucas de

complejidad y la riqueza del aroma y del sabor dg@rmachatinta de la DOQ Priorat. .
vino on las cepas identificadas pertenecientes a lpascies

L T mayoritarias §. cerevisiae, H. uvarum y C. zempliniisa)
La transformacion del mosto en vino implica 18¢4)iz6 el analisis de los parametros enolégicaagiante

sucesion y la coexistencia de diferentes espe@es tékmentaciones individuales y por competencia inger
levaduras. Los microrganismos presentes en lassbayfraespecifica, y se seleccioné una cepa de csplecie
son principalmente levaduras BaccharomycesA para ser utilizadas en fermentaciones mixtas deepiato.
medida que avanza la fermentacion estas espediEstificacion y tipificacion. Las técnicas utilizadas para
acaban siendo remplazadas por la especie con mdgoientificacion de levaduras fue la PCR ITS-RFIR.
poder fermentativo y tolerancia al etano§. t|p|f|c.a.C|c')r!, de S. cerevisiae se hizo mediante la
cerevisiae A lo largo de los Gltimos afios, ha crecid@MPlificacion de los elementos delta y en el castad no-

el interés para comprender el impacto de las IemduSaccharomycese empled la técnica TRtRNA descrita por

no-Saccharomyceen los procesos de elaboracion d arquet y col. (2012).
y P “ermentaciones a escala piloto. Las levaduras

vino, y a pesar de que siempre se las haligeccionadas fueron utiizadas como starters en
considerado como perjudiciales, se ha demostraelo gékmentaciones a escala piloto (50L) llevadas @ eabuna
tienen actividades enzimaticas especificas, y sBbBdega de la DOQ Priorat, con mosto de Garnacte e
capaces de producir compuestos secundariesalizaron 5 fermentaciones diferentes: una inatzutzon la
aportando toda una seria de beneficios que aumen$an cerevisiae salvaje S1, tres fermentaciones mixtas
la calidad del vino. secuenciales con levadurasaccharomycesy no-

El objetivo de este trabajo fue seleccionar ceas gaccharomycegH. uvarum + S. cerevisiae, C. zemplinina
levaduras Saccharomycey no-Saccharomycegon * S- cerevisiae, H. uvarum + C. zemplinina + S.
aptitudes enolégicas, aisladas en Viﬁed&grevmae, en Ias_gu@. cere\{|5|aéue inoculada a las 48h,

i . . una fermentacion control inoculada con una cep&.d
pertenecientes a la DOQ Priorat, para ser utilga

. X . . . revisiaecomercial (AWRI796). Las fermentaciones se
como cultivos mixtos en fermentaciones mdustrlalesSiguieron mediante la medida de la densidad y sierdb

levaduras viables en placas YPD.
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Andlisis sensorial y composicion volatilSe evaluaron los levaduras las que llevaron a cabo el proceso
vinos obtenidos mediante un panel de 12 catadaves Germentativo. En estos casos las levaduras no-

experiencia previa. Se realizaron 2 tipos de dsalissaccharomycegstuvieron presentes hasta mitad de
sensoriales: un analisis triangular diferenciandtreelos fermentacion

vinos segun las levaduras inoculadas, y un andlisis
descriptivo de los 5 vinos. e L L.
La composicion volatil de los vinos fue determiamazbn Analisis de la compOSIC|on,\(0'Iatll

microextraccion en fase sélida (HS-SPME) acopladma ~ CON respecto al analisis de los compuestos
cromatografo de gases con deteccion de espectiandetr Volatiles (Figura 2), las fermentaciones purasSde
masas (GC-MS) de acuerdo con la metodologia degmit Cerevisiaeprodujeron mas alcoholes superiores que

Torrens y col. (2008). las mixtas. Sin embargo, la produccion de acefats
) mas alta en las fermentaciones mixtas. La
RESULTADOS Y DISCUSION concentracion mayor de los ésteres de etilo sevobtu

. . - la fermentacion mixta céh uvarum
En las diferentes fermentaciones se estudio ?5‘

cinética fermentativa mediante densidad, I
imposicion de cepas inoculadas y la caracterizacis

12500 -

quimica y sensorial de los vinos finales. 10000 -
Cinetica fermentativa I :

Las fermentaciones mas rapidas fueron las purg ™ _ _ B
inoculadas corB. cerevisiaelLa fermentacion mixta e - = 2 .
inoculada corH. uvarumfue la segunda en consumir .
.!:Odos IOS azucares! deb|d0 a que en el mos S. cerevisiae S1 $. cerevisiae H.uvarum+S.  C zemplining +S. C. zemplinina + H.
inoculado con esta |evadura, como se pudo Comprol AWRI796 cerevisiae 51 cerevisiae 51 uvarum + 5.

cerevisiae 51

con el analisis de la microbiota, habia una gre  Etios Acettos Ncoholessuperiores

poblacmn deS. _CereVISIaejeSde el |n|C|o_La,s_ otras Figura 2: Produccién de ésteres de etilo, acetatos y alesho
tres fermentaciones llevaron una cinética MWyperiores de los vinos.

semejante acabando en todos los casos la

fermentacion. Andlisis sensorial

- El resultado de los test triangulares no mostro
- "““’A‘;\"O\ diferencias S|gn|f|cat|vas_entre los vinos, aunaiie
N \ gue hay una tendencia a la eleccion de las
1070 AL fermentaciones mixtas, frente a las puras. Esto
150 ¥ NN concuerda con los analisis quimicos ya que la
N concentracién de compuestos deseados como ésteres
1 ¥R es superior en las fermentaciones mixtas que en las
1010 TR puras. De la cata descriptiva, se observa quaelde
\ e la fermentacion mixtaH. uvarum+ C. zemplinina+
Y S. cereviside destacO con respecto a los demas por
970 sus caracteristicas en boca, untuosidad, intengidad
coo s R postgusto; en cuanto a caracteristicas aromaticas

Tiempo (dias) e
destacan su caracter floral y frutal.

1110 &

Densidad (g/!)
»

990

&—H. uvarum + S. cerevisiae —®—C. zemplinina + $. cerevisiae

@ H. uvarum + C. zemplinina + 5. cerevisiae - 5. cerevisiae 51

—i—S§. cerevislae AWRI796 BIBLIOGRAF iA

Barquet, M., Martin V., Medina K., Pérez G., Carrau@aggero
Figura 1: Cinética fermentativa de las cinco fermentaciones C. 2012, Tandem repeat-tRNA (TRtRNA) PCR method for

realizadas seguidas mediante medida de la densidad. the molecular typing of noBaccharomycesubspecies. Appl.
Microbiol. Biotechnol., 93:807-814.
Imposicion microbioldgica Torrens, J.; Urpi, P.; Riu-Aumatell, M.; Vichi, SLopez-

En las dos fermentaciones puras inoculadasScon I;Q:ﬁ;“z:fe;nsliﬁzd\ziﬁ” es'aizozégg?;e;rgg?gggzze
cerewsme_@esde el inicio, ésta se impuso en la wine. Int. J. Food Microbiol.. 124, 48-57.
fermentacion, desplazando a lasSexcharomycea
partir del tercer dia. .F?OI’ el_ contrgrlo, en losostr Agradecimientos.Este trabajo ha sido posible gracias al proyecto
casos, cuands. cerevisiase inoculd a !3-3 48 ho_ra& financiado por la Unién Europ&ildwine (Ref. 315065).
ésta no mostré una imposicion clara, siendo véams
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Interacciones entreSaccharomyces cerevisigd.actobacillus plantarum
durante la vinificacion

Olga Lucid, Isabel Pardb Jose Maria HerasSybille Kriegef y Sergi Ferrer

! ENOLAB- Departament de Microbiologia i EcologiBRI-ISIC BioTecMed / MCI IViSoCa. Universitat dd&reia, Dr.
Moliner, 50. E-46100, Burjassot, Valencia, Spailya.lucio@uv.essergi.ferrer@uv.es
ZLallemand S.A.

La especieLactobacillus plantarunse encuentra de manera natural en mostos y virtamlgién
puede ser inoculada durante la vinificacion comtiveu iniciador para inducir la fermentacion
malolactica o acidificacion biolégica en los vindZzara la inoculacién de bacterias lacticas en la
vinificaciébn es importante tener en cuenta lasratteiones que pueden establecer éstas con las
levaduras, especialmente c&accharomyces cerevisiakEstas interacciones pueden ser tanto de
sinergia como de antagonismo y son altamente dep@nd de las cepas de levaduras y bacterias
lacticas envueltas. Por tanto, la eleccion de ég@e mas compatibles es un factor determinante. En
este estudio se ha confirmado la dependencia de depeste fendbmeno y se ha demostrado la
efectividad de la acidificacion biolégica mediante inoculacion de cepas de. plantarum
independientemente de la cepas de levadura y lzaatéizadas en la vinificacion.

INTRODUCCION de éstos se inocularon con 2 ¥ 1FC/mL de las 6 cepas

. e . comerciales de levaduras, respectivamente. El matra
Como alternativa a la acidificacion quimica Y/Qegtante se utiliz6 como control de BL sin levadura

ﬁ_Sin?‘ 'de los vinos se ha de$§1rr0|lad0 un meétod@icionalmente, otros 6 matraces con mosto se inoou
biolégico basado en la inoculacion en mosto descepson las seis levaduras, sirviendo como controkegtaduras
seleccionadas delL. plantarum productoras de sin BL. Un matraz con mosto sin inocular sirvi6 @com
elevadas cantidades de &cido lactico por fermentacicontrol ~ adicional ~ sin  levaduras ni  BL. Las
lactica (FL) a partir de los azlcares del mostacih,u Microvinificaciones se realizaron por triplicadoreatraces
2014). Para la inoculacién de bacterias lacticds (BErenmeyer y fueron incubadas a 28°C durante 1% dia
durante la vinificacion es importante tener en taenAnalisis de la dinamica poblacional de los
las interacciones que pueden tener lugar con jadcroorganismos Para el recuento de BL se utilizaron
levaduras fermentativas, tanto de sinergia como t(‘:siZbd(% ;/ELRS/L)SUF’leg:g”;??:C Ceor:‘tocc'fgel'enz d(o';cgls") y
antagonismo, y que son altamente dependientesde g 0 9ib), Y P u vasur
implicad Boid 1969). El obietivo die € YPD (20 g/L de glucosa, 20 g/L de peptona, 10dg/
cepas impiica as (Boi ron, )- Elo JEUVO €Sextracto de levadura y 20 g/L de agar). Las plasas
trabajo ha sido el estudio de la compatibilidad2de jncyparon a 28°C durante 6 dias hasta observaniesio
cepas delL. plantarum previamente seleccionadagjsiadas.
para inducir acidificacion biologica en vinos, y 6 partr de de las curvas de crecimiento de los
cepas comerciales d8. cerevisiae.Para ello se microorganismos inoculados en las microvinificae®rse
observé tanto la dinAmica poblacional de levadyrascalculd el parametro Area Bajo la Curva (ABC).
BL como la composicion quimica de los vinos finale€omposicion quimica de los vinasLa composicion
inoculados con todas las combinaciones dwimica de las muestras extraidas al final de las

levadura/BL. microvinificaciones se analiz6 en un sistema HPLC
(Agilent 1200) con el fin de obtener las concerntnages de
MATERIAL Y METODOS azucares, acidos malico, lactico y citrico, etanglicerol

(Frayne, 1993). El pH de las muestras se midi6 @won
Cepas microbianas utilizadas Se utilizaron dos cepas €lectrodo Sentix81 (WTW) acoplado a un pHmetro 333
de L. plantarum: E4607 y E4608, previamente (WTW).
seleccionadas para inducir acidificacion biologecavinos
(Lucio, 2014) y seis cepas comerciales Slecerevisiae: p
Uvaferm VN®, Uvaferm VRB?, Lalvin K1™, Enoferm RESULTADOS Y DISCUSION
M2™, Lalvin 460 y Lalvin QA23™ (Lallemand). Dinamica poblacional de los microorganismos

Microvinificaciones. Se utiliz6é mosto blanco estéril £ i las BL. E4608 ¢
suplementado con 0.3 g/L de Nutrient VitEnd®, pi3.3 n cuanto a las ' S€ mantuvo en mayor

Dos matraces con 500 mL de mosto se inocularorecon POPIacion en coexistencia con levaduras que E4607.
10° UFC/mL de las cepas E4607 y E4608 respectivameng® Observd una mayor poblacion de ambas cepas en
y se incubaron a 28°C durante 3 dias. Después,cudiilieo  COmbinacion con las levaduras Uvaferm VN® y
bacteriano se distribuy6 en 7 matraces (50 mL/mptBeis Uvaferm VRB®. Ambas BL disminuyeron mas su
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poblaciébn en coexistencia con Lalvin K1™. La a_
combinacién mediante la cual se obtenia una mayor
concentraciéon de BL durante la vinificacion eraléa

E4608 con Uvaferm VN® o con Uvaferm VRB®
(Fig. 1A). La poblacion de todas las levaduras se
mantiene mas baja en coexistencia con BL. Este
efecto resulta mas acusado en las levaduras Uvaferm
VN®, Enoferm M2™ vy Lalvin QA23™, y menos
acusado en las levaduras Uvaferm VRB®, Lalvingc
K1™ y Lalvin 4600® (Fig. 1B).

azlcares residuale

A B . sinBL
150 W E4607 9 ESI con E4607
3 E4608 3 con E4608

glicerol (g/L)

100

ABC (u.a)
ABC (u.a)

50

[
SIS E
& & & 5
NS o < N4
S O &

&
SO TS

&

Figura 1. Representacion del crecimiento de los microorgarssmo
durante las vinificaciones, expresado en ABC, A) Bage
lacticas inoculadas, B) Levaduras inoculadas.

Composicion de los vinos finales

El sinBL 3 E4607 ES E4608

La composicion de los vinos no fue_ o . .
ignificativamente  diferente dependiendo de | Figura 2. Composicién quimica de los vinos obtenidos usanslo la
signimca p Hrerentes combinaciones levadura/BL, A) azlcaresduales

combinaciones de levadura/BL utilizadas, pero gjL), B) etanol % (viv), C) glicerol (g/L), D) acidmalico (g/L),
dependiendo de la inoculacion de BL. Los VvinoB) écido lactico (g/L), F) acido citrico (g/L).
inoculados con BL mostraron elevadas cantidades de
acido lactico (10-12 g/L), menos acido citrico ¢0.3 4.07 ; 2:6%5
g/L) (Figs. 2E y 2F) y menor pH (0.1-0.3 unidades) £4608
gue los no inoculados (Fig. 3). Ademds, éstos
completaron la FML, al contrario que los no
inoculados (Figura 2D). La capacidad fermentatiea d
las levaduras no se vio afectada por la presereia d
BL, ya que la concentracién de azucares residuales
fue similar en todos los casos (Fig. 2A). En cambio
concentracion de etanol y glicerol resulté menor en
estos vinos (Figs. 2B y 2C). Esto fue debido alqse
é,lz.ucare,s metabollzados por las BL para la SII"mSISFigura 3. Valores de pH de los vinos finales obtenidos median
acido lactico no fueron utilizados por las levadurg, jiterentes combinaciones de levadura/BL.
para la formacion de estos compuestos.

Estos resultados demostraron que los fenOMeng®| I0OGRAFIA
de antagonismo entre BL y levaduras dependen de . ,
cepa. Sin embargo, la efectividad de la acidifiaci Boidron, A.M. 1969. Etude de I'antagonisme entreléesires et

bioloai diante la. i lacién d Id les bactéries du vin. Conn. Vigne Vin. 3: 315-378.
lologica mediante fa Inoculacion de cepas lie Frayne, R. F. 1986. Direct analysis of the major aoig

plantarum no resulté comprometida en niNQUNa  components in grape must and wine using high pedace
combinacion de cepas utilizada. liquid chromatograpy. Am. J. Enol. Vitic. 37: 28872
Lucio, O. 2014. Acidificacién biolégica de vinos gél elevado
mediante la utilizacion de bacterias lacticas. §&ctoral.
Universidad de Valencia.

3.5

unidades de pH

22222222
22222222
22222222
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Mejora del crecimiento y la adaptacion al estrés d®enococcus oemor la
adicion de glutation
Maria del Mar Margalef, Isabel Araque, Albert Bondoy Cristina Reguant

Grup de Biotecnologia Enoldgica, Departament deqBimica i Biotecnologia, Facultat d’Enologia, Unigéat Rovira i
Virgili, Campus Sescelades N4, 43007 Tarragonatiadelmar.margalef@urv.cat

Oenococcus oenprincipal especie responsable de la fermentatidiolactica (FML) del vino, tiene
gue hacer frente a diferentes factores que pongoego su supervivencia, tales como pH bajo y
concentraciones altas de etanol. El efecto an@mtaldel glutation (GSH) podria ayuda®aoenia
mantener o mejorar su estado celular para desempesteriormente la FML en el vino. En el
presente trabajo se ha evaluado el efecto positiwe el crecimiento de cuatro cepasQieoeni
después de una adicién de GSH en el medio de @wtwmo parte de la adaptacién a diferente pH y
concentracién de etanol. Se ha confirmado quecetinento del crecimiento es superior cuando se
produce esta adicion del antioxidante.

INTRODUCCION BAA-331), originariamente aislada de vino tinto te
., o, Universidad Pennsylvania State.

El glutation (GSH) es un tripéptido formado pogondiciones experimentalesLas cepas se obtuvieron de
los aminoacidos L-cisteina, acido L-glutdmico Yongelados a -80°C y se cultivaron hasta llegaa tase
glicina. Actia como antioxidante celular por el@su exponencial en MRS (De Man y col. 1960) modificado
tiol de la cisteina que neutraliza las especies .RGssiplementado con 5 g/L de acido malico y 4 g/Lrdetbsa
También tiene numerosas funciones metabdlicaspH 5.0. Los cultivos fueron crecidos a 28°C en un
(Smimova y Oktyabrsky, 2005) debido a que redudecubador de CQ Las células se rec_olectaron al final de la
los enlaces disulfuro de proteinas a cisteingd@se exponencial (Qfgnm= 1.6) y se inocularon (0.1 %) en
Oenococcus oenprincipal especie responsable de 1§ diferentes condiciones (pH 5, pH 4, pH 3.4, 5%2%
fermentacion malolactica (FML) del vino, como otra§2n°)): con y sin GSH. En este estudio se utiizinedio

bacterias lacti | idad de igatet asado en el medio MRS disminuyendo la concentnaibd
actérias lacticas, no posee la capacidad AeIzanel , ,ioing: |g bactopeptona (10 g/L), el extractcame (10

el GSH pero puede incorporarlo del medig, ) y el extracto de levadura (5 g/L) se reemptar por
(Rathbel’gel‘ y COI. 2009) EI efeCto ant|OX|danté dgeptona (20 g/L) y casaminoacidos (5 g/L) paraaevi
GSH podria ayudar @. oenia mantener o mejorar Suprecipitaciones durante el experimento.

estado celular para desempefiar posteriormente Madicion de la densidad 6ptica (OD)La densidad dptica
FML en el vino, contrarrestando los factores décillif del cultivo fue seguida con un espectrofotometro

supervivencia como el bajo pH y la presencia dSPECTroPOLAR). _ .
etanol. En el presente trabajo se hizo un ensayo prelinasa

Un estudio preliminar con una cepa @ oeni determinar la accién del GSH sobre una cepa esgeci¢

mostré que la adicion de GSH mejora su Crecimien%oen"a nivel conjunto y separando los aminoacidos que

tir d tracion de 1 mM. Este ef clé) componen. Posteriormente se evalud el efectdiyms
a partir de una concentracion ae 1 mil. ESte e1edfy, o o crecimiento de cuatro cepasd@menidespués de

positivo se incrementa con el aumento de GSfijn; adicion de GSH, a 1 mM y 5 mM, en el medio de
observénd_o§e el mé-X|mQ incremento con 5 MM d@itivo como parte de la adaptacion a diferente (g y
GSH. Adiciones superiores de hasta 10 mMg4)y concentraciones de etanol (6 y 12 %).

disminuyen el efecto positivo observado.

RESULTADOS Y DISCUSION

MATERIAL ¥ METODOS Los resultados de crecimiento de la cepa PSU-1 en
Reactivos. Glutation reducido (GSH), glutation oxidadolas condiciones 5 mM de GSH, 5 mM de cisteina y
(GSSG) y la dlicina fueron suministrados por Sigi&. mezclando los tres amino&cidos aporté un mismo
aminoécido L-cisteina hidroclorado era de Flukal &cido perfil de crecimiento (Fig. 1). Los cultivos conaun
glutamica de AppliChem Panreac. adicion de 5mM de acido glutamico, glicina o GSSG

Cepas deOenococcus oeniCuatro cepas d®. oenise coincidieron con la curva del control. Por lo tars
utilizaron en este estudio: CECT Z1{ATCC 23279) incidi . urv e aree
puede determinar que la accion del aminoacido

obtenida de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tip ’ A
(Valencia, Espafia) (referida en el texto como'R1lBs C|ste|n'a es la responsable del mayor crecimiento
cepas 3P2 y 2T2 de la coleccion propia, previamenacteriano.

aisladas de vinos catalanes (de la DOQ de PriolatDO En el posterior experimento, en todas las
Tarragona respectivamente); y la cepa PSU-1 (ATCEbndiciones de cultivo, excepto al 12% de etanol en
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que no hubo apenas crecimiento, se observo uroefe
positivo derivado de la adicién de GSH 1 mM (Fip. 2
y 5 mM (Fig. 3). Se ha confirmado en las cuatrcasep
estudiadas que el incremento del crecimiento

superior con la adicién de GSH 5 mM, aumentang
mas del 30% en algunos casos. Se pudo constatar
en las dos cepas de crecimiento mas lento el efe
positivo del GSH se ve acentuado. La cepa PSU-1

OD a 600 nm

Efecto del pH en la OD méaxima

PSUL 3P2  2T2

O Control

BGSH5mM

~
pH 4

Cepas

una de las que presenta mas variacion de crecimie

dependiendo si se le afiade 0o no GSH. Esto pue®

deberse al crecimiento lento de la cepa que perm

Efecto del Etanol en la OD méaxima

O Control

una mejor captacion del antioxidante.

En conclusion, los resultados obtenidos indica
que la adicion de GSH puede contribuir a mejorsir 1
condiciones de recuperacion y crecimiento de cep
de O. oenj y por lo tanto podria ser aplicado a |2

preparacion y pre-adaptacion de in6culos para
FML.

Crecimiento PSU-1

Control
—8—GSH
—x~—écido glutamico
—o—cisteina
—a—glicina
—=—Mix
—0-GSSG

OD a 600 nm

Tiempo (dias)

BGSH5mM

125

OD a 600 nm

Cepas

PSU1  3P2

PSU1  3P2 22 212

Y e
0% 6%

e
12%

Figura 3: Crecimiento maximo (OD maxima) obtenida durante el
crecimiento de cuatro cepas @e oenicon y sin GSH 5 mM en
diferentes condiciones de medio. A: Diferentes todes de
pH. B: Diferentes condiciones de etanol.
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Figura 1: Crecimiento deO. oeni PSU-1 en medio rico con De Man, J.D., Rogosa, M., Sharpe, M.E. 1960, A Mexdiar the

diferentes suplementacione_~ Control; *GSH; ~X~ Acido
Glutamico; O Cisterna;"ﬁ'Glicina;“' Mix; GSSG.

Efecto del pH en la OD maxima

O Control
E1GSH 1 mM|

PSU-1 3P2 2T2 217

OD a 600 nm
o
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B

PSU-1 3P2 2T2 217
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Cultivation of Lactobacilli. J. Appl. Bact. 23: 1333

Figura 2: Crecimiento maximo (OD maxima) obtenida durante el
crecimiento de cuatro cepas @e oenicon y sin GSH 1 mM en
diferentes condiciones de medio. A: Diferentes @mades de
pH. B: Diferentes condiciones de etanol.
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Efecto de una cepa d&accharomyces cerevisiamodificada genéticamente
con actividad pectinolitica en vinos Cabernet Saugnon

Ménica Fernandez-Gonzalez Sergio Gomez-Alondd, Esteban Garcia Romérédela Mena
Morales® y Pedro M. Izquierdo Cafias

Ynstituto Regional de Investigacién Cientifica Aplia (IRICA), Universidad de Castilla-La Manchapiga,
“Fundacion Parque Cientifico y Tecnolégico de AltlacEspafia
3Instituto de la Vid y el Vino de Castilla-La Mangl#spafiapmizquierdo@ijccm.es

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar lagmmsition fisico-quimica, aminoacidica y fendlica de
vinos de la variedad Cabernet Sauvignon elaboradosuna levadur&accharomyces cerevisiae
(CECT 11783) genéticamente modificada con el gea cpdifica para la endopoligalacturonasa
(PGUL), en fusion transcripcional con el promotor deh gle la fosfogliceratoquinasa (PGK1) ambos
de origenS. cerevisiael.a gran mejora tecnoldgica observada fue la maytaecion de fermentado

a partir de las uvas tintas en los vinos elaboradosla cepa modificada (VM), obteniéndose un 6,1
% mas de rendimiento con respecto al control (\D@&hido a la degradacién de las pectinas de la uva
se produjo un légico incremento en la concentradé@metanol en los vinos VM, sin embargo, estos
valores se encontraron por debajo del valor maxmaonitido en la legislacion. En cuanto a los
compuestos volatiles no existieron grandes diféasnentre los vinos, como tampoco las hubo para el
color ni los compuestos fendlicos. Sin embargexistié un aumento considerable en el contenido de
aminoécidos en los vinos VM.

INTRODUCCION composicion fisico-quimica, aminoacidica y fendlica

C . . e vinos de la variedad Cabernet Sauvignon.
En vinificacion se utlizan las pectinasas parg S 9

mejorar los rendimientos de extraccion de most@ p .

aumentar la liberaciéon de compuestos del colorly gglATERIAL Y METODOS

aroma en los mostos antes y durante la fermentgciofe realizaron vinificaciones a escala de labomtai

la maceracion, asi como para facilitar la clarfioa temperatura controlada con uvas de la var. Cabernet
y filtracion de los vinos (Villetaz, 1996). Estas>@uvignon recogidas en el punto éptimo de madwsez,
preparaciones actGian sobre las pectinas, prinsipﬁspahllaron y estrujaron y se distribuyeron erotes

constituyentes de la lamina media y pared primarigmc9¢neos de 6 Kg cada uno e introdujeron en depos
e 8 L con sombrero sumergido. 3 depdsitos se iaamu

celular de las plantas superlores._ La mayoria de Son 2x16 cel/mL de la cepa modificada genéticamente
preparados comerciales de pectinasas proceden(@lg,CT 11783) (VM) y otros 3 con la misma cepa sin

Aspergillus niger sin embargo en la mayoria de logngificar, que actué como control (VC). Diarianerse
casos son mezclas de enzimas y es muy difiedntrol6 la temperatura y la densidad, y tras fenéatacion
comparar distintos preparados enzimaticos, cuandooholica las uvas se prensaron y se calculéneliméento
Unicamente se busca la actividad principale extraccion.

(Whitehurst y col., 2009). Algunos autores desaribeSe realizaron recuentos en agar YPD y la impladtade
un aumento en el contenido de antocianos y Hecepa inoculada mediante PCR utilizando los psiée2-
intensidad colorante en los vinos tratados cafl (Legrasy col., 2003).

enzimas, en cambio otros no observan ningtin etectg® 2nalizaron los parametros convencionales deifms
) S - Segun los métodos OIV (2011), los compuestos Ve#iti
incluso una disminucion.

, .. (Izquierdo y col., 2014), el contenido en aminoésid
La mayoria de las cepas 8ecerevisiagoseen el (Gomez-Alonso y col., 2007) y compuestos fendlicos

gen PGUL que codifica para una (castillo-Mufioz y col., 2007, 2009, Garcia-Romerooy.,
endopoligalacturonasa (Fernandez-Gonzalez y calg12)

2004), pero desafortunadamente carecen de actividad
pectinolitica en condiciones enoldgicas. RESULTADOS Y DISCUSION

Con este trabajo se pretende estudiar el efecto de - .
La cepa modificada realiz6 mas rapidamente la

una endopoligalacturonasa producida por una cepa,de - - )
S. cerevisiae (CECT 11783) genéticamentefermentac'on alcoholica que la cepa control (Figira

modificada con el gen PGUL, en fusio ambos procesos mostraron una adecuada viabilidad
transcripcional con el promotor del gen de Ielular, obteniéndose recuentos propios en esialép

fosfogliceratoquinasa (PGK1) ambos de orign ermentaciones. Respecto a la implantacion de los

cerevisiae(Fernandez-Gonzéalez y col., 2005), en Igu]tl\{os, tOdQS IOS. aislados a,n.al.lzados presentaron
idéntico perfil mediante el analisis de las regsne
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delta al de los cultivos iniciadores, y los prca@es concentraciones de los flavan-3-oles, de los ddowva
de las vinificaciones con la cepa 11783 mostrarode los acidos hidroxicinamicos ni en la de los
ademas, actividad poligalacturonasica. estilbenos. Considerando lo anterior y que la cepa
modificada dio lugar a un mayor volumen de vino, se
puede afirmar que también se produjo una mejor
extraccidon de los compuestos fendlicos.
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composicién fendlica de los vinos fueron muy
escasas. Tampoco se encontraron diferencias en el
contenido total de antocianos, sélo se incrementaro
en VM, los 3-glucosidos de delfinidina y cianidirte,
vitisina B y el derivado cafeoilado del 3-glucosidi®
malvidina. En cuanto a los flavonoles, los Unicos
compuestos afectados fueron la miricetina y la
quercetina libres, que disminuyeron muy ligeramente
su concentracion. El empleo de la levadura
modificada tampoco tuvo ningun efecto en las
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Biodiversidad de cepas délanseniaspora uvarunen fermentaciones
alcohdlicas en la DOQ Priorat

Beatriz Padilla, Beatriz Gonzalez, Paula Lopea laidoro, Gemma Beltran, Braulio Esteve-Zarzoso
y Albert Mas

Departament de Bioquimica i Biotecnologia, Facuttdnologia, Universitat Rovira i Virgili, Marcei:Domingo s/n,
Tarragona 43007, Espafibeatriz.padilla@fundacio.urv.cat

Durante las primeras etapas de la fermentaciorhélica se ha descrito la presencia de diferentes
especies de levaduras BaccharomycesEstas especies son mayoritarias al principio ae |
fermentacion, pero son reemplazadas por la esgedevaduras d8accharomyces cerevisjiagendo

la Unica especie aislada al final de la fermentaclde entre las especies de $@echaromyces
presentes, la espeditanseniaspora uvarures la que se presenta en mayores proporcionessa p
de que para otras especies de levaduras hay muoeéimglos descritos de tipificacién, para esta
especie los métodos propuestos son dificilmenteaybes en rutinas de laboratorio. En el presente
trabajo se han aislado levaduras durante los posnéias de fermentacion espontanea en diferentes
fermentaciones alcohdlicas de la DOQ Priorat. Tridentificar por técnicas moleculares
(amplificacion y restriccion de la region 5.8S-ITySsecuenciacion del dominio D1/D2 del gen 26S
del rDNA) las diferentes colonias aisladas, seinandtel estudio s6lo con las colonias pertenecgente
a la especiél. uvarum Estas colonias se caracterizaron por dos técmcdeculares independientes
basadas en PCR. Por un lado se amplificé una regifme una zona conservada del tRNA y una
secuencia repetida, y por otro lado una amplifioacl azar. Los resultados obtenidos muestran que
la combinacion de ambas técnicas permite una dlf@genciacién de las diferentes cepas aisladas.

INTRODUCCION seleccionaron 98 aislados dd. uvarum para su

. . .. tjpificaciéon, empleando los métodos que se detaban
Estudios centrados en la  biodiversidagyntinuacion.

levaduriforme demuestran que existe una amph@ndem repeat-tRNA. Se amplificé una region entre una

variedad de especies S@ccharomyceslurante las zona conservada del tRNA y una secuencia repetida

fases iniciales de la vinificacion. Sin embargo, adaptando el método propuesto por Barquet y cOlLAR

medida que avanza dicho proceso, estas especies$®n combiné el  cebador  TtRNASc (5

reemplazadas poBaccharomyces cerevisig&leet, GCTTCTATGGCCAAGTTG 3') bien con 5CAG (5

2003). CAGCAGCAGCAGCAG 3') (RxA) o con ISSR-MB (5
Considerando la amplia diversidad y el potenci TCACAACAACAACAACA 3) (RxB).

. ‘o APD M13. Para la amplificacion de polimorfismos al
biotecnoldgico de las levaduras 8aecharomyce®s sar en el ADN se empled el cebador M13 (5

de especial interes desarrollar metodologias @6,GGGTGGCGGTTCT 3') adaptando el método descrito
tipificacion, que permitan discriminar entre IospOr Fadda y col. (2004).
distintos aislados. Electroforesis. Los productos de las PCR se separaron

De entre las especies Baccharomyces mediante geles de agarosa al 2%.
Hanseniaspora uvaruras una de las mayoritarias erbendrograma. Las imagenes digitalizadas se analizaron
los procesos de vinificacién. Sin embargo, la mi@yorcon el programa BioNumerics version 6.5. La
de las técnicas de tipificacion disponibles para edrormalizacion se realizé con el marcador molecdéad 00

especie son tediosas y dificiles de realizar entina Pares de bases. Los niveles de similitud se camla
de un laboratorio empleando el coeficiente de correlacion Dice y los

Este trabajo tiene como objetivo llevar a cabo endrogramas se generaron empleando el algoritmo de

tipificacion de una poblacion de aislados e PGMA.
uvarum procedentes de la DOQ Priorat mediante IﬁESULTADOS Y DISCUSION
combinacion de diversas técnicas de genotipado.

Las 98 cepas dd. uvarumse tipificaron mediante
. las técnicas propuestas. Con todas ellas se camsigu
MATERIAL ¥ METODOS diferenciar diversos perfiles genéticos, tal y cosso
Aislamiento e identificacion. Una vez aisladas las puede observar en los tres dendrogramas incluitos e
levaduras de fermentaciones vinicas de la DOQ &ritms |g Figura 1. Con RxA y M13 se observan 7 patrones
aislados se identificaron mediante la amplificacign djstintos (A1-A7 y M1-M7), mientras que con RxB se
restrjcpién de la region 5.8S-ITS, y secue_nciac.dfafl pueden diferenciar hasta 10 (B1-B10). Cabe
dominio D1/D2 del gen 26S del rDNA. A continuaci&®, ancionar que con los tres métodos encontramos un
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patron claramente mayoritario, en el que se incluy: Nivel de similitud (%)
alrededor de 80 cepas, son los perfiles A3, B2 y Mg 3 2 2 P 2 2 I%
El resto de grupos se componen de un nimero me A(4)
de aislados, que oscila entre 1y 11. B (21)
C4)
Nivel de similitud (%) D(1)
g = 2 \m B E (46)
[ 1 Al (8)
RxA I A2 (2) F{1)
I I I 1 A A2 G (5)
A4 (8)
|| II |||||| || A5 (1) E H (1)
|||||| | AB (1) 1(1)
[ [l | A7 (2) [ S—
. : g K(2)
| AL o 1(2) 1 La
RxB I . 5o (77) ()
\ }I IHI ‘I | I‘I B3 (1) M (1)
. L
T R T4 L NG
U B —— oM
i 1 2
| o | Bs (3) P (1)
IR 5 a
B10 (2) 4
. g R(@)
M13 . | M1(82) Figura 2: Dendrograma combinado donde se representa la
1N | M2 (11)  relacién de los aislados ¢ uvarum Entre paréntesis se muestra
LT T | M3 (1) el nimero de aislados que se incluyen en cada grupo

)
4‘i|: L LT M5 (1)
||| | ||| || || | || | || | mg g; La combinacién de las técnicas propuestas permite

realizar una clara diferenciaciéon de las diferentes

Figura 1: Dendrogramas donde se representa la relaci6mgde cepas déd. uvarumaisladas de la DOQ Priorat.
aislados déd. uvarumpara cada una de las técnicas empleadas. Se
incluye sélo un representante de cada perfil. Epag@ntesis se

indica el nimero de aislados que se incluyen ea gagpo. BIBLIOGRAFIA

Barquet, M., Martin V., Medina K., Pérez G., Carrau@aggero
Tanto con la combinacién RxA como con RxB, se C. 2012, Tandem repeat-tRNA (TRtRNA) PCR method for
diferencian 3 grupos con un nivel de similitud del the molecular typing of noSaccharomycesubspecies. Appl.
80%, sin embargo, con RAPD-M13 al mismo nivel de Microbiol. Biotechnol., 93:807-814.
similitud se pueden observar 5 grupos, lo que nb&dda M.E.,Mossa, V., Pisano, M.B., Deplano, Msétino, S.

eRtan 2004, Occurrence and characterization of yeastatéesbfrom
Inqlca qge los perf|Ie§ obtenidos con esta té artisanal Fiore Sardo cheese. Int. J. Food Mictgl$6:51-59.
mas alejados entre si.

p bt dif .., Fleet, G.H. 2003, Yeast interactions and wine flavint. J. Food
ara optener una mayor Irerenciacion, se Microbiol., 87:11-22.

construyé un dendrograma combinando las técnicas
propuestas, representado en la Figura 2. Asi, &&adecimientos el presente trabajo se encuentra enmarcado en
observa que se obtienen un total de 18 perfilesProyecto Europeo Wildwine (Ref. 315065).

distintos (A-R), siendo E y B los que incluyen un

mayor niumero de aislados. En este caso, con uh nive

de similitud del 80% se diferencian 4 grupos,

incluyéndose en el primero de ellos hasta 15 perfil

distintos (A-O).
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Un nuevo medio de cultivo para la produccion de ctilos iniciadores
malolacticos deO. oeni

Carmen Berbegal, Yaiza Benavent-Gil, Isabel Par8ergi Ferrer

ENOLAB. ERI BioTecMed/IViSoCa. Universitat de VeignDr. Moliner 50. Burjassot. Valencia
carmen.berbegal@uv.eSergi.Ferrer@uv.es

En este trabajo se presenta un medio de cultivo gaemite obtener altos niveles de biomasa de
Oenococcus oeraclimatadas al vino. Para ello, se ensayaron 2fianale cultivo de composicion
diferente. Todos contenian una base principal dgtany vino, y complementos nutricionales con el
fin de beneficiar el crecimiento bacteriano, comtrazto de levadura, Tween 80, acido malico y
zumo de tomate, pero con diferentes valores denpidles de etanol y concentracion de mosto. Una
vez desarrollad®. oenien todos los medios de cultivo, se procedié asculacion en vino tinto y se
estudi6 el consumo de 4cido malico mediante crognaffa liquida. Los resultados mostraron que el
medio de cultivo optimizado denominado OPMefococcusProduction Medium) permitia la
obtencién de elevadas cantidades de biomas®.deeni (1x1G ufc/mL) y la adaptaciéon de las
bacterias a las condiciones del vino, consumiestissetodo el acido mélico en 6 dias a un nivel de
inoculo de 1x1Bufc/mL.

INTRODUCCION midiendo la densidad éptica a 600 nm durante 7 alia8
L, L. °C. La curva de crecimiento fue transformada ervalor

La fermentacion malolactica (FML)  €Sge grea bajo la curva (ABC) (Gagnon y col., 1998)
fundamental para la calidad del vino, especialment@diante el programa GraphPad Prism 5. El analisis
para los vinos tintos. Se trata de la transfornmadiél estadistico de los datos fue llevado a cabo meslieintest
acido L-malico procedente de las uvas, de un gustBlOVA y post-hoc de Tukey con el programa SPSS
fuerte y aspero, en &cido L-lactico, de gusto ma#atistics 19.
agradable, liberandose ademas,@Kunkee, 1991). o _
Una de las estrategias utilizadas para controlar gﬁb'a L Combinacion de factores (mosto, etanol y nivepty

. ., . € 27 los medios de cultivo utilizados para elicoltle O. oeni
realizacion de la FML de forma adecuada, consiste E5003.

la induccion de ésta con cultivos iniciadores

malolacticos, que en general consisten en cep&s de ME?'O Moflzo ETA'\LOL pglg
oeni. Los medios de laboratorio utilizados para el 2 1/4 4 4
crecimiento de esta bacteria suelen producir unas 3 1/4 4 4.5
cantidades elevadas de biomasa, pero con una baja o : n S 28
nula capacidad de aclimatacion al vieb objetivo de 6 14 6 25
este trabajo fue el desarrollo de un medio dewaulti 7 1/4 8 38
liqguido que consiguiera altas concentracionesOde g m g 445
oeni y que al mismo tiempo aclimatara las células a 10 16 2 38
las condiciones del vino. 11 1/6 4 4
12 1/6 4 45

- 13 1/6 6 3.8

MATERIAL Y METODOS 12 76 6 7
Microorganismos. O. 0eniE5003 (Coleccion ENOLAB, = 1 ¥ 2
Univgrsitat de Va_lléncia). N . 17 16 3 4
Medios de cultivo y condiciones de crecimientcse 18 1/6 8 45
estudio el crecimiento d®. oeniE5003 en 27 medios de 19 1/8 4 38
cultivo (Tabla 1). Todos ellos contenian de baséraeto 20 1/8 4 4
de levadura (5 g/L), infusién d de tomater(23L = L 2 25
e levadura (5 g/L), in usion de zumo de toma e_r(m ), 22 8 3 38
Tween 80 (0.5 mL/L), &cido L-mélico (3 g/L) y vitdanco 23 1/8 6 4
concentrado reconstituido (400 mL/L). A la base lse 24 1/8 6 4.5
afladi6 mosto blanco comercial concentrado, el ceal 25 1/8 8 3.8
diluy6 4, 6 y 8 veces (576.5 mL/L), el pH se ajustd.8, 4 g? ig g 445

y 4.5 y el grado de etanol a 4%, 6% y 8% (v@).oeni
E5003 se cultivd previamente en MLO (Zudiga y col. ., L ) ,
1993) hasta alcanzar la fase estacionaria y selihen los ~e€'mentacion malolactica en vino. Las células que
27 medios de cultivo a una concentracién final gg0l @lcanzaron un valor de ABC superior a 2 en los o®di
ufe/mL. El crecimiento bacteriano fue determinad@nteriores se inocularon en vino filtrado para wheitear la
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actividad malolactica. Se inocularon a razén de0ixlde cultivo de procedencia. Los cultivos procededées
ufc/mL. La composicion del vino fue: 12% (v/v) daol, medios de pH de 4.5 presentaron un menor consumo
<1.0 g/L de azucares, 3.0 g/L de acido malico ywomivel ge 4cido malico. Por el contrario, los cultivos
de pH de 3.5. La FML se realiz6 a 28 °C y se maao ,ocedentes de un medio con un pH de 3.8 eran

periddicamente a traves de la cuantificacion delodci .o, 04 de consumir el 4cido malico en 6 diassEsto
malico siguiendo la metodologia descrita por (Feayn

1986) resultados pueden relacionarse con el hecho de que
' este pH es méas similar al pH del vino en el que se
RESULTADOS Y DISCUSION inocularon y por tanto las células estaban mas

adaptadas. De los 18 cultivos, los procedentdesde

Efecto del nivel de pH, grado de etanol y medios 10, 13, 19, 22 y 26 (Figura 2) consumieton e
concentracion de mosto sobre el crecimiento 100% de acido malico en 6 dias.

-
N

El crecimiento de la cep@. oeniE5003 en los 27
medios de cultivo se muestra en la Figura 1. Se
observé que cuando el mosto blanco concentrado se
diluyé 4 veces (medios 1-9) el crecimiento erarinfe
gue cuando se diluia 6 (medios 10-18) u 8 veces
(medios 19-27). En todos los casos, el crecimiento
pH de 4.5 resulté en un mayor valor de ABC que a
pHs inferiores. El mayor crecimiento se obtuvo ebn Figura 2: Consumo de acido malico (%) a los 6 dias en vitto t
medio 12, que contenia el mosto diluido 6 veces, gar de O. oeni E5003 previamente cultivada en los distintos
grado de etanol del 4% (v/v) y un nivel de pH dey. medios de cultivo.
el menor desarrollo se obtuvo en el medio 7, con el
mosto diluido 4 veces, un grado de etanol del S%ONCLUSIONES

(v/v) y un nivel de pH de 3.8. Aungque entre estos cultivos no se observo una
s diferencia significativa{<0.05) en el crecimiento de
O. 0eniE5003 (Figura 1), se escogio el medio 10 por
ser en el cual la bacteria presentd el mayor vddor
ABC. Este medio de cultivo, denomina@enococcus
Production Medium (OPM) era el que contenia el
i ) E mosto diluido 1/6, un grado de etanol de 4% y un
S RLL LSOO DDPF D nivel de pH de 3.8. El cultivo de las células erMOP
permite obtener una poblacién @ oenide 1x16
ufc/mL en 7 dias de incubacion a 28 °C y una buena
actividad malolactica al ser inoculado en vino ea u
concentracion final de 1xi@ifc/mL, consumiendo el
El analisis de los datos mediante el test ANOVAO00% de acido malico en 6 dias.
mostrd que las diferencias eran significatiyas((05)
para para la diluciéon del mosto, la concentracién @IBLIOGRAFIA
ej[an(_)! y el nivel de pH y p_ara_,las Ir]teracc'Onel—srayne, R.F.,1986. Direct analysis of the major organic
dilucion de mosto-etanol y dilucién de mosto-pH.  components in grape must and wine using high-pedace
Mediante el tespost-hocde Tukey se agruparon los  liquid chromatography. Am. J. Enol. Vitic., 37: 2&B7.
medios en los que la bacteria presentaba wagnon, R., Peterson, J., 1998, Estimation of centid intervals
crecimiento similar. De todos ellos se descartaron for area under the curve from destructively obtdine
aquellos que presentaron una ABC inferior a 2 (1, 2 pharmacokinetic data. J. Pharmacokinet. Pharmaco@m
4,5, 7,8,16, 17 y 25). Los 18 cultivos restarges 87102

. . . : -+ 1 _Kunkee, R.E., 1991. Some roles of malic acid in riredolactic
inocularon a vino tinto para determinar la actidda fermentation in wine making. FEMS Microbiol. Revg: &5-

=
1)

~

a

25

Consumo &cido malico (%)

®

Do QD

Area bajo la cuva (ABC)

Figura 1: Valores de ABC d®. 0eniE5003 en los 27 medios de
cultivo tras la incubacion 7 dias de incubacioB &Q.

malolactica. 72
o o ) ) Zuafiga, M., Pardo, 1., Ferrer, S. 1993. An improveddium for
Actividad malolactica en vino tinto distinguishing between homofermentative and

heterofermentative lactic acid bacteria. Int. J. odko

Se encontraron diferencias en la actividad Microbiol., 18: 37-42.

malolactica deD. 0eniE5003 en los vinos inoculados
con células procedentes de distintos medios de@ult
(Figura 2). Las diferencias en la actividad malttéac
dependian principalmente del valor de pH del medio
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Interacciones entreSaccharomyces cerevisigeHanseniaspora uvarunen
fermentaciones alcohdlicas

Chunxiao Wang, Albert Mas y Braulio Esteve-Zarzoso

Departament de Bioquimica i Biotecnologia, Facuttdnologia, Universitat Rovira i Virgili, Marcei:Domingo s/n,
Tarragona 43007, Espafigraulio.esteve@urv.cat

La fermentacion alcohdlica es un proceso microlgiold complejo en el que diferentes especies de
levaduras se encuentran involucradas. Las espaeié=svaduras nGaccharomyceson mayoritarias

al principio de la fermentacion, pero que son rdamgilas por la especie de levaduras de
Saccharomyceserevisiaeal final de la fermentacion. Recientes estudidécan que el contacto entre
células o compuestos “killer” producidos @r cerevisiaeson los responsables de esta dominancia.
En este trabajo, se ha realizado el seguimientasigoblaciones de levaduras en fermentaciones
mixtas S. cerevisiagy H. uvarun) en varios dispositivos, de manera que las célakiaban en
compartimentos separados (0 no), utilizando ditesenvolimenes de cultivos entre los
compartimentosLos resultados muestran que las poblacionebl.devarumdecrecen bruscamente
cuando son inoculadas junto cBn cerevisiagtanto juntas como en compartimentos diferentes. L
capacidad de crecimiento en placa de cultivo disggncuanto mayor es la proporcién 8e
cerevisiaepresente en el dispositivo. Por lo tanto, el coietaélula-célula no parece ser el principal
responsable de la falta de cultivabilidad ldeuvarum A partir de fermentaciones puras con las
diferentes especies de levaduras, se recolectélolas para comprobar si la presencia de metabolito
excretados poB. cerevisiaeeran los responsables de esta pérdida de culidahi Los resultados
muestran que, a pesar de que el etanol se ha dsai@mpre con esta mortalidad, la ausencia de
compuestos nitrogenados, u otros factores, tiengrapel fundamental en la falta de cultivabilidad d
H. uvarumen las Ultimas etapas de la fermentacion alcaduélic

INTRODUCCION fermentacion deS. cerevisiaeen las poblaciones de

‘. . Hanseniaspora uvarum
La transformacion del mosto de uva en vino es ef’jl P

resultado de la accion de diferentes tipos csﬁ :

microorganismos, principalmente levaduras. ATERIAL Y METODOS

Utilizando técnicas dependientes de cultivo se Hzepas de levaduras y mediod.as cepas de levaduras de
podido constatar que al principio de la fermentacidl. uvarumy S. cerevisiaese aislaron en la DOQ Priorat y
alcohdlica destacan levaduras denominadas de bRfitenecen a la coleccién privada del grupo. Eltenos
poder fermentativo, 0 nBaccharomycesy que son utilizado es una dilucibn a 200 g{L desde mostmna_ﬁt
reemplazadas por levaduras con mayor po ncentrado. Las muestras se analizaron en placaedio

fermentativo, siendo mayoritaria la especi D y microscopio 6ptico.
! y P %ispositivos compartimentalizados El volumen utilizado

Saccharomyceserevisae fue de 20 ml, con una relacién 1:1 en el caso de
Pero los mecanismos implicados en esta sucesi@fimentaciones mixtas. La division se realizé denena
entre levaduraSaccharomyceg no-Saccharomyces, aséptica con una membrana de diélisis (Sigma-Aidric

aun no estan bien establecidos. Hay diferenteg&agor MWCO 12.4 kDa).
unas basadas en la diferente tasa de consumo delritssaccion de metabolitos de fermentacion. Se
nutrientes presentes (Albergaria y col., zoog)ag)trrealizaron fermentaciones ~con mosto para optener
teorias sobre el efecto Crabree y la produccion a@bren_adantes de fermentaC|one§deereV|S|qu partir
calor para adecuar el ambiente (Salvadé y col.])p01d€ cultivos adaptados en mostoktieuvarumse inocularon
por otro lado también se ha estudiado la presateciadiférentes medios: i) sobrenadantes de fermentasideS,

. . cerevisiag i) mosto sintético simulando las mismas
diferentes tipos de compuestos que puede afectarca

. ) ficentraciones de Nitrégeno y Etanol, y 1ll) mede
diferente manera a ambos tipos de levaduras, Y RQfivo YPD.

altimo el contacto entre las células de los doP@EU Efecto del etanol erH. uvarum. A partir de células del.

(Nissen y col., 2003). uvarum adaptadas se comprobé la adaptacién a diferentes
Para estudiar este aspecto, se han realizagmcentraciones de etanol y a concentracioneseatesi.

fermentaciones alcoholicas en dispositivos en s g )

se separaba fisicamente los dos tipos de levagwsms RESULTADOS Y DISCUSION

analizaba la poblacién tanto por placa como por

microscopio 6ptico. También se realizaron ensayes

para ver el efecto de los metabolitos procederdgda d

En la figura 1, se puede ver la evoluciéon de las
mentaciones en dispositivos compartimentalizados
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y sin separacion. Aunque la cinética de fermentaci@éuando se inocula en un mosto sintético que erasla |
es similar, cuando las células estdn en compartosencondiciones de nitrogeno y etanol de un mosto en
separados el descenso de la cultivabilidad Hle fermentacion hay una disminucion, aunque en este
uvarum se retrasa, manteniéndose los nivelesSde caso no fue tan pronunciada como cuando se ugliza

cerevisiaesimilares en ambos dispositivos. sobrenadante de la fermentaciorSdeerevisiae
= C 1005409
A 2500008 ” = .
= ] = 1.00E+08
. o f;\
‘H 2.00E407 = = 1.00E+07 ¢ 5 ~
7 e 2. oas NS,
= 2.00E+06 2 7 100406 - ~.
o v — _ -~
) = Tj 1.00E405 \ A< ' -
17 2005405 100404 - \ S~ a
] L. i \
#2.00E+04 3 100:+03 \
Eal F _
2.00E+03 1.00E+02 \
1.005+071 A A
2.00E+02 1 00400 “A (<20) A
0 24 time (h) 48
- 25
B =3o00c+08 - o5 Figura 2: Evolucion de las poblaciones dd. uvarum en
= L 29%‘3 diferentes medios: sobrenadantes de fermentaciaesS.
'@2‘00['97 i = cerevisiae (== — & =), mosto sintético “adaptado”
= 2.00E+06 o - 157 (== =& ) mosto sintético === ——) YPD
{E’z OOE+05 - \ i mﬁ (== ***4**)ineas continuas pertenecen a placas de
gg Al cultivo, discontinuas microscopio.
@ 2.00E+04 A
2.00E+03 - a‘b\(<2000) M3 _
« (<200), Para comprobar que el etanol no es el Unico
2.00E+02 . AAAA 0O

0 4 8 time ()12 cgmpuesto respopsagk;le, ala mjsrpg concentracién de
, B ) - células se les afladi®6 mosto sintético con difesente
Figura 1: Evolucion de las poblaciones 8e cerevisiad#,€'), concentraciones de etanol y el mismo nivel de
H. uvarum(de, &), y pérdida de pesek). De fermentaciones o iicares. Los resultados mostraron que las célelas
mixtas separadas (A) y sin separacion (B). Lineastiramas ’ . .
pertenecen a placas de cultivo, discontinuas miofe. H. uvarumadaptadas podian continuar fermentando
azUcares, pero la viabilidad de estas células fue
disminuyendo a medida que se incrementaba el nivel
Los resultados indican que la separacion fisicisle de etanol en el medio de partida.
células de las dos especies parece afectar a laTodos estos resultados parecen indicar que no hay
cultivabilidad deH. uvarum Pero no es el Unico un anico factor como el principal responsable de la
factor a tener en cuenta, porque en compartimenigérdida de viabilidad celular dé. uvarum Sino que
separados a partir de los seis dias se observa Hag una serie de factores, entre los que destdcan e
disminucién de poblaciones cultivablesHleuvarum, etanol, los bajos niveles de compuestos nitrogengdo
por lo tanto esto nos hace pensar que se pueda trafetabolitos con efecto “killer”, los verdaderos
de la presencia de algiin compuesto toxico. responsables del efecto letal en las célulasHde
Para estudiar el origen de estos compuestos (8&irum
sembré el mismo nimero de célulasHleuvarumen
los diferentes medios indicados en materiales BIBLIOGRAFIA
métodos. Las células adaptadas proceden de AMkrgaria, H., Torrdo, A.R., Hogg, T., Girio, F.M2003.
cultivo en mosto a las 72 h'y 96 h , con un codi@ni  Physiological behaviour of.anseniasporaguillermondii in
de azucar de 34,0 y 9 g/|_, y 10,1 y 10,3% de etanol g'ezrgkl)iglgelsucose-limited continuous cultures. FEMEa Res.
respgqtlvamente._l?espues de inocular las de Cdglaﬁ\lissén, P., Nielsen, D., Arneborg, N. 2003. ViaBleerevisiae
analiz6 la poblacion viable tras 24 y 48h. Las leslu cells at high concentrations cause early growtbsarf non-
que se inocularon en medio de cultivo YPD 0 en Saccharomycesyeasts in mixed cultures by a cell-cell
mosto sintético han mantenido la viabilidad, pero Cgr)tacgmegiated TgchaniSénNYeaBst29133é-34(lg- o
; 0, Z., Arroyo-L6pez, F.N., Barrio, . uerah.,
]?eur?:gr?t:;(;E%Cglacgpejlos?;gr?:fiwae dﬁ;?;i%i?;ﬁ gg %m\guillamén, J.M. 2011. Quantifying the_ individualfesfts of
. - - etanol and temperature on the fitness advantages of
la poblacion a las 24 h, independientemente del saccharomyces cerevisigeood Microbiol. 28:1155-1161.
momento de adaptacion de las células (Figura 2. Pe
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Estudio de la implantacion de cepas de bacteriasdéicas autdctonas en
la elaboracion de queso Manchego
Susana SeseffajJusta M2 Poveda) ourdes CabezaSlosé Fernandez- Salguett? de los Llanos
Palop

lBromatologia y Tecnologia de Alimentos, UniversidedCérdoba, Espafiaolfecaj@uco.es
“Quimica Analitica y Tecnologia de Alimentos, Ursidad de Castilla- la Mancha, Espafia

INTRODUCCION de las cubas, se afiadieron 1,6 g de cuajo aniti&dqQoo;
., 94% quimosina y 6% pepsina (Rhodia, Dangé-Saint

El queso Manchego es un queso curado, semidygmain, France). Los quesos se prensaron duratea 4
y de coagulacion enzimatica elaborado con leche g&c, se salaron en una salmuera de NaCl 18% (v/v)
oveja de la raza Manchega, en la region de Castilturante 18 h a 10°C y se maduraron en cAmarasCayl2°
La Mancha. La leche empleada en su fabricaci@on una H. R. del 85% durante 8 meses. De cadaeitea
puede ser cruda (queso artesanal) o pasteuriz&dlas se obtuvieron 6 quesos de entre 3y 3,5 kgste
(queso industrial). En la fabricacion industriag sDe cada uno de los 4 lotes, se elaboraron 2 rejpizca
emplea usualmente un cultivo iniciador comercidfdependientes en semanas consecutivas.

mixto, practica que ha llevado a la perdida de I1aabla1: Cepas empleadas en la fabricacion dejlessos

biodiversidad propla_(,je los procesos en los qure tiey; 2 chegos.
lugar una fermentacion espontanea, y la consiglient QUESO | CEPAS PROPORCION
pérdida de las caracteristicas organolépticasaspie L1 ::C-IIacttissu;JSPIlaCtFiSCCIECCTT7788543 * 11
. LA C laclissubsp lactis

los quesos Manchegos ar_t_esangles. Par:sl ewta”r este Lo lactissubsp lactis CECT 7883
problema se propone la utilizaciéon como “startes” d Lo Lc lactissubsp lactisCECT 7884 + | ...,
cepas autoctonas obtenidas de quesos artesanales qu ';gégaracasesubsp paracaseCECT | =
presenten _adecuadas proplgdades tecnoldgicas. _ Lc. lactissubsplactisCECT 7883+

El objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad Lc lactissubsplactis CECT 7884+
de implantacion de diferentes cepas de bacterias-3 Lb%gggcfse;‘;bsipnf:rggg&ECT 111515
!éptjcas autéctonas para ser utilizadas como odltiv extanomGECT 7885
iniciadores en la elaboracion de queso ManchegoLc 2 cepas déc. lactissubsplactis No especificado
industrial.

. Analisis microbioldgicos.Los andlisis microbiol6gicos se
MATERIAL Y METODOS realizaron en la leche después de la inoculaciénjae
Cultivos iniciadores para la fabricacién de los qusos. cu&aday en los quesos a 1, 10, 30, 60, 150 ydzE)de
En la Tabla 1, se presentan las cepas utilizadamenmadurac'on-_, S
fabricacion de los quesos y las proporciones engles L@ Preparacion de las muestras y las dilucionesrades
fueron afadidas. Las cepas empleadas para elalosrar Para los recuentos microbioldgicos se reallzar(gur$_e]a
lotes L1, L2 y L3 procedian de la coleccién de baas norma FIL- IDF Standard 112C_§1992_)_- Los medios de
lacticas del departamento de Ciencia y Tecnologia &_ultl\_/o y condiciones de incubacion utilizadas tuerl_os
Alimentos de la UCLM y habian sido previamenté'gu'emeS: agar Platoe Count para el recuento deesites
caracterizadas desde el punto de vista genético @§robias totales, 30°C durante 72 h; agar Rogosa pa
tecnol6gico y seleccionadas por su potencial usmoco Lactobacillus,37°C durante 48 h en anaerobiosis; agar M-
cultivos iniciadores para fabricar queso MancheBara 17 Para Lactococ():cu,SSOf’Cdurante 24 h 'y agar MSE para
elaborar el lote control (LC) se utilizé un culticomercial Leuconostoc 22°C durante 4 dias. Los recuentos se
(Choozit). Antes de proceder a la fabricacion degoesos, €XPresaron como unidades formadoras de colonias por
las cepas mantenidas en congelacion fueron summldis 9amo (Uf‘_:,gl)- _ _
en leche desnatada esterilizada e incubadas dutdrtea 'MPlantacion de los cultivos inoculados.De las placas
30°C aquellas de los génetosctococcusy Leuconostoy ~ contables de los medios Rogosa, M17 y MSE, sequicalr
durante 48-72 h a 37°C las del génieaotobacillus. azar un nimero representativo de colonias que se
Los quesos se elaboraron siguiendo la tecnologia gsembraron en los correspondientes medios de@pléra

fabricacion del queso de D.O. “Manchego” (BOE, 1995 SU purificacion. Una vez purificados se sembramiiKS
Antes de la inoculacion de cada uno de los cultivoS€ conservaron a -80°C, con un 20% (v/v) de giiceos

iniciadores, la leche (70 L/cuba) se calenté a 30Q2Ctasa &islados puros y las cepas inoculadas fueron geetzs
de inoculacion para el lote de quesos fabricado @on mediante la técnica Randomly Amplified Polymorphic
cultivo iniciador comercial fue de 1,5 g 100  en el caso DNA-PCR (RAPD-PCR) y seguidamente se compararon
de los quesos fabricados con los cultivos autostiqhd, 05 Perfiles de los aislados obtenidos de las plaman

L2 y L3) de 1,5% (v/v), alcanzando un recuento obiéno aquellos de las cepas inoculadas. La |fnplantaomn§tdia

de 16 ufc mL™. Para la coagulacion de la leche en cada ukR2 de las cepas inoculadas se calcul6 como elmldes
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colonias con el perfil RAPD-PCR especifico, divligor
el nimero total de colonias picadas, expresadarn por
ciento (Ruiz-Barba y col., 1994).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestran los recuentos
bacterias lacticas en las muestras tomadas erucada s
de los tiempos indicados obtenidos en los medi e
M17, Rogosa y MSE para los 4 lotes de ques i‘;ﬁ%w
fabricados con los distintos cultivos iniciadores. ’ ”

De las placas de los recuentos de todos los letes = ™ ™ = o e e e A e o
Obtl'!VIeron un total de 960 als!ados' El analisisode Figura 2: Proporciones relativas de las cepas de distinigenri
perflles RAPD'P(}R de los aISIG_ldOS y de Ias' Cepagrante la elaboracion y maduracion de los cuates de queso
inoculadas, permitié el agrupamiento de los alsiadaj:dias) lechl  cultivo iniciadl] ot b
en clusters y la obtencibn de un dendograma de
similitud para cada uno de los lotes de quesos. El
coeficiente de similitud aplicado para el agruparie CONCLUSIONES
de los aislados fue aquel obtenido en el estudio de| os resultados de este estudio permiten concluir
reproducibilidad i( = 80%). que las cepas de. lactissubsplactis (CECT 7883 y

El analisis de los perfiles RAPD-PCR permiticCECT 7884) y delLb. paracaseisubsp. paracasei
asignar los aislados a 3 diferentes origenes:cliele (CECT 7882) son cepas bien adaptadas a las
los cultivos iniciadores y otros. En la Figura 2, scondiciones del proceso de elaboracion del queso
muestra la proporcion de aislados de los distint@ganchego, por lo que podrian ser utilizadas como
origenes en cada uno de los tiempos muestreados:@fivos iniciadores para fabricar quesos Manchegos
los 4 lotes. La mayoria de las cepas procediara dejfduystriales con mayor éxito de implantacion que la

leche con porcentajes entre 7%-100%. Cuando &Smerciales, manteniendo ademas las caracteristicas
comparan los distintos cultivos iniciadores ensagad tipicas de esta variedad de queso.

puede observarse que las cepasalgococcus lactis

procedentes del cultivo comercial mostraron la meng|BLIOGRAFIA

implantaciébn ya que solo se encontraron en las ’ o

muestras de queso de 60 y de 240 dias de madurac%h% 1995. Boletin Oficial del Estado de 19 de Mayo.
h p o eglamento de la Denominacion de Origen Queso Maache

Por el contrario, las cepas autdctonas utilizadds® y de su Consejo Regulador. Orden del Ministerio de

diferentes lotes mostraron una buena implanta@in,  Agricultura, Pesca y Alimentacion de 11 de Dicieenloe

torno al 50%, excepto la cepa CECT 7885 Lae 1995, Espafia.

mesenteroidessubsp. dextranicum que sOlo  se Rgyiz-Barba, J. L., Cathcart, D. P., Warner, P. J.¢d#a-Diaz, R.

recuperd en un 28,6% de las muestras analizadas. 1994, Use ot actobacillus plantarumLPCO10, a bacteriocin
® producer, as a starter culture in Spanish-stylesrgrelive

o W fermentations. Appl. Environ. Microbiol. 60: 205B&
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Figura 1: Recuentos de bacterias lacticas en los quesos
Manchegos elaborados con diferentes cultivos idigies.
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Efecto de los aminoacidos aromaticos y sus compuesterivados bioactivos
sobre el crecimiento de diferentes levaduras vinisa

Jennifer Vazquez, Beatriz Gonzalez, Gemma BelivEn]esus Torija y Albert Mas

Biotecnologia Enologica. Dept. Bioquimica i Biotelogia, Facultat d'Enologia. Universitat Rovira ifdili C/ Marcel-li
Domingo s/n. 43007 Tarragona, Espafia 977558{88fer.vazquez@urv.cat

Algunos compuestos derivados del metabolismo danasoacidos aromaticos pueden actuar como
reguladores del crecimiento y de la morfologia ae levadurasgluorum sensing De hecho, las
levaduras son capaces de adaptarse de manerdveokedas condiciones del medio, y uno de estos
mecanismos de adaptacién consiste en la secreei&usiancias que ejercen una sefial intracelular,
como algunos alcoholes superiores derivados dedbnbsmo de aminoacidos aromaticos (tirosol,
triptofol, feniletanol). Asimismo, se ha descritoieqla melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina),
derivada del metabolismo del triptéfano, se sintetidurante la fermentacion alcohdlica,
desconociéndose cual es el papel que desempefia pavadura. Otros metabolitos relacionados con
ésta son la triptamina y la serotonina, que somiasio compuestos bioactivos. El objetivo de este
estudio es evaluar como afectan las diferentesecraciones de estos compuestos bioactivos al
crecimiento de diferentes especies y cepas de UeasdPara ello, se monitoriz6 el crecimiento de
levadurasSaccharomyces cerevisja€andida zemplininaHanseniaspora uvarupiMestchnikowia
pulcherrima y Torulaspora delbrueckiia diferentes concentraciones de Melatonina, Seirap
Triptéfano, Triptofol y Triptamina. Los resultadobtenidos fueron diferentes para cada una de las
levaduras estudiadas, pero se observé de formaajene los compuestos que causaron una mayor
inhibicién en la mayoria de las especies fuerdriggamina y el triptofol.

INTRODUCCION actividad biologica como la serotonina, triptamina

&elatonina (Rodriguez-Naranjo y col., 2012). Dichas
ustancias tienen un efecto también sobre el propio

%esarrollo de las levaduras, por lo que el conaitoi

Durante la fermentacion, el nitrégeno es uno de |
nutrientes mas limitantes para el crecimiento y

actividad de las levaduras. Sin duda, el MaYFe su regulacion metabolismo pueden resultar
desequilibrio entre los nutrientes basicos se tla ¢ interesantgs y P

fuente de carbono (azucares) y la fuente de niwge El objetivo del presente trabajo es estudiar como
(amonio y aminoacidos). Sin embargo no todas Ia§ J P ajo
ctan estos compuestos bioactivos presentes en

fuentes de nitrogeno pueden ser considera §bidas fermentadas al crecimiento de diferentes
igualmente Optimas en cuanto al aumento de biomasa

producido. Entre las fuentes que producen JipPecies y cepas de levaduras vinicas.
crecimiento rapido se encuentran aminoacidos co .
la glutamina, asparagina, glutamato y alanina, g TERIAL Y METODOS

producen derivados carbonados, que son rapidamelme cepas vinicas utilizadas fueron tanto cepasuoaies
integrados en el metabolismo fermentativo de Remo aislados naturales del géneSaccharomycessS.
levadura. Por el contrario. entre las fuentes qlggrewmaeSl, S. cerevisiaeSB, S. cerevisiae boulardii
producen un menor crecimiento se encuentran | V“r::e” SCZSOC)’ é’_dcuatro |'C'ep£54d|?| levaduras  no-
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina y2cenaromyces.andica zeémpining.za, Hanseniaspora

. . el . . . varum Hu4, Mestchnikowia pulcherrimaMpp vy
fenilalanina) y ramificados (leucina, isoleucina yl'orulaspora delbrueckiTdp

valina), que producen complejos cetoacidos, q¢&ngiciones de crecimientoEl medio utilizado para el
deben ser convertidos en complejos aldehidos cdcimiento fue un medido minimo con Yeast Nitrogen
alcoholes superiores para su eliminacion (BeltranBase (YNB) sin aminoacidos ni amonio y suplementado
col., 2005). con 300 mg/L de nitrégeno. Al medio se afadi6 el
Estos alcoholes superiores ademas de eompuesto a estudiar: melatonina, serotonina,ofepb,
contribucién en el aroma del vino, se han relagionatriptamina, triptofol, feniletanol y tirosol. Se staron
con la sefializacién celular y guorum sensingen diferentes concentraciones desde 0,1ppm hasta po00p
levaduras (Chen y Fink., 2006). Metodologia. En cada caso se inoculé 2%k@I/mL y se

Adicionalmente, como resultado del metabolismge"terizo el crecimiento durante 48 h en un leater
L microplacas, con lecturas cada 30 min.
del triptéfano, las levaduras producen otros

metabolitos inddlicos relacionados y que presentan
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25

RESULTADOS Y DISCUSION

Melatonina y Serotonina

2,0

1,5

La melatonina no afect6 a la velocidad d 8.,
crecimiento en ninguna de las cepas aunque si
observé que a la concentracién mas alta (1000 ppt .
en cepas d&. cerevisiaeomo la S1, SB y en [&. o0 o i, w0 w0 “
delbrueckiiTdp disminuia la OD maxima del cultivo. e oo oum

Respecto a la serotonina el efecto que ejerce  ——zsopem
cada una de las levaduras estudiadas es difeEmte'Figura 2: Cinética del crecimiento de la cepaSiecerevisiae S1
algunas no tiene ningln efecto, sin embargo, &s otk diferentes concentraciones de triptamina.
compromete fuertemente el crecimiento. En cepas
como S. cerevisiaeS1, a partir de 500 ppm, la
velocidad de crecimiento se reduce drasticameste,
como su OD maxima (Figura 1). Lo mismo ocurre con De los tres alcoholes superiores estudiados:
la cepaSC20, aunque no en la SB, por lo que pareteptofol, tirosol y feniletanol, el primero era gue
no ser un efecto cepa dependiente. Este mismmhs afectaba al crecimiento y desarrollo de las
compuesto también produjo una disminucion de lavaduras.
tasa de crecimiento y de la OD maxima deTla
delbrueckiiTdp.

500 ppm — -+ 1000 ppm

élcoholes superiores

25

2,5
2,0

L5

50

oD

Tiempo (h)

1,0

weese Control 0 meeee 10 ppm ---50 ppm --=- 100 ppm
0,5 -+= 250 ppm — —500 ppm — =750 ppm — -+ 1000 ppm
00 ™ Figura 3: Cinética del crecimiento de la cepaHleuvarumHu4 a
0 10 0 — » @ = diferentes concentraciones de triptofol.
iempo
««««««««« Control -----50 ppm -=--100 ppm .
-+~ 250 ppm — =500 ppm — 1000 ppm En todas las cepas, altas concentraciones de

triptofol disminuian la velocidad de crecimiento,
obteniéndose ademas una OD maxima muy inferior al
control (Figura 3). Las concentraciones de los
alcoholes tirosol y feniletanol ejercian un efecto
negativo sobre el crecimiento a concentraciones muy
en ninguna de las cepas estudiadas mientras qugid posible toxicidad del grupo alcohol sobre las
presencia de triptamina en el medio ejercia unt@feqeyaduras, especialmente en lasamcharomyces.
negativo en el crecimiento de todas ellas, excepto

M. pulcherrimaMpp. A elevadas concentraciones, dei presente trabajo forma parte del proyecto AGI287300-C3-

500 a 1000 ppm, la mayoria de cepas presentaba fadel Ministerio de Economia y Competitividad.

fase de latencia més larga, incluso de hasta 1bSh e .
cerevisiaeS1 (Figura 2). En otras levaduras, cofho BIBLIOGRAFIA

uvarum Hu4, altas concentraciones de esta amimltran, G., Esteve-Zarzoso, B., Rozes, N., Mas, Aill&@non,
biégena inhibieron el crecimiento. Este efecto pued JIM. 2005. Influence of the timing of nitrogen adsfis during

ser debido a la toxicidad que puede ejercer esitasam synthetic grape must fermentations on fermentakimetics
sobre la levadura and nitrogen consumption. J Agric Food Chem. 53:D082.

Chen, H., Fink, GR. 2006, Feedback control of morghegis in
fungi by aromatic alcohols. Genes Develop., 20:11561.

Rodriguez-Naranjo, MI., Torija, MJ., Mas, A., Caniddlar, E.,
Garcia-Parrilla, MC. 2012, Production of melatonity b
Saccharomycesstrains under growth and fermentation
conditions. J Pineal Res. 53:219-224.

Figura 1: Cinética del crecimiento de la cepaSlecerevisia&1 a
diferentes concentraciones de serotonina.

Triptofano y triptamina

157



XIX CONGRESCSEMDE MICROBIOLOGIA DE LOSALIMENTOS

Seleccion y caracterizacion de bacterias lacticasi@ctonas de uvas y vinos
del Priorato
Judit Franqueés, Bet Palahi, Isabel Araque, Crigtieguant y Albert Bordons

Grup de Biotecnologia Enoldgica, Departament degBimica i Biotecnologia, Facultat d’Enologia,
Universitat Rovira i Virgili, Campus Sescelades Ma007 Tarragonajuditfranques@gmail.com

Para conocer la diversidad de bacterias lacticaxtunas de vifias y vinos de la DOQefiominacio
d’'Origen Qualificadg Priorat, se tomaron muestras de fincas de dich® [y se obtuvieron unos
1900 aislados de bacterias lacticas. La gran magericonfirmé que erddenococcus oennediante
PCR especifica y se tipificaron mediante VNTNRufable Number Tandem Repgaibteniéndose un
total de 180 perfiles diferentes. Los otros aistafl@cilos y otros cocos) se analizaron mediang 16
ARDRA vy se confirmaron por secuenciacion del fragtoel6S. A partir de todos los aislados se
seleccionaron 50 perfiles, en los que se ha estodia eficiencia de degradacion de L-malico en vino
simulado (con 12 y 14% etanol), y que se estarctaraando fenotipicamente y genotipicamente.

INTRODUCCION Estos aislados, una vez confirmados como BL (mogial,
., L. . Gram +, catalasa -), se guardaron a -20°C corrglice
La fermentacion malolactica (FML) tiene lugafgenificacion vy tipificacion de cepas Los aislados con
usualmente después de la fermentacion alcohdlig@racteristicas similares @enococcusse confirmaron
sobre todo en vinos tintos, y contribuye al acabademoO. oenipor PCR especifica (Zapparoli y col., 1998).
mas suave de los vinos, asi como a la estabilidadsteriormente se tipificaron utilizando la técnide
microbiolégica del producto final. La FML es llevad Variable Number Tandem Repd&NTR) segln describen

a cabo por bacterias lacticas (BL), sobre todo pé#aisse y col. (2014). Los otros aislados fueron
cepas d©enococcus oeni identificados como lactobacilos mediante el métaé&-

En los dltimos afios el cambio de preferencias @RPRA ¥ posterior digestion coMsel segln describen
los consumidores hacia vinos mas ecoldgicos das y col. (2003). La extraccion del DNA se rsegun

iciad tunidad | escriben Ruiz-Barba y col. (2005). Los productes€R
propiciado nuevas oportunicades para las Zzo ron resueltos por electroforesis en 1.5% (wfv)geles

vitivinicolas conterroirs peculiares y de tradicion. ge agarosa con tampén TBE 1x (100V, 2h30), y tesictm
Esto ha planteado estrategias nuevas, tales comy@huro de etidio. Se utilizaron marcadores de BbO
uso de BL autoctonas como inéculo para la FML. P(Roche Diagnostigs Los diferentes perfiles obtenidos se
ello el objetivo de este trabajo ha sido aislaconfirmaron por secuenciacién del fragmento 16S.
seleccionar y caracterizar cepas autdctonas deeBL Regradacion de L-malico en vino simulado de los
fincas y bodegas de la DOQ Priorat, zona vitivilgico aislados Se utiliz6 eWine Like MedigWLM) de acuerdo

catalana de prestigio y de especial suelo y micnac| c¢on Bordas y col. (2013), con 2 g/L L-malico. Lapas a
estudiar se crecieron en medio liquido MRSmM3 hasta

E Agoonm de 1.6. El pellet obtenido se inoculd (2%) en 30 m
MATERIAL Y METODOS de WLM al 12 y 14% de etanol. Estos ensayos seroici
Muestreo. Se tomaron asépticamente 26 muestras de uyay duplicado para cada cepa, a 20°C. El consumb- de
garnacha y carifiena y 47 muestras de vinos de ikimas malico se siguié enziméaticamente con el equipo MiDne
vifias, durante dos vendimias (2012 y 2013) enalitess (TDI S.A.), y se calcul6 la proporcion de L-malico
fincas de la DOQ Priorat. Se habia efectuado uarti@nto consumido y la velocidad fermentativa (mg/L de Liata
minimizado de pesticidas y en las bodegas no sémabconsumido por h).

utilizado cepas comerciales de BL. Los vinos tenian Caracterizacion fenotipica y genotipica de las mejes
grado alcohdlico alto (13.5-16%) y un pH de 3.4-3.6 cepas Se estan realizando tests de resistencia de las
Aislamiento y condiciones de crecimientoLas muestras mejores cepas a lo largo del crecimiento en WLM,8en
de uvas se procesaron a través de un homogenizadondiciones, combinando diferentes pHs (2.8, 3,38y
(Stomacher-400 Circulator Seward) a 2500 rpm deraré  4) y cantidades de etanol (6, 12, 14 y 16%) durante
min, y se recogio tanto el mosto asi obtenido, ctanpulpa semanas. Para descartar las posibles cepas pnatud®

y las uvas enteras. Estas muestras y las de viaos agninas biégenas, con el DNA extraido se ha efeotlad
sembraron en medio sélido MRSm3, que es MRS (De Maieteccion de los genes histidina descarboxilasdc),(

y col., 1960) suplementado con &acido L-malico (B),g/ tirosina descarboxilasaty(dc) y ornitina descarboxilasa
fructosa (5 g/L), nistatina (100 mg/L), azida s@di@5 (odg, mediante PCR especificas con los cebadores y
mg/L), L-cisteina (0.5 g/L) y zumo de tomate (100/), metodologia descritos en Nannelli y col. (2008Y. i#tmo,

mas 20 g/L de agar, a pH 5. Tras 7-15 dias demiggio también se estan analizando las diferentes cepdmmie

en anaerobiosis a 27°C, se tomaron 30 coloniagaalde la técnica de polimorfismo de nucleétido simple PSIN
cada muestra y se sembraron en el mismo mediogsin a para obtener la relacion filogenética entre ellas.
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RESULTADOS Y DISCUSION referenciado hasta ahora. Ello ha sido posibleiggac

De todas las muestras se obtuvieron 1902 aisIafpétzrﬁéﬁgsggal;srmsr?]zsmgfsl};%s d)(la’ r?\cé%riist?:\jﬁ(’:h?)l
de BL (Tabla 1). La gran mayoria se confirmé !

. o , Mmas enri i los tiem incubacion ma
mediante PCR especifica, que etaroeni En el caso as enriquecidos y a los tiempos de incubacion mas

de los bacilos y otros cocos se encontraron espdeie prolongados.
BL, habituales en uvas Yy Vinos, corhactobacillus Tabla 2 Degradacion de L-malico (2 g/L) en vino simulado

ma”_1 L. plantarum (Fi_gura _1): y Olros menos i M) de las cepas predominantes (duplicados).
habituales como L. lindneri y Fructobacillus

l | d f Propor- % L-malico Velocidad FML
tropaeoli Algunas muestras de uvas fueron cevecie | ropor consumido (mg/Lh)
procesadas para su observacion al MmICroscopio P cepas 12 g/L 14 g/L 12 g/L 14 g/lL
electrénico de barrido (SEM) y se observaron formas Etanol | Etanol | Etanol | Etanol
. 64% 100 100 25-40 20-28
probables de BL (Figura 2). o oeni 2% 100 | 80-100] 1317 36
' 4% 100 <50 18 2
Tabla I Numero de aislados de las diferentes especi@&l dde 4% 80-100 | 80-100 4 4
las muestras de uva y vino. Fr. tropaeoli 4% 100 66 15 3
L. mali 4% 100 73 15 3
Bacterias lacticas UVA VINO TOTAL L. lindneri 4% 100 51 15 2
Lactobacillusy 413 68 481 L. plantarum | 4% 36 33 4 1

Fructobacillus

Oenococcus oeni 109 1312 1421

Total de aislados 522 1380 1902

b bl & e Figura 2: Bacilos, probablemente de BL, en una muestra de piel

rsum=s=mss de uva (SEMServei de Recursos Cientifics i TécnldRV).

=
-
)
(=
-
-
=
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Figura 1: Perfiles de lactobacilos obtenidos por 16S-ARDRA yBordas, M., Araque, 1., Alegret, J.O., El Khoury, ,Mucas, P.,

digestion corMsel Los 10 mostrados coinciden con el perfilde Rozes, N., Reguant, C., Bordons, A. 2013. Isolatidecgen,

plantarum Marcadores de pesos moleculares en los extremos. and characterization of highly ethanol-tolerantaists of
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Los aislados identificados d@&. oenise tipificaron _ _ _

mediante VNTR \(ariable number tandem rep&,at Claisse, O., Lonvaud-Funel, A. 2014. M.ultlplex ybtginumber
., . of tandem repeats f@enococcus oernd applications. Food

o_btenlendose un total_de 180 pe_rflles, 0 sea Cepas,icrobiol. 38-80-86.
diferentes. Los 50 perfiles predominantes, tant®de pe pman, J.c., Rogosa, M., Sharpe, M.E. 1960. A medamthe
oeni como delLactobacillus se caracterizaron por su  cultivation of lactobacilli. J. Appl. Bacteriol. 280-135.
eficiencia de degradacion de L-malico en vin®annelli, F., Claisse, O., Gindreau, E., De Revel, l®nvaud-
simulado y por su velocidad fermentativa (Tabla 2). Funel, A., Lucas, P.M. 2008. Determination of lacticid

En base a los resultados de los tests de resistenci bacteria producing biogenic amines in wine by qinte
diferentes pH y etanol se estan seleccionando lasPCR methods. Lett. Appl. Microbiol. 47:594-599.
mejores cepas. No se han detectado genes de s, AM., Ferrer, S., Pardo, |. 2003. 16S-ADRApal for

. ., . . identification of lactic acid bacteria isolated fiogrape must
aminas bidgenas en ninguna de las cepas estudiadas, ;.. o System Appl. Microbiol. 26:412-422

Io”qu9’ contrlbuye pOS|t,|vamente a su pof‘:"blﬁuiz-Barba, J.L., Maldonado-Barragan, A., JiménezDiR.
utilizacion como cepas estarter de FML. Por otdmJa  2005. Small-scale total DNA extraction from baciednd
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cepas estudiadas d®. oeni estadn agrupadas en urgzapparoli, G., Torriani, S., Pesente, P., Dellagio1998. Design
mismo cluster filogenético. and evaluation of malolactic enzyme gene targetadgps for

Cabe sefalar que en este trabajo se ha |Ograddapid identifi(_:atior_l and detection @fenococcus oerin wine.
aislar O. oeni directamente de la uva, hecho no L€t Appl. Microbiol. 27:243-246.
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Bioproduccion de colorantes a partir de melaza de andarina. Escalado y
métodos de extraccion.
Maria Garrido, Carolina Gonzalez y Raquel Virto

Area de 1+D+i, Microbiologia Industrial, Centro Némnal de Tecnologia y Seguridad Alimentaria (CNT@tja. NA-134,
Km. 53, 31570 San Adrian, Navarragarrido@cnta.es

Los carotenoides son pigmentos industrialmente itaptes producidos por muchas bacterias,
hongos, levaduras y plantas. La biosintesis deerame en levaduras esta asociada a mecanismos de
respuesta a condiciones de estrés. En este tradbajstudiaron varias cepas de levaduras de laiespec
Sporobolomyces rose€ECT 13019, CS1 y CS2) como posibles productdesarotenos para
valorizar un subproducto de la industria citricakgma de mandarina) que se utilizé como fuente de
sustrato. La biosintesis de carotenos se llevoba @aicialmente en biorreactor de laboratorio (3
litros) y una vez establecidas las condicionesntgi de fermentaciéon se procedié al escalado a
biorreactor de planta piloto (60 litros). Para bar&ccion de los carotenos producidos por las
levaduras se utilizaron dos métodos: método comeeraktde extraccion con disolventes, y un método
alternativo basado en la tecnologia de pulsosr@éstde alto voltaje (PEAV). Todas las cepas
estudiadas fueron capaces de crecer y producitecen® en las condiciones 6ptimas en biorreactor de
3 litros, siendo la cepa CS2 la mayor productofat1gp-caroteno/mL melaza). Tras el escalado a
biorreactor de 60 litros la levadura present6 uapacidad de produccidon de carotenos similar,
llegando a obtenerse 2 fgcaroteno/mL melaza. Se ha establecido por lo tamtgproceso de
fermentacion industrial para valorizar subprodudesla industria de citricos utilizando una cepa
salvaje de la espec&porobolomyces roseus

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

El color juega un papel especial en los aliment@epas En este estudio se probaron tres cepas difereates d
gue consumimos. Habitualmente, el consumidda eSpeciéSporobo_Iomyces roseuS. roseuCECT 13019
relaciona un color “no atractivo” con un alimentdcepa de referencia), y dos cepas salvijespseusCS1 y
alterado o poco saludable (Clydesdale y col., 199%82 aisladas de vinagreas cepas fueron conservadas en

Los colorantes se obtienen habitualmente pGPtate Dextrosa agar (PDA) a 4°C. .
ultivo de levaduras.Las tres cepas fueron inoculadas en

ex_t.racc_lf)n quimica a partir de plantas_ medlaqte caldo sintético YUCCA (10mL) compuesto por extrageo
utilizacién de aproplgdas mezclas de disolventés adura (2g/L), KHPO, (10g/L), MgSQ (2g/L) y glucosa
como de correspondlentes temperaturas de Pro®esqyng/L) e incubadas a 23°C durante 24 horas eacdjit
gue hace posible extraer colorantes de carotenggpstante y presencia de oxigeno. Estos precultaeos
especialmentep-caroteno, a partir de materialestilizaron para la inoculacion del subproducto icitr
naturales solidos, secos o secados. Pero el inteséeccionado.

actual estd en producirlos por procesdsa melaza de mandarina (subproducto seleccionadogba
biotecnoldgicos a partir de plantas, hongos, leraslu estudio) fue obtenida de una empresa de citricagiy
y bacterias. En el caso de las levaduras (invesfiga composicion fue la siguiente: humedad (94,599/1009)
gue nos ocupa) la biosintesis de carotenos eB09eno (0,329/100g), cenizas (0,179/1009), hiraie
asociada a mecanismos de respuesta a condicione ono _ (4,579/1000), - fructosa  (0,109/100g), _glacos

. - (3,95¢/1009) y sacarosa (0,32g/100g), y con un et3 4.
gstres (Marova y col., 2004, 2010). ESFa producesn Previo a la inoculacion, la melaza fue clarificadadiante
intracelular, por lo que es necesario recuperar

X ) ] I?eliminacién de posos y posteriormente el pHdjustado
biomasa producida en el medio y proceder a la rapty; 6 con NaOH.

de la pared celular para facilitar su extraccion gultivo en biorreactor de laboratorio (3 L). Los
recuperacion. experimentos se llevaron a cabo en biorreactor de

El obieti incinal d . . L laboratorio utilizando 2 L de melaza de mandarikb @)
objetivo principal de esta Investigacion €x., o fin de definir los parametros 6ptimos decpem

valorizar el subproducto de mandarina pafgemperatura, agitacion, oxigenacién y tiempo de
convertirlo en sustrato de fermentacion de unadspefermentacion), asi como seleccionar la mayor cepa

de levaduragporobolomyces roseusaracterizada en productora de colorantes en el subproducto.

un estudio previo como hiperproductora de carotenbss tres cepas fueron inoculadas a una concentratial

y evaluar su potencial para la produccién de estdg 10-10° UFC/mL. La fermentacion se llevd a cabo
compuestos en el subproducto citrico seleccionado. durante 10 dias en presencia de luz, temperatff@, 23
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agitacion 200 rpm y oxigenacion constante (flujsimade Crecimiento y produccion de colorantes por

25% viv). . levaduras en condiciones éptimas en biorreactor de
Cultivo en biorreactor de planta piloto (60 L). La cepa planta piloto

seleccionada en los estudios previos en fermentddor

laboratorio fue inoculada a una concentracion de100 Una vez seleccionada la cepa CS2 como la mayor
UFC/mL en 30 L de melaza de mandarina pH 6, y laroductora de colorantes, se probd el escalado del
fermentacion se llevo a cabo durante 10 dias ediciones proceso a biorreactor de planta piloto y se obsgued

de temperatura 23°C, agitacion 680 rpm y oxigemaciqa |evadura era capaz de fermentar el subproducto
constante, con el fin de establecer si el escaladiastrial  ijirico y producir colorantes al mismo nivel queetn

de produccion de colorantes es posible. g caso anterior (2 pprcaroteno/ ml melaza) (Figura 1).
Extraccién y analisis de colorantes.La extraccion de

carotenoides se llevo a cabo mediante una extrac®ib 39 r1o
con una mezcla de disolventes éter dietilico/agetatetilo 9
(1/1, viv). La suspension fue agitada en GenoGride o]
durante 5 min a 480 niin Este proceso fue realizado por3 |, | L -
duplicado. Los sobrenadantes se reunieron y seoadic
cloruro de sodio saturado con el objetivo de faverda
separacién de fases que se realiz6 mediante cgyatcibin
(10 min. a 10.000 rpm).

Se tomd un volumen conocido de la fase superiorfgee
evaporado en corriente de nitrégeno.

Los carotenoides extraidos se disolvieron en 4 ml d
acetona. La disolucion fue filtrada a través dé @ y se
midié su absorbancia a 450 nm en un espectrofotomed
cuantificacion se realizd mediante calibracién mdecon
disoluciones dé3-caroteno en acetona (0,2-10 pg/ml). Lo&igura 1: Crecimiento y produ_ccién de carotenos de la c&pa
resultados se expresaron como pg fdearoteno/ml de roseusC_SZ en melaza mandarina pH &)((o) Biorreactor 60 L;
muestra. (o) (m) Biorreactor 3 L.

Como método alternativo a la extraccion convendjose

ensay6 la tecnologia de pulsos eléctricos de aittaje La concentracion de carotenoides obtenida
(PEAV) para mejorar la transferencia de materialeen mediante el tratamiento de PEAV como método de
extraccion posterior y eliminar asi el uso de DM® disrupcion celular ha sido similar a la conseguida
trabajo a temperatura ambiente, en un equipo d® oCkediante el método de extraccién convencional. Sin

camaras de IATA-CSIC, en el que se estableciersn laharg6  es necesario confirmar estos primeros
siguientes parametros operacionales: intensidadadgo ' :
eléctrico, 35 kV/cm; anchura de pulso, 2,5 us; agug0 resultados con futuros experimentos.

- [
- in I~ n
L7 [ I
Log UFC:mL

Carotenos (ng L)

=
th
L

T T T T
(=TT S T PV

0 24 48 36 T2 096 120 144 168 192 216 240
Tiempo (horasy

mL/min (3,6 L/h); tiempo, 300 ps; frecuencia, 1.232 n° Se ha establecido por lo tanto un proceso de
pulsogyas 120; n® pulsQamaa 15; energia: 929,7 J/mL; fermentacién industrial para valorizar subproduct®s
ATtesrico 27,67 °C. la industria de citricos utilizando una cepa sai\dg

. la especieSporobolomyces roseusn estudios futuros
RESULTADOS Y DISCUSION se intentara valorizar dicho subproducto de metaza

Crecimiento y produccion de colorantes por pH original sin modificar.
levaduras en condiciones Optimas en biorreactor de

laboratorio BIBLIOGRAFIA
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consumo mas rapido de la glucosa (principal azicar 2010, Production of carotenoid/ergosterol-supplesuen
fermentable) disponible en la melaza, siendo laamay biomass by red yeasRhodotorula glutinisgrown under
productora de colorante (~2.2 p@rcaroteno/mL external stress. Food Tech. Biotech., 48 (1): 56- 61

melazaly en menos tiemoo (168 horas Marova, |.; Carnecka, M.; Halienova; Dvorakova, Higronikova
z )y ' p ( ) A. 2011, Use of several waste substrates for caniderich

yeast biomass production. J. Environ. ManagemeunpplS
S3:38-42.
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SESION VI: Retos microbioldgicos en la industria amentaria I.
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Descontaminacion en canales

Elena Gonzalez Fandos

Tecnologia de los Alimentos, Universidad de La&iBgpafiaglena.gonzalez@unirioja.es
Microbiologia de los Alimentos, Universidad de Zgowaa, Espafia

INTRODUCCION Puesto que, incluso con unas practicas higiénicas
La preocupacion por la seguridad microbiolégicgdecuadas’ es imposible obtener canales exentas de

. taminacion superficial, se han llevado a cabo en
de la carne ha aumentado considerablemente dura\%ocfsg altimos ;ﬁos distintas _investigaciones
los ultimos afios, especialmente porque con frecaenc g

. . encaminadas a encontrar algin sistema de
la_came y productos derivados se han VISthescontaminacic’)n ue, siendo ’ inocuo para el
involucrados en brotes de intoxicaciones e infewso que, P

. - : . nsumidor sin  modificar las caracteristicas
alimentarias. ~ Las bacterias  patogenas m%g anolé ticag nutritivas de la carne, consiga
frecuentemente asociadas con la carne soO g P y ' 9

Saimonells, Campybactr Eschercha calsy _-{TI0r (€3 nenes recuer sustncainene) os
Listeria. monocytogenes, Clostridium perfringen 9 batog y P

Yersinia enterocoliticay Staphylococcus aureusﬁas canalgs recien obtenidas. No obstant_e, la
(ICMSF, 1998, Sofos 2008) descontaminacion de canales debe ser considerada
y f ' gomo una medida complementaria para reducir la

Segun el ultimo informe de la Autoridad Europecar a microbiana y aplicada Unicamente como parte
de Seguridad Alimentaria (EFSA) y el Centrg 9 y ap P

Europeo para la Prevencion y Control d e un programa de _control integrado a lo largada t
Enfermedades (ECDC) en el afio 2012 la enfermedgldc"jldena alimentaria.

transmitida por alimentos mas frecuente en la Union i
Europea fue la campylobacteriosis con 214.268 caddESCONTAMINACION DE CANALES

humanos confirmados, seguida por la salmonelosis | ¢ procedimientos de descontaminacién de

(I:Eonh91.(?]34 cal_sos. tl?espf:gto a las n;'fecmones RAhales se pueden dividir en tres tipos: fisicos,
scherichia_coli verotoxigénico se confirmaron ungiimicos” v biolégicos. Entre los métodos de

total de 5.671 casos en 2012. El nimero de casos Seontaminacion  fisicos podemos  destacar:
listeriosis en humanos fue de 1.642 (EFSA 2014).  aamientos basados en la utilizacion de aguaa(agu

Respecto a la presencia de bacterias patogenasrégj agua caliente, vapor), irradiacion y congiéiac

Ig carln(ta) tdestacan I% eIeI\I/ adaé 3 6pO;esenC|at tre los tratamientos quimicos se pueden destzar
ampylobacteren carne de pollo (23,6% mues fA3iguientes: acidos organicos, cloro, clorito sédico
positivas) y Salmonellaque se detecté con mayor

frecuencia en carne roductos derivados aUe acidificado, peroxiacidos y fosfato trisédico. Enkos
uenc y produ v qu todos bioldgicos destacan las bacteriocinas
otros alimentos, especialmente en carne fresca

€ . .,
. . A continuacion se comentan algunos de los
0 0
pollo (5,5% de”muestras positivas), porcino (O’7él’spectos mas relevantes de los tratamientos de
muestras positivas) y vacuno (0,2% muestr

ositivas).Escherichia coliverotoxigénico se detecté%sescontaminacién con especial referencia a los
P ' g tratamientos quimicos.

ocasionalmente en carne de vacuno (EFSA 2014).
El porcentaje de muestras de carne de pollo con _ o
presencia deCampylobacteroscilé entre 0 y 80,6% Tratamientos basados en la utilizacion de agua

54,2% de las canales de pollo en mataderos $fizacién de agua fria, agua caliente, vapor gieaa
encontro presencia deampylobacte(EFSA 2014).  y agua a presion. Los factores que deben ser
Las enfermedades transmitidas por aliment@yntrolados y que pueden influir en la eficacia
representan un importante problema para la salydscontaminante del agua son: temperatura, tie@po d
publica. A pesar de los esfuerzos llevados a calgiposicion presion y método de aplicacion.
mejora de la higiene, formacién del personal E| agua elimina la suciedad macroscépica de la
manipulador de alimentos, informacion a logyperficie de las canales, su eficacia antimicrabia
consumidores etc., los problemas relacionados tonggmenta al aumentar la temperatura, la aplicacion a
consumo de alimentos siguen estando hoy preseni@$iperaturas entre 80 y 85°C puede ser una
en nuestra sociedad. Esta situacion justifica laternativa. En este sentido, Bosilevac y col. €00

preocupacion por reducir, en la medida de lo pesiblonsiguieron reducir la flora meséfila en vacuno en
el grado de contaminacion microbiana en la carne.
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2,7 unidades logaritmicas aplicando agua caliantgropionico, segin Mani-Lopez y col. (2012) puede se
74°C durante 5,5 s. Ademas, este tratamiento éesuln tratamiento de interés sobre todo en canales de
eficaz frente &. coli O157:H7. aves, ya que este acido organico es mas eficaz faen
No obstante, este tratamiento plantea algun8simonellague el &cido lactico, citrico o acético.
inconvenientes como el efecto sobre las caradtardst En relacion con Campylobacter uno de los
organolépticas de la canal (apariencia y colomatdégenos que ha suscitado mayor preocupacion en
ademas presenta el problema de la posidies dltimos afios, un importante factor a considesar
redistribucion de la carga microbiana. su baja dosis infectiva, bastan 500 células de
Una alternativa a la utilizacion de agua calierste €ampylobacter jejunipara causar la enfermedad.
el vapor a 100°C. Un tratamiento con vapor de 80 sAdemas, aunque esta bacteria no crece a bajas
presion atmosférica reduce las poblaciones temperaturas, sobrevive durante el almacenamiento e
Campylobacter jejuniy E. coli pero afecta condiciones de refrigeraciéon (Bell y Kyriakides
negativamente al aspecto de las canales (Jamds y @09). En evaluaciones del riesgo realizadas se ha

2007). estimado que wuna reduccibn de 2 unidades
logaritmicas en los recuentos @ampylobacteren
Radiaciones ionizantes carne de pollo supondria una reduccion de 30 v&tes

los casos de campylobacteriosis humaRasénquist

Las radiaciones ionizantes son eficaces como col., 2003) Por ello, parece oportuno abordar
procedimiento de descontaminacion, consiguiéndogstrategias para reducir la incidencia de

reducciones de 2-3 unidades logaritmicas de basteitampylobacter  jejuni en aves como la

patogenas no esporuladas, corBalmonella La descontaminacion. El tratamiento de pollo con acido
aplicacion de dosis de 1,5-2,5 kGy en pollo sogtrico, acido acético y propiénico a concentraeion
eficaces frente aCampylobacter no detectandose de| 204 reduce las poblaciones @ejejuni 2,66; 2,35

dicho patégeno en las canales irradiadas (Farkag 62 unidades logaritmicas, respectivamente (Maya
1998). Sin embargo, la irradiacion tiene 012).

inconveniente del rechazo por parte del consumidor.

c . , . Clorito sd6dico acidificado
Acidos organicos
El clorito sddico acidificado en solucién acuosa a
a concentracion de 500-1.200 mg/L se ha mostrado
caz frente a bacterias patégenas y alterantes en
anales. El clorito sédico acidificado se considera

Los &cidos organicos a concentraciones del 1-33
reducen la flora alterante en canales entre 1 ye%
unidades logaritmicas (Gonzalez-Fandos

Dominguez, 2006, 2007, Smulders y Greer 199§ eguro para el consumidor si se emplea a bajas

jggggntgﬂmgci%indggs (Zuoe()cl3<e)n Ioio:;?g:;m?;iang ncentraciones, ademas no afecta al sabor, textura
P idad de la carne, tan sélo ocasiona una ligera

consiguen reducciones de mas de 0.’5 _u,n|da Scoloracion si se utiliza a altas concentraciones
I,og.arltm|ca,s,. por lo que la dgscontamlnamon Co(rl)(empycol., 2001, Maya, 2012).
acidos organicos se puede considerar eficaz.

La eficacia de los acidos organicos depende del o
tipo y concentracion del acido organico, tempeeatu Fosfato Trisodico
tiempo, método de aplicacion, tipo de carne, tipo d El fosfato trisddico se utiliza en soluciones a@sos
microorganismo y contaminacion inicial. En generah concentraciones entre el 8 y el 12%. La FDA (Food
el tratamiento con acidos organicos es mas efinaz gnd Drug Administration) en 1992 reconocié a este
canales de vacuno o porcino que en pollo, ya quec@mpuesto como GRAS, es decir sustancia reconocida
pH de la cerne de pollo en mas elevado (Gonzalessmo segura, permitiendo su utilizacion durante el
Fandos y Herrera 2013a). procesado de canales de aves.

La utilizacién de acidos organicos ha despertado La eficacia antimicrobiana del fosfato trisodico
gran interés, ya que en general son sustancigénte a microorganismos patégenos y alterantes ha
reconocidas como seguras (GRAS). Ademas silo estudiada por diversos autores. Este compassto
concentraciones entre el 1-3% no afectan al col@specialmente eficaz frente a bacterias Gram
olor, textura y apariencia de la carne (Gonzalegegativas com&almonellalLa descontaminacion con
Fandos y Herrera 2013b; Smulders y Greer 1998) fosfato trisodico no afecta negativamente a las

Existen numerosos estudios sobre la eficacia dgiracteristicas sensoriales de la carne (Maya 2012)
acido lactico, &cido acético y citrico tanto fremte

flora alterante como patégena (Gonzélez-Fandos y
col., 2009, Maya 2012). En relacion con el &cido
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LA DESCONTAMINACION DE CANALES EN autorizacion en la Unién Europea los tratamientos
LA UNION EUROPEA: SITUACION LEGAL. descontaminacion de la carne.
, . : En 2006 los Comités de la EFSA BIOHAZ (Panel
La situacién legal respecto a los tratamientos de . )
descontaminacion en canales difiere segun Iosspal'sOn _3|olog|cal Ha_zards) y AFC (F_’anel on FO.Od
%dltlves, Flavourings, Processing Aids and Materia

En algunos paises como Estados Unidos, Canad contact with Food) elaboraron una guia para la
Australia desde hace afios se han autorizado dis;tinkn . . a g p
%/(?Iuamon de sustancias destinadas a la

procedimientos de descontaminacion de canales taﬁ L - .
escontaminacion de superficies de alimentos de

fisicos como quimicos. Esta autorizacion de hadmasa igen animal (EFSA 2006c). Este documento fue

. ., . ., I
en la consideracién de que la contaminacion de 349 o
canales es inevitable incluso con las mejores ipegct revisado en 2010 por el Comité BIOHAZ (EFSA

higiénicas, por lo que procede un tratamient%o.lo)' El alcance de este documento es servir de

S . : . rientacion sobre los principales factores y dajos
higienizante que permita reducir el riesgo para ﬁan expediente de evalEacic’)ﬁ debe contene¥ endalaci
salud del consumidor. P

2 - con la informacion técnica, evaluacion de la setqari
En la Union Europea tradicionalmente no se ha ’

permitido el empleo de ningdn sistema Y eficacia de las sustancias que se pretendanaaplic

. . . ra la descontaminacion.
Sgrs]c;);ljgrggz(g%n de las canales distinto al ducha%%E 2013 el Reglamento UE 101/2013 ha

- C . utorizado la utilizacién de acido lactico paraucid
La evaluacion cientifica de los tratamiento P

. L, Ja contaminacion de la superficie de las canales de
descontaminantes de la carne se inici6 en la Unl‘r’h . P

Europea con dos informes del Comité Cientific ovino.
Vetermar~|o sobre medidas relativas a la SaIUd'mblngUOGRAFl’A
en los afios 1998 y 2003 (SCVPH, 1998, 2003). En
dichos informes se puso de manifiesto la utilided & ; :
. . ., approach to the organism and its control. OxfordieW

los tr_atamlentos de descqntaml.ngmon de la casre, P Blackwell
con3|der_ados_ como me_d'os adlcu_)nales para reduCIrBlosilevac, J. M., Nou, X., Barkocy-Gallagher, G. Arthur, T.
carga microbiana y aplicados Gnicamente como parte m., Koohmaraie, M. 2006. Treatments using hot watstead
de un programa de control integrado a lo largoodat  of lactic acid reduce levels of aerobic bacteriad an
la cadena alimentaria. Enterobacteriaceae and reduce the prevalen&sdierichia

El Reglamento CE 853/2004 abri6 la posibilidad coli OJ..57:H7 on preevisceration beef carcasses. J Food
de la autorizacion de compuestos para la Protection, 69, 1808-1813.

descontaminacién de canales en mataderos. En digﬁif‘ 2005. Opinion of the Scientiic Panel on Biotay
azards on the evaluation of the efficacy of peazkys for

Reglamentq se 'n_dlca qu_e_ “I(?S operadore_zs_ de la use as an antimicrobial substance applied on gotditcasses.
empresa alimentaria no utilizaran para la elimidar  ggsa journal, 306, 1-10.
contaminacion de la superficie de los productos @gsa 2006a. Opinion from the Scientific Panel on I@ical
origen animal ninguna sustancia distinta del agua Hazards on the evaluation of the efficacy of L(-ctic acid
potable a menos que dicha sustancia haya sidofor carcass decontamination. EFSA Journal, 342, 1-6
autorizada. A partir de dicho Reglamento La EFSA He&rSA 2006b. Opinion of the Scientific Panel on Bgml
realizado evaluaciones cientificas de distintos Hazards on the request from the European Commissiated
tratamientos quimicos (fosfato trisédico, clorito © e evaluation of the efficacy of SAN-PEL_ foseuas an
. . e N, A antimicrobial substance applied on carcasses ofkehs,
sIOQ|co,aq|d|f|cado, peroxiacidos, qI|OX|do de cloro, turkeys, quails, pigs, beef, sheep, goats and gamie in
acido lactico, etc) como descontaminantes de canale ashing the shells of eggs. EFSA Journal, 352, 1-6.
La EFSA ha emitido varios dictamenes cientificosFsa 2006c. Joint AFC/BIOHAZ guidance document oe th
sobre la eficacia y la inocuidad de las sustarusaa safety and the efficacy of substances for the remnmf
eliminar la contaminacion microbiana de la supéfic ~ microbial surface contamination of foods of aninoaigin.
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Listeria monocytogeneen productos carnicos

Antonio Espaiiol

Servicio de Seguridad Alimentaria, Salud Ambiept@bordinacién de la Direccion General de Salud Rizbdel
Gobierno de Aragon, Espafi@espannol@aragon.es

La presencia dd.isteria monocytogeneen los contaminacién. También en su Articulo 5 establace |
productos carnicos supone un problema de primeshligatoriedad de realizar muestreo de superfieres
magnitud en las industrias. Este riesgo tiene des industrias que elaboran listos para el consumo
vertientes, la que corresponde al riesgo sanitameo susceptibles de riesgo pdr. monocytogenesLas
agente zoonoésico que puede comprometer darnes frescas y los preparados de carne que,
seguridad alimentaria de los productos elaboraglospreviamente a su consumo, sufriran un tratamiento
la que hace referencia al riesgo comercial, por $&rmico no requieren analizarse.
importancia en la exportacion a determinados tescer El criterio de los Estados Unidos frente La
paises. Este segundo aspecto no es desdefiable pompnocytogeneka sido seguido mayoritariamente por
puede bloguear las expectativas de ampliacion Mbes paises enumerados y es Ausencia en 25g es listo
mercados que puedan haberse trazado. para el consumo. Ademéas los EEUU establecen la

En cuanto a la listeriosis humana, simplementebligacion de acogerse a una de las 4 Alternatieas
pretendo hacer una reflexion sobre las tasas @entrol que estipula su legislacion dependiendo
incidencia que se obtienen y el hecho de que nofsadamentalmente de los agentes o0 procesos
trate de una Enfermedad de Declaracién Obligatorantimicrobianos utilizados en su elaboracion y ale |
con las consecuencias que esto comporta a la koraegistencia de exposicidn post-letal. También marca
la investigaciéon de las causas de los potenciales muestreos de superficies tanto de contactatdire
casos. como no. Para Japén y el resto de paises el oriteri

Para las industrias que exportan o pretendeplicado es asimismo Ausencia en 25g.
exportar productos cérnicos a los Estados Unidos, La Unién Aduanera va mucho mas alla, exigiendo
Canada, Japén o la Union Aduanera -RusiAusencia en 25g también para las canales, lagzarn
Bielorrusia y Kazajstdn- ademas de otros paises diescas y los preparados de carne. Tratdndose de
entorno de los citados que requieren exigencipsoductos frescos y estando ante una contaminacion
similares, el control dd.isteria monocytogenegs ambiental de muy dificil erradicacion, resulta muy
fundamental para conseguir la  preceptivaomplicado acercarse a poder ofrecer estas gasantia
autorizacidén, y posteriormente para mantenerla. A Por otra parte, se realizan controles en destino v,
través del contacto directo con estos establectogenante un positivo en producto, ademas de decomisarse
en Inspecciones, Auditorias, Tomas de muestrasdevolverse la mercancia sin ninguna posibilidad d
Visitas de delegaciones de terceros paises y otdefensa, por tratarse de muestras de prospec@on, s
actuaciones encaminadas a que consigan entras eralare una no conformidad cuya resolucion es exigente
listas de empresas autorizadas, hemos podigaonlleva muchas verificaciones analiticas targo d
comprobar que se trata de una de las principalbadr Autocontrol como Oficiales. En este periodo debe
comerciales, si no la primera. Ademas, el contralctuarse con la maxima diligencia dado que, denalgu
analitico que se exige, a pesar de ser establettveie manera, las garantias de la autorizacion quedan en
de un excelente nivel higiénico-sanitario, supone entredicho y hay que recuperar el estatus lo antes
factor generador de incertidumbre, ya que Ilposible.
tolerancia O pretendida constituye, en algunoss;aso Las muestras positivas en superficies también

un requerimiento desmedido. necesitan actuaciones inmediatas al haberse
La Union Europea regula este riesgo en elvidenciado posibles vias de contaminacién del
Reglamento 2073/2005 sobre criterioproducto. Debe restituirse la condicion sanitarga d

microbiolégicos aplicables a los productoslichas superficies y establecer medidas preventivas
alimenticios. En esta normatita monocytogenese que eviten la recurrencia.

considera un criterio de seguridad alimentaria pgga  Por tanto, nos encontramos con unas exigencias
productos céarnicos listos para el consumo y seicrobiolégicas de tolerancia 0 frente &.
establece el limite de aceptabilidad en 100 ufc/gionocytogenegue, en ocasiones, son muy dificiles
siempre y cuando, el industrial sea capaz de deanostde cumplir y que pueden echar por tierra todo el
a satisfaccion de la Autoridad Competente que, a ésfuerzo de adaptacion tanto estructural como
largo de su vida util, no se superard ese nivel decumental que se ha hecho en la industria parer pod
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exportar a determinados paises y que pued
constituir una barrera comercial insalvable.

Es absolutamente imprescindible disponer de 1
Plan de Control de. monocytogenesdaptado a cada
industria, y que capacite al establecimiento para u
respuesta rapida. Légicamente sera diferentetsitse
de salazones, productos carnicos crudo-curad
productos carnicos cocidos, platos cocinados adsnic Alimentaria. Ha superado la
loncheados u otro tipo de productos. A esto seafi Oposicién General COM/A/1046 a
que los establecimientos suelen tener distintasasin funcionario de la Comisién Europea
de produccion, muchas de ellas de carnes frescasny la especialidad de Seguridad Alimentaria. Posee
preparados carnicos y que solo a|gunas est&iperiencia profesional amplia en los siguiente® pss:
implicada/s en la exportacién, pero que dentroade ip,sp.ecci(’)n'Sanitaria de Industrias AIimentqriastanaros,
propia empresa pueden comunicarse y compartir aré48cas, lacteas, frutas y verduras, catering mectores
de produccién y equipos. co gpt!vos), |r_npllar}tac:|on .del Autocontrol (APPCC),

. . . analisis microbioldgico de alimentos y aguas.

Por relacionar las diferentes herramientas que el _ ) oL

Plan puede considerar para reducir al maximo gp colaborado con el Instituto Aragonés de Admiatn

. - .~ Publica, como profesor, y con el Departamento de
riesgo deL. monocytogenese pueden citar: €l dlsenoProducci(’)n Animal y Ciencia de los Alimentos de la

de la p_If’alnta y d_e Ios_ eq“'PO_S' los momentos %iversidad de Zaragoza, como Profesor Asociado. Ha
produccion, las exigencias solicitadas para honaologegjizado diversos trabajos académicos e impadidsos

a todos los proveedores, la descripcion detallaa gk formacion en relacién al control Salmonellay Listeria
los productos- ingredientes carnicos y no CArnicasy la industria carnica.

condimentos y especias, aditivos y aromas con sus
justificaciones de wuso y valoracién conjunta,
coadyuvantes tecnolégicos, cultivos estérter, eazim
etc.-; el envasado —tipo, materiales, momento grkig
lote y su definicidn; estudios de vida util, prazesle
fabricacion —tratamientos subletales, letales yt-pos
letales-; las Buenas Practicas de Higiene; el Brogr
Normalizado de Control de la Higiene que debe tener
una participacion muy importante, el Plan de
Limpieza y Desinfecciébn con un Plan especifico
frente a areas en las que se ha detectado
monocytogenes/ sus sistemas de verificacion, el
control de la contaminacién ambiental, el APPCC y
particularmente el Andlisis de Peligros referidd.a
monocytogenesy los PCC’s relacionados con su
control, los laboratorios considerando métodos de
muestreo, métodos analiticos y acreditaciones gstod
aquellas medidas que contribuyan a reforzar ese
control.

En otro orden de cosas, existen grandes
expectativas en cuanto a la negociacibn que esta
teniendo lugar en relacion con el Acuerdo
Transatlantico sobre Comercio e Inversién entre los
EEUU y la UE. Una de las partes objeto de
negociacibn es el reconocimiento de nuestra
legislacion alimentaria. Al menos, seria esperabke
flexibilizacion de las posturas en este marco de
cooperacion que contribuyese a facilitar el contl
Listeria monocytogenelasta un punto en el que la
seguridad alimentaria quedase garantizada sin la
rigidez de los actuales planteamientos.

Antonio Espafiol Pueyoobtuvo la

licenciatura en Veterinaria en la
Universidad de Zaragoza, en 1990.
Desde junio de 1994, ejerce como
Veterinario de la Administracion

Sanitaria, en la Direccion General
de Salud Publica del Gobierno de
Aragon, en el Servicio de Seguridad

170



XIX CONGRESOSEMDE MICROBIOLOGIA DE LOSALIMENTOS

Toxoplasma gondien la industria carnica

Susana Bayarri Fernandez

Nutricion y Bromatologia, Universidad de ZaragoEapafiasbayarri@unizar.es

Toxoplasma gondii protozoo causante de lecocinada infectada uno de los principales riesgos
toxoplasmosis, es un pardsito intracelular obligaiasociados con la toxoplasmosis humana.
capaz de infectar a una amplia variedad den general, en los animales productores de cavse, |
hospedadores. Es de distribucion universal wguistes de Toxoplasma se detectan mas
probablemente, el agente mas frecuente de infeccidecuentemente en cerdos, ovejas y cabras, y menos
protozoaria en el hombre. frecuentemente en ganado vacuno, pollos, conejos y
De entre los principales patégenos resefiados camsnodaballos. Dado su caracter omnivoro, los cerdogiie
agentes principales de enfermedades de transmisgiandes posibilidades de adquirir la infeccion por
alimentaria, Toxoplasmase sitla en segundo lugargondii. Ademas, los quistes pueden persistir durante
superado Unicamente p@almonellaen cuanto al mas de dos afios, siendo el consumo de carne de esta
nimero de muertes anuales que provoca (Scallaregpecie una de las fuentes mas importantes de
col., 2011). infeccién en el hombre.
Los parasitos causan menos brotes que las baggeri&®e han llevado a cabo numerosos estudios serosdgico
los virus. Sin embargo, en muchas ocasiones, para determinar la prevalencia de gondii en
impacto en grupos poblacionales de riesgo esimales de abasto, y los resultados muestran una
considerable, ya que provocan enfermedad grawgan variabilidad entre paises, y entre regionearde
discapacidad e incluso la muerte. Esto va unido mlismo pais. Las tasas de infeccidén estan directi@me
elevado coste que suponen las técnicas diagngsticetacionadas con las practicas de produccion,
la hospitalizacion y el tratamiento (EFSA, 20073teE pudiéndose reducir significativamente el riesgdosn
patréon es aplicable aToxoplasma gondii La animales de abasto mediante el uso de adecuadas
toxoplasmosis, por lo general, cursa de forma tevemedidas de higiene. Con respecto al porcino, stjoe
asintomatica, pero en personas inmunocomprometidies detectar anticuerpos frente Toxoplasma en
es una enfermedad severa. En mujeres embarazagtamjas de produccion extensiva es estadisticamente
existe el riesgo de transmision al feto con gravesayor que en granjas de produccion intensiva. &ste
consecuencias, desde abortos espontaneos, dato importante en el proceso de evaluacion del
nacimientos prematuros y/o enfermedades severasriesgo, teniendo en cuenta las tendencias acteales
el niflo como hidrocefalia, retinocoroiditis,el consumo de carne de animales de granjas organica
calcificaciones intracerebrales y dafios encefglicague producen sus cerdos en extensivo, lo que podria
gue reducen significativamente su calidad de vida. provocar una reemergencia de las tasas de infeccion
El ciclo de este paréasito consta de una fase Ha toxoplasmosis no es una enfermedad de
reproduccion sexual que tiene lugar en el gatagsot declaracion obligatoria, y, aunque se transmite a
felinos, que son los hospedadores definitivos, rg ottravés del consumo de carne, en la actual legisiaci
de reproduccion asexual en los huéspedds la Unidon Europea no existen criterios para su
intermediarios, como el hombre y otros mamiferos, deteccion en matadero. La Autoridad Europea de
cualquier otro animal de sangre caliente como |&eguridad Alimentaria consideffa gondiicomo uno
aves. El huésped intermediario se infecta por &e los riesgos biologicos mas relevantes en ebgtmt
ingestion de ooquistes esporulados, o por la ifdyestde la inspeccién de la carne de cerdo, y recomienda
de carne que contiene quistes con bradizoitos. Ugue se establezcan normas que incluyan indicadores
vez en el organismo, los taquizoitos, que es lmdor de bienestar animal y de las principales enfermesiad
activa de replicacion del parasito, se distribugenel endémicas porcinas, para que se evalle de manera
sistema circulatorio y linfatico, dirigiéndosecontinua la calidad de la salud y el bienestarade |
principalmente al tejido muscular y nervioso doetle animales durante la inspeccion (EFSA, 2011).
parasito se multiplica de forma lenta (bradizoito),as medidas de prevencién y control deben comenzar
produciéndose la formacion de quistes comen la granja, con la aplicacion de Buenas Practleas
mecanismo de defensa del hospedador ante Hgiene (BPHs) (Reglamento CE n° 852/2004), y
parasito. En los animales de abasto los quistedepuecontinuar en la industria carnica, con la aplicaaié
persistir durante toda la vida del animaltratamientos tecnoldgicos que afecten a la viadilid
constituyendo el consumo de carne cruda o podel parasito, reduciendo el riesgo. En este sensiglo
han realizado estudios que han demostrado que los
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quistes tisulares presentes en la carne son sidespt patdgenos lleva a las empresas del sector carrico a
a diferentes tratamientos fisicos como el tratatoienmnecesidad de conocer datos cientificos sobre eloefe
térmico con calor, la congelacion, la irradiaciéte® de los tratamientos tecnolégicos que aplican para
altas presiones. poder garantizar la seguridad alimentaria.
Jacobs y col. (1960) fueron los primesmsdemostrar Nuestro grupo de investigacion llevd a cabo un
que el calor podia inactivar los quistes destudio pionero en aportar datos sobre la infl@enci
Toxoplasma A 50°C es necesaria una hora pardel proceso tecnologico de elaboracion de jamén
inactivarlos, mientras que se produce una destioccicurado en la viabilidad d&. gondij utilizando la
inmediata cuando la temperatura interna de la cangenica de bioensayo en raton para evaluar elaigsg
alcanza los 67°C. Sin embargo, el cocinado cama infeccion derivada del consumo de este producto
microondas de carne infectada no garantiza ¢érnico. Este método es el de referencia para el
destruccién del parasito debido, probablemente, aklamiento deToxoplasmaen alimentos. El estudio
reparto no uniforme del calor (Lake y col., 2002).  determiné que el tiempo de curado era fundameatal p

El efecto de la congelacion en la viabilidad de lodestruir el parasito, no detectandose quistesesahi el
quistes d& oxoplasmdue descrito por primera vez enproducto final (14 meses), mientras que a mitad del
1965 (Sommer y col., 1965). En general, lproceso de curacién (7 meses) se aislaron formas
congelacion puede inactivar los quistes tisulaee$.d infectantes del parasito (Bayarri y col., 2010)teEs
gondii, pero es necesaria una combinacion adecuagitudio se completé con el andlisis de la prevaenc
de temperatura y tiempo para conseguir una eficaciaT. gondiien muestras de carne de cerdo y jamones
del 100%. curados de diferentes modalidades disponibles en el
La irradiacion gamma puede ser efectiva frenfe a comercio (paleta y jamén de cerdo blanco o ibérico,
gondii, a dosis de entre 0,4 y 0,7 kGy hasta 1,0 kGgroducto en lonchas, piezas enteras, etc). El iparas
Sin embargo, la utilizacién de este tratamient@ par fue detectado en el 8% de las muestras de carne
conservacion de la carne esta prohibida en Eurofpasca, no detectandose en las muestras de jamoén
(Aymerich y col., 2008). Asimismo, se ha demostradourado (Bayarri y col., 2012).

que los tratamientos con altas presiones a 300 MPstos resultados aportan datos que hasta el momento
pueden ser efectivos en la destruccion del paraséian desconocidos por la falta de estudios al céspe
(Lindsay y col., 2004). Sin embargo, es necesario estudiar otros productos
Se han realizado diversos estudios sobre el efgeto con tiempos y condiciones de curado diferentes para
ejercen técnicas de curado como la adicion deebalpoder conseguir realizar una evaluacién del riesgo
ahumado o la fermentacioén, sobre la viabilidadode [completa. La reduccion del tiempo de curado en
quistes. Algunos estudios advierten que el prodesojamén conlleva una disminucién considerable de los
curado podria ser insuficiente para destruir ehgits, costes de produccion y por tanto puede ser una
y estudios epidemiologicos apuntan al consumo tierramienta de mejora de competitividad del la
productos céarnicos curados como un factor de riesgmpresa. Sin embargo, es un imperativo de mercado
de adquirir toxoplasmosis durante el embarazgarantizar la seguridad alimentaria de los producto
Ademads, aunqgue los nitritos previenen el crecimientomercializados.

de microorganismos patogenos, su efecto sobre Aatualmente estamos llevando a cabo un proyecto
viabilidad de los quistes d&. gondii todavia es INNPACTO IPT-2012-0189-060000 titulado
desconocido. “Evaluacién y control del riesgo d&oxoplasma
Espafia es un pais con una larga tradicion en dandii en jamon y desarrollo de métodos rapidos para
elaboracion y consumo de productos carnicos curadekanalisis de.isteria monocytogenés Con respecto

Lo diverso de nuestra produccion chacinera, que a&. gondij la finalidad de este proyecto es evaluar la
extiende a todos los rincones de nuestro pais,aforeficacia del procesado del jamén curado en la
parte de nuestro acervo cultural y gastronémices y inactivacion del parasito, y contribuir a estabides
apreciada dentro y fuera de nuestras fronteraso®e medidas preventivas y de control adecuadas en las
elaborados con carne de cerdo, el jamén curadsires,distintas etapas del proceso de produccién (en
lugar a duda, uno de los productos mas embleméatigoeduccion primaria, en matadero y en el secadero),
de la gastronomia espafola, siendo nuestro paisgeé pueden ser utilizadas por la empresa carniea pa
primer productor mundial de jamones y paletgsoder ofrecer al consumidor un producto seguro y de
curados. Cualquier tipo de riesgo sanitario, genrea calidad.

respuesta inmediata y contundente por parte débn los datos obtenidos pretendemos establecer la
consumidor, que trae como consecuencia el abandaestion del riesgo en la etapa mas apropiada de la
del consumo de un producto determinado. Por ello,dadena de produccion que permita a la empresa
demanda de los consumidores de alimentos libres aigtificar un producto inocuo con vistas al coneerci
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Vida util de lacén cocido loncheado envasado en afisfera modificada

Marta Mourelle, Ana Sanjurjo, J. Antonio SalazanaMarreiro y Montserrat Cabaneiro

Micral Analisis Alimentarios S.L., Lugo, Espaiiécral@micral.net

El presente estudio tiene como objetivo mostrastabilidad sanitaria y comercial, mediante estudio
de durabilidad, de un producto carnico cocido (c¢ posteriormente loncheado, para su
comercializacion en envase unitario de 120g enusdagcon atmdsfera protectora. Se tratara de
estudiar el efecto dethoque de frioen la velocidad de crecimiento de las bacteriasibjEs
alterantes.

INTRODUCCION Andlisis microbioldgicos: Se procede a la determinacion
e los siguientes parametros microbioldgicos, referos

Numerosos estudios muestran la importancia dej@n la estabilidad sanitaria y comercial (organidép del
temperatura en la velocidad de crecimientgroducto elaborado:

microbiano y, particularmente, la influencia de los Gérmenes aerobios meséfilos (TVC)

cambios de temperatura en la fdag microbiana Bacterias acido lacticas (BAL)

(fase de latencia) (Dens y col., 2005). Enterobacteriaceas totales (ENT)
En el presente estudio, someteremos envases déviohosy levaduras (YM)

lacén cocido y loncheado a diferentes condiciorees d Listeria monocytogengsMO)

temperatura (0°C+ -18°C), aplicada inmediatamente_I_Te‘z:r"_:fgrsnggafll_'\t/'gag:e Biomerieux validado segun ISO 4833

después del loncheado. Comprobaremos el efecto T . .

. . P o empo BAL de Biomerieux
esas condiciones y deI_ tiempo (10 dias) en la vidla dENT Tempo EB de Biomerieux validado segun ISO 21528
del producto, mantenido a temperaturas dentro del,
rango de refrigeracion (simulacion de condiciones &m Tempo YM de Biomerieux validado por AEOC
transporte y exposicion durante la venta). La darac LMO ELFA VIDAS Biomerieux validado segun 1SO
de la faselag serd condicionante de la vida util del 11290-1
producto. Cualquier parametro que afecte a la
velocidad de crecimiento, asi como lesiones en IRESULTADOS Y DISCUSION
bacterias como consecuencia del posible dafio
subletal, repercutirdn en la prolongacion de dfalsa lag de los gérmenes posibles alterantes,

Iagée seleccionan los parametros microbiologicc2mPararemos los recuentos encontrados de TVC y
I p : 10109ICq3| "en las diferentes condiciones de procesadon |

indicadores de la estabilidad sanitaria y ComerCiaferentes dias de estudio, segdn se indica ea 1abl
(organoléptica), realizando su seguimiento en '

condiciones de temperatura regulada y a tiempo redl),, 1 pias de estudio
estimado de vida util (40 dias).

Para evaluar el efecto de la temperatura en la fase

DIA <79C/40 dias | 0°C/10 dias | <-18°C/10 dias

MATERIAL Y METODOS ESTUDIO | = +<7°C/30 dias | +<7°C/30 dias
Se toma una muestra representativa, compuesta de [80 9 0
unidades de una partida de fabricacién estandaradas 5 5
inmediatamente después del proceso de envasado. H-a 12 12 ig ig
muestra se divide en 3 lotes, sometiendo cada emdias a 20 20 0 0
diferentes rangos dghoque frio 25 25 25 25

Lote 1: compuesta de 32 bandejas que se introdeicen 30 30 30 30
camara de refrigeracion mantenida en limite dg7P€/40 -
dias El control de temperatura se realiza con

Lote 2: compuesta de 24 bandejas que se introchzm:entermémetro Datalogger Testo 174.

camara de refrigeracion en limite de<B®°C/10 dias + T2

<7°C/30 dias. A continuacion se muestran los resultados
Lote 3: compuesta de 24 bandejas que se introdercenencontrados.

camara de congelacion en limite de J48°C/10 dias + T2

<7°C/30 dias.

Los dias de estudio se muestran en tabla 1.
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Figura 1: Niveles microbiolégicos TVC y BAL encontrados, Los niveles de BAL a dia 10 presentan un
entre dia O,y gll'a 10, en unidades mantenidas<&/C (valores jncremento de 1 - 2 lagen muestras mantenidas a T@
media logaritmica) ] .
rec <7°C; se mantienen estables en las muestras
mantenidas a 0°C y presentan un ligero descenso en
las muestras mantenidas a18°C.
Hasta el dia 31, se observa una diferencia
significativa entre las muestras que previamente
fueron almacenadas a 0°C<0-18°C durante los 10
L By primeros dias de vida util y las muestras que poofu
' sometidas achoque de frio Se sospecha asi un
alargamiento de la fadag, hasta el inicio de la fase
de crecimiento exponencial, en especial de las BAL.
A partir del dia 35 de vida util, las diferencias e
crecimiento exponencial son menos significativas.
A la vista de los resultados encontrados, se puede
Figura 2: Resultados log UFC TVC/g. Comparativa entre lotes Sospechar que, en el caso de productos cocidos que
(valores media logaritmica) requieren enfriamiento tras el proceso de hornegado,
e donde se corta la cadena de frio durante la fase de
loncheado y envasado, es importante asegurar
refrigeracion inmediata, siendo recomendaltieque

) ~ frio a temperaturas 0°C.
' /j\ Es posible que la mayor parte de las bacterias
o alterantes que proliferan durante la vida d0til, se
/ /’/ o encuentren ya en fase estacionaria cuando se
enfriaron, como consecuencia de un enfriamiento
lento y prolongado de las piezas. El mantenimieeto
temperatura 0°C en la fabrica, antes de la expedicion
I I del producto, puede retrasar el inicio de la
proliferacion microbiana de posibles gérmenes
Figura 3: Resultados log UFC BAL/g. Comparativa entre lotes alterantes (en especial el grupo de BAL), de manera

(valores media logaritmica). que se pueda prolongar la vida util del producto
BAL durante la comercializacion.
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Calidad microbiolégica de la leche pasterizada sumistrada en maquinas
expendedoras. Comunidad Autonoma del Pais Vasco.12B2013
Dolores Coll Jordd Carmen Oria EaspBelen Moreno Montoya Inmaculada Garcia Robfes

Begofia de Pablo Bustdvi@ Victoria Bravo VéquzjézJanire Elorduy GoyenecheJon Uribarri
Atutxa

! Direccién de Salud Publica y Adicciones. Departatoale. Salud. Gobierno Vasazoll@ej-gv.es
Area de Salud Ayuntamiento de Bilbao

La venta de leche en maquinas expendedoras egaxtaca comercial, que se ha desarrollado en los
ultimos afios; en este trabajo se presentan lodtadsa del control e investigacion analitica en
maquinas expendedoras de leche pasterizada enrlar@ad Auténoma del Pais Vasco entre 2010 y
2013, ademas de su evolucién en el mercado. L@nedros analizados han sido Enterobacterias a
37°C yListeria monocytogenes

Los parametros microbiolégicos han mejorado erdseafios estudiados, pasando de un 36,5% de
muestras correctas en 2010 (n=31) a un 96,9% e 20432). Todos los incumplimientos
corresponden a Enterobacterias a 37°C.

En cuanto al nUmero de expendedoras de forma ghamahumentado en el periodo estudiado (de 11
a 19), pero con una desigual distribucion terriotian aumentado en Gipuzkoa, mantenido en Alava
y disminuido en Bizkaia".

INTRODUCCION transportadasl laboratorio en recipientes isotermos con

. . .. _acumuladores de frio
La venta de leche pasterizada en maquinas

expendedoras se inici6 en el afio 2010 en | ;

Comunidad Autéonoma del Pais Vasco (CAPV).aRESULTADOSYDISCUSION

Paralelamente ese mismo afio se puso en marcha un En el periodo estudiado fueron analizadas un

seguimiento y control de las mismas, que incluge latotal de 146 muestras, de las cuales 72 fueron

condiciones de los establecimientos suministradorecalificadas como incorrectas. En 2010 de un tatal d

y de las maquinas expendedoras y la verificaciorBl muestras, 21 fueron incorrectas; en 2011 de 37,

analitica de la calidad microbiologica de la leche22 fueron incorrectas; en 2012 de 46, 18 fueron

suministrada. incorrectas y en 2013 de 32 muestras unicamente 1
Objetivo: Describir la evaluacion y evolucion de fue incorrecta.

los resultados analiticos de la leche pasterizada En ninguna de las muestras fue detectada la

suministrada por maquinas expendedoras en laresencia delisteria monocytogenesTodos los

CAPV entre los afios 2010 y 2013. Describir laincumplimientos correspondieron a recuentos altos

evolucion del niumero de maquinas expendedoras ge Enterobacterias a 37°C. La evolucién de los

su distribucion territorial recuentos elevados por afio se presenta en elarafic

1.
MATERIAL Y METODOS Aplicando Chi a los porcentajes de muestras

En todas las maquinas expendedoras de la CAPVn‘uero'ntgx.)rrectas Ogtgglldas eln los suceSIVIOS anos Ise
tomadas muestras, para la investigacion analiiea dOPtene ung<o, por lo que se concluye que e

recuento de Enterobacterias a 37F&K) 21528-2:2004, y ~Porcentaje de muestras correctas aumenta cada afio,
Listeria  monocytogenes, deteccion por ELFA, Y ademas los recuentos de Enterobacterias a 37°C,

confirmacién por cultivo y mediante deteccion p@RPa  de las incorrectas son cada vez mas bajos.

tiempo real y confirmaciéon por cultivo. Se consaten El nimero de méaquinas expendedoras ha
resultados correctos cuando el recuento de Enteteris  aumentado, pasando de 29 en 2010 a 32 en 2013. La
a 37°C era inferior a <10 ufc/ml y ausencialdsteria  gijstribucion territorial de las maquinas expendesor
monocytogenesn 25 ml (_Reglamento 2073/2005) Todas gg desigual, existiendo un numerds elevado en

las muestras fueron analizadas en los laboratded3alud Gipuzkoa que ha ido aumentando desde 11 en 2010
Publica del Gobierno Vasco y en el del areasSdéud del hasta un total de 19 en 2013: en Alava ha pasado de

Ayuntamiento de Bilbao en los que las técnicaszatilas ) N
se encuentran acreditadas por ENAC bajo 1ISO 17025. 4 en 2010 a 7 en 2013, mientras que en Bizkaia ha

muestras fueron tomadas eenvases estériles, y disminuido de 14 en 2010 a 6 en 2013
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Tabla 1 Recuento de Enterobacterias a 37°C en ufc/ml, fimr a
y nimero de muestras.

RECUENTO
Ao | <10| 20 >11g >llgj >10' | Total | Correctas
2000 | 10| 6| 8 6 1] 31 32,3
2011 | 15| 14| 8 0 ol 37 405
2012 | 28| 11| 7 0 ol 46 60,9
2013 | 31| 1| o0 0 0| =2 96,9
Total | 84 | 32 | 23| 6 1| 146 57,5

Los suministradores eran 9 en 2010, pasando a 13
en el 2013

De forma general la calidad microbiolégica de la
leche suministrada por maquinas expendedoras ha
mejorado a lo largo del periodo estudiado, ya que
aunque se mantiene en 2011 y 2012 un numero
elevado de resultados incorrectos, los recuentos so
cada vez mas bajos. En 2013 los resultados fueron
muy buenos.

El patdgeno investigaddjsteria monocytogenes
no ha sido detectado en ninguna de las muestras
investigadas.

La distribucion y evoluciébn del namero de
maquinas expendedoras presenta una marcada
diferencia territorial.
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Evaluacion deDebaryomyces hansentiomo cultivo protector para reducir la
presencia de ocratoxina A en productos carnicos madados

Belén Peromingo, Josué Delgado, Lourdes SanchezektnriElena Bermudez, Mar Rodriguez y
M2 Jesus Andrade
Higieney Seguridad Alimentaria, Departamento de Produc@dimmal y Ciencia de los Alimentos, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Extremadura. Aveniddal&niversidad, s/n, 10003 Céaceres, Espafia
belenperomingo@gmail.com

Durante el proceso de maduracién de los produ@dosons madurados, las condiciones ecolégicas
favorecen el desarrollo de una poblacion fungicawesuperficie, entre la que se encuentran mohos
capaces de producir micotoxinas como la ocratoRI®TA). Una de las posibles estrategias para
controlar su presencia consiste en utilizar cudtipootectores, como las levadur@ebaryomyces
hanseniies la especie que con mas frecuencia se aislst@nproductos. El objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de cuatro cepa®dbanseniiaisladas de productos carnicos madurados sobre el
crecimiento y la produccion de OTA de una cep®eeicilliumverrucosunaislada de jamén curado.
Cada una de las levaduras se cultivé conjuntanoemtel moho, del cual se determiné su crecimiento
mediante peso seco del micelio asi como la prodocde OTA mediante UHPLC-MS/MS. Las
cuatro cepas dB. hanseniievaluadas mostraron una inhibicion del crecimiel®B. verrucosungue
oscilé entre el 64 y el 96%, no detectandose lagmeaa de OTA en tres de los co-cultivos. En el
ensayo realizado en salchich6n no se observé umbididn significativa del crecimiento de.
verrucosumpero se detecté un menor contenido de OTA erdoadise la reduccion entre un 78 y un
93%. La cepaD. hansenii226G fue la que proporcion6 los mejores resulta@dogo sobre el
crecimiento del moho como sobre la presencia dueit@toxina en salchichon. En conclusion, esta
cepa podria ser propuesta como cultivo protecta pbcontrol del peligro asociado a la preseneia d
OTA durante el procesado de los productos carmadurados.

INTRODUCCION Preparacién del inéculo. Las levaduras se cultivaron en
., caldo YES (20 g/l de extracto de levadura, 125 dg/|
_Durante el proceso de maduracion de 10s produciQg arosa) a 25°C durante 72 h en agitacion. Lasasspe
carnicos madurados tiene lugar la proliferaciémii® p_ verrucosunse obtuvieron tras su cultivo en agar extracto
poblacion fungica en su superficie entre la quelpne de malta (20 g/l extracto de malta, 20 g/l glucabkay/l
encontrarse mohos capaces de producir micotoxinpsptona, 10 g/l agar bacterioldgico) a 25°C durabtdias.
siendo la de mayor relevancia la ocratoxina A (QTAJras la incubacion, se prepararon las suspensidiees
Entre las estrategias capaces de controlar lanmiese células de levaduras y de esporas del moho emjuleagua
de mohos ocratoxigénicos en estos productos Wia pura esteril. La concentracion de los indsuke
encuentran las de biocontrol. AsDebaryomyces calculé utilizando una camara de recuento Thoma.

hansenii, la especie de levadura mas cominmenf/2luacion de la capacidad antifingica deD. hansenii
' en medio de cultivo. Cada cepa dé. hansenii (1¢P

encontrada en estos productos, ha mostrado Caﬂac,'gaulas/ml) se inoculd conjuntamente cBn verrucosum

antifingica frente a mohos toxigénicos en jamOfAg® esporas/ml) en caldo YES. Ademéas se prepararon
curado (Andrade y col., 2014; Simoncini y col.controles de todos los microorganismos inoculados
2014). Sin embargo, esta capacidad no ha sim@ividualmente. Tras la incubacion a 20°C durdrielias
estudiada en otros tipos de productos carnices determino el crecimiento del moho mediante &b seco
madurados. Por ello, el objetivo de este estudio Hel micelio obtenido por filtracion y el desarrolide
sido evaluar el efecto que originaban cuatro cejgas levaduras mediante recuento en agar Dicloran 18ee@l|
D. hanseniisobre el crecimiento y la produccién déPG18). La produccion de OTA se determind tras
OTA por una cepa dePenicillium verrucosum, extraccmn_,con cloroformo_, evaporacion del’_e>§tracto
aisladas todas ellas de productos carnicos madsjra suspension en acetonitrilo, filtracion y analiger

| fin d q tilizad asti PLC-MS/MS. Los ensayos se realizaron por triglica
con €l Tin de que puedan ser utilizadas como VEvaluacion de la capacidad antifingica deD. hansenii

protectores en embutidos madurados. en embutidos.Para evaluar la actividad inhibidora de las
MATERIAL Y METODOS levaduras en condiciones similares a las del paotesle

los productos carnicos madurados se llevo a calemsayo
Material biol6gico. Se utilizaron 4 cepas dB. hansenii en salchichén comercial. Se realizé una inoculaciém.
(125G, 253H, 226G y 29P) y una cepa ocratoxigété®.  verrucosumPv45 (18 esporas/ml) en presencia o ausencia
verrucosum(Pv45), procedentes de la coleccién de cultivoge cada cepa de. hansenii(10° células/ml) en lonchas de
del Grupo de Higiene y Seguridad Alimentaria de lgalchich6n obtenidas en condiciones asépticas y se
Universidad de Extremadura. incubaron en recipientes con humedad relativa déb &
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20°C durante 21 dias. Se realizaron dos ensayos
duplicado. Se determind el crecimiento de las levasly el
moho al final de la incubacién, mediante recueetosigar

DG18, y se evalué el contenido en OTA siguiendo %

protocolo descrito por Rodriguez y col. (2012) etgunas
modificaciones. Los extractos obtenidos fueron iaadbs
por UHPLC-MS/MS.

Analisis estadistico El
mediante un analisis de la varianza (ANOVA) con
software IBM SPSS Statistics 19.0. Para comparar

peoho como sobre la presencia de OTA en el ensayo
en embutidos, ésta podria ser propuesta para su
empleo como cultivo protector en la industria cZani

on el objetivo de controlar el peligro de la presa

de mohos productores de OTA. Esto resulta de gran
interés para la implantacion de los sistemas APPCC

analisis estadistico se realizgd® las industrias carnicas, ya que podria ser una

dnedida preventiva adecuada para evitar el peligro
|@sociado a la presencia de mohos productores de OTA

valores medios de las muestras tratadas con eldete y a la consiguiente presencia de la micotoxinaosn |

control se aplicé la prueba de Dunnet. La signifiia
estadistica se establecié en P < 0,05 y P<0,01.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Efecto antifingico de las cepas dB. hanseniien | yaamionto | (oadtamn | g e | OTA(mg/m)
medio de cultivo. Pv45 - 0,128+0,050 0,08520,082
En los recuentos alcanzados en los lotes inoculgdos 125G 4,37+0,13 - -
individualmente con cada una de las cepas | dg25G+Pv45 4,36%0,15 0,046+0,060 0,019+0,03p
levaduras (Tabla 1), todas alcanzaron valores 253H 4,71£0,07 - -
aproximados de 4,5 lgg ufc/ml, sin existir | 253H+Pv45 4,3+0,50 0,007+0,000* -
diferencias  significativas entre las muestras 226G 4,730,26 - -
inoculadasy siendo la cepa 226G en presencia ¢lel226G+Pv45 5,12+0,64 0,01520,010 -
moho la Unica capaz de alcanzar valores superéorgs  29P 4,88+0,04 - -
5 logyp ufc/ml. 29P+Pv45 4,26+0,84 0,004+0,010%F -

La determinacion del peso seco del

crecimiento en ausencia de levadura. Tres de
cuatro cepas de levaduras estudiadas mostraron
inhibicion significativa (P < 0,05) del crecimientel

productos cérnicos madurados.

Tabla I Recuento de mohos y levaduras y concentracién de OTA
en los ensayos de inhibicion en medio de cultived(a+ desviacion
estandar).

miceli diferencias significativas con respecto al cohBv45 (P<0,05).

ez . . . 2 L **: diferencias significativas con respecto al gcohPv45 (P<0,01).
permitié observar una disminucion del crecimiento

que oscilé entre el 64 y el 96% con respecto Jpbla 2: Recuento de mohos y levaduras en los ensayos de

jnhibicion en salchichénr(edia+ desviacion estandar).

TS

moho, siendo la cepa 29P la que presentd mayor p 45

capacidad inhibidora (Tabla 1). Cuando se anabzort

concentracion de OTA en los co-cultivos, s6lo
detecté con la cepa 125G (Tabla 1), aunque

niveles detectados fueron significativamente mesore

a los del moho en ausencia de levaduras.

Efecto antifingico deD.hanseniien salchichon.

Lote de Rto. levaduras Rto. mohos
UN@atamiento (log ufc/cn? (log ufc/cnf) OTA (Hg/Kg)
Control - - -
2,96+2,574 4,43+0,28 0,713+0,491
125G+Pv45 5,63+0,475 3,95+0,45 0,12040,051*
P€ 253H+Pv45 5,47+0,223 4,41+0,20 0,085+0,071p*
Yo206G+Pv4s 6,58+0,135 4,29+0,25 0,047+0,055**
29P+Pv45 7,47+0,108 6,17+0,00* 0,096+0,0417*

*: diferencias significativas con respecto al cohRv45 (P<0,05).
**: diferencias significativas con respecto al gohPv45 (P<0,01).

En el ensayo realizado en salchichon, se observo i
que todas las cepas de levaduras estudiaddBLIOGRAFIA
presentaron una adecuada implantacion en el pduétdrade, M.J., Thorsen, L., Rodriguez, A., Cordobal, J
carnico (Tabla 2). Sin embargo, no se observd una Jespersen, L., 2014. In__hibi_tion of oc_:hratoxigen_ioulds by
inhibicién  significativa del crecimiento deP. Debaryomyces hansenditrains for biopreservation of dry-
verrucosunPv45, e incluso en el caso de la cepa 29 cured meat products. Int. J. Food Microbiol. 17,77

b , .. del ho (P<0.0 odriguez, A., Rodriguez, M., Martin, A., NGfiez, E4rdoba, J.
_Sl_e b? Sze)rvo un mayor crecimiento del moho ( *~~ 2012, Evaluation of hazard of aflatoxin B1, ochrato&i and
abla 2).

patulin production in dry-cured ham and early débec of
Por otra parte, en las muestras inoculadas producing moulds by gPCR. Food Control 27, 118-126.
conjuntamente coR. verrucosunPv45 y cada una de Simoncini, N., Virgili, R., Spadola, G., BattilanP., 2014.
las levaduras se detecto una reduccion signifizates Autochthonous yeasts as potential biocontrol agemtdry-
entre un 78 y un 93% del contenido de OTA (P<0,01). cured meat products. Food Control 46, 160-167.
Un efecto similar d®. hanseniiha sido descrito en Agradecimientos Este trabajo ha sido financiado con el proyecto

i A AGL2010-21623 del Ministerio de Ciencia e Innovaci con la ayuda
jamon curado (Andrade y col, 2014)' GR10162 del Gobierno de Extremadura y FEDER.

Debido a que la cepa 226G fue la que proporciong :
: o coslﬁmonemmum UN ON £J307LA
los mejores resultados tanto sobre el crecimieeto d “
Una ma-ens ¢ hacer Bargpe

Conseferfa de Empleo, Empresa e Innovacién
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SESION VII: Retos microbioldgicos en la industria éimentaria I1.
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Impacto en la Salud Publica de una extension en périodo de
almacenamiento del huevo cascara

Pablo Romero
European Food Safety Authority (EFSA), Parma, dtdfabloRomeroBarrios@efsa.europa.eu

El Panel de riesgos biologicos (BIOHAZ) hade venta al por menor como en el de consumo en el
valorado recientemente el riesgo para la Saludiéibldomicilio. El modelo sélo consideré huevos@allus
gue podria present&almonellaEnteritidis en huevos gallusya que no se encontraron datos suficientes para
cascara si el periodo de almacenamiento &es otras especies. La valoracion del impacto de lo
prolongase. Dicha valoracion se recoge en ugambios en las condiciones de almacenaje se realizo
opinion cientifica publicada recientemente (EFSAanto en la cadena de distribucion que acaba en el
2014). domicilio particular como para aquellos huevos sgie

El Panel BIOHAZ bas6 sus conclusiones a estiestinan a la restauracion o el catering. Asi mjsao
respecto en los resultados de un modelo cuanttativonsideré también el uso de huevos cuando estos son
gue describe el comportamiento & Enteritidis mezclados de antemano para aquellas preparaciones
transmitida verticalmente de la ponedora al hugso, que asi lo requieren.
que este serotipo ha sido identificado como el Segun los resultados del modelo, la prolongacion
principal patégeno asociado a brotes de enfermedadel tiempo de almacenamiento de los huevos céscara
alimentarias con origen en huevos al ser capaz a@ementa el nimero de casos de salmonelosis por
contaminar el contenido de los huevos durante millon de raciones salvo cuando los huevos es&m bi
formacion en ponedoras infectadas. La contaminaciéocinados (por ejemplo, huevos cocidos). La
a través de la céscara se considera de memnmagnitud de este aumento en el riesgo depende del
importancia en huevos obtenidos bajo condicionéiempo adicional que los huevos permanecen en las
modernas de produccién. ElI papel de Idendas o en el domicilio. Una manera eficaz para
contaminacion externa de la cascara en cuanto retlucir este aumento en el riesgo seria el manteser
riesgo para la Salud Publica no ha podido sbuevos refrigerados en ambas etapas.
cuantificado por falta de datos. Segun los resultados del modelo, extendiendo la

El modelo cuantitativo esta basado en un modelecha limite de venta una semana (de 21 a 28 dias),
previo (Thomas y col.,, 2006), que fue modificadomanteniendo al mismo tiempo la fecha de consumo
para que se ajustase mejor a las condiciones esopareferente actual (28 dias) resultaria en un riesgo
de produccién y almacenamiento de huevos. HElativo de salmonelosis de 1.4 y 1.5 para raciones
modelo actualizado excluye las etapas anteriolas ahechas con huevos crudos o cocinados ligeramente
puesta, ya que se considerd que los posibles cambiespectivamente, comparado con el escenario base. S
en el tiempo de almacenamiento de los huevos sdédo fecha de consumo preferente se ampliase una
afectarian el crecimiento d8. Enteritidis desde el semana (de 28 a 35 dias), el riesgo relativo edtima
momento de la puesta en adelante. Por lo tantosefria de 1.6 y 1.7 respectivamente. En el peopsie |
modelo no incluyé factores a nivel de granja. Seasos evaluados en este ejercicio (fecha limite de
incluyé en el modelo informacién sobre la prevailgncventa de 42 dias y fecha de consumo preferent® de 7
de S. Enteritidis en el interior del huevo de cascala, dias), el riesgo relativo seria de 2.9 y 3.5. Hag g
combinar la proporcién de huevos contaminados ctener en cuenta en cualquier caso que el riesgo
S. Enteritidis producidos por manadas de ponedorabsoluto seguiria siendo mayor en productos que
infectadas, obtenida a partir de informacion puatdlec utilizan huevos crudos comparados con aquellos que
en la literatura cientifica, con la prevalenciadithas usen huevos cocinados ligeramente.
manadas en la Union Europea (UE), estimada En otros escenarios alternativos se valoro el eso d
mediante datos de vigilancia armonizada. refrigeracion aplicado a todos los puntos de veleta

Para el modelo se definieron una serie deuevos cascara tal y como se utiliza hoy en dia en
escenarios. El escenario base fue definido de @sueaquellos establecimientos donde ya estd en uso (es
a la situacion actual con respecto a la fechadim@ decir, asumiendo temperaturas entre 0 y 12 C)uéo g
venta y la fecha de consumo preferente en la U Paesultaria en una reducciéon del riesgo estimado. El
valorar el impacto de posibles cambios en elesgo de salmonelosis se reduciria si la proladgac
almacenaje de huevos céscara, se desarrollaramsvaen la fecha limite de venta no superara las tres
escenarios alternativos, cambiando la duracion y ¢emanas, o si la fecha de consumo preferente se
temperatura de almacenaje de los huevos, tanteh nincrementase una o dos semanas (con fechas lienite d
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venta de 35y 28 dias respectivamente). Si esthade
se prolongasen mas alla de las tres semanass@gbri
de salmonelosis estimado resultante seria mayor ¢==
el actual, incluso si los huevos fuesen refrigesagio :
el punto de venta, asumiendo que la proporcién i
consumidores que no almacena los huevos en
frigorifico no cambiase.
En cuanto al uso de mezclas de huevos, tantg
nivel doméstico como en restauracion o catering,
riesgo relativo de salmonelosis estimado mostiratia
aumento conforme aumentase

Pablo Romero  obtuvo la
Licenciatura en Veterinaria en 1994
(especialidad en Bromatologia,
Sanidad y Tecnologia de los
Alimentos) y la de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos en
1996, ambas en la Universidad de
Zaragoza. En 2004 obtuvo un titulo
de Master en Epidemiologia en la
Universidad de Guelph, Canada.

En 1997 se trasladd al Reino Unido,

la duracion d@bnde trabajo como inspector veterinario en varios

almacenamiento de los huevos cascara que ra&taderos y salas de despiece. Se incorpord @noisies
utilizasen en la mezcla, con una magnitud deficiales veterinarios en el afio 2000, y estuvminerado
aumento similar a la de los huevos consumid@® el control de diversos brotes epidémicos ansr(diebre
individualmente. Habria que tener en cuenta que &osa, peste porcina y encefalopatia espongifdrovena).
riesgo resultante del consumo de mezclas de huef@§teriormente ha trabajado en Canada e Indonesia c

de distintos lotes aumentaria en mayor proporcion
la duracion o la temperatura del almacenamienta de
mezcla incrementasen significativamente (por ejem
incumpliendo las normas basicas de higiene). v
La incertidumbre asociada a las asunciones hech
asi como a los datos utilizados en esta valoracigp

idemidlogo veterinario, en temas de salud pubtioano
la seguridad alimentaria y el control de la gripaa

esde 2009 trabaja en European Food Safety Authority
EFSA), donde ha sido responsable de la coordinade
arios grupos de trabajo del Panel de expertoseligrés
l6gicos acerca de la inspeccion de la carnastrasion
scrapie por transferencia de embriones y lasceasion

influencia los valores absolutos del riesgo estmsad ge huevos. En la actualidad esta trabajando emayegto
El efecto combinado de las incertidumbres asociadagobre herramientas para la priorizacion de peligros

esta valoracion es dificil de calcular, pero edquiar  biol6gicos.
caso los valores absolutos estimados deben usiéizar

con cautela. Los valores de riesgo relativo estosad

estan menos influenciados por esta incertidumtme, p

lo que son mas fiables.

A raiz de esta evaluacion del riesgo derivado de
aumentar la duracion del almacenaje de los huevos
cascara, el Panel BIOHAZ recomienda el efectuar
valoraciones de riesgo que tengan en cuenta dbefec
de distintas temperaturas de almacenamiento de los
huevos cascara sobre el riesgo que presentan los
patégenos que se encuentran el dichos huevos, como
S Enteritidis. Asi mismo, se recomienda el invesstig
la presencia de dichos microorganismos en
ovoproductos que se elaboren con huevos
almacenados durante mas tiempo que el actual.
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Desinfeccion de verduras minimamente procesadas

Silvia Garcia

Area 1+D+i, Centro Nacional de Tecnologia y SegaddAlimentaria - CNTAsgdelatorre@cnta.es

El desarrollo y comercializacion de hortalizas miamente procesadas ha aumentado en los dltimos
aflos como consecuencia de la creciente demandawglimidor de productos frescos, saludables y
faciles de usar. En el proceso de elaboracién tles edimentos, la etapa de lavado tiene como
objetivo el eliminar la suciedad, el descenso @eltenido microbiolégico y eliminar los exudados
gue se producen tras el corte y que pueden fawoetaecimiento microbiano. Sin embargo, esta
operacion no elimina completamente la carga bactary por tanto existe un riesgo de presencia de
patégenos en el material vegetal que pueden aaingtit riesgo para la salud. De hecho este tipo de
vegetales se ha visto involucrado en varios brid¢etoxiinfecciones alimentarias en las Ultimos afios
asociados, principalmente, a presenciaSaémonellay Escherichia coliverotoxigénico. Por otra
parte, el lavado tiene importantes implicacionemémicas y medioambientales por el gran volumen
de agua que es necesario utilizar y el gran voludeevertido que se origina. El reacondicionamiento
y reciclado del agua es, por tanto, un reto paradastria y es recomendado por instituciones
gubernamentales. Sin embargo, el agua de lavadtemer un fuente de contaminacion cruzada de
microorganismos patdgenos, riesgo que se ve inctache cuando se reutiliza y la calidad no es la
adecuada (Holvoet y col., 2014; Tomas-Callejasly 2012; Gil y col., 2009; Allende y col., 2008;
Danyluk y Schaffner, 2001). Varios proyectos euogpeomo RESFOOD, en el que participa CNTA,
VEGITRADE o SUSCLEAN, financiados por el 7° ProgeaMarco, abordan estos puntos criticos y
retos, lo que pone de manifiesto la importancial ynerés en desarrollar nuevas estrategias y
soluciones para los mismos.

La incorporacion de desinfectantes en la etapa deproducto final (Holvoet y col., 2014; Allendecyl,
lavado se ha estudiado y de hecho se esta utibizar&08a). Por tanto, el uso de agentes desinfectantes
en varios paises europeos con dos objetivos: aameml lavado seria la Unica alternativa para eliminar
la seguridad y la vida util de los productos, ashae patdgenos en el agua de lavado antes de que puedan
para descontaminar el agua de lavado, evitandoaglherirse al material vegetal o internalizarse
riesgo de contaminacion cruzada. El hipocloritprovocando la contaminacion cruzada del material
sédico, en varias formulaciones, es el desinfegetartegetal limpio.
mas comunmente utilizado en la industria de vegetal
minimamente procesados. Su uso estd autorizado
algunos paises europeos como coadyuva

Por todo ello, existe una necesidad de desarrollar
rﬁ&odos alternativos de desinfeccion. Entre los

L ; r entes quimicos estudiados para la descontammacio
tecnolégico. Sin embargo, su empleo se esta vien

. g 2E . vegetales destacan el uso de acidos organioas co
cuestionado dada su baja eficacia en presenciéode a g g

contenidos en materia organica y por la formacién | lactico y el citrico, agua electrolizada, ozoadido
: 9 yp o eroxiacético, peroxido de hidrégeno o dioxido de
trihalometanos, compuestos potencialmen

carcinogénicos o mutagénicos (Hrudey, 2009: Olm eiolro. Los resultados varian ampliamente dependiend

y Kretzschmar, 2009; Richardson y col., 2007). P?‘rr\icro
otra parte, en el caso en el que el uso de agené%sla
antlm'lcroblanos esté prphlbldp, S|tua_C|c’)n que @UrGe contacto, forma de incorporacion del desinfeéetan
por gjemplo, en Alemania, Paises Bajos, Dlnamarcaé%)_ Pero, en general, cuando los ensayos seareal
Beélgica, el procesado de vegetales IV Gama ¢ b%?r%ulando las condiciones reales en cuanto a #po d
en el aporte y refresco de grandes cantidadesude a ontaminacion parametros de proceso
pqtable. El.ObJet'Vo es minimizar |a gcumulacu?n d principalmenté tiempo de lavado y ratio entre
microorganismos en el agua y la posible tr_ansfmen olumen de agua y producto) y contenido de materia
de microorganismos del agua al vegetal. Sin e.m.bar%?génica en el medio, se observa una limitadaaéica
varios estudios destacan que a pesar de la uidizac '

, . . _en la que respecta a la descontaminacion del ralteri
de grandes volumenes de agua de alta calidad,ss n?/egetal (Ramos y col., 2013, Lopez-Galvez y col.

utilizan desinfectantes, los microorganismo 013; Alexopoulos y col., 2013; Bermadez-Aguirre y

patégenos pueden incorporarse y residir dura Arbosa-Canovas, 2013; Ramos y col., 2013; Neal y
periodos prolongados en los tanques de lava %I., 2012; Monnin y col., 2012; Olmez y col., 2009

constituyendo un riesgo de contaminacién cruzadasr;[]geng y col, 2006). Los agentes quimicos

dependiendo del tipo de vegetal, del
organismo diana, del método de inoculacion y
s condiciones de lavado utilizadas (dosimpe
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estudiados, incluido el hipoclorito, pueden lograkl desarrollo y seleccion de las alternativas mas
como mucho, una reduccién de 1-2 log de laficaces debe tener en cuenta su compatibilidad con
poblacion de microorganismos, muy similar dlas practicas actuales, el coste del tratamiergo, |
resultado conseguido lavando soélo con agua freszguridad de los trabajadores y otros aspectos como
(Lépez-Galvez y col., 2013; Alexopoulus y col., 301 son el cumplimiento de los requisitos legales o la
Long y col. 2011; Allende y col., 2008b; Nthenge yaceptacion por parte del consumidor. El dioxido de
col., 2007; Delaquis y col., 2004). Las causassia ecloro, el 4cido peroxiacético y el agua electralea
ineficiencia son la adhesion de las bacterias gares usados correctamente, se muestran como las
de dificil acceso, la internalizacion de las mismadternativas mas prometedoras. El &cido peroxiawéti
dentro del material vegetal, la formacion de binél y formulaciones en base a este compuesto,
y/o la exposicion insuficiente de las superficied dprincipalmente con perdxido de hidrogeno, estan
vegetal a los agentes de lavado (Sapers, 2001rsSagmanando aceptacion entre los desinfectantes gusmico
y col, 2003; Long y col. 2011). Se han observadaternativos al cloro ya que permite la higienidaci
mejores resultados en lo que respecta a la inagliva del agua de lavado incluso en condiciones de etevad
sobre el material vegetal aumentando las dosis @eintenido de materia organica, con las ventajasede
desinfectante o combinando estos agentes quimidis facil aplicacion y no generar residuos peligsoso
con otros agentes fisicos como son el uso thasta el momento, so6lo se han identificado
temperatura moderada o la aplicacion de vaciosabproductos de la desinfeccion inofensivos, la
presion, pero estos métodos son de dificil apkicacimayoria de ellos derivados de su descomposicidon
en la industria y/o comprometen la calidad senkoriespontdnea (DellErba y col.,, 2007). Como
de las verduras (Bermudez-Aguirre y col.,, 2013Jesventajas, su alto coste y el aumento de la carga
RESFOOD, 2013; Neal y col.,, 2012; Kim y col.organica en el medio. Pero una creciente demasila, a
2011; Huang y Chen; 2011) como el ajuste de la dosis mas conveniente puede
nvertirlo en un alternativa al cloro competitiva
Opez-Gélvez y col., 2013; Vandekinderen y col.,
009; Lépez-Gélvez y col., 2009; Kitis, 2004). EI

2 : . . oxido de cloro tiene varias ventajas aceptadas o
reduccion de microorganismos patdégenos del mater E%e?rcibidas con respecto al NacClo Jrinci alrrrl)ente su
vegetal contaminado. Centrandose en la vida af P P P

aunqgue se ha sugerido que los desinfectantes t&ineﬁrta ?f?Ct'V'dad a bajas _conce,nt_rauones y una meno
potencial de prolongar la vida util, muchos estadicgeacnwda(_]I con la ma}terla organica (Tomas-Callgjas
muestran que no hay diferencia con un tratamie 8"’ 2012; Gomez-Lopez y col., 2007). Por otraear
control. Los microorganismos adheridos al vegeg‘:{Fne desventajas con respecto a su uso, a destacar

pueden crecer rapidamente después del lavado poW%Stab”'dad y que es explosivo en forma de gas

cisponitida de nutrentes I fata de competan "0 £ 10 ue respecta & os resuos e
por lo que las posibles diferencias iniciales ecaiga P '

. . . . - embargo, puede resultar en la formacion de otros
microbiana después de diferentes estrategias geoargo, p e .
8’(glmpuestos especificos como cloritos y cloratos

lavado, desaparecen durante el almacenamie .
(Allende et aﬁ 2008; Gomez-Lopez et al, 2008 amos y col., 2013). El agua electrolizada, ple=de

Lopez-Galvez et al, 2010; Olmez y Akbas 201(96 dos tipos, &cida o neutra y se genera por elisr

Lopez-Galvez y col., 2013; RESFOOD, 2013). A est e una disolucién de sal (NaCl). Se ha demostrado s
respecto hay que tener en cuenta ademas que Vaﬁgcto bactericida y su capacidad para desinfettar

S
estudios sugieren que el descenso de los nivelés d gua de lavado de vegetales (Ongneg y col., 2606).
microbiota natural podria facilitar la supervivengio

efectividad seria mayor que la del cloro a la misma
crecimiento de microorganismos patégenos (Francis

concentracion de cloro disponible lo que supondria
Bai L o a menor formacion de cloraminas y trihalometanos
O'Beirne, 2002). Por ello, mas investigacion eé y
necesaria para conocer la conveniencia de contin

I;’)mez-Lc')pez y col., 2013). La generaciorsitu de
con la estrategia de disminuir la carga microbiaag €ste desinfectante es sencilla y poco costosauceed
en estos productos.

Por tanto, en lo que respecta a la segurid
alimentaria, el uso de desinfectantes quimicosetie
una limitada eficiencia en lo que se refiere a

los riesgos asociados al transporte y manejo de

soluciones de cloro, aunque el coste de inversin e
En vista de estos datos, el esfuerzo se esfigvado.

concentrando en la optimizacion del uso de A d i ted itad

desinfectantes en el agua de lavado para evitar la pesar de eslos prometedores resuftados, es

o . L cesario generar mas conocimiento al respecto. Las
contaminacion cruzada de patogenos, m|n|m|zando.qgvesti acignes futuras deberian concentra?se en la
aparicion de residuos, sin afectar a la calidad d) 9

producto y que permita reducir el consumo de a(‘:]uoar?tlmlzaclon del uso de desinfectantes para elatar
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contaminacion cruzada en el proceso de elaboracic

de verduras minimamente procesadas, reduciendo
la medida de lo posible las dosis aplicada

aumentando asi la rentabilidad y la seguridad ties es

tratamientos. Asimismo, se hace necesario el con
con mayor conocimiento sobre la formacion d
residuos de la desinfeccion no sélo en el agua
lavado sino también sobre el producto.
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Universidad Pudblica de Navarra
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seguridad de alimentos. Asimismo ha participado vy
participa en redes, plataformas y grupos de trabajo
nacionales e internacionales dedicadas al fomeatdad
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la publicacién de 2 patentes y la participaciomemerosas
actividades de difusion cientifico-técnica.

Actualmente es la coordinadora técnica en CNTA del
proyecto europeo RESFOOD "Resource Efficient arfé Sa
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otros objetivos, el desarrollo de tecnologias imumras
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Descontaminacion de harinas y frutos secos.

Nicolas Meneses
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Crecimiento deListeria monocytogenesn pera minimamente procesada en
distintos estados de madurez

Pilar Cola$, Immaculada Vifids Marina Anguerg Marcia Oliveird y Maribel Abadia$

! Departamento de Tecnologia de los Alimentos, Usitat de Lleida, XaRTA-Poscosecha, Centro Agrdtedreida,
pilar.colas@tecal.udl.cat
2 IRTA, XaRTA-Poscosecha, Fruitcentre, Lleida

En la obtencién de fruta minimamente procesada (NMPyariedad, el estado de madurez en el
momento de procesado, la atmosfera de envasaddeynfaeratura son factores que influyen en su
calidad y vida util.Listeria monocytogeness un patdgeno de transmisién alimentaria que epued
crecer en un amplio rango de temperatura (-0.4a%fah5 °C) y pH (4.4-7.0), por lo que puede ser un
problema para los elaboradores de frutas y haaahtP, que no sufren ningdn proceso que garantice
su eliminacion y se conservan a temperatura digeeficion. En este trabajo se ha estudiado elcefect
del estado de madurez del fruto antes del procesadda supervivencia y crecimiento de
monocytogenesn pera ‘Conference’ MP y conservada a distirgasperaturas (5, 10 y 20 °C). El
estado de madurez se establecié en base a la dirdeZruto. Se estudiaron 4 estados de madurez
distintos: verde (54-60 N), parcialmente maduro-%83N), maduro (31-42 N) y sobre-maduro (<31
N). En los distintos estados de madurez se anafizeambién pH, acidez y solidos solubles de la
fruta. A 5 °C,L. monocytogenepresentd un incremento de poblacion de 2.0 unglamgaritmicas
tras 8 dias de conservacion, independientementesietio de madurez, mientras que a 10 °C, la
poblacion aumenté 3.4 y 4.0 unidades logaritmicaslae pera procesada en el estado verde y
sobremaduro, respectivamente. En la conservaci®0 £C, a los 2 dias la poblacion de
monocytogenesobre la pera MP increment6 3.6 unidades logarétsnén la fruta procesada en estado
verde y 4.2 unidades logaritmicas en el sobremadindas condiciones Optimas de conservacion (5
°C), el estado de madurez es un factor clave aralidad del producto pero no influye en el
crecimiento de.. monocytogenesndependientemente del estado de madurez emdd@enference’
MP, el potencial de crecimientd)(deL. monocytogenese vio incrementado con la temperatura. Por
este motivo es importante destacar el papel qne #émantenimiento de la cadena de frio a lo largo
de la vida util de este tipo de productos listas @ consumo.

INTRODUCCION atmosfera de envasado y la temperatura son los

tores que tienen mayor efecto en la vida atil de

. . f
Son conocidas las propiedades saludables de Z-ils%os roductos. La variedad ‘Conference’ destaca
pera Pyrus communis ). rica en azucares como P o P
su buena aptitud ante el procesado, a la vez que

fructosa, sorbitol o sacarosa y a la vez una enteele ermite un mayor tiempo de almacenamiento en frio

fuente de fibra vegetal y de vitaminas y mineralss. ps una de Iasymés rgducidas Ademas. se conoceyel

la actualidad, la pera es la tercera fruta (jur#to F P ' : .
%stado de madurez en el momento del procesado mas

nectaring) mas producida en Espafia (502.434 tn) y%:Iecuado para obtener un producto MP con una buena
i 0
elevado porcentaje de esta (49,8 %) se produce T ad y vida ttil, pero no se ha estudiado sisthdo

Lleida (Magrama, 2012). En los ultimos afios se g(f

. ] : madurez juega un papel en la supervivencia o
hecho presente el interés por parte del consumi jp M Jueg pap P ;
Lecimiento deL. monocytogenesn esta matriz,

hacia alimentos — saludables, frescos, —con baimrementando asi el riesgo ante una listeriosis. E
contenido calorico y facil preparacion. Los prodsct jetivo de este trabajo fue determinar el efeab d

de frutas y hortalizas minimamente procesados (Me tado de madurez de la pera en el momento del

se cifien a estos requisitos. En los ultimos aféokan . : L
&rocesado en la supervivencia y/o crecimientd-de

incrementado las toxiinfecciones alimentarias pmonoc togenessobre la pera  ‘Conference’ MP
Salmonella Escherichia coliy L. monocytogenesn ytog - P
almacenada a distintas temperaturas.

frutas u hortalizas.L. monocytogenestiene la
capacidad de poder sobrevivir a temperaturas PdATERIAL Y METODOS

debajo de los 0°C y puede ser un problema para Esestado de madurez se establecié en base anezfirdel

elaboradores de frutas y hortallzas MP, ya quesesifi, estudiando 4 estados de madurez distinterstev(54-
productos no sufren ningn proceso que garanticegd N), parcialmente maduro (43-53 N, madurez Gptima
eliminacion de microorganismos patogenos Y Sfira el procesado), maduro (31-42 N) y sobremagkBd
conservan a temperatura de refrigeracion. La vatied N), que se obtuvieron exponiendo frutos del misote h
el estado de madurez en el momento del procesaddQ °C durante distintos tiempos. Las peras se t¢avgria
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superficie se desinfectd con alcohol al 70 %. Aogaritmicas a los 8 dias en el estado de madurez
continuacion, se IOe_lf). descorazono y se trocedagabs. ‘verde’ mientras que en el estado de madurez
Se determind también pH, acidez y sdlidos solutiéesada ‘gohremaduro’ se observd un incremento de 4.0

gstao:? de madurez. & t 4ol seroting 104 UNidades logaritmicas, siendo el mayor incremento a
€ utilizo una cepa de. MONOCYIgeNnese! SErolino 1/ea oq1a temperatura. A 20 °C también se pudieron

aislada de ensalada iceberg MP (Abadias y col.8R0ke : .
inocul6 en caldo de cultivo TSB enriquecido conraoto observar diferencias entre estados de maduredgedon

de levadura y se incub6 a 37 °C durante 18 h. kasspse 1@ P€ra MP en estado ‘maduro’ y ‘sobremaduro
inocularon por inmersidbn en una Suspensi(’)n Ide pl’esentO un incremento de 42 unldadeS |Ogal’ltmlcaS

monocytogenespreparada a una concentracién de® 1gnientras que el estado de madurez ‘parcialmente
ufc/mL a partir de un concentrado. La pera se éneas maduro’ presenté un incremento de poblacion de 3.6
recipientes de polipropileno con tapa (500 cc), pelenite  unidades logaritmicas después de 2 dias de
el intercambio de gases con el ambiente. La fngallada almacenamiento. De estos resultados se concluye que
se almaceno a 5, 10 y 20 °C. Periodicamente sgae@ |3 pera de la variedad ‘Conference’, después derhab
recueontos en medio selectivo Palcam, incubandplé&sis ¢\ frido un procesado minimo, es un sustrato Gptimo
a 37 °C durante 48 h. para el crecimiento dé. monocytogenesncluso
. cuando se encuentra almacenada a 5 °C, temperatura

RESULTADOS Y DISCUSION aconsejada para una adecuada vida util de productos

La pera 'Conference’ que se empleé en este ensaj®frutas y hortalizas MP.
presenté un pH entre 4.7 y 5.6, soélidos solubléeen A 5 °C se observé que tras 8 dias de conservacion,
13.8 y 15.8 °Brix y una acidez titulable entre 0y84 ningin estado de madurez permiti6 un mayor
1.60 g de é&cido malico/L. El acondicionamiento arecimiento del microorganismo. Sin embargo a 10 y
20 C no ocasion6 cambios significativos en el pH, 20 °C se observé que cuando menor fue la firmeka de
contenido de solidos solubles y la acidez, viendofeito antes del procesado (mas maduro) mayor fue el
solo modificado el parametro de firmeza. incremento de la poblacibn de. monocytogenes

L. monocytogenepresentd crecimiento en todadndependientemente del estado de madurez en el
las temperaturas estudiadas, llegando a incremientamomento del procesado, el potencial de crecimiento
poblacion 2.0 unidades logaritmicas a 5 °C desgeés(s) de L. monocytogenese vio incrementado con la
8 dias de almacenamiento, sin observarse difeendiemperatura, siendo de 0.32, 1.69 y 4.19 tras2ad#a
entre los distintos estados de madurez al finalade conservacién a 5, 10 y 20 °C, respectivamente. Esto
conservacion (Figura 1). reafirma la importancia que tiene el mantenimiatdgo
la cadena de frio en el riesgo microbiologico de lo
productos listos para el consumo.

8,0
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Figura 1: Recuento de la poblacion de monocytogeneflog
ufc/mL) sobre pera MP en 4 estados de madurezntistiy
conservada a5, 10y 20 °C.

A 10 °C la poblaciéon dé&. monocytogenesobre

pera MP presentd un incremento de 3.4 unidades
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Luz UV-C como método de descontaminacion de alimerd pulverulentos

Santiago Condén-Abanto, Maria Gouma, Javier Rdgoazio Alvarez

Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Zarag&spafanacho.alvarez@unizar.es

En este trabajo, se ha investigado el posible eda tuz UV como método para la descontaminacion
de alimentos pulverulentos y en concreto de hadeatrigo. Se estudio el efecto letal de esta
tecnologia sobr&almonellaTyphimurium yLactobacillus plantarumen medios de laboratorio de
diferentes @ turbidez y coeficiente de absorcién asi como arinh. Los resultados iniciales
mostraron una gran variabilidad, consiguiéndoseedh® y 3 ciclos logaritmicos de inactivacion, por
lo que se estudié el posible efecto de Jda y efecto sombra sobre la eficacia de la luz U¥. L
investigacién se culminé desarrollando un nuevoipegypara tratar estos productos que consigue
reducir hasta 4 ciclos logaritmicos ldectobacillus plantarum

INTRODUCCION los tratamientos en flujo continuo, se utilizd6 uguipo
) ) ) . disefiado al efecto en nuestro laboratorio. El exjuignsta
En la actual_ldad, ex!ste una _C|erta Ppreocupaciofy g jamparas de 36W (PHILIPS TUBE36W) y 4 de 32 W
por la presencia de microorganismos en productpd -2089). Las lamparas formaban un tinel vertical,
pulverulentos que puedan utilizarse como materigavés del cual se hacia fluir la harina a caudefese 0,2
prima para la elaboracion de alimentos. El problenmasta 2,4 kg/h gracias a un sistema agitacién cotamiz
parece ser especialmente grave en las harinas, dee00 um colocado en la parte superior del tloetid se

pueden contener especies patgenas, Qatmonella colocaba la harina. . _ o
spp (Berghofer y col., 2003). En los tratamientos sobre medios liquidos de déstpn(1 a

En medios de bajawa como es el caso de |OSO,4), turbidez (0 a 1130 NTU) y coeficiente de absm (4

productos  pulverulentos, los  microorganismo8 #° crii), se llevaron a cabo en un equipo disefiado en
nuestro laboratorio, previamente descrito por Gasiaal.

contaminantes son capaces de sobrevivir durari%n)

largos periodos de tiempo; ademas, suelen mostrarggcyperacion, siembra e incubacion de supervivierse
estas condiciones una gran resistencia al calar secpara la recuperacion en las muestras solidas asteadn 1
los tratamientos con calor hdmedo alteran S410,1 gramos de la harina a 10 mL de agua de peptse
estructura, lo que impide su uso. Por estas razeeeshomogeneizé en Stomacher. Para los tratamientossen
hace necesario buscar alternativas tecnolégicaslgarmedios liquidos, se diluy6 la muestra tratada emaade
descontaminacién de las harinas. Una de eskgptona. El agar utilizado fue TSA+YE paBalmonellay
alternativas podria ser la luz UV ya que se hayist ?gar MRS pard. plantarum Las placas :)se mcub,aron a 30
medios liquidos de laboratorio, que taaecta poco a < durante 24 h par&almonellay a 30 °C en camara de
su eficacia letal, al contrario de lo que ocurrelan anaerobiosis (DW Scientific MACS-VA500) durante K8

c . paraL. plantarum
mayoria de nuevas tecnologias.
El objetivo de esta investigacion fue evaluar ¥ ESULTADOS Y DISCUSION
potencial de la luz UV para descontaminar harina y
determinar el efecto de diferentes factores sobre la Figura 1 muestra las graficas de supervivencia

eficacia letal del tratamiento. obtenidas desalmonellaTyphimurium inoculada en
harina y tratadas en condiciones estaticas utidizan
MATERIAL Y METODOS muestras de 1y 0,1 gramo en cada tratamiento. Como

se observa, la velocidad de inactivacion en los
primeros momentos es muy variable, pero a partir de
Contaminacion  de  la harina. Se extendieron YN determinado momento se produce una cola en las

homogéneamente 100 g de harina de trigo en unafisime gréficas de supervivencia que es mas elevada cuando

de 1 miy, con ayuda de un pulverizador, se afiadieron i_@ _Can:“dad de harina es mayor. Estos resultados
mL de cultivo microbiana con una concentracién @& 1indicarian que se produce un efecto sombra de las

UFC/mL. La harina se dejo secar durante 24 h eatsara particulas de harina que protegeria a los
de flujo laminar a temperatura ambiente. microorganismos de los fotones de Iluz UV.
Aplicacion de los tratamientos.Los tratamientos de las Evidentemente, cuanto mayor cantidad de harina o
harinas contaminadas se aplicaron en tratamientos @enos tiempo de tratamiento, menor sera la eficacia
estatico en los que 1 0 0,1 gramos de harina SEa&idN |15 de| proceso. Se descartd que la variaciotaen

sobre un platillo vibratorio (1200 rpm), ubicadouaa S . . .
distancia de 5 cm de dos lAmparas de 32W (VL-20B8). eficacia letal se deblgse a la bajaya que.I§ letalidad
de Salmonella Typhimurium no se vi0 afectada

Se utilizaron para el estudi®almonella Typhimurium
CECT 878 yLactobacillus plantarun€ECT 748.
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cuando se aplicaron tratamientos en medios,dgia
variaban entre 1,0 y 0,4 (datos no mostrados). La
presencia de almidon en el medio (0,5%) tampoco
afecto a la letalidad del proceso.

Log 1o UFC/mL
N

200 400 600
Tiempo (seg)

Figura 2: Efecto letal de la luz UV sobreSalmonella

. . Typhimurium STCC 878 en medios liquidos de diferente

0 2 4 6 8 10 coeficiente de absorcidrx) 40 cm?, (%) 15 cm’, (A) 12cm,
Tiempo (min) (w) 8 cni®, (#) 4cmit.

|
[«)]

Figura 1: Inactivacion deSalmonellaTyphimurium STCC 878 en
harina contaminada tratada en platillo vibratoriocantidades de

1g (W) y 0,1g @) por tratamiento. La Figura 3 muestra la inactivacion He plantarum

alcanzada en dicha instalacion a distintos tiengms
Por el contrario, la absorbancia del medio dexposicion y caudal a una potencia de 432W de luz
tratamiento asi como la turbidez del mismo ejeotier yy-C. Como se observa, la inactivacion aumentd
un notable efecto en la letalidad. La Figura 2 rtraes exponencialmente con el tiempo de exposicién siendo
a modo de ejemplo el efecto del coeficiente d@ayor la inactivacion a menores caudales. A 0,8 kg/

absorcion en la letalidad &almonellaTyphimurium.  se [legaron a inactivar 4 lagy a 2,4 kg/h 2 log en
Como se observa, el primer aumento de 4 unidadestdg s¢lo 4 segundos de tratamiento.
absorbancia supone un aumento del tiempo necesario
para reducir 4 ciclos lggde 6,7 veces y los sucesivos 5-
aumentos suponen un incremento en torno a 1,5.veces
En el caso de la turbidez, un aumento de 600 uesglad
nefelométricas redujo 1 ciclo lgga eficacia letal del
tratamiento. La notable influencia del coeficien
absorcion y la turbidez asi como el efecto de la
cantidad de harina tratada indicarian que el efecto
sombra es el responsable de la variacion de los
resultados. Imagenes tomadas con microscopia
electronica de barrido de la harina contaminada con
SalmonellaTyphimurium permitieron observar como 0 1 2 3 4 5
habia microorganismos expuestos en la superficie de Tiempo exposicion a UV (segundos)
granulos de almidon que serian facilmente alcaesgabl
por la luz UV, mientras que otros se encontrabappura 3: Eficacia letal de la luz UV (432)\sobreL. plantarum
. ) .Inoculada en harina de trigo tratada en flujo cordi(0,2¢ y 2,4
localizados en zonas mas ocultas quedando protegi Ohm).
al UV.

los Log 10 de inactivaciéon

IC

C

_ ~ Estos resultados demuestran que es posible higieniz
Por todo ello y con el fin de aumentar la supef® ,roguctos pulverulentos como es la harina de trigo
exposicion, se hizo necesario disefiar una instacinediante la aplicacion de luz UV-C. Para ello, es
que permitiera aplicar los tratamientos a grand®s f,ndamental conseguir la maxima superficie de
harina lo mas pequefios posibles, pero permitiendo &posicion de la harina a la luz UV-C, como se ha

cierto caudal de harina que hiciera viable Sgphnseguido con la instalacion disefiada en esta
aplicacion en flujo continuo. Como se ha desct#o, nyestigacion.

instalacion permitia aplicar hasta 480W de luz UV .

con una fluencia de 10 mW/cm2 con un tiempo d@/BLIOGRAFIA

tratamiento total de 4 segundos. Para conseguir Uiggghofer. LK., A.D. Hocking, D. Miskelly, E. Jastn. Microbiology of

. ., . , wheat and flour milling in Australia. Internationdburnal of Food
pulverizacion de la harina, esta se hacia pasae swb Microbiology, 85 (2003), pp. 137-149.

tam?z vibratorio (1200 rpm) Qe 200 um. La harin@radecimientos Esta investigacién ha sido financiada por el
tamizada caia por el su propio peso a modo de nulhierno de Aragon (Grupo de Investigacion Consdbda20),
gue recibia el tratamiento de luz UV-C. el Fondo Social Europeo y MENR de Grecia (2007-2013)
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Efectividad de las defensas naturales del huevo doala penetracion de
Salmonellaspp.

Arantxa Mufioz, Nazaret Dominguez-Gaécﬁ:oncegcién Jimenez-Légeg Alejandro B. Rodriguez-
Navarr

! Departamento de Mineralogia y Petrologia, Univéesi de Granada, Espafiatantxa@ugr.es
2 Departamento de Microbiologia, Universidad de Gada, Espafia

El huevo es uno de los alimentos mas consumidoslalebsu gran valor nutricional y relativo bajo
coste. No obstante, este alimento se asocia conmianeen infecciones pdsalmonellaspp. Sin
embargo, el huevo presenta distintas barreras faitas como quimicas que dificultan la entrada y
contaminacion del huevo por microorganismos. Peatuar la importancia relativa de los diferentes
tipos de defensas, se analizo la cuticula, cad€artiR-ATR, SEM) y la composicion en proteinas
antimicrobianas del albumen (UPLC-masas) en huexpsiestos a una solucion cSalmonellay

que presentaron desarrollo o no de contaminacicl albumen por este microorganismo. El estudio
demostré que una cuticula totalmente desarrolléda) (previene la penetracion p8almonella(9
muestras positivas de un total de 180 huevos) maigigjue una cuticula inmadura (3 h) no protege tan
eficazmente (23 muestras positivas de un total & Huevos). En cuanto a la composicién de la
cuticula, se encontraron diferencias significativa®tre las muestras contaminadas y las no
contaminadas, particularmente en su contenido eteipas y agua. Por otra parte, las muestras
negativas mostraron un mayor porcentaje en prcteémaimicrobianas del albumen (lisozima y
ovotransferrina) que aquellas muestras contaminddas andlisis por SEM maostraron un mejor
recubrimiento de la cuticula en aquellas muestmasontaminadas.

INTRODUCCION Andlisis de la composicion de la cuticula (FTIR-ATR

) ; . La superficie externa de las cascaras se midiéesahr
El huevo es uno de los alimentos mas consumidgsia| de diamante y el espectro de infrarrojd) (se

debido a su gran valor nutricional y relativo baj@ptuvo tras 100 escaneos a una resoluciéon de 2 cm-1
coste. No obstante, este alimento se asogigando un espectrometro FTIR (6200, JASCO).
comunmente con infecciones @@almonellaspp. Sin Perfil proteico (UPLC-masas). La separacién de las
embargo, el huevo presenta distintas barreras taptoteinas se realizo en el sistema binario Wat&@QWITY
fisicas como quimicas que dificultan la entrada lyPLC. Todas las medidas se obtuvieron en un._si§tema
contaminacion del huevo por microorganismos y qugaters SYNAPT HDMS. Para la fase reversa se utilizé

se denominan “defensas naturales del huevo”. £glumna Waters ACQUITY UPLCCR BEH300 C4 1.7um
primera linea de defensa del huevo es su casc X50mm). -

. o studio de la superficie de huevos (SEM)Fragmentos
mineral, que faCtua Como una barrfara fisica (,:oatrqi tactos de las cascaras se recubrieron con caybse
entrada de microorganismos. La cascara esta @bifiajizaron mediante microscopia electrénica deidmde
de una capa organica o cuticula, que bloquea dga resolucion a 15 kV (Zeiss).
entrada de los poros de ésta aunque permitiendo el
intercambio de agua y gases con el exterior. En RESULTADOS Y DISCUSION
caso de que los microorganismos consigan penetrar y
esta primera barrera, se encontrarian con el albumenetracion deSaimonella

rico en proteinas con actividad antimicrobiana.,(i.e El nimero de huevos contaminados fue mayor en

lisozima, ovotransferrina). aquellas muestras inoculadas cuando la cuticudbast
) inmadura (3 h) (23 huevos contaminados de un total
MATERIAL Y METODOS de 180). Por el contrario, la incidencia de

Lotes de huevos procedentes de gallinas ponedofetaminacion fue minima en huevos con cuticula
(Avicola Garrido Garcia S.L.) fueron inoculadossdy 72 totalmente desarrollada (6 h), donde no se observo
horas tras la puesta con una suspensi(’)ﬁaﬂmonellaspp_ contaminaciéon 2 dias después de la inoculacién
Tras 2 y 21 dias a 20 °C, estos huevos se analipan@ (Figura 1). Los resultados obtenidos concuerdan con
determinar: estudios previos, que determinan el papel de la
Penetracion deSalmonella Una dilucion 1:25 de yema y cuticula en evitar la contaminacion pSalmonella
clara se preenriquecieron en BPW 24h a 30 °C pamain y col., 2013).

sembrarse posteriormente en agar XLD (48h a 301°43).

muestras positivas eBalmonellase caracterizaron por la

presencia de colonias rosas-transparentes.
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601 considerablemente menor que en las muestras no
- contaminadas (Figura 3). Estas proteinas se
caracterizan por su actividad antimicrobiana. La
ovotransferrina permite un mayor acceso de la
lisozima al peptidoglicano (Facon y col., 1996).

10 4

Positivos en Salmonella

[T
L L
e

) — .

3h 61 72h ] [

Figura 1: Numero de huevos contaminados gaimonella Los i
resultados se presentan como nimero de muestras/goen i L,._J
XLD. ]

Composicion de la cuticula (FTIR-ATR) ) , , o
Figura 3: Abundancia relativa de lisozima entre muestras

Cuando se comparan los espectros IR de muestragaminadas y no contaminadas.
contaminadas y no contaminadas, se observan
diferencias notables en el espesor y/o composéin
la cuticula a las 6 h. En general, los espectroddR
cascaras procedentes de huevos contaminadog?or regla general, el grado de recubrimiento de la
mostraron una sefial menor de amidas comparada €gficula es bueno. Sin embargo, aquellos huevos
la de huevos no contaminados, indicando esto u@@ntaminados, mostraron o bien ausencia de cuticula
cuticula mas delgada que hace mas accesibles Usrecubrimiento pobre, dejando la superficie de la
poros a la entrada de bacterias, facilitando, @oto; cascara y los poros expuestos (Figura 4). En cigalqu
la contaminacién del interior del huevo. Ademas, €#so una calidad pobre de la cuticula facilitasia |
huevos contaminados c@almonellala sefial de OH contaminacion del interior del huevo palmonella
(agua) era significativamente mayor que en aquellgstas diferencias fueron mas evidentes en gallinas
no contaminados, indicando una mayor permeabilidi@venes. Segun estos resultados y los de Tung.y col

de la cascara que ayuda a la contaminacion baweri§l979), la proteccion que ofrece la cuticula es
(Figura 2). temporal (hasta 72 h).

35

Estudio de la superficie de la cascara (SEM)

30

o=
= 25
=
=
g
S
=
Figura 4: (a) Cascara cubierta por la cuticula (b) Superfici
I expuesta (flecha: poros)
6h 72h BIBLIOGRAFIA
Cuticula (h) Bain, M. M., Mcdade, K., Burchmore, R., Law, A., Wilgd®. W.,

Schmutz, M., Preisinger, R. and Dunn, |. C. 2013,dfaing
Figura 2: Diferencias composicionales ATR entre muestras the egg's natural defence against bacterial peivetrdy

contaminadas y no contaminadasm) ( Amidas muestras increasing cuticle deposition. Anim Genet., 44:668-

contaminadas; ) Amidas muestras no contaminadas; (m) OH Facon, M. J., and B.J. Skura. 1996, Antibacteriaiviag of

muestras contaminadar;)(OH muestras no contaminadas. lactoferrin, lysozyme and EDTA against Salmonella
enteritidis. Int. Dairy J., 6:303-313

Perfil proteico (UPLC-masas) Tung, M. A, M. R,, Garland, and P. K. Gill. 1979, 3canning

o ; Electron Microscope Study of Bacterial Invasion ient$ Egg
Los andlisis de UPLC-masas de albumenes de shell. Can. Inst. Food Sci. Technol. J. 12:16-22.

muestras contaminadas y no contaminadas pusieron
de manifiesto que en las primeras, la abundancia
relativa de lisozima y ovotransferrina era
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Resistencia a antibidticos en cepas de coli aisladas en el aire de una granja
de vacuno de leche

Susana SanfzEnrique V. Navajas-BenitpC. Andrea Alons Carmen Olarte Roberto Martinez-
Olarte, Sara Hidalgo-SafizSergio Somafoy Carmen Torrées

! Tecnologia de los Alimentos, Universidad de LgaRioogrofio. Espafissusana.sanz@unirioja.es
2 Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de R#ja, Espafia

El empleo de antibiéticos en la practica veteradna sido sefialado como una causa importante de
aparicién de resistencias a antibiéticos en bate@®n implicaciones en salud publica. La forméaen
gue esas bacterias resistentes llegan hasta posdiestinados a la alimentacién humana no ha sido
siempre totalmente explicada. Entre las posiblas de diseminacion, la transmision por el aire no
debe ser descartada. En este trabajo se ha estuldiasknsibilidad antibiética en 38 cepas de
Escherichia coliprocedentes del aire del interior de una granjaateino. El 57,9 % de las cepas
presentaron resistencia o sensibilidad disminuidaraenos uno de los antibiéticos estudiados. No se
detectaron resistencias frente a: ceftazidima tagima, imipenem ni amikacina. Los porcentajes de
resistencia frente al resto de antibiéticos estiaidueron: tetraciclina (23,7%, 9 cepas); trimgtop
sulfametoxazol (21,1%, 8); ampicilina y acido nidido (15,8%, 6); ciprofloxacino, cloranfenicol y
tobramicina (7,9%, 3); gentamicina (5,3%, 2); y amitina-acido clavulanico y cefoxitina (2,6%, 1).
Un 26,3% de las cepas (10 cepas) presentaronerass a antibidticos pertenecientes a dos o0 mas
familias.

INTRODUCCION El medio de cultivo utilizado en el muestreo fue
o . Chromocult Coliform Agar (Merck). Se trata de undioe
El 48% de los antibidticos que se emplean a nivglomogénico en el que, tras incubacién (37°C, 24ids)
mundial se utilizan en la practica veterinaria. Edolonias sospechosas d& coli se diferencian por la
empleo de antibidticos en este ambito ha sidgaricion de un color violeta.
sefialado como una causa importante de aparicion@efirmacion de las colonias deE. coli. Las colonias
resistencias a antibiéticos en bacterias cmospechosas fueron confirmadas mediante tinciomGra
implicaciones en salud publica. La forma en la quuebas bioquimicas (indol, siembra en TSI) y PCR
esas bacterias resistentes llegan hasta produc@dRecifica mediante amplificacion del gedA (Heininger

destinados a la alimentacién humana no ha Siéﬂd:c’l" 1999). Para el estudio de la relacién diatelos

siempre totalmente explicada. Entre las posiblas vf"“SIadOS deE. coli se llevo a cabo la digestion del ADN

de di . ! d t . . Tromosémico mediante la enzima de restric¢i@al y los
€ diseminacion de eslos  microorganismos, Pagmentos resultantes fueron separados mediante

transmision por el aire no debe ser descartada.  ¢romatografia de campos pulsados (PFGE) para fidenti
Como fue descrito en un trabajo anterioy comparar los perfiles genéticos especificos (Agpeol.,

(Martinez-Olarte y col., 2013), el aire puede dig@m 1990; Tenover y col., 1995).

bacterias hasta distancias considerables y alcanZtudio de sensibilidad a antibiticos.Se empled el

asi, alimentos cultivados en las inmediaciones. Flétodo de difusion por disco para determinar la

objetivo de este trabajo ha sido conocer la exigen sensibilidad a los siguientes antibicticos: amjiail

de cepas dE. coli resistentes a antibiéticos en el air@moxicilina-acido clavulanico, imipenem, =~ cefoxitina

de una explotacion ganadera y alertar de la pigkipil Seftazidima, — cefotaxima,  trimetoprim-sulfametoxazol

de que estos microorganismos resistentes pue&%tﬁamchna, cloranfenicol, acido nalidixico, djfloxacino,

) L | d i tari géentamicina, amikacina y tobramicina. Los resulsadel
Incorporarse, via aerea, en la cadena alimentaria. antibiograma se interpretaron siguiendo los pudtosorte

. establecidos por el CLSI (2013).
MATERIAL Y METODOS

Toma de muestrasSe muestre6 el aire de diferentes zonaB8ESULTADOS Y DISCUSION

de una granja de vacuno dedicada a la produccidectie.

Para ello se emplearon dos sistemas: un procediomie . . ; X .
estatico en el que las placas Petri con el mediouttevo rIBFGE diferentes en el aire del interior de la graig

utilizado fueron expuestas al aire durante 4 hoyagn V&CUno muestreada y se estudio la sensibilidad
procedimiento mecénico en el que, mediante udntibiotica de las mismas.

Se aislaron 38 cepas de coli con patrones de

muestreador Airldeal (Biomerieux), 1.000 litros dée El 57,9% de las cepas aisladas presentaron
fueron aspirados impactando sobre una placa coredio resistencia o sensibilidad disminuida a al menas un
de cultivo. de los antibiéticos estudiados. Todas las cepas
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analizadas fueron sensibles a ceftazidima, cefoixi BIBLIOGRAFIA

imipenem y amikacina. Los porcentajes de resis#eNnGineit rp., Arthur, M., Dunn, R.D. Kim, C., Selande®.K.,
frente al resto de antibidticos estudiados fueron: Goldstein, R. 1990, Resolution of recent evolutionary
tetraciclina  (23,7%, 9 cepas); trimetoprim- divergence amongscherichia coliffom related lineages: the
sulfametoxazol (21,1%, 8); ampicilina y &cido application of pulsed field gel electrophoresisnilecular
nalidixico (15,8%, 6); ciprofloxacino, cloranfeniop epidemiology. J. Infect. Dis., 161:230-235.

tobramicina (7,9%, 3); gentamicina (5,3%, 2); )?Iinical and Laboratory Standards Institute. 2018rfétmance

TS Py " 0 standards for antimicrobial susceptibility testingwenty-
amoxicilina-acido clavulanico y cefoxitina (2,69, 1 Third Informational Supplement Approved standard OBk

(Figl_Jrg_ 1). Se de_tgctc') sens_ibilidad (_Jlisminuida & 523, CLSI, Wayne, PA, USA.

ampicilina, tobramicina o ciprofloxacino en lOHeininger, A., Binder, M., Schmidt, S., Unertl, Botzenhart, K.,
(26,3%), 1 (2,6%) y 1 (2,6%) cepas, respectivamente pgring, G. 1999, PCR and blood cultufer detection of
(Figura 1). La expresion delactamasas de tipo TEM  Escherichia colibacteremia in rats. J. Clin. Microbiol., 37:
o IRT por parte de la bacteria, podrian explicar la 2479-2482.

resistencia a ampiciina o amoxicilina-aciddVartinez-Olarte, R., Olarte, C., Somalo, S., Hide#gmz, S.,
clavulénico. La resistencia a la cefoxitina, popatie, Sanz, S. 2013, Diseminacion por el aireEdecoli. Libro del

puede deberse a una hiperproducciérpdectamasa Tenﬁé\: C;’”CgreS‘AOrS;tM'gc;)'ogg;:gEM;y' Vicelson AP
cromosomica de tipo AmpC. Murray, B.E. Persing, D.H., Swaminathan, B. 1995,
Interpreting chromosomal DNA restriction patternsduced
by pulsed-filed gel electrophoresis criteria focteaial strain
100 typing. J. Clin. Microbiol., 33:2233-2239.
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Figura 1: Distribucion de cepas resistentes o con sensidlildisminuida
a los diferentes antibidticos. TET, tetraciclinaXT$ trimetoprim-

sulfametoxazol; AMP, ampicilina; NAX, &acido naliite; CIP,

ciprofloxacino; CLOR, cloranfenicol; TB, tobramieinGT, gentamicina;
AMC, amoxicilina-acido clavulanico; FOX, cefoxitina

El 23,7% de las cepas presentaron un fenotipo de
multirresistencia, que implica resistencia a
antibidticos pertenecientes a 3 6 mas familias.

Como conclusion, el estudio de sensibilidad
antibiotica de las cepas &e coli aisladas del aire del
interior de la granja de vacuno refleja la existemnte
una moderada tasa de resistencia adquirida, aunque
inferior a las reportadas en estudios realizados en
aislamientos clinicos. Cabe destacar la ausencia de
resistencia a cefalosporinas de tercera generaxion
carbapenémicos entre los aisladoddeoli obtenidos
en este estudio.
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Origen de la contaminacion de los vinos CoBrettanomyces

Susana SanzPatrocinio Garijg Lucia Gonzélez-Arenzahdsabel Lopez-Alfarg Teresa Garde-
Cerdan, Rosa LopeZz Pilar Santamarfay Ana Rosa Gutiérréz

! Tecnologia de los Alimentos, Universidad de LgaRioogrofio. Espafissusana.sanz@unirioja.es
2 ICVV, Instituto de Ciencias de la Vid y el Vino {i&rsidad de La Rioja, Gobierno de La Rioja, CSIC).

Brettanomyces bruxellenses considerada actualmente como la principal cdesateracion de los
vinos, debido a la formacion de fenoles volatilés contaminacion de muchos vinos con
Brettanomyceslurante la fase de elaboracion, y antes del irdeida crianza, quedé confirmado al
analizar 100 vinos tintos recién elaborados erafapafia 2012, donde esta levadura se detect6 en un
porcentaje elevado de muestras (27%). Sin embatgoyel deBrettanomycegn la mayoria de los
vinos fue bajo, en valores que todavia no origidefectos organolépticos. Por lo tanto, este trabajo
confirma que muchos vinos estan ya contaminados R@ttanomycesal finalizar la fase de
elaboracién. También se observé que en vinos aaimigmas durante las fermentaciones alcohdlica y
malolactica, la presencia y nivel d@rettanomycess mayor. Por ello, es importante realizar un
riguroso control durante el desarrollo de las fertmeiones y durante la conservacion para evitar la
alteracion de los vinos con esta levadura.

INTRODUCCION Ademas 500 pl de todas las muestras se sembramn po
) duplicado en placas Petri con medio DBDM y fueron
Las levaduras de la especiBrettanomyces jncypadas a 25°C durante 21 dias. Transcurriddtiesteo
bruxellensistienen la capacidad de alterar los vinos @k procedié al recuento y aislamiento de 5 cologizes

producir etilfenoles, compuestos responsables sle [sbsteriormente se identificaron mediante PCR-RFeRad
aromas descritos como cuero, animal, granja, suglorregion5.8S-ITSdel DNA ribosomal.

caballo, medicina. La presencia Besttanomyceg&n

vinos constituye una problematica que ha adquirid@ESULTADOS Y DISCUSION

gran importancia a nivel internacional, ya que $oda
las zonas vitivinicolas se han visto afectadas &om
o menor medida. Por ello, varios autores creen
controlar el desarrollo de estas levaduras enitas \es
el reto mas importante de la enologia actual (Wedra
col., 2010).

Tradicionalmente las  barricas han
consideradas como la principal fuente
contaminacién del vino corBrettanomyces Sin
embargo, resultados recientes indican que las paBne
etapas del procesado y elaboracion en las bode
deben ser estudiadas como posible origen de e
contaminacion.

Los resultados obtenidos indican que el porcentaje
[%al de vinos contaminados al final de la vini6icen
con levadurasDekkera/Brettanomycefue del 27%
(Tabla 1). Al analizar los vinos contaminados en
funcion del desarrollo de la vinificacion encontcam
iq§ue el mayor porcentaje de contaminacion (40%)
d orresponde a los vinos con problemas durante las
ermentaciones. En estudios previos, estas leaadur
alterantes ya se habian asociado a fermentaciones
tas o paradas (Silva y col., 2004), y tambiéhase
icado que la fermentacion malolactica es otro
punto critico de contaminacion (Oelofse y col.,&00

Tabla I Presencia y nivel (cfu/ml) d&rettanomycesn vinos tintos.

MATERIAL Y METODOS Vinos Muestras Muestras ufc/ml en Muestras ch;sitivas

El estudio se llevé a cabo en la vendimia de 2a#® k00 totales po(sol/:)v as 10 1046 1040 >10
vinos tintos jovenes que acababan de terminar Tas 30 6 (20) 6 0 0 0
fermentaciones alcohédlica y malolactica. Los vinogB 30 6 (20) 4 2 0 0
procedian de las distintas subzonas de la DOCga:R36 gg ggg; ‘2‘ f 8 g
de Rioja Alta, 30 de Rioja Baja y 20 de Rioja AlsaelLos 1qg 100 27 (27) 17 5 0 5

20 restantes eran muestras que habian tenido prablé RA" Rioja Alta; RB: Rioja Baja; RV: Rioja AlavesaSP Muestras
durante la vinificacion. Los vinos se recogieron lde Problematicas

bodegas utilizando botellas estériles de vidriG@@ ml.

Las muestras de vino fueron analizadas median@RtP  Los vinos provenientes de Rioja Alavesa
utiizando el sistema ETS Scorpions Systems. Papresentaron porcentajes de contaminacion del 5%
identificar y cuantificar la poblacion se utilizé weal-time |gs de Rioja Alta y Baja del 20%. Estas diferencias
termocycler (Smart cycler Il. Cepheid) y marcadodes podrian deberse a los métodos de vinificacion

fluorescencia. empleados: en Rioja Alta y Baja todas las bodegas
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elaboraban mediante estrujado y despalillado,
mientras que en Rioja Alavesa muchos de los vinos
habian sido elaborados mediante maceracion
carbonica. Las caracteristicas especificas de estos
ultimos (alto pH, alta temperatura de vinificacion,
menor nivel de S etc.) podrian favorecer el
desarrollo de Brettanomyces y explicar estas
diferencias.

A pesar de esos porcentajes de contaminacion, hay
que indicar que los niveles drettanomycegufc/ml
de vino) en la mayoria de las muestras contaminadas
(22 de 27: 81%) son muy bajos y estan lejos de los
considerados peligrosos para la alteracion del. \&ho
riesgo de acumulacion excesiva de fenoles volaies
produce cuando la poblacion 8eettanomyce®n el
vino supera el nivel de #a0® ufc/ml (Renouf y col.,
2005). Sin embargo, si se supero ese valor cetich
muestras procedentes de los vinos probleméticos.
Estos vinos ya presentaban una alteracion detectabl
al olfato en el momento del analisis. El resto mewv
con contaminaciones bajas tendrdn que cuidarse
durante la conservacion evitando la multiplicaaii@n
las levaduras, para evitar que desarrollen el prodl

Estos resultados concuerdan con lo indicado por
Renouf y col. (2007). Estos autores afirmaban que s
muy raros los vinos en los qie bruxellensisno esta
presente, y que pensar en la ausencia total de este
microorganismo a lo largo de la vinificacion esailr
Por ello, los endlogos sélo tienen la opcion détdiny
controlar su multiplicacion. En este contexto, la
pregunta sobre el origen d8. bruxellensis es
determinante para adelantarse a su multiplicacion.
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Caracterizacion de cepas bacterianas resistentesdencidas aisladas a partir
de la industria lactea

M2 Luisa Fernandez MarqueM? José Grande Burgo$/ Carmen Lopez AguajoJulia Toledo del
Arbol', Rosario Lucdsy Antonio Galvez

'Area de Microbiologia, Universidad de Jaén, Espagimlvez@ujaen.es

Los biocidas son ampliamente utilizados en difee@dmbitos, incluyendo la industria alimentaria. La
resistencia a biocidas empieza a ser un fendmea@urocupa a diferentes sectores, por su posible
papel en la co-seleccidn de resistencias a otrestag antimicrobianos, incluidos los de uso clinico
En el presente estudio se ha partido de muestnaadis de superficies de industrias lacteas, de las
cuales se ha aislado una coleccion de cepas laaraeriPara determinar la sensibilidad a biocidas, |
cepas aisladas fueron sembradas en medio liquidiomado de concentraciones crecientes de
diferentes biocidas, a fin de determinar la conmeedn minima inhibitoria (CMI) para cada biocida.
Los niveles mas altos de resistencia se han olatgmeda los biocidas triclosan, polihexametilén
guanidio, cloruro de benzalconio y cetrimida. Seshiccionado una coleccién de las cepas que
mostraban mayores niveles de resistencia y/o ni@streesistencias multiples a biocidas. Las cepas
resistentes han sido identificadas a nivel de éspeediante técnicas moleculares, tratdndose en su
mayoria de lactococos Escherichia coli Para las cepas resistentes a biocidas se haiagktud
también la resistencia a antibidticos, encontramdbajos porcentajes de cepas resistentes a
estreptomicina o cloranfenicol, pero si mas elesgura beta-lactamicos y tetraciclinas asi como a
trimetoprim/sulfametoxazol. Se han estudiado Idsrd@nantes genéticos de la resistencia a biocidas
y antibioticos, encontrandose la presencia de ggae§/ bombas inespecificas de exporte en el caso
de las cepas Gram-negativas) asi como de genesbptadactamasas y genes de resistencia a
tetraciclinas. Los resultados obtenidos indicanlgaecepas procedentes de ambientes lacteos pueden
mostrar co-resistencias a antibioticos y a biocidas

INTRODUCCION una coleccion de bacterias procedentes de la malust

Las operaciones de limpieza y desinfeccion sdﬁct_eg, en cuanto a su. sensibilidad a biocidas y
Qtlblotlcos, y presencia de determinantes de

fundamentales en las industrias alimentarias pa? . .
mantener bajos niveles de contaminaciéon tanto aeesstenua.
microorganismos  saprofitos como  patdégeno .

Detergentes, biocidas, o combinaciones de ambos ﬁ\TERIAL Y METODOS

utilizados con frecuencia en las operaciones @& ha partido de una coleccion de 44 aislados gentes
limpieza y desinfeccion. El cloruro de benzalcoeso de vaquerias y queserias de la region. La seusibila
ampliamente utilizado en la desinfeccién dgiocidas se ha determinado mediante microtitulacdn
utensilios, instrumentos y superficies de diveipo.t Placas de 96 pocillos adicionadas de concentragione
El triclosan también es ampliamente utilizadgSrecientes de biocida. Aquellas cepas que mostraran
incorporado en embalajes para alimentos, tablast lerancia a biocidas superior al valor de corte lae

. i laciébn (ECOFF) fueron seleccionadas para posteri
corte, plasticos, contenedores de basura, asi €@MOggydio. La resistencia a antibisticos se determiné

productos para la higiene y el cuidado personal. Ehpleando  discos  impregnados con diferentes

cloruro de hexadecilpiridinio fue aprobado por l&oncentraciones de antibiético (CLSI, 2012). Laspreia

FDA para la descontaminacion de canales de ave. de genes de resistencia para derivados de amonio
Aunque la mayoria de los biocidas ejercen efectosaternario y para antibioticos se estudié medi®@R

caotropicos sobre las estructuras celulares comoempleando cebadores y condiciones de amplificacion

membrana citoplasmica, las bacterias han desatoollgescritos en la I_iteratura cientifica (Chiu y c@006; Saez

mecanismos de tolerancia (basados algunos de efd@!-» 2004; Swicky col., 2012).

en bombas de exporte) que pueden conferir co-

resistencia a algunos antibidticos de uso clinicRESULTADOS Y DISCUSION

También cabe la posibilidad de que las cepas : . :

adaptadas a biocidas sean portadoras de genes dbos porcentajes de aislados con mayor tolerancia

. ; 0o - los diferentes biocidas fueron: cloruro de
resistencia a antibioticos, por lo que la exposiGo para . L
biocida puede dar lugar a una co-seleccion de am zalconio (18,18%), cetrimida (22,22%), clorueo d

t "En el t tudi h acleri exadecilpiridinio (2,27%), polihexametilenbiguaanid
caracteres. =n €l presente estudio se ha car nz(29,54), triclosan (43,18%) y hexaclorofeno (9,09%)
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Un 18.18% de los aislados fueron tolerantes a dfblal: Resistencia fenotipica y genotipica a antibiotigdsiocidas en
N, islados procedentes de la industria lactea.
biocidas, y un 4,54% eran tolerantes a 3, 4 o 5 °P ndust

biocidas. También se encontr6 un aislado (2,27%) nﬁis'ado _Er‘g’ddas AA&“FE’%‘?QSIMP bcfe”es
era tolerante a 6 biocidas. > o — q:CC,}j'T

Del conjunto de aislados se seleccionaron 19 pog BC, CT, TC,
su mayor tolerancia a alguno de los biocidsq4 ?gMG 2:"/"; — qace1
ensayados o por ser tolerantes a dos 0 mas bipgidas; BC.CT. TC AMP. TET GacEi
se determind su resistencia a antibiéticos (Tabla [Te BC, CT, TC AMP, CM gacEqL
En cuanto a beta-lactamicos, la resistencia | & TC NET gacE/1

. . TET, CM, SM,
amp|C|I|na fue la mas fre_cuente (12 .(,je los 19® PHMG NAL. TMISTX tetC
aislados), aunque muchos aislados también mostrafen TET, NAL,
resistencia a cefotaxima y ceftazidina. Otrgs PHMG m/PSTfET qacgi, tetltéR

. . RT s , gac , Su '
resistencias destacadas fueron para tetraciclina ¥ BC.CF, PHMG | TM/STX int, acrB. mdfA
trimetoprim/sulfametoxazol, encontrandose ambasi BC, TC, CF, qacEll, acrB,
con frecuencia en cepas que mostraban multip els2 FéFC'MgT . [NV mdféll =

i i - AMi , CT, , , , , gackl, sulFR,
resistencias a beta-lactamicos. TC.CE.PHMG | TM/STX acrB, mdfA, tetA

El gen de resistencia a biocidgacEdl estaba [13 gacEd1, acrB,
presente en 13 de los aislados estudiados. Estsege = BC, CF, PHMG mdfé\dl =

_ gacEd1, acrB,

encuentra con frecuencia en cepas Smonella BC. CF, PHMG mdfA
asociado a integrones de la clase |, junto consotros AMP, CTX, CFZ, | blacrxw, blapss
genes de resistencia a antibioticos como sulforesnid - PHMG m/PSTgTX == E:aTEM -
No obstante, solo se encontraron tres aislados BC ST | Dl e
positivos para sulfonamidas, y solo en uno de eéos| 17 AMP, CTX, CFZ, | gacE4l, sulFR,
encontr6 el gerint correspondiente a la integras BC, CT, PHMG /T\:\EATP’ T(['\"T/iTéFZ acrB, mdfA, tetA
Estos resultados deberan ser investigados er]_mayb%' PHMG TMISTX | blarey
profundidad, ya que ninguna de las cepas identidi€a | 19 AMP, CTX, qacEA1, blacryw,
pertenece al génerdSalmonella Los genes de PHMG TMISTX blaese, blarew

resistencia a beta-lactamicos detectados fu@@spyx. BC, cloruro de benzalconio; CT, cetrimida; HDP, rofo de
s oL o Ao o e o A e S o
' ’ s Imipenem; , etraciclina; s
aislados se encontré qaackEs1 estaba asociado conestreptomigina: NET, netilmicina;  NAL,
las bombas de exporte (0 sus componerded} y imetoprim/suliametoxazol.
mdfA El aislado que mostraba tolerancia a los s
biocidas ensayados (identificado coriaterobacter
cloacae mediante analisis comparativo de s@apita, R., Alonso-Calleja, C., 2013, Antibiotic-reaigtbacteria:
secuencia 16S rDNA) mostraba un genotjpaEa1, a challenge for the food industry. Crit. Rev. Food Skitr.,
sulFR, acrB, mdfA, tetATabla 1). Este aislado 53:11-48.
recuerda al fenotipo d&almonellamultirresistente CMY: CH-» Su, LH., Chu, CH., Wang, MH., Yeh, CM., VUgiX.,
ASSUT (ampicilina, estreptomicina, sulfamidas, Chu,_C., 2006, Dete_ctlon_ of multidrug-resistéddlmonella
o ) . . - enterica serovar typhimurium phage types DT102, DT104,
tetraciclina), que esta ampliamente diseminado, Y and U302 by multiplex PCR. J. Clin. Microbiol., 445238.

sugiere  que los  determinantes  geneticey s, Clinical and Laboratory Standards Institute (QLR012,

correspondientes podrian también estar presentes erPerformance Standards for Antimicrobial Suscejitybil

otras bacterias. Testing;  Twenty-Second Informational  Supplement.

En su conjunto, los resultados del presente estudio Pocument M100-S22. Vol. 32 no. 3. Wayne, PA.

indican claramente que las cepas mas tolerantes$@§nz Y., Brifias, L., Dominguez, E., Ruiz, J., aZaga, M.,

biocidas presentan también resistencias a antbgti '@ J» Torres, C., 2004, Mechanisms of resistante
L. , multiple-antibiotic-resistarEscherichia colistrains of human,

de USIO' clinico. Cab”a_ esperar, por tanto', que la animal, and food origins. Antimicrob. Agents Chenauth

exposicion a concentraciones subletales de bioeidas 4g:3996-4001.

la industria alimentaria ayudase a mantener feostipswick, M.C., Morgan-Linnell, S.K., Carlson, K.M., Zgedrich,

resistentes a antibioticos, facilitando de ese mgwlo L., 2011, Expression of multidrug efflux pump gemesAB-

diseminacion a lo largo de la cadena alimentaria. tolC, mdfA andnorE in Escherichia coliclinical isolates as a
function of fluoroquinolone and multidrug resistanc

Antimicrob. Agents Chemother., 55:921-924.

cloranfenigol STR,
nalidixico; TM/STX,

eEIﬁBLIOG RAFIA
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Tolerancia a biocidas en aislados d&almonellaprocedentes de productos
carnicos en Andalucia
Antonio Marin Garridh M2 José Grande Burgo$/? Luisa Fernandez Marqufem? Carmen Lopez
Aguayd, Rubén Pérez Pulidolulia Toledo del Arbd) Rosario Lucasy Antonio GalveZ

1Re{;\I Academia de Ciencias Veterinarias de Andal@eiantal, Jaén, Espafia
Area de Microbiologia, Universidad de Jaén, Espafimlvez@ujaen.es

La salmonelosis sigue ocupando el segundo lugae &g zoonosis mas frecuentes en humanos, con
un total de 91.034 casos confirmados en Europd afioce2012, de los cuales 4.181 se registraron en
Espafia. En este estudio, se analizd una colecei@isthdos d&almonella entericaprocedentes de
muestras cérnicas de Andalucia en el periodo 200Z-2Los serotipos mas frecuentes fueron (por
orden) Typhimurium, Enteritidis, Derby, Anatum ysBén. Se tomaron 43 aislados para ensayar su
sensibilidad a biocidas incluyendo los derivadosadgonio cuaternario cloruro de benzalconio,
cetrimida y hexadecilpiridinio, y los bisfenoledckbsan y hexaclorofeno. Las concentraciones
minimas inhibitorias (CMIs) para los derivados deoaio cuaternario oscilaron entre 25 y 50 mg/l
para la mayoria de los aislados, si bien unos paistedos mostraron CMIs mucho més elevadas, de
hasta 250 mg/l. Los bisfenoles presentaron una nagtevidad, con CMIs de 2.5 a 25 mg/l. Solo se
detectaron unos pocos aislados con CMIs superatasmedia de la poblacion para el triclosan, de
hasta 250 mg/l. Estos resultados indican que unagia fraccién de la poblacién &almonella
entericaen productos carnicos podrian ser tolerantes@dais derivados del amonio cuaternario y al
triclosan.

INTRODUCCION Andalucia durante 2002-2007. De ellas, se tomardn 4

) , ) aislados procedentes de la provincia de Jaén saudiar
Salmonella entericas un patogeno importante poky, tolerancia a biocidas: cloruro de benzalconi€)(B
su capacidad para provocar gastroenteritis y fiebggirimida (CT), hexadecilpiridinio (HDP), triclos4fiC) y
tifoidea (Coburn y col., 2007). Algunos estudiogiexaclorofeno (CF). Se determinaron las concemmasi
sugieren queSalmonellapuede permanecer en lasninimas inhibitorias (CMIs) mediante microtitulagicn
superficies y equipos empleados en la manipulaci@tacas de 96 pocillos tras 24 h de incubacion €37°
de carne cruda, y que las operaciones de limpieza e

higiene convencionales pueden no ser totalmer&SULTADOS Y DISCUSION

efectivas en la eliminacion de la bacteria de dicho Los serotipos deSalmonellamas frecuentes

ambientes (Arguello y col., 2012; Hernandez y col, A .
2013). Esto nos lleva a plantear la cuestion de lﬁlcontradqs en muestras carnicas en Andalucia
en el periodo 2002-2007 fueron (por orden)

posible tolerancia a biocidas. Los biocidas so himuri i b .
ampliamente utilizados en la industria alimentarid YPhimurium, Enteritidis, Derby, Anatum y Rissen.
mayor frecuencia de contaminacion se detect® par

como por ejemplo en la desinfeccion de contenedor _ : )
os derivados de cerdo, especialmente el chorigo. S

cintas transportadoras, o suelos y demas supsrfieie _ : ,
las plantas de produccién (McDonnel y col., 19982 descrito que los niveles de Enterobacterias

SCENIHR, 2009). La tolerancia de las bacteriassa |&|nTIuyendo dSaImoneIIz)t sel_mantlenen est?bles 0
biocidas empieza a ser una cuestion preocuparde, d4'¢'uSC pueden aumentar ligeramente en las etapas
que algunos mecanismos de resistencia shliciales de maduracion del C|;]OI’IZO, para luego
inespecificos o pueden dar lugar a una co-selectiond€Scender gradualmente (Castafio y col., 2002). En

genes de resistencia a antibiéticos (Ortega Morgnté&N0rizo de México se ha detectado la presencia de
col., 2013). El objetivo de este trabajo ha sidaliaar >a/monella(Escartin y col., 1999). En los Estados
la tolerancia a biocidas en aislados Salmonella YNnidos se detectd en 2013 un brote de salmonelosis

procedentes de diferentes tipos de came y alimenf§'® afecto a 294 personas asociado al consumo de
carnicos, incluyendo  alimentos tradicionale§0riz0 en una cadena de restaurantes de Nevada
fermentados como el chorizo. Nguyen, 2013). Después de los productos de
volateria, los derivados de cerdo también son
MATERIAL Y METODOS importantes en cuanto a 'contamlnacmn con
Salmonella De acuerdo con un informe de la EFSA-

Se analizaron los datos correspondientes a logiEeso ECDC 2012 (EFSA-ECDC, 2014), los niveles mas
encontrados en 112 muestras carnicas positivas para

Salmonella en inspecciones oficiales realizadas en
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altos de contaminacién en mataderos se detectan erEl cloruro de benzalconio es ampliamente utilizado
Bélgica (10.8 %) y Esparia (7.8 %). para la limpieza de utensilios e instrumentos en la

Las medidas de higiene y desinfeccion adecuadadustria alimentaria. El hexadecilpiridinio
son fundamentales para controlar la presencia @@tilpiridinio) fue aprobado en 2004 por la FDAga
Salmonella en los ambientes de produccidon ya descontaminacion de carne de &@uo0 biocida de
procesado de alimentos. Cuando se ensayd uso comun, el triclosan, se utiliza en una gran
sensibilidad a biocidas en aislados $monellase variedad de productos de uso diverso (SCENIHR,
encontré que el cloruro de benzalconio inhibia a 2009). Por tanto, y de acuerdo con los datos aqui
mayoria de los aislados a 50 mg/l, excepto a uro quresentados, es bastante probable que la exposicion
requirio 250 mg/l (Tabla 1). La cetrimida mostréaunestos biocidas en la industria provoque la aparidi
actividad similar, aunque se detectaron mas aisladmepas de&almonellatolerantes. La posibilidad de que
con CMis por encima de 50 mg/l. Ella exposicion a biocidas tenga como consecuencia
hexadecilpiridinio también fue muy activo, inhibiln indirecta una co-seleccion de genes de resistencia
a la mayoria de los aislados a 25-50 mgl/I. antibioticos debe ser investigada.

El bisfenol triclosan fue el mas activo de todas lo
biocidas ensayados, ya que inhibié al 79.07% de IB$LIOGRAFIA
a'SIa_d_OS a 2.5 mg/l. No O_bStante’ un total de lados Arguello, H., Carvajal, A., Collazos, J.A., GarcidiEeC., et al.,
requirieron  concentraciones mayores para  SU 2012. Prevalence and serovarsSaimonella enterican pig
inhibicion, de hasta 250 mg/l en un caso. El carcasses, slaughtered pigs and the environmenfowf
hexaclorofeno fue menos efectivo a 2.5 mg/l Spanish slaughterhouses. Food Res. Int., 45:905-912
comparado con el triclosan, pero a diferencia de é§astaio, A, Garcia Fontan, M.C., Fresno, J.M., ddija, M.E.,
no se detectaron aislados con CMIs superiores a o5etal, 2902. Survival oEnterobac.teriaceaduring processing
mg/l para este biocida. Por tanto, los aislados of Chorizo de cebolla, a Spanish fermented saudaged

tolerantes a triclosan son sensibles al hexaclooofe Control, 13:107-115.
Coburn, B., Grassl, G.A,, Finlay, B.B. 200almonellathe host

and disease: a brief review. Immunol. Cell Biol.,182-118.

Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias para difegrtiocidas ;FSA-ECDC, 2014. The European Union Summary Report on

frente a aislados d8almonellade productos céarnicos. Se muestran lo

porcentajes de aislados inhibidos para cada camoim de biocida. (BC: Trends and Sources of Zoonoses, Zoonotic Agents=aid-
cloruro de benzalconio, CT: cetrimida, HDP: hexdgeiinio, TC: borne Outbreaks in 2012. EFSA J., 12:3547.
triclosan y CF: hexaclorofeno). Escartin, E.F., Castillo, A., Hinojosa-Puga, A.,ddla-Lozano,
J., 1999. Prevalence &almonellain chorizo and its survival
Concentracién minima inhibitoria (mg/l) under different storage temperatures. Food Micigbio
Biocida 2.5 25 50 100 250 16:479-486.
BC 233 9.30 86.04 233 Hernandez, M., Gomez-Laguna, J., Luque, |., Heikexan, S. et
al., 2013. Salmonellaprevalence and characterization in a
cT 4.65 88.37 465 233 free-range pig processing plant: Tracking in trudesrage,
HDP 3720 | 55.82 6.98 slaughter line and quartering. Int. J. Food Micobbil62:48—
TC 79.06 9.30 6.98 2.33 2.33 54.
CF 5116 1864 McDonnel, G., Russell, A.D., 1999. Antiseptics anslrdectants:

activity, action, and resistance. Clin. Microbiol VRe12:147—
179.

En conjunto, los resultados de este estudio indic&guyen, L., 2013.SalmonellaGastroenteritis Outbreak Among
que la mayoria de los aislados d&almonella Patrons of Firefly on Paradise Restaurant — Las ¥ega
analizados son sensibles a concentraciones Nevada. Southern Nevada Health District. Interim deg.
relativamente bajas de biocidas. Para la mayorl'a de(http://www.southernnevadahealthdistrict.org/dovmitstats-

varn ts/firefly-interim-report-052213.pd
los biocidas ensayados se encontraron unos cuantos o o ey Imenm-repor pd)

(0} .
islad CMI - | ia d r]igrtega-Morente, E., Fernandez-Fuentes, M.A., Grddgos,
aislados con S_superiores a la mayoria de [a M.J., Abriouel, H..et al, 2013. Biocide tolerance in bacteria.

poblacion. Dichos aislados deberian ser considerado | j. Food Microbiol., 162:13-25.

como tolerantes a biocidas. Uno de los aislad@®eniHR, Scientific Committee on Emerging and Newly
destacOé por presentar CMIs elevadas para tresidentified Health Risks, 2009. —~Assessment of théiblatic
biocidas distintos (incluyendo derivados de amonio Resistance Effects of Biocides, January 2009, ppR24—
cuaternario triclosan), y otros dos presentabansCMI

de 100 mg/l para la cetrimida y el hexadecilpirialin Agradecimientos.Este trabajo ha sido financiado por el proyecto
Los aislados con mayores niveles de tolerancia e'SAtig:C'i‘(‘,)ig(El’chA')CE' FEDER) y el Plan Propio de Ayuada
como los que presentan tolerancias mdultiples estan '
siendo estudiados para conocer los posibles gaenes d

resistencia implicados.
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Efecto protector deLactobacillus reuterilNIA P572 frente aListeria
monocytogenesn queso

lzaskun Martin-Cabrejas, Susana Langa, Raquel Elpithgela Peirotén, Juan L. Arqués y
Margarita Medina

Dpto. Tecnologia de Alimentos, INIA, Carretera @eCQorufia Km 7, 28040 Madridnartin.izaskun@inia.es

Se ha estudiado el efecto de la adicién_detobacillus reuteriNIA P572 productor de reuterina,
como adjunto al fermento comercial junto con glit€i00 mM), sobre la supervivencia Histeria
monocytogenedurante la fabricacién y maduracién de queso. IEqueso control, asi como en los
elaborados Unicamente canreuterio con glicerol, los niveles del patdgeno fueron atelen de 4
log ufc/g al finalizar los 30 d de maduracién. Seseyvé un efecto antimicrobiano frenteLa
monocytogenesn los quesos elaborados darreuteriy glicerol, con recuentos del patdgeno 2.2 log
ufc/g inferiores a los del queso control en eldig ausencia en 25 g de queso desde los 7 d3®los
d. La presencia de reuterina se detecté en looguesiL. reuteriy glicerol durante los primeros 7 d
de maduraciénL. reuteri INIA P572 productor de reuterina podria ser empleado comtivoul
adjunto bioprotector para el control de microorgaris patdégenos en queso ante una eventual
contaminacién en el producto.

INTRODUCCION situ de reuterina padt. reuteriINIA P572 en queso asi

Actualmente  los  consumidores  demandafomo su efecto protector frenté amonocytogenes

aﬁmentos mas sanos y naturales, siendo los pmu%ATERIAL Y METODOS
lacteos fermentados que contienen microorganismos

probidticos los de mayor difusion dentro de loEabricacion de los quesasSe realizaron dos fabricaciones
alimentos funcionalesLactobacillus reuteries una @ partir de leche moculadaocdm monocytogene®HIO a
bacteria &cido lactica con demostrado potenci%'Prgx' 5 log Cft‘.‘/ deLy ;‘” 1% delfe:_mertl)to clomtclercMIf(
probidtico. Algunas cepas son capaces de sintetizar : 9Ue contieh&actococcus facussubsp facts y &
reuterina durante el metabolismo anaerébico d tis subsp cremorid. En cada fabricacion la leche se

: . , parti6 en 4 cubas (Figura 1): queso control (Clipa
glicerol. La reuterina es un aldehido soluble emaag queso con 100 mM de glicerol (Cuba 2), queso Eon

aCti_VO a un amplio rango d_e PH y temperaturagsyteri al 1% (Cuba 3) y queso con la combinaciénLde
resistente a enzimas proteoliticas y lipoliticasuyo reuteriy glicerol (Cuba 4).

efecto antimicrobiano esta demostrado frente a
Escherichia coliO157:H7, Listeria monocytogenes Leche
Salmonella spp. y Campylobacter jejuniArqués y Eastentizate

; ., 33°C Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Cuba 4
col., 2008; Montiel y col., 2014). La produccion de Gontcol e e i o
este metabolito pol. reuteri INIA P572 se ha [ aea ][ awca [ emca [ cwca |
demostradan situ en productos lacteos (Langa y col. [ Femeno [ Fememo || Fermento Fermento
2013). En la mayoria de los paises con sistemas B B i Lf::‘:“""“” HL""“””"“’S” ‘
notificacion de enfermedades alimentarias se h

registrado incrementos significativos en la incidan |

o ” Cuajo ‘ ‘ Cuajo ‘ ‘ Cuajo ‘ ‘ Cuajo
de toxiinfecciones causadas pbr monocytogenes \Ccam |

H H H H — 30 dias
S|end0 Ia IISterIOSI,S una de Ias ma‘yores causas \ Desuerado H Moldeado H Prensado H Salado »M
muerte por infeccion de origen alimentario en Earof
(AIIe_berger y col, 2010). En la UE en 2012 seigyra 1: Esquema de fabricacion de los quesos
confirmaron un total de 1642 casos y 198 muertes
(EFSA, 2014). Al ser una bacteria ubicua es capaz Analisis microbiolégico. Los quesos se maduraron durante
adaptarse a muchas condiciones y supone un rie§§odias a 12°C, y se analizaron los dias 1, 7, 38.y5e
para los productos listos para el consumo, comel egealizaron recuentos de totaled,. reuteri y L.
queso, que se ha visto implicados en varias des eéf’ci’,r}?‘?ytog?”?s ificacion d erina.Durant
toxiinfecciones (EFSA, 2014). Entre un 4 y un 5% dgnalisis guimico y cuantificacion de reuterina.Durante

. . .1ps tiempos indicados se analiz6 el pH de los cqueso

los quesos yendldos al por menor en el Reino Uni ediante un electrodo de penetracién y se invedago
mostraron niveles superiores a los recomendados PQfcentracion de reuterina mediante el método
la UE (2004/24 y 2005/175) pata monocytogenes cojorimétrico de Circle y col. (1945).
El objetivo de este trabajo es estudiar la produdci
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RESULTADOS Y DISCUSION
Evolucién de microorganismos totales \.. reuteri
INIA P572. Los recuentos de totales se mantuvieron . (.\F —u

en niveles de aprox. 9 log ufc/g a lo largo de304,
a excepcidn de los quesos darreuteri + glicerol en 43
que fueron descendiendo hasta 4.2 log ufc/g dl di@a ’ =

maduracionL. reuteridisminuy6 1.5 log ufc/g enlos & 44
quesos con dicha bacteria a los 30 d, mientraseque

los quesos com. reuteri + glicerol el descenso fue 4.4 : ‘ ‘
mayor, reduciéndose a niveles de 2.5 log ufc/g. 0 10 20 30
Actividad antimicrobiana  frente a L.
monocytogeneskEn los quesos de un dia fabricados
con L. reuteri + glicerol los recuentos (,jd" _Figura 2: Evolucion del pH durante los 30 d de maduracion.
monocytogenes fueron aprox. 2 log ufc/g mas baj@sieso control«), queso con gliceroh), queso coi.. reuteri(A)

gue en los otros quesos (control, queso con gligeroy queso cor.. reuteri+ glicerol @).

queso corl. reuter). En el queso control, los niveles

del patégeno descendieron 2.1 log ufc/g al finalade La reuterina presenta un efecto antimicrobianotéren
maduracion. Los recuentos de los quesos con dlicedodiferentes patégenos en alimentos como la leche
o con L. reuteri no mostraron valores (Arquésy col., 2008) o el salmon ahumado (Montiel
significativamente distintosP(<0.01) a los del queso col., 2014). En el presente trabalo, reuteri INIA
control para este mismo tiempo. En el queso lcon P572 fue capaz de sobrevivir en el queso y de
reuteri + glicerol no se detectd presencia He producirin situ cantidades de reuterina suficientes
monocytogenesn 25 g de queso desde los 7 d hastagsimo para ejercer un claro efecto bactericida éremt

final de la maduracion. L. monocytogenes
L. reuteriINIA P572 podria ser afiadido como adjunto

Tabla 1.Recuentos dé. monocytogenefiog cfu/g) en quesos g| fermento comercial y junto con glicerol (E-422)

Tiempo (d)

con glicerol L. reuteriy su combinacion. la elaboracién de quesos para el control lde

Tiempo (d) monocytogenes.
1 7 15 30 ,
Control 6.26 500 492 415  DIBLIOGRAFIA
Glicerol 5.85 5.46 475 3.70 Allerberger F., Wagner M. 2010, Listeriosis: a mggunt

foodborne infection. Clin Microbiol Infect, 16: 182

L. reuter 588 544 464 423 Arqués J.L., Rodriguez E., Nufilez M., Medina M. 2008,
L. reuteri + Glicerol 4.04 ND ND ND Inactivation of Gram-negative pathogens in refriged milk
Los recuentos de. monocytogenes las O h fueron 4.49 log cfu/g. by reuterin in combination with nisin or the lactopxidasa
ND significa ausencia en 25 gr. system. Eur Food Res Technol, 227: 77-82.

Circle, S. J., Stone, L., Boruff, C. S. 1945, Acroldetermination
pH y produccién de reuterina. Se registré un by means of tryptophane. Ind Eng Chem, 17: 259-262.
descenso de pH durante la maduracion en todos EFSA (European Food Safety Authority). 2014, Theofean
quesos. En el caso de los quesos elaboradod..con Union summary report on trends and sources of zEes)0
reuteri + glicerol, este descenso fue menos zoonotic agents and food-borne outbreaks in 20I2SAE

pronunciado con valores aprox. 0.25 unidades 2°UMal 12,3547,

. . . nga S., Landete J. M., Martin-Cabrejas |., Roddgu&.,
superiores al gueso control al final del periodo d-ea Arqués J.L., Medina M. 2013n situ reuterin production by

maduracion. Se confirmo la produccion de reuterina Lactobacillus reuterin dairy products. Food Control, 33: 200-

con valores de 5.25 mol/g en el dia 1 y 2.02 phra e 2g6.

dia 7 de maduracion. No se detectd el compuesiie C. L., Sagoo S. K., Gullespie I. A., Grant, WicLauchlin.

antimicrobiano durante el resto de la maduracion. 2009, Prevalence and level hfsteria monocytogeneand
other species in selected retail Ready-to-eat foodshe
United Kingdom. J Food Prot, 72: 1869-1877.

Montiel R., Martin-Cabrejas 1., Gaya P., Medina M.120

Reuterin and high hydrostatic pressure treatmentsthen
inactivation of Listeria monocytogenesind effect on the
characteristics of cold-smoked salmon. Food Biomsce
Technol. DOI:10.1007/s11947-014-1287-9.
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Incidencia de hongos con potencial toxigénico en rastras de piensos y
materias primas
Rodrigo Vera, Gisela Girmé, Leonardo Arosemena YANgeles Calvo Torras

Grupo de Investigacion en Microbiologia Aplicad&¥gdioambiental. Departamento de Sanidad y Anata¥niaal.
Facultad de Veterinaria. Universidad Autonoma ded@fona, Espafiarodrigo5280@gmail.com

Durante el afio 2013 la presencia de micotoxinagranos o semillas fue una de las principales
alertas del Sistema de Alerta Rapida para Alimegtd&ensos del espacio europeo (RASFF). La
presencia y/o acumulacién de micotoxinas en aliogatsustratos destinados a la nutricién humana y
animal es una preocupacion constante por los efextoivos para la salud derivados de su ingesta. A
partir de 422 muestras de piensos y/o materiasagripara su fabricacion, provenientes de distintas
empresas de la Peninsula Ibérica, se determindekemcia e incidencia de cepas Alpergillus
flavus Aspergillus nigery Fusariumspp., descritos por su marcada capacidad toxms.résultados
indicaron que existe un 63% de incidencia por losgos en el total muestras analizadas, dénde
flavus fue el grupo deAspergillusque presenté el mayor porcentaje de incidencialetotal de
muestras (29,8%), seguido pBusarium spp. (20,58%) yA. niger (9,7%) respectivamente. La
incidencia en piensos y materias primas separadamedico queA. flavuspresenta el mayor valor
en ambos tipos de sustrato 28,4% y 24,14%, yAqueger presentd el menor porcentaje. Dentro del
analisis de materias prima&, flavusfue detectada en todas las materias primas adakz@=10),
siendo el salvado y la harina de soja los sustratoslos valores méas elevados de incidencia, y el
maiz el sustrato con el mayor porcentaje de incideracumulada (90%). Estos resultados
evidenciarian que la presencia de micobiota corerpddl toxigénico dentro de los alimentos
destinados a nutricion animal es una realidad pigantte, y que el consumo al menos de las muestras
positivas puede generar algun riesgo para la siluenimal y humana por probabilidad de presencia
y/o acumulacién de micotoxinas del tipo Aflatoxin@gratoxinas, Fumonisinas y Zearalelona.

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

Debido a que muchos alimentos destinados a Naestras. 422 muestras suministradas por empresas
nutricién animal constituyen un importante canal di@bricantes de piensos del rubro animal, diferefzsaen
introduccion de peligros en la cadena alimentarfs® muestras de piensos y 186 muestras de mapeinass

humana, debe evaluarse y confirmarse su inocuiddiferenciadas en diez sustratos (cebada, colzayralwp,

antes de ser suministrados a los animales. Esﬁgzgzénfg)]a’ harina soja, maiz, salvado, trigaro 0

procesos de evaluacion revisan \{arlados aspec_les, Aislamiento e identificacion de hongos filamentoso&as
implica contemplar tanto la seguridad de los aresial iy estras fueron resuspendidas en solucién de Ringer
como la de los seres humanos que consumen {Qgariotas en proporcién 1:9 para desprender puipsig
residuos que pudieran permanecer en los alime®tosfghgicos. 0.1 mL de cada muestra fueron sembrauagar
origen animal (FAO/OMS, 2007). dextrosa Saboraud, e incubadas a 28°C por 4-7 Idias.
Dentro de las toxinas que aparecen en I|b®ngos fueron identificados macroscopicamente psr s
alimentos, las micotoxinas se consideran una destaracteristicas fenotipicas y microscopicamente f
de seguridad alimentaria por sus efectos acumaatiestructuras reproductivas: forma de conidiéforapidios.

y nocivos en animales y en el hombre (Zain Zoofnélisis de datos.Se determiné el porcentaje de incidencia
Campbell y col., 2004) ’ siguiendo la siguiente formula: (n° muestras pessiN) x

. . 100.

Todas las especies de hongos filamentosos son
capaces.de producir m|COIOX|na§, sin embargo I?ﬁESULTADOSYDISCUSION
pertenecientes a los génerspergillus, Fusariuny
Penicillium tienen mayor importancia por estar Los resultados de presencia de hongos
involucrados de forma notoria en la contaminacién dilamentosos con potencial toxigénico (Tabla 1),
alimentos para consumo humano y animal, y sigdicarian que el 63% de las muestras presento
consecuentes efectos nocivos para la salud si smmtaminacion, similar a los hallazgos en obtenidos
ingerido (Bryden, 2007), estimando que al menos 3@0r Richard y col(2007), detectando la presencia de
de estos metabolitos son potencialmente téxicas pdy. flavus, A. nigey Fusariumspp. en sus analisis.
animales y humanos (Huwig y cd?001).
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Tabla 1 Porcentaje (%) de incidencia de hongos filamergos
(HF) con potencial toxigénico

n n+ % HF
TOTAL 422 266 63,03
PIENSOS 236 145 61,44
MATERIAS PRIMAS 186 121 65,05 206%

n+ = nimero de muestras colonizadas con algin hdiymentoso
analizado en este estudio
%HF = porcentaje de incidencia de hongos filamestos

A. flavus
A. niger
Fusariumspp.
Sin desarrollo

onon

Tabla 2 Porcentaje (%) de incidencia de especies/génegos d
hongos filamentosos en el total de muestras.

Hongo filamentoso ;fgé%s) Mat?giigg)mas Figura 1. Distribucién de hongos filamentosos potencialmente
toxigénicos en el total de muestras analizadas
Aspergillus flavus 28,38% 24,15%
Aspergillus niger 8,89% 11,82% Se debe destacar que aunque la presencia de estos
Fusariumspp. 24,15% 18,27% hongos filamentosos no necesariamente indica la

presencia de micotoxina, si existe la posibilidad d

En piensos destinados a la industria animal, otrg€ alguna de las muestras la presentase, poelelqu
estudios han abordado esta problematica. Nuestf§§1sumo al menos de las muestras positivas al
resultados (Tabla 2) concuerdan con la presencia @gsarrollo de hongos filamentosos puede generar
los géneros/especies de hongos filamentosos, &lgun riesgo para la salud del animal.
embargo los porcentajes de incidencia difierenode | )
reportados por Gonzélez-Pereyra y .cq008), BIBLIOGRAFIA
guienes encontraron que en piensos existe un indggden, W. L. 2007. Mycotoxins in the food chainnian health

de 13,88% pard. flavus,un 8,33% para. niger, y implications. Asia Pac J Clin Nutr, 16(Suppl 1), B&t.
paraFusariumspp., hallaron que predomina en 100%§:ampbell, A. W., Thrasher, J. D., Gray, M. R., Vojdan 2004.
Asimismo, los reportado por Rosa y .c¢R009) Mold and mycotoxins: effects on the neurological anmune

indican queFusariumspp. se encuentra en todas las systems in humans. Advances in Applied Microbiolo§9:
) 375-406.

muestrasA. flavu.serj e|,50% y el grup@\_. nigeren FAO/OMS. 2007, El impacto de los piensos en la umded de
un 20%. Esto md_'ca”a que los distintos _Valores alimentos. Informe de la reunién conjunta FAO/OMS8 d
pueden estar relacionados con la procedencia de lasxpertos. Roma.

muestras, época de recoleccion, caracteristia@snzalez-Pereyra, M. L., Pereyra, C. M., RamirezLMRosa,
ambientales y de almacenamiento, variables quecC. D. R., Dalcero, A. M., Cavaglieri L. R. 2008.
favorecen el desarrollo de hongos filamentosos. Determination of mycobiota and mycotoxins in pigdein

Dentro de las diez materias primas de uso en central Argentina. Letters in Applied Microbiology,
piensos, los resultados indican que el 100% es 4_6(5):555',561' ) , i )
contaminado por uno 0 mas hongo filamentoso, don'dg"(‘;'g’ A., Freimund, S., Kappeli, O., Dutler, H.G20 Mycotoxin

L , etoxication of animal feed by different adsorbents
el maiz y el salvado presentaron los valores ntas al  1,icology letters, 122(2):179-188.
de incidencia (>80%) (datos no indicados). EstQgnier, c., Heutte, N., Richard, E., Bouchart, V., 4idlp, P., &
resultados concuerdan con los obtenidos por Mngadi  Garon, D. 2009. Mycoflora and mycotoxin production
col. (2008) en el maiz cuando es utilizado como oilseed cakes during farm storage. Journal of Adftical and
materia prima. Asimismo los resultados del estagio =~ Food Chemistry, 57(4):1640-1645.
Lanier (2009) concuerdan con las especies/géneigadi, P. T., Govinden, R., Odhav, B. 2008. Co-oungr
micotoxigénicas asociados a la colza. gy‘t:o“k’lx'”ls '”7 (1;”'2“2“% Zéiesds' African  Journal  of

. iotechnology, : - .

Es mteresa_ntg destacar que _deI total de muestf_:iqé]ard’ E. Heutte. N. Sage. L. Pottier, D.. Burt V.,

evaluad_as _?XISUO un, porcentajg gque no presento Lebailly, P., Garon, D. 2007. Toxigenic fungi angaotoxins
contaminacion por algun hongo filamentoso evaluado j; mature com silage. Food and Chemical Toxicology,
(Figura 1), a diferencia del estudio de Gonzalez- 45(12):2420-2425.
Pereyra y col(2008) donde el total de muestras deosa, C. A. R., Keller, K. M., Keller, L. A. M., Gorlea Pereyra,
piensos que analizd presentdé micobiota asociada conM. L., Pereyra, C. M., Dalcero, A. M., Lopes, C. W. ZB09.
alguna especie/género determinada en nuestro @studi Mycological survey and ochratoxin A natural contaation
Esto indicaria que posiblemente existen medidas deogszv"_'gggfezeg‘;smﬁs in Rio de Janeiro State, Braixicon,
control de contaminacion por hongos potencialmen%gf (2):283-288.

toXiéni te de | q lime .Zain, M. E. 2011, Impact of mycotoxins on humand animals.
oxigenicos por parte de las empresas de alimemtaci Journal of Saudi Chemical Society, 15(2):129-14.
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Evaluacion de la microbiota de leche de yegua: as@hiento de cepas
potencialmente probidticas
Gisela Girmé, Lucia Pérez, E. Leonardo Arosemedaaflo Grau y M. Angeles Calvo

Grupo de Investigacion en Microbiologia Aplicad&gdioambiental. Departamento de Sanidad y Anatdfnienales.
Facultad de Veterinaria. Universidad Autbnoma ded@éona, Espafagisela.girme@gmail.com

Desde la antigiedad se ha reconocido a la lechgedaa como un alimento natural, siendo
considerada como fuente de rejuvenecimiento. Lauodad cientifica reconoce la leche de yegua
como la leche méas parecida a la leche materna hauntam ellas, practicamente coinciden las
proporciones de proteinas, de lactosa, de mineyadesmicroelementos. El objetivo principal de esta
investigacién es la evaluacién de la microbiotesenée en la leche de yeguas. Para el desarrollo de
este objetivo se realizaron siembras en diferemiedios de cultivo y las cepas desarrolladas fueron
aisladas e identificadas a nivel de género y espéd las muestras analizadas se han obtenido:
diecinueve cepas de morfologia bacilar, tres cefmsnorfologia de cocobacilos, cuarenta y una
cepas de cocos y nueve cepas de levaduras. A dartios resultados obtenidos en este estudio
podemos aportar que la microbiota habitual de theelde yegua esta constituida por bacterias
pertenecientes al géneroactobacillus identificadas como:Lactobacillus brevis, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius, Lactobacilluparacasei spp. paracasei, Leuconostoc
mesenteroidey cepas pertenecientes a los gén&taphylococcuyg StreptococcusAsimismo se han
aislado cepas de levaduras identificadas cof@andida krusei, Candida sphaerica, Candida
lusitaniae, Candida famatg Candida guilliermondii.A partir de las cepas de bacterias lacticas
aisladas se han llevado a cabo estudios para evalugosible capacidad como probiéticas,
seleccionando dos cepas que cumplen los requisdti@s poder ser consideradas y utilizadas con tal
fin.

INTRODUCCION como las que afectan al sistema nervioso cental. S
Iéctica%olicacién en el terreno profilactico y terapéutieme

En la acwalidad las bacterias acido n espectro muy amplio: en trastornos hepaticos
presentan un gran potencial biotecnolédgico, dada df esp y plio- P y

presencia en una serie de productos fermenta&%strointestinales, sobre todo en inflamaciones
destinados al consumo humano (productos IécteS omqas de la mucosa gstomacal, del dHO‘?'e”O 0
vegetales, carnicos, bebidas alcohdlicas, etmjma n e_sgno grueso, ,gn diarreas y  estrefiimientos,
(ensilados), que contribuye al desarrollo de Ia(Jlseb'“d‘r’ldes pgncrea_tlc_:a_s,, ew. .
caracteristicas organolépticas y reologicas de lgs Estg trabajo se INICIO con objeto de aislar cepas
alimentos, y genera ambientes poco favorabIesep161ra00tem'almente probidticas de leche de yegua.
desarrollo de microorganismos patégenos debido a .
marcada capacidad antagonica. Asimismo, se P?%TERIAL Y METODOS

podido comprobar que estos microorganismos ejercidnestras. Las muestras obtenidas para el desarrollo de esta
efectos beneficiosos mejorando la salud y previtgeninvestigacion proceden de explotaciones de Cataluras

enfermedades, tanto en el hombre como en |pylestras se obtuvieron de heces y leche de yeguls y
animales (Reid, 2008). heces de potrillos que presentaban un buen eseasalua.

Iﬁgtas muestras se conservaron en botes estéries qu

Este grupo bacteriano se encuentra ampliame . . X
distribuid% eril la naturaleza. asociado tanto Fiala:é:l manteniendo la cadena de frio, se trasladarorbatdsorio
! para ser procesadas. Se han analizado un total3de 3

vegetales, como al tracto intestinal, a la lechépsas |, estras.
nasofaringeas o a la vagina, de diversas espegi@famiento e identificacion de hongos filamentososas
animales, incluyendo al hombre. muestras fueron resuspendidas en solucién de Riewer
Desde la antigliedad se reconoce la leche de yeguaporcion 1:9. Para estos andlisis se aplicarotopolos
como alimento y medicina natural, siendo consideraéstablecidos por el grupo de trabajo del Laboratoe
una fuente de rejuvenecimiento. Actualmente gddicrobiologia ~ Aplicada 'y  Medio-ambiental  del
trabaja con métodos cientificos, aprovechando si§partamento de Sanidad y Anatomia Animales de la
cualidades curativas y regeneradoras. Facultad de Veterinaria de la Universidad Auténodea

En la literatura cientifica se cita su favorabl&arcelona, que incluye la evaluacion de la activida
influencia en el tratamiento de enfermedades de gmolitica de las cepas lacticas que se aislaooaso el
) . . udio de su sensibilidad a antibiéticos.
musculatura lisa, del miocardio, de la mucosa
gastrointestinal, de las glandulas hormonales, asi
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RESULTADOS Y DISCUSION describen a estas cepas como bacilos Gram positivos
ok de acuerdo a las caracteristicas de las BAL podem

A partir del desarrollo de microorganismos en | ofalar que las dos cepas son catalasa negativa
diferentes medios de cultivos se obtuvo crecimienfo q P ’

positivo expresado en porcentajes en los siguien gmadores de esporas, cumpliendo con las primeras

Qma . !
medios de cultivos: MRS incubado en condiciones e >2> pre-esta_blgudas para - su selgcuon.
aerobiosis 87,87% (29/33), MRS incubado e resentarory- Hem,oI|S|s y capacidad antimicrobiana
condiciones de microaerofilia 90,90% (21/33), MR ente a cepas patogena_s. .
anaerobiosis 63,63% (30/33), Triptona Soja Agar Los resultados,obtenldos co,nflrmaron que las dos
96,96% (32/33), Mac Conkey incubado a 370£EPAs  pertenecian _al ge_nerd_actobacnlus,
45,45% (15/33), Mac Conkey incubado a 42060ncretamgntd_actoba0|IIus brevis. ,

33.33% (11/33), Agar Sangre 100% (33/33), Agar Con el fin de mantener las cepas seleccionadas se

Baird Parker  4545% (15/33), Agar Sabourauarocedlo a su liofilizacion y posteriormente alueisb

3030 (1073), Vo para bacter anceroiclf 4 a0 8 1 oo e cee mesee, Los
30,30% (10/33). Identificandose principalment Sque

. ) . a bacterias aci lacticas se mantuvieron viables
morfologias tales como: bacilos, cocobacilos, cgcos e . do e mantu 9.0, €
levaduras durante los cinco meses de estudio, identificandase

Los microorganismos desarrollados en est(%%eda muestreo la especikactobacillus brevis,

medios de cultivo no presentaban caracteristicas sarrolla?_? en rtned_lp dMRS en cond|C|on(§s .d,e
microorganismos patdégenos o0 problematicos q%;gzgﬁ;?é?a’l (r;qrggnegglgc(/)rsn?_ con una concentracion
afecten el estado sanitario de los caballos. '

Se aislaron diecinueve cepas con morfologia
bacilar, Gram positivas, catalasa negativas, N0 —
esporuladas; de ellas, un 10,52% (2/19) dieron como|}
resultado y- Hemolisis, un 63,15% (12/19)-
Hemolisis y un 26,31% (5/19)- Hemodlisis. De
acuerdo a estos resultados podemos identificataa es
cepas dentro del grupo de las bacterias acida#ati
de ellas, se identificaron 18 cepas a nivel deaspe
cinco especies fueron identificadas como
Lactobacillus paracasesubsp.paracasei,dos cepas
fueron identificadas comibactobacillus brevisnueve
cepas comd.actobacillus plantarumuna cepa como
Lactobacillus salivarius,y una cepa identificada Figuraﬂl. Actividad inhibidora y estudio de la capacidad
comoleuconostoc mesenteroides hemolitica de las cepas evaluadas.

Asimismo podemos ratificar, por los resultados
obtenidos, la transferencias bacteriana de la maldre
hijo, corroborada con la presencia de las mism&BLIOGRAFIA

cepas tanto en la leche _matemaydgua como en la Adelantado, C. 2007. Proposta de metodologia peall&ci6 del

las heces de sus respectivos potrillos. potencial probidtic de soques dectobacillus aillades de
A partir de las muestras analizadas se aislaron substrats naturals. Tesis doctoral. UAB. 185 pp.

nueve cepas identificadas como levaduras Pgrez, L. 2011. Evaluacién de nuevas cepas proatEfectos

compatibles conCandida krusei, Candida sphaerica, sobre micotoxina y en Helicicultura. Tesis doctordAB.

Candida lusitaniae, Candida famatg Candida _ 195pp. , , N

guilliermondii. Reid, G 2908. How S.cgance \{Vl!l help shape fqturmmﬁl
De acuerdo a los resultados obtenidos a lo largo applications of probiotics. Clinical Infections Diases, 46:

del d lo d ta i i - iquicrat | 625-665
€l desarroflo ce esla Investigacion, y siguie Rodriguez, M. 2009. Aislamiento y seleccién de cefEgénero

direc'Erices postulada,ls por Adelantado (2_007)- Lactobacillus con capacidad probética e inmunomeaxhrias.
Rodriguez (2009) y Pérez (2011), se han selecaonad Tesis doctoral. UAB. 199 pp.

dos cepas: una aislada de leche de yegua, cepayLy-1
otra de heces de potrillo, cepa Ly-2.

Las dos cepas fueron aisladas de Agar MRS,
desarrollandose en condiciones de aerobiosis y
microaerofilia (con un 5% de GDa 37°C durante 24
horas de incubacion. Las pruebas morfolégicas nos
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Innovacién y desafios para la higiene en las indugs alimentarias

Ramén Bert§, Enrique Orihuél Fernando LorenZpAlma Milvaques
! Betelgeux, S.L. Gandia (Valencia), Espafetelgeux@betelgeux.es

El mantenimiento de las condiciones higiénicasadédristalaciones en las que se manipulan alimentos
es un proceso fundamental para asegurar la cajjdadguridad de los mismos. Las industrias
alimentarias operan en un entorno fuertemente ctitinpe que supone que deben responder
rapidamente a las distintas presiones del mercahiccion de costes, minimizacion del impacto
medioambiental, legislacion cambiante, etc. Esexesidades cambiantes afectan a la manera de
enfocar la gestiéon de los procesos de higiene £mnktalaciones y el control de la contaminacién
microbiolégica. La industria alimentaria demandacesos mas eficientes y respetuosos con el medio
ambiente, asi como herramientas de control mictdffico mas rapidas y precisas, sin comprometer
la eficacia de los procedimientos de mantenimieietéa higiene. Esto requiere un esfuerzo constante
por parte de las empresas proveedoras de soludilenbigiene para adaptarse a estas necesidades y
anticiparse a futuras demandas del sector. La awiém en el control de la higiene pasa por adoptar
una vision global e integradora de los multiplestdees que afectan a la seguridad alimentaria,edesd
el disefio de las instalaciones hasta los produetopleados para controlar la contaminacion
microbiolégica y sus vias de diseminacion. La eficia de las operaciones y el uso racional de
recursos energéticos y materiales garantizan kersbsidad de los procedimientos de control de la
higiene. Estos factores suponen un elemento fund@ide la innovacion aplicada a los procesos de
higiene en la industria y requieren la personaiimade los mismos a las caracteristicas particsilpre
necesidades de cada industria. Betelgeux trabdjariha continua en la mejora de los procedimientos
de higiene en las industrias alimentarias, y padien diversos proyectos de desarrollo de nuevas
tecnologias para el control de biofilms, detecaiépida de patégenos, monitorizacién del grado de
limpieza, etc. El desarrollo de nuevos productosoluciones para la mejora de la higiene en las
industrias alimentarias permite avanzar en la acargén del objetivo comin de la seguridad de los
alimentos

INTRODUCCION b) Utilizacién de recursos
Las operaciones de limpieza y desinfeccidbas operaciones de limpieza y desinfeccion suelen
constituyen un proceso fundamental en la industria consumir grandes cantidades de recursos humanos y
general y en la industria alimentaria en particlar econdmicos (productos, agua, calor, etc.). De esta
este tipo de industrias es importante la impladtaci manera, los principales factores que se deben
de un programa adecuado de limpieza y desinfeccioptimizar en estos procedimientos son aquellos
orientado a dos objetivos fundamentales: encaminados a mejorar la eficiencia de los procesos
* Mantenimiento del equipo y las instalaciones reduccion de consumos, automatizacion de tareas,
« Defensa de la marca frente problemas de seguridéigminucion de vertidos, productos con menor

alimentaria y de conservacion y calidad de lggpacto medioambiental, etc.

alimentos La industria alimentaria es particularmente seasibl
Las operaciones de limpieza y desinfeccion dehrer $& prevencion de la contaminacion, especialmente de
efectivas para la consecucion de estos objetivers, ptipo microbiolégico, en sus instalaciones, debido a

ademas deben ser eficientes desde dos puntostate viéesgo que puede suponer para la poblacion la
a) Contaminacién quimica y microbioldgica comercializacion de alimentos contaminados.

Los protocolos de limpieza y desinfeccién deber@s toxiinfecciones alimentarias son enfermedades
incluir productos y précticas que resulten eficages producidas por la ingesta de alimentos contaminados

la eliminacion de focos de crecimiento ddOf MICroorganismos pat6genos 0 sus toxinas y
contaminacién, especialmente en el caso de rgpresentan un porcentaje significativo de losdsrot

contaminacién microbioldgica. En este aspecto, |§é)|dem|qos|qu¢ gfeitan al.la p?bl.aaon tge”ga'- tPor
problemas recurrentes mas comunes son la formacféi2 razon las industrias alimentarias estan soaseti
de biofilms y de puntos negros que puedan servir ) estrlcto_§ controle_s durante la transformacion y
foco de contaminaciones persistentes, asi como @eHnenta_\mon de alimentos para proteger a los
disefio inadecuado de los equipos y de nsumidores frentes a este tipo de enfermedades
instalaciones que dé lugar a zonas de dificil accedS! 1S operaciones de limpieza y desinfeccioarest
que no se limpien de forma adecuada integradas en el proceso de produccion en estaeléipo
industrias, realizdndose con una alta frecuencia
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(generalmente a diario) y constituyendo una parkstas deficiencias pueden dar lugar a la formadeén
importante del gasto en industria. Asimismo, lpuntos negros y de biofilms que actien de resawori
industria alimentaria esta expuesta a circunstancide microorganismos causantes de contaminaciones
cambiantes que pueden afectar a sus necesidadepearsistentes.

materia de higiene: aparicion de nuevos patdgen®ara evitar este tipo de contaminacion, es necesari
nuevos requisitos normativos, nuevos procesasgaptar los protocolos de higiene a las necesidades
productivos, etc. especificas de cada industria y de sus instalagione

RETOS E INNOVACION EN HIGIENE _haciend_o especial hincapié en el diseﬁq de las
La innovacion en los procesos de limpieza nsta_llamones y el _(;ontrol de las operaciones de
desinfeccion pasa por desarrollar nuevas soluciane mpieza y desmfecuon. . .

los retos a los que se enfrenta la industria aliaren educcion del impacto medioambiental

Asimismo, es necesario desarrollar una vision gijlobl’élas operaciones de mantenimiento de la higiene
de la higiene en la que se consideren los ml]ltiplggpon,en un elgvado consumo 'de agua y recursos
factores implicados en la seguridad alimentariais Senerget|cos, asl como un considerable vqum}en' de
posibles interacciones. Sélo mediante una gestigﬁmdosi Todo_eIIo Jmpllca un gran coste economico
integral de los procesos de higiene es posib?@ra. la industria asi como un impacto sobre el onedi
desarrollar soluciones eficaces a las necesidaelesag.'b'em.e de estas operaciones. Por estas razanes, €
higiene de la industria alimentaria. necesario desarrollar nuevas tecnologias vy

. ) ., . - licaciones, asi como orientar las operaciones de
Por esta razon, la innovaciéon en materia de hlglefB ’ p

- impieza y desinfeccion, hacia una utilizacion mas
debe abarcar los distintos factores que puedemaafe icpiente dye los recursos naturales v una mininozec
al grado de higiene presente en las instalacion y fTora

f : . L. el impacto medioambiental.
Algunas de las vias de innovacion mas importarres o esE[)a manera. se pretende aue las operaciones de
este campo son las descritas a continuacion. ’ P 9 P

T T C o limpieza y desinfeccibn de las instalaciones
Control de la contaminacion microbiologica

. S : P ontribuyan a la mejora de la sostenibilidad de la
La presencia de contaminacion microbiologica e%dustriay alimentariaJ con medidas destinadas al
superficies en contacto con los alimentos es | ’

principal causa de deterioro del producto y degdesa orro de agua y de recursos energéticos manteniend

desde el punto de vista de la seguridad alimentaria Ios_nlveles necesarios de seguridad alimentaria.
control adecuado de este tipo de contaminacion p%gjora, d‘? productos . . e .

por la utilizacion de detergentes que limpien denfo fa via importante V|a.de Innovacion €n soluciones
adecuada las instalaciones antes de la aplicactsk’)np&ra la higiene en la industria es _eI desarrollq de
desinfectantes y del uso de productos biocid oductos_ que re_spondgn a Ie}s Camb'?‘”‘es r?ecemdade
eficaces frente a los patdgenos que puedan es grgste tipo de mo!gstrla. Asl, estas m@ust_nasese
presentes. presionadas a utilizar productos mas inocuos y

. L. . . respetuosos con el medio ambiente con un coste
Dentro del control de la contaminacién microbiana P Y

juega un papel fundamental el disponer de técni [ ;enor debido a la reduccién de los margenes de

para la deteccion de patégenos. Las necesidades d eneficios. -
industria alimentaria demandan técnicas répidal's(,)s. productos emplea,dos: se pueden _opt!rplzar
fiables y baratas para la deteccion de patdégerms, edlant_(? el uso de tecnicas _de_ mOde“Z?uon y
manera que este aspecto es una via de innovacin r%lﬁnulamon de procesos de I|mp|eza,. asl - como
importante para los proveedores de soluciones g]eetodos para la evaluacion gle la capacidad qmersw
higiene industrial. Je _Ios prodqcto_s, que permitan _desarrollar formulas
. . , optimas en términos de coste y eficacia.
Prevencion de patdgenos persistentes
Uno de los retos importantes a los que se enflantaCONCLUSIONES
industria alimentaria es la prevencion de la foigrac Las operaciones de limpieza y desinfeccién
de contaminaciones microbioldgicas persistentespnstituyen un proceso fundamental en las indgstria
formadas por microorganismos patdégenos que halimentarias. Las necesidades en materia de higiene
desarrollado resistencia a los desinfectanteambian y es necesario desarrollar soluciones gue s
habitualmente empleados. adapten a estas necesidades. La innovacion en
Este tipo de contaminacion ocurre principalmentempieza y desinfeccibn en la industria debe
cuando los procesos de higiene y desarrollo soonsiderar todos los aspectos implicados en |&iggi
deficientes, bien porque no se utilizan los proosictde forma global y avanzar en distintas lineas de
adecuados o bien porque las operaciones de limpi¢zaovacion que proporcionen las soluciones

y desinfeccion no se realizan de la forma adecuadeecesarias.
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Estudio de la descontaminacion superficial de ladra natural del salmon.

Selene PedrdsJ. Mead& J. Lynd, D. Boltort, J. Fagan, N. Bruntdiy Paul Whyté'.

! School of Veterinary Medicine, University Colldgeblin, Belfield, Dublin 4, Irelandpedgarsel@gmail.com
2 School of Agriculture and Food Science, Univer€ibflege Dublin, Belfield, Dublin 4, Ireland,
*Teagasc Food Research Centre, Ashtown, Dublinré&nd.

El pescado es un producto que posee una cortaltilddebido, principalmente, a que se producen
alteraciones de origen enzimatico y microbiano.tBoto, tratar de ralentizar su descomposiciorase h
convertido en una prioridad para la industria deepsado y distribucion de pescado. El uso de nuevas
tecnologias para la descontaminacion superficidtipcsuponer un avance en la extension de la vida
util del pescado fresco, sin que se llegase aaaltr calidad. En el presente estudio se evalud el
efecto de la luz UV-C sobre la carga microbianairstdel salménQalmo salay. Los niveles de
inactivacién para los distintos grupos bacteriafiosron similares; no obstante, el grupo de
Pseudomonadue el que mostré niveles de inactivacion mend8 Log UFC/g). La eficacia
bactericida de los tratamientos resulté dependidetda fluencia de luz UV-C y del tiempo de
tratamiento. Un aumento de la fluencia de 25 a b@Dcnf permiti6 aumentar tres veces
aproximadamente los ciclos de inactivacién conskxgliaunque fluencias mayores no mejoraron
significativamente la letalidad del proceso.

INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

El pescado es un producto altamente perecederoRyaparacion y tratamiento de las muestrasEl salmon
que desde el momento de la captura comienzar(Sglmo salay fresco fileteado y refrigerado se adquiri6 en
producirse rapidamente cambios que afectan a 4u supermercado local. Tras su adquisicion fueadort

calidad y seguridad. Los responsables de dicRgePticamente en fragmentos de 8cm x 2cm x1cmo(barg
deterioro son principalmente los enzimas ncho x grosor), que se introdujeron individualreeah

; . lacas Petri estériles para su posterior tratamiebt
microorganismos presentes de forma natural erela |

; . . radiacion se aplic6 por ambas caras, por duplicaes
y el sistema digestivo de los peces que una vez Qiesiras permanecieron en refrigeracion en todoentim

_ha_m_ muerto comi_enzan a actuar sobre 10s tejidQsta la aplicacion de los tratamientos, tras ledes se
iniciando una serie de reacciones que conllevan dabrian con papel de aluminio para evitar la
degradacion del mdsculo y la disminucién de I@torreactivacion (Lasagabaster y col, 2014).
calidad. Equipo UV-C. El equipo de ultravioleta era una unidad
Dentro de los diversos grupos bacterianos q[h’@Cha a medida, con unas dimensiones internas @e 79
presenta el pescado de forma natural, destacan 388 X 345 mm (largo x ancho x alto), que const# éebos
organismos especificos del deterioro o SSEdiic ﬂi)ggevg 0(()B|?nrrcr)1 ﬁgﬁgﬁgitzgchsnemr%%zlgngdéa':ﬁanc%?te
spoilage organism)s cuyo crecimiento dependera demicial de la irradiancia en el centro de la camdogar

diversos factores entre los que destacan: Iaénde se aplicaron los tratamientos (Tabla 1). asisdde

condiciones de almacenamiento, la temperatura y &} se calcul6 multiplicando la fluencia a 254 nambros
origen del pescado. Los SSO incluyen varias ESPECHdr el tiempo de tratamiento, con la ecuacion: DsFx t.
microbianas y son principalmenteShewanella La intensidad de los tratamientos se regulé maatifio los
putrefaciens Pseudomonasspp., Photobacterium tiempos de irradiacion y la distancia al foco emiso
phosphoreuny bacterias &cido lacticas (LAB). Aislamiento y cultivos microbianos.Tras el tratamiento, 9

La busqueda de nuevas estrategias tecnologi¢agel pescado se pasaron asépticamente a una dmlsa
para la reduccién de la carga microbiana del pescagfomacher y se le aiadieron 90 ml de MRD (MRD, Gxoi
permitiria extender la vida Gtil del producto, laeq L@ mezcla se homogeneizo durante 1 minuto. A
resultaria interesante para proveer al consumigor ﬁ)ntmuamon se realizaron las diluciones oportueas

- RD y se sembraron, por duplicado, en diferentediose

pescado fresco organolépticamente aceptable

: S, . dd cultivo para cada grupo microbiano, a diferentes
microbiologicamente seguro (Cheigh y col., 2013). temperaturas. A 3C - 48 h: Aerobios mesofilos totales

_ En el presente estudio se investigo el efecto de(sca + 1% NaCl, Oxoid), Enterobacteriaceae (VRBGA,
irradiacion con luz ultravioleta sobre los distB1toOxoid) y bacterias 4acido lacticas (MRS, Oxoid), asst

grupos microbianos presentes en el salmon fresto, @timas incubadas en anaerobiosis. A°®@5- 48 h:

como el efecto de la fluencia total (mJREny el Pseudomonasspp. (CFC, Oxoid). A 6% — 7 dias:

tiempo de tratamiento en la eficacia bactericida dBhotobacterium Phosphoreuny Psicrotrofos aerobios
proceso. totales (LH medium, Broekaert y col., 2011).
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Analisis instrumental del color. Se determinaron los Efecto del tiempo y la distancia en la
parametros CIE L* a* b*, con un espectrofotdmet® ddescontaminacion superficial del salmon.

reflectancia (Konica Minolta Co. Ltd., Ramsey, NJ). En el experimento anterior se observé que el grupo
Control de la temperatura de superficie.Se utilizé un 4o pseudomonasra el mas resistente y por ello se
termometro infrarrojo (RS, 1327 K, Taiwan), disedi@@ra 4,14 comg referencia para el estudio del efecttade

medidas a distancia. . . . . . f
Analisis estadistico de los datosSe realizd con el distancia al foco de irradiacion. Las dosis aplsase

programa SPSS Statistics 21.0. muestran en la tabla 1. _
Como se observa en la Figura 2, las muestras

Tabla 1 Dosis de UV-C (mJ/cfh recibida por las muestras aiffadiadas a 6 cm y 16 cm mostraron la misma

diferentes tiempos de tratamiento y distanciasdednte. reduccion dePseudomonasgjue resulté sensiblemente
Dosis UV-C por tiempo de tratamiento (mJ/crf) superior a la observada en la irradiada a 26 cm.
1]
o Tiempo (s)
c = 0.00
S g 5 10 15 20 30 45 60 90 0 20 320 0 50 60 70 8 %0 100
Qo = 0.20
a
-0.40 -
26 - - 47,8 - 95,6 1434 1912 286,8 -0.60 4
16 190 38,1 572 76,3 1145 - - R
&0 -1.00 -
6 21,2 424 636 848 1272 1908 - - = 120 |
-1.40 -
RESULTADOS Y DISCUSION 160 |

1.80 -

Durante los tratamientos la temperatura de las,,
muest[ras no.supgro I_OSO:GD En ensayos previos al Figura 2: Inactivacion dePseudomonas lo largo del tiempo a
estudio de inactivacion, los parametros de colQk) 26 cm, ¢) 16 cmy @) 6 cm. Las barras de error representan +
estudiados no presentaron diferencias a lo lardosde SD.
tiempos de tratamiento probados (méaximo 300 Este efecto se debe principalmente a la fluencia
segundos). total (mJ/crA) recibida por las muestras. La Figura 3
. , L ... muestra la relacion entre la fluencia y el efecto
Estudio de la inactivacion de la flora superficial o aricida del tratamiento. Tal como se apredia, |

natlt_zjlral d'f:l;alrr(ljon.l inactivacién de | gi X inactivacion aumenta linealmente hasta un maximo, a
estudio € la inactivacion de las diterente artir del cual esta no incrementa mas.

especies microbianas se llevd a cabo a una diatarci

de 26 cm de las lamparas. Tal como se muestra er 14
Figura 1, el maximo efecto antimicrobiano del UV-C 12 | .o .
se consiguié entorno a los 30 segundos de tratéanie _ , . .. .
en la mayoria de los microorganismos estudiados. S:§ os | .
embargo, las resistencias fueron diferentes: qbcgrug o %o
de Pseudomonasspp. resulté el méas resistente s ¢
consiguiéndose una inactivaciéon maxima de 0,8 icl £ **- ¢
logaritmicos, yPhotobacterium phosphoreushmas = oz -
sensible, logrando una reduccion de 1,6 Log UFC/ ‘ ‘ : : ‘ ‘ ‘
Tiempo (s) 0 50 100 150 200 250 300 350
’ lb i[l 3Il] 4‘0 5}] 6‘0 7‘[l 8Il] 9‘0 160 Fluencia (mJ/cm?)
02 Figura 3 Efecto de la fluencia en la inactivacién Bseudomonas.
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Figura 1: Fraccién de supervivientes tras el tratamientoldy-C
de: @)Pseudomonasspp., @&)Enterobacteriaceae#)Mesofilos

totales, X)Acido lacticas, ¢)Psicrotrofos, {)Photobacterium p.
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Prediccion de la vida util de buey de mar@Qancer paguru} pasteurizado a
75°C segun las normas recomendadas por la FDA

Santiago Condon-Abanto, Federico Lian, C. ArroyoBNinton, P. Whyte y J.G. Lyng
School of Agriculture and Food Science, UniverSibflege Dublin, IrelandSantiago.condon-abanto@ucdconnect.ie

El buey de marQancer paguruses un marisco muy apreciado en los paises ewsgpkxs productos
procesados, refrigerados y de larga vida util (RHPJFen el mundo anglosajén) derivados de él, son
considerados los de mayor proyeccion a medio pBrcesta investigacion se determina el tiempo de
procesado a 75 °C necesario para aplicar;4ff Be 2minutos y se estudia la vida (til del producto
almacenado a diferentes temperaturas. Los resal@aloienidos demuestran que el tiempo de vida util
del producto almacenado a 4 °C son 13 dias y daediempo se reduce 1,71 veces al aumentar 6 °C la
temperatura de almacenamiento.

INTRODUCCION del buey de mar y se determind el centro térmico.
. Posteriormente, se registro la evolucion de la eratpra
Tradicionalmente el buey de mar se h@p gl centro térmico al sumergir los cangrejosrebafio de
comercializado siempre vivo aunque actualmente ggtamiento (Guyson KS MK3 525) de 55 litros de
considera que no es el método mas adecuado paraaleacidad estabilizado a distintas temperaturas8Tg 90
exportacion. Por ello, desde hace algunos afios, $@s Representando el logaritmo de la variable tw#ami
industrias especializadas han optado por desarrofi@nte al tiempo de calentamiento se obtuvieron los
nuevos productos y disefiar nuevos procesos cpRfametros de la ecuacion de Ball y Olson (Balllyo®
garanticen una prolongada vida atil del product§®>7) due nos permite predecir la grafica de padm de
alterando minimamente la calidad. En la actualid&d'©" cualquiera que sea la temperatura de régi@en.la

Ilanda, con unas capturas de en torno a 11.08gacion se calculo el tiempo de tratamiento quea se
necesario aplicar en el bafo de tratamiento, pmeide

toneladas anuales de buey de mar, es el seguidQ,,erado a 75 °C para conseguir la eficaciadetsada.
mayor productor europeo de este tipo de productBgparacion y almacenamiento de las muestras.os

cuyas exportaciones pretende aumentar  @Bngrejos tratados a 75 °C, durante 45 minutos se
competencia directa con Francia. Esta investigaciéxtrajeron del bafio, se abrié el caparazon, seo redi

se encuadra en un proyecto patrocinado por ueentenido en condiciones asépticas y se colocarmsiras
empresa irlandesa que pretende mejorar la posigionde 5 g en bolsas que posteriormente se envasavania
sus productos en el mercado. _(WEbO C10H modelo 0210DC681; Irlanda). Las bolsas s

Uno de los tratamientos recomendados para 'gfubarona4,7y10°C hastasuuso.

procesado de los alimentos REPFED (product@’gal's's _m|cr0b|olog|co de las muestrasPeriddicamente
procesados, refrigerados y de larga vida @tif)una se extrajeron muestras de las estufas y, tras datuap

teUrizacio ficacia letal valent aséptica de las bolsas, se procedi6 a la evaluaig6la
pasteurizacion con una efncacia etal equivaien ecgrga microbiana. Los 5 g de muestra se diluyerod%®e

70 °C durante 2 min en el centro del productQ, “ge “Maxium Recovery Diluent” (MRD, Oxoid UK) y
asumiendo un valor Z de 7,5 °C. Con esl& homogeneizaron en un stomacher (Mod. 400, Seward
pasteurizacion la FDA establece una vida Util d@lboratory system, UK) durante 2 min a 300 rpm.sTra
producto de no mas de 10 dias cuando se almacedindr las muestras en MRD se sembraron por
por debajo de 5 °C, 5 dias cuando se almacenafenti®@mogenizacion en masa en los medios adecuados y se
y 7 °C y menos de 5 dias cuando se almacena fitibaron los tiempos y temperaturas prescritosA(PC
encima de 7 °C. 10 °C, 5-7 dias; agar Lyngby, 30 °C, 24-48 horagra

El objetivo de esta investigacion ha sido apliaar PSeudomonas, 30 °C 24-48 horas). Los resultados se
pasteurizacion recomendada por la FDA a los buey(—&f)re.saron como logaritmo de unidades formadoras de
de mar y comprobar la vida util del producto olonia por gramo de muestra (logUFY/g

distintas temperaturas de almacenamiento. odelizacion de las curvas de crecimientoPara la
modelizacién matematica de las curvas de crecioserse

. utilizé la ecuacion de Gompertz modificada por Zeiig
MATERIAL Y METODOS (1990).

Aplicacion del tratamiento térmico. Puesto que la RESULTADOS Y DISCUSION
penetracion de calor en el buey de mar, dada sunafgr

tamafio, es poco eficiente, fue preciso establdcerspo  Modelizacion de la penetracion de calor y calculo

de procesado necesario para garantizar la aplicatgéun del tratamiento.

F70"°de 2min en el centro térmico del producto. Para ello | as figura 1 muestra la relacion entre la variable
se colocaron 4 sondas termopar (picolog) en distinonas térmica y el tiempo de tratamiento de los bueyes de
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mar sumergidos en bafios a distintas temperaturas
partir de la recta de regresion y asumiendo lasegseo

condiciones se obtuvieron los valores fh (47) y
(1,46) utilizados como parametros de referenciéaen
ecuacion de Ball
posteriores.

0.8 4

Logt

10 15 20

tiempo (min)

Figura 1: Relacién entre la variable térmica y el tiempo d¢

tratamiento de bueyes de mar sumergidos en untbafostatico
a diferentes temperaturas.

A partir de la ecuacion de Ball y Olson (L&

1/fh*t- log j) se dedujo la curva de penetracion d

calor esperable en las condiciones finalmente ddegi
(75 °C), que se incluye en la figura 2.
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Figura 3: Curvas de crecimiento de psicrotrofos (linea
discontinua), pseudomonas (linea continua) y aesobiesdfilos
totales (linea punteada) en buey de mar pastearizad
almacenado a 4, 7 y 10 °C.

s0

40

Asumiendo que el producto se encuentra alterado
al alcanzar un recuento deGJLOFC/g, como sostiene
la ICMSF (1986), y estimando el tiempo de vida il
partir del ajuste de las curvas con la ecuacion de
Gompertz, llegamos a la ecuacion:

Temperatura ("C)

30

Ttotal aplicado (min)

o = N ow k u o

20 30 40
tiemp o (nin)

s0

Figura 2: Curva de penetracién de calor construida con 'Eoglo vida Util = 0.2702-0.0389*T
ecuacion de Ball y Olson (linea punteada) y curvefitacia letal

timada (Ii tinua). iy . . .
estimada ({inea continua) Esta ecuacién permite calcular un tiempo de vida

atil a 4 °C de 13 dias y demuestra que la vidasetil
reduce 1,74 veces al aumentar la temperatura de
almacenamiento 6 °C.

La figura 2 muestra también la curva de eficadial le
acumulada (continua), a partir de la cual se deglug
el tiempo de procesado a aplicar eran 45 minutos.
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Seleccidn de un antimicrobiano natural para la corervacion del Poton del
Pacifico Dosidicus gigay
Virginia Ruiz, Rocio Lahoz y Santiago Conddén

Tecnologia de los Alimentos, Facultad de Vetermaddniversidad de Zaragoza, Espafiaginiaruizartiga@gmail.com

El poton del PacificoQosidicus gigay se degrada muy rapidamente, incluso en condisialee
refrigeracion, debido a que la actividad microbiagenera productos que se incluyen en la fraccion
nitrogenada no proteica (NBVT). El NBVT aumentaidamente cuando el recuento microbiano
sobrepasa los #QFC/mL. De los antimicrobianos naturales ensayddassacrol, citral, timol, alil-
isotiocianato, y aceite esencial de limén), elialiicianato resulto el mas eficaz a 30 °C, dado que
presentaba una concentracién minima inhibitori@mtee 10 y 50 ppm y una concentracién minima
letal de entre 100 y 500 ppm. Al disminuir la temgpera de incubacién hasta los 10 °C la eficacia
antimicrobiana del compuesto aumento, reduciénizo€M| a menos de 10 ppm, aunque la CML se
mantuvo en el rango de 100 a 500 ppm.

INTRODUCCION durante 4 minutos a 260 rpm y destilando 2 ml del
homogeneizado, en un equipo disefiado al efecto .(mod

Dosidicus gigases un cefalopodo cuyo consumQ,pk 130 D, VELP SCIENTIFICA, Usmate, Italia), co® 1
ha aumentado significativamente en los Ultimos afi@§ de NaOH (Panreac) al 20% y 20 ml de agua ddatjla
ya que puede utilizarse como sucedaneo del pubpo. durante 3 minutos. El destilado se recogié con RGemna
flora que predomina en este producto son bacterg&sucion de acido bérico (Panreac) al 6%, y serdatmn
Gram negativas psicrotrofas, capaces de creceara griCl (Panreac) 0.01N. EI NBVT se calcul6 con la edra
velocidad incluso a temperaturas de refrigeracion. NBVT %) _ RS 100

. . - Frl )

U.no. de IOS.Camblos originados en el pOtO.n por Blonde: “v” es el volumen de HCI, “N” es la normalitidel
crfeglmlentq _mlcroblano es el aumento de nltroge%ly“p,, es el peso de la muestra.
basico _VOIat'l total  (NBVT) (_Gram y col, _ZOQZ;LOS compuestos antimicrobianos naturales utilizaziol
Karungi y col., 2004), considerado el princCipakstudio fueron: carvacrol 98% (Sigma—Aldrich Chemie
responsable del olor desagradable de este produgi®mnania), citral 95% (Sigma—Aldrich Chemie), timol
(Debevere y col., 1995). EI NBVT incluye, entreostr 99.5% (Sigma-—Aldrich Chemie), que fue diluido coanel
compuestos, amoniaco, monoetilamina, dimetilamirg%% (VWR, International S.A.S., Francia) a concacitin
(DMA) y trimetilamina (TMA). de 100 mg/ml, alil-isotiocianato 95% (Sigma—Aldrich

Para evitar la rapida alteracién microbioldgica déthemie) y aceite esencial de limén (suministrade po
potéon del Pacifico suelen utilizarse desinfectantdlulleida S.A., Espaiia). Todos los antimicrobiarses

t ) . .
tradicionales diversos. Sin embargo, cada vez as nf4uyeron a diferentes concentraciones en caldutoma
' ’ sOja (Oxoid, Inglaterra) enriquecido con un 0.6%) e

patente el reChz,iZ_o de los ponsumidores a _esmjeipoextracto de levadura (Oxoid)(TSBYE). Las concentnaes
compuestos quimicos y existe una tendencia crecielfijizadas para la exploracion fueron: 50.000 pA®000
a intentar sustituirlos por antimicrobianos “natesa ppm, 5.000 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50, ppm
Lo antimicrobianos naturales deben su efecto a 18 ppm y 0 ppm de cada compuesto. Tras afadir la

presencia de algunos compuestos activos comancentracion deseada del antimicrobiano, el meftio
fenoles, alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres cudivo se inoculd con una concentracion dé WEC/mL
hidrocarburos (Tajkarimi y col., 2010). de una mezcla de las tres especies aisladas déh:pot
El objetivo de esta investigacion fue determinar [gSeudomonasspp, Aeromonasspp y Serratia spp. Los
eficacia bacteriostatica/bactericida, sobre la aflofM€dios se incubaron a 30 °C y, cuando se inditg, . A

natural del potén, de distintos antimicrobianoB€M0dos de tiempo preestablecidos se realizo ecar
“snaturales” carvacrol. citral. timol. alil-isotiGmnato espectrofotométrica y se sembro en masa una aahcdﬂ)t_
na ) ' ! ' EaloyY 01 mL en placas con agar triptona soja (Oxoid)

aceite esencial de limon. enriquecido con un 0.6% de extracto de levadura
] (Oxoid)(TSAYE).
MATERIAL Y METODOS Se denomind concentracién minima inhibitoria (CMl)

aquella en la que tras 24 horas de incubacién no se

4 . . iaban aumentos de recuento; y concentracidimiani
(tentaculos) de potdn elaborados en la empresdigtara aprecia ' L
El NBVT se cuantific6 afiadiendo a la muestra écidt?tal (CML,) a aquella er_l,la que tras 24 horas dabiacion
perclérico al 6% (Panreac, Barcelona, Espafia) &t producia una reduccion del recuento.
proporcién 1:9, homogeneizando en stomacher (mod. 4
CIRCULATOR, SEWARD, Worthing, Reino Unido)

Para la realizacion de este trabajo se utilizarejosr
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RESULTADOS Y DISCUSION el alil-isotiocianato resultd, todavia, diez veceas

, L ficaz.
La figura 1 muestra la evolucién del recuents

microbiano y del contenido en nitrégeno basquoIaTabla 1. CMI y CML, a 30 °C, de varios compuestos
total en el producto fabricado por Zarafish Wntimicrobianos sobre la flora natural del poton.

mantenido en refrigeracion, a 4 °C, durante varips CMI (ppm) CML (ppm)
dias. Como cabia esperar, ambos parametf@gwacrol 100-500 100-500
aumentan con el tiempo. Esta relacion ha sido i@scp=r2 200-10.09 10.009-50.000
. . . , Timol 100 - 500 100 - 500
previamente por algunos investigadores (Gram y COtyaieimon >50.000 ~50.000
2002; Harungi y col., 2004).. Alilisotiocianato 10-50 100-500

Puesto que en la industria habitualmente se utiliza

300 10 . .z
temperaturas de refrigeracion en torno a los 4°C,
& 250 f“‘izL 8 aungue esporadicamente pueden alcanzarse hasta 10
2 200 . ¢ : :_ o °C, dgc.idimos comprobar la eficacia del compuesto a
gllso 0°8 6 &  estadltimatemperatura.
= ® =
H 2 . -4 %[I 9 Log ufe . 50,000 ppm
= 100 { 2 o0
m . ‘ 8 ==g==10.000 ppm
Z 50 I 2 Z 5.000 ppm
L N 1,000 ppm
0 - I I I 0 goz ™S =500 ppm
0 100 200 300 400 N -
Tiempo (ll) 2 \\ 50 ppm
1 ppm
Figura 1: Evolucion de NBVT y del recuento microbiolégico de  ; f—a __ = o
rejos de potorm NBVT,-e- recuento microbiano 0 20 0 60 P
Tiempo (h)

Como se aprecia en la figura 1, el contenido ditigura 2. Evolucion del logaritmo del recuento microbiano de
NBVT se mantuvo constante durantélistintas - concentraciones de alil-isotiocianato dntadas e
. cubadas a 10°C durante 72 horas.
aproxim