r

PUBLICACION DE LA SOCIEDAD
ESPANOLA DE MICROBIOLOGIA

Microbiologia

N o

Volumen 11, n2 1
Marzo 1995
ISSN 02 13-4101

SM



VIIAL

Sistema automatico para
hemocultivos

Codigode NS VITAL me
= de cultiv

barras \ polivaler
(40 ml.

Etiqueta adhesiva
separable

e Tecnologia H.ET. e Deteccidn del crecimiento bacteriz
mediante:

- produccién CO,,.

- variacién del PH.

- modificacién del potencial de
¢ Introduccién inmediata de frascos - oxido-reduccion.

nuevos en el ciclo de andlisis. e Facilidad de Manejo.

e Lectura no invasiva:
- en continuo las 24 horas del dia

cada 15 minutos.

¢ Interfase windows.
e Sistema modular.
¢ Conexidén bidireccional.

bioMérieux

bioMérieux Espaiia, s.a. Manuel Tovar, 36 / 28034 Madrid / Tel. (91) 358 10 42 / Fax (91) 358 06 29
Delegacion: Padilla, 312 / 08025 Barcelona / Tel. (93) 455 03 04 / Fax (93) 347 96 65



Deteccion Automatica de Mutaciones

Barridos. Use métodos PCR como
SSCP (ilustrado aqui) para buscar las
diferencias entre los genes mutante
(izquierda) y natural (derecha).

CACGGTC

1

CACsGTC

S iacién. Rdpidi te localice

[ n ‘v

los heterocigotos (secuencia inferior)
con un software de andlisis de
secuencia especializado.

Imagine que productividad podria lograr con un sistema que pudiese realizar ambos.

Hemos automatizado el proceso com-
pleto de deteccion de mutaciones - desde
la preparacion de la muestra hasta la.
localizacién de los heterocigotos.

De esta forma no tendrd que imaginarse
nuevos niveles de productividad. Los
alcanzard facilmente.

Combinando técnicas de barrido con secuenciacion
comparativa, nuestro sistema puede ayudarle a aumentar su
productividad y finalizar antes sus proyectos de investigacion.
Tendra la flexibilidad que necesita para una caracterizacién
genética mas productiva.

La base de este sistema exacto y versatil es nuestro
afamado equipo de electroforesis modelo 373, que incluye las
herramientas mds especializadas y necesarias para los analisis
de datos mas complejos.

Nuevo software Sequence Navigator para ofrecerle
comparaciones de secuencias de alta resolucién y exactitud.
Elimina datos superfluos, alinea secuencias automaticamente
y marca claramente los heterocigotos.

Con el analizador de fragmentos GenesCAN software
junto con la tecnologia GeneAmp PCR puede usar las mas
avanzadas técnicas de barrido, tales como polimorfismo
conformacional de simple-hebra (SSCP) y anlisis
heteroduplex.

Ademds los reactivos de andlisis PCR y de secuenciacién
ADN PRISM Ie facilitan la preparacion de la muestra. Con
nuestra tecnologia bésica de los cuatro-colorantes
fluorescentes este sistema le permite incluir controles
internos en cada carril para lograr una exactitud y una
productividad que ninguna otra técnica es capaz. QY L

Ahora dispone de un sistema que le permite 0]
expandir sus opciones experimentales en lugar
de limitarselas. '

Imagine la productividad. Imagine su valor.

Llame a la divisién Applied Biosystems de Perkin Elmer
hoy mismo al teléfono: 91 /803 42 10.

N

PERKIN ELMER

MADRID: Dr. Antonio Bradley¥ D? Soledad Sénchez. Tel. (91) 803 42 10 . Fax (91) 804 04 14.
Ronda de Poniente, 5 - 28760 Tres Cantos (Madrid)

BARCELONA: D. Julio Martinez. Tel. (93) 212 22 58 . Fax (93) 212 60 01.

General Vives, 25-27 - 08017 Barcelona

BILBAO: D. J. Mantecon. Tel. 494& 44710 21 . Fax (94) 476 15 39.

Lehendakari Aguirre, 11 - 48014 Bilbao

SEVILLA: D. J. L. de la Matta. Tel. (95) 445 70 22 . Fax (95) 445 19 06.

Avda. Repiblica Argentina, 39 - 41011 Sevilla

Sequence Navigator, GENESCAN, and ABI PRISM are trademarks

of The Perkin-Elmer Corporation.

The GeneAmp PCR process is covered by the U.S. patents owned

by Hoffmann-La Roche, Inc. and F. Hoffmann-La Roche Ltd.

Macintosh is a registered trademark of Apple Computer, Inc.
Perkin-Elmer is a registered trademark of The Perkin-Eimer Corporation.



Hemoc
ESP

LA NUEVA
TECNOLOGIA
CONDUCE A
UNA MAYOR
RAPIDEZ

ESP ofrece lectura
continua, no invasiva,
de los hemocultivos
con automatizacion
total y monitorizacion
tanto de consumo como
de produccion

de cualquier gas.

Configuraciones

El sistema de Hemocultivos ESP, se
ajusta con precisién a su volimen

de trabajo. Los instrumentos estan
disponibles en dos tamafios, 128 y 384
botellas. El ordenador controla hasta 5
instrumentos de cualquier capacidad.

P L g
Ty ‘ Cryptococcus neoformans Klebsiella pneumoniae
i 7
!i l ﬂ 120mv— - 120my~
4\ 100mv~ 100mv IPositive At9.20 Hours
. 80mv= 80mv -
60mv= 60mv =
40mv= 40mv -}
2y 2mv ]
Omv-] Omv =
~20mv] ~20mv
- Positive At 49.60 Hours -
~60mv=1 —60mv =
~80mv~ —80mv =
~100mv={ -100mv ~]
—l% LJ L] Ll J LJ L _lﬂlL. T 1] L] L) L .
t t 0 14 8 &£ 56 70  84Hous 4 8 12 16 2 2H
Formatos de botellas

Los medios de nuevo desarrollo se Mayor recuperaci()n_ Maygr rapidez

ofrecen en una seleccién de tamarios.

La botella de 30 ml. acepta muestras entre
0,1y 10 ml. La botella pediatrica acepta
hasta 5 ml. en extraccion directa.

Los sensores estan continuamente monitorizando tanto el consumo como la produccié
cualquier gas de forma que los positivos son detectados antes que con sistemas que
monitorizan la produccién de CO».

La botella bifasica contiene ademas una DISTRIBUIDOR PARA ESPARNA: = FRANCISCO
lengueta con Agar Chocolate y Sabouraud
Dextrose. SORIA MELGU'ZO, S.

Caramuel, 38 - 28011 MADRID
Telf.: 464 94 50 - 464 36 00 » Fax: 464




MICROBIOLOGIA SsEM

Publicacion de la Sociedad Espariola de Microbiologia

Editorial Board/Consejo Editorial*

Editor-in-Chief/Director-Coordinador
Ricard Guerrero, Universidad de Barcelona

Bacterial Taxonomy/Taxonomia Bacteriana

Antonio Ventosa, Universidad de Sevilla

Hans G. Triiper, University of Bonn, FRG
Biodeterioration/Biodeterioro

Margarita Flores, Universidad Complutense de Madrid

Harold W. Rossmoore,Wayne State University, Detroit, USA
Environmental Microbiology/Microbiologia Ambiental

Victoriano Campos, Universidad Cat6lica de Valparaiso, Chile

José M. Lépez Pila, Institute for Environmental Hygiene, Berlin, FRG
Food Microbiology/Microbiologia de los Alimentos

M. Luisa Garcia Lépez, Universidad de Le6n

David A. A. Mossel, Eijkman Found. for Medical Research, Utrecht, Netherlands
Industrial Microbiology/Microbiologia Industrial

Paloma Liras, Universidad de Le6n

Manuel Benjamin Manzanal, Universidad de Oviedo
Microbial Biochemistry and Physiology/Bioquimica y Fisiologfa Microbianas

German Larriba, Universidad de Extremadura, Badajoz

Miquel Viiias, Universidad de Barcelona
Microbial Ecology/Ecologia Microbiana

Juan J. Borrego, Universidad de Malaga

Juan Iriberri, Universidad del Pais Vasco
Microbial Genetics/Genética Microbiana

Josep Casadesiis, Universidad de Sevilla

Moselio Schaechter, Tufts University, Boston, USA
Medical Microbiology/Microbiologia Clinica

José Claudio Pérez Diaz, Hospital Ramén y Cajal, Madrid

Manuel de la Rosa, Hospital Virgen de las Nieves, Granada
Morphology and Ultrastructure/Morfologia y Ultraestructura

Enrico Cabib, National Institutes of Health, Bethesda, USA

Isabel Esteve, Universidad Auténoma de Barcelona
Mycology/Micologia

Salomén Bartnicki-Garcia, University of California-Riverside, USA

Josep M. Torres-Rodriguez, Universidad Auténoma de Barcelona
Virology and Immunology/Virologia e Inmunologia

Esteban Domingo, Centro de Biologia Molecular, CSIC-UAM, Madrid

Mariano Esteban, Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC, Madrid
Former Editors-in-ChiefIDirectores-Coordinadores anteriores

Rubens Lépez, Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC, Madrid

Juan A. Ordéiiez, Universidad Complutense de Madrid

* See addresses in pp. 137-138.
[MicrosiorLocia SEM 11 (1): 1-138 (1995)]

Direccién: Sociedad Espaiiola de Microbiologia. Serrano, 117
28006 Madrid (Espaiia). Tel. y Fax (91) 561 32 99 IMPRIME: Graesal, Madrid.
Aparecen cuatro niimeros al afio (1995), que se integran en un volumen. DEPOSITO LEGAL: M-30455-1985.

Precio de suscripcion anual. Afio 1995: Espaiia 12.000 ptas. (IVA incluido);
Internacional 111 US §.

Edita: EDITORIAL GARSI, S. A. Juan Bravo, 46. 28006 Madrid. ASOCIACION
Teléfono (91) 402 12 12. Avda. Principe de Asturias, 20. DE PRENSA
EDITORIAL GARSI, S.A. 08012 Barcelona. Teléfono (93) 415 45 44. PROFESIONAL

GRUPO MASSON



MicroBioLogia SEM

Publication Board/Comité de Redaccion

Editor-in-Chief/Director-Coordinador:
Ricard Guerrero, Universidad de Barcelona
Secretary General/Secretario General:
Jordi Mas-Castella, Universidad de Barcelona
Members/Miembros:
Jordi Barbé, Universidad Auténoma de Barcelona
Josep Guarro, Universidad Rovira Virgili, Reus (Tarragona)
Enric Herrero, Universidad de Lleida
Josep M. Monfort, IRTA, Monells (Girona)
Emili Montesinos, Universidad de Girona
Carles Pedrés-Alig, Instituto de Ciencias del Mar, CSIC, Barcelona
Guillem Prats, Universidad Auténoma de Barcelona
Managing Coordinator/Coordinacién General:
Carmen Chica
Staff Editor/Organizacion y Asesoramiento:
Merce Piqueras

Editorial office/Direccion editorial:

Microbiologia SEM

Apartado 16009

08080 Barcelona

Tel. +34-3-4482373. Fax +34-3-3341079

E-mails: guerrero@porthos.bio.ub.es
guerrero@servicom.es

Preparacion y composicién de originales:

Eulalia Massana
Ana Ferndndez de Castillo

Larevista Microbiologia SEM y la Sociedad Espafiola de Microbiologia agradecen la ayuda recibida de

distintas personas y centros de la Universidad de Barcelona.

[MicroBioLoGfa SEM 11 (1): 1-138 (1995)]

Instructions to Authors:

Information about the Journal, including instructions on the preparation and submission of manuscripts,
is published on pp. 135-136 of this issue, and may also be obtained from the Editorial Office.


mailto:guerrero@porthos.bio.ub.es
mailto:guerrero@servicom.es

MicroBioLocia SEM. VoL. 11 (1), 1995 3

INDICE

Péagina
Editorial. Ordoriez, J. A., SANCRIS, V. .....eeeeececeeeeereieeeieessessesessseseesesssesesssssessessessessessssssssssssssesssssssssessessenss 5

Eficacia de las atmdésferas modificadas frente a los microorganismos patégenos psicrotrofos en alimentos
proteicos. Garcia de Fernando, G. D., Mano, S. B., Lopez, D., Orddriez, J. A. ...........uuevouececocvenennnns 7
La conservacidn de los alimentos mediante procesos combinados. Sala Trepat, F. J. ..........cvevcecvuneninnnn, 23
Safety aspects of “sous vide” products and prevention of microbial risks. Martens, T. ..... 33
Aspectos microbiol6gicos de la elaboracion del cava. Bartra, E. ..........eeeeececececcircrccecccceecessc e 43
Los microorganismos del jerez. Garcia Maiquez, E. .........ueoeoeveenermcsisisineseesscencnese e eesesssssessenesnesessssssas 51
Técnicas instrumentales para la deteccién de microorganismos en cerveceria. Orive, M. ..........ccccuveeccunnnne 59

Aplicaciones de la biologia molecular en enologia. Ramdn, D., Gonzdlez-Candelas, L., Pérez-Gonzdlez, J. A.,
Gonzdlez, R., Ventura, L., Sdnchez-Torres, P., Vallés, S., Pifiaga, F., Gallego, M. V.,

Ferndndez-Espinar, M. T., QUErol, A. .......eneenineessssiseesisisesasesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesessssecacas 67
Escherichiacoli, otras Enterobacteriaceae e indicadores adicionales como marcadores de la calidad microbioldgica

de los alimentos: ventajas y limitaciones. Mossel, D. A. A., Struijk, C. B. .........ccccovvuvvvuvvvucucncniininenns 75
Escherichia coli enteroinvasiva. Patogenia y epidemiologfa. Prats, G., Liovet, T. ............ccovuruevccnnnennnnns 91

Escherichia coli enterotoxigénicas, verotoxigénicas y necrotoxigénicas en alimentos y en muestras clinicas.
Papel de los animales como reservorio de cepas patégenas para el hombre. Blanco, J. E., Blanco, M.,
BIARCO, J. ..ottt ettt ettt e s st st s e et et e et 97

Tendencias actuales en la conservacién refrigerada de frutos, como marcadores de la calidad higiénica de los

alimentos. Martinez JAvega, J. M. ........cooecoeniuineeeeeseiireseeieescsce et iesesseses e estsee e sesassesseseesaesens 111
Control biol6gico en la conservacién de frutas de pepita. Vifias, I. .......ccceveveeeeninncnenceinencrinieeereecrcsnsesenenne 115
REVISION AE HDTOS ..cecuernriierinieeseeiceseesese st ses e sttt ses st sessssseseseaeseseseas e st senesass sesesesssssssesssesenensenesssssnessssseses 125
COITECCIONES ...uvveuerueuerueseseresesessesenessssssssessrssessesensstssesssssssesssssessssesssssenseseseassesenssssesssssnsesstesssessssenssesnsesesesesnesens 133
INOITAS PATA 108 AULOTES ....eevreeeeerrrersersserireststeesesesssetesseesessassessssssnssessssssesssssesssssnssssensesasassssssssassmsesssasessssens 135

137

Direcciones de los miembros del Consejo Editorial

ISSN 02 13-4101



4 MicrosiorLocfa SEM. VoL.11 (1), 1995

CONTENTS
Page
Editorial. Ordériez, J. A., Sanchis, V. [In SPanish] ......cccoivivniminninicn s s sssseeeenas 5
Effects of modified atmospheres on the growth of psychrotrophic pathogenic microorganisms on proteinaceous
foods. Garcia de Fernando, G. D., Mano, S. B., Lépez, D., Ordériez, J. A. [In Spanish] ........cccoeeveeuennes 7
Combined processes for food preservation. Sala Trepat, F. J. [In Spanish] 23
Safety aspects of “sous vide” products and prevention of microbial risks. Martens, T. .........ccccccovvvvrnreninnns 33
Microbial aspects of cava production. Bartra, E. [In Spanish] .......ccccccevevermmiiiserssnccsnrinecce e 43
The microorganisms of Sherry. Garcia Maiquez, E. [In Spanish] ........ccccvvevmivniiiniininninsiencenesanes 51
Instrumental techniques for the detection of brewery microorganisms. Orive, M. [In Spanish] 59
Applications of molecular biology to enology. Ramén, D., Gonzdlez-Candelas, L., Pérez-Gonzdlez, J. A.,
Gonzdlez, R., Ventura, L., Sdnchez-Torres, P., Vallés, S., Pifiaga, F., Gallego, M. V.,
Ferndndez-Espinar, M. T., Querol, A. [In Spanish] .......cccvvvvnrivninnininnnnc e 67
Advantages and limitations of Escherichia coli, other Enterobacteriaceae and additional indicators as markers
for the microbiological integrity of foods. Mossel, D. A. A., Struijk, C. B. [In Spanish] ........cccccovueneee 75

Enteroinvasive Escherichia coli. Pathogenic mechanisms and epidemiology. Prats, G., Llovet, T. [In Spanish] 91

Enterotoxigenic, verotoxigenic and necrotoxigenic Escherichia coli in foods and clinical samples. Role of
animals as reservoir of pathogenic strains for humans. Blanco, J. E., Blanco, M., Blanco, J.

[I10 SPANISI] ..ttt ettt s st st ettt st sa e e st e s et et s et st en s et e sen et e sentnen 97
Current trends in cold storage of fruits as indicators of foods hygienic quality. Martinez Javega, J. M.

[I1 SPAMISH] .ttt ettt ettt et st s st e st e et s e s bR s R s e bbb e en et et e eannans 111
Biological control in the conservation of pome fruits. Vifias, I. [In Spanish] 115
BOOK TEVIBWS ..ttt ettt sttt et e e st s b s e se s s et e st R e s R st e b s b et auesb s et aenten 125
COITEOLIONS ..uviveueruueriueeeseereeieseuestsseseses s sssene st ses st esens seasesstese e seatt st easseseseasses b sesea st s e anseas et sae et en semersnsentseesnneraas 133
Instructions to authors 136

Editorial BOArd QAAIESSES ......cvevververeeererieriiesesresteseereesesssessessessessessesessessessessessesssssssssssesssssssssessessessssssssasssessssnses 137



MICROBIOLOGIA SEM 11 (1995), 5-6

Editorial

En 1993 se public6 un niimero monografico de larevista Microbiologia SEM dedicado a los alimentos.
Enélserecogiaunaserie de articulos correspondientes a las ponencias presentadas en las mesasredondas
de la VIII Reunién Cientifica de Microbiologia de los Alimentos (Caceres, septiembre de 1992).

Con la periodicidad bianual que caracteriza las reuniones cientificas del Grupo de Microbiologia
de los Alimentos de la SEM, se ha celebrado 1a IX Reunién —elevada a la categoria de Congreso— en
Lérida, los dias 3 y 4 de octubre de 1994. Los firmantes de este editorial, presidente del Grupo de
Microbiologia de los Alimentos y presidente del Comité Organizador del IX Congreso, pidieron a la
revista Microbiologia SEM publicar un nimero que recogiera las principales ponencias del Congreso,
con el doble objetivo de informar a todos los socios de 1a SEM de las actividades del Grupo y de analizar
los recientes avances en esta disciplina. En nombre del Grupo de Microbiologia de los Alimentos,
queremos expresar al director y equipo de la revista nuestro agradecimiento por el trabajo realizado y,
por supuesto, también a los autores, sobre los que ha recaido la responsabilidad de escribir los articulos
y que, a fin de cuentas, son los verdaderos protagonistas del presente niimero.

Las contribuciones del IX Congreso se articularon en torno a cuatro mesas redondas, divididas, a
su vez, en diversas ponencias. El Comité Cientifico del Congreso selecciond los articulos de mayor
impacto, cuyos textos se recogen en esta publicacién. Los articulos que se recogen en este nimero
corresponden a las ponencias. A continuacidn se indica entre paréntesis el primer autor de cada una; el
titulo completo y los demds autores aparecen en el indice de las pp. 3-4.

Enlaprimeramesaredonda, “Nuevas estrategias enlaconservacion de los alimentos”, se analizaron
los ltimos avances destinados a preparar productos con el menor procesado posible, pero larga vida itil,
o a aumentar la eficacia bactericida, reduciendo al minimo los efectos secundarios para mantener al
mdéximo la calidad sensorial y la retencion de nutrientes. Uno de estos avances es el envasado de carne
y pescado frescos en atmdsferas modificadas (enriquecidas en di6xido de carbono y otros gases,
dependiendo del producto); es una tecnologia que permite duplicar la vida itil del producto refrigerado.
Sin embargo, los investigadores se han preocupado menos de las respuestas de las bacterias psicrotrofas
patdgenas en alimentos envasados en atmdsferas modificadas. Se presentaron tres ponencias. La primera
(Garcia de Fernando) versé sobre estos aspectos. El estudio del efecto de procesos combinados en
microorganismos y enzimas correspondié a la segunda ponencia (Sala Trepat); en ella se expuso la forma
de aumentar laeficacia en ladestruccion de microorganismos, y en el control de su crecimiento, mediante
la combinacién adecuada de diversos métodos de conservacién cldsica (aplicacion de ultrasonidos, altas
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presiones, calor y frio) y condiciones disgenésicas. La tercera ponencia (Martens) trat6 de los alimentos
envasados a vacio a los que se aplica posteriormente un tratamiento térmico suave (alimentos “sous
vide™), para conseguir una vida til razonable y retener al maximo el sabor, el aroma y la textura del
producto fresco.

La segunda mesa redonda versé sobre “Bebidas alcohdlicas”, y se dividi6 en cuatro ponencias. En
la primera (Bartra) se abordaron los aspectos microbioldgicos del cava, y el papel primordial de las
levaduras. Primero actda Saccharomyces cerevisiae para elaborar el vino base y después, en la segunda
fermentacion, una vez embotellado el cava, interviene S. bayanus (mds resistente al etanol). La segunda
ponencia (Garcia Maiquez) trat6 de los aspectos microbiolégicos del jerez, en el que, igualmente, las
levaduras tienen una doble funcién: en la elaboracién del vino base y en la crianza bioldgica, con especial
relevancia de 1a “levadura flor”. La tercera ponencia (Orive) se dedicé al estudio de la cerveza, sefialando
las precauciones que requiere su elaboracion para evitar la contaminacién por bacterias que hasta ahora
se han observado tGnicamente en este habitat. Finalmente, la cuarta ponencia (Ramoén), se dedicé a las
modernas técnicas de biologia molecular que pueden utilizarse con éxito para mejorar la calidad de las
bebidas alcohdlicas. Como ejemplo se ha utilizado el vino de mesa, para mostrar algunos de los avances
obtenidos con técnicas tales como la fermentacién dirigida con una sola cepa de levadura, o la
codificacién de celulasas y hemicelulasas para mejorar el aroma de 1os mostos.

La tercera mesa redonda, “Escherichia coli: su importancia en higiene de los alimentos”, trat6 de
los avances en el conocimiento de las enfermedades causadas por esta bacteria y el papel que los
alimentos desempefian en su transmision, destacando el grupo de cepas enterohemorragicas (O157:H7),
que tanto preocupa actualmente. La primera ponencia (Mossel) versé sobre 1a utilidad de 1a determinacién
de E. coli en higiene de los alimentos. La segunda (Prats) y tercera (Blanco) se dedicaron al anélisis de
las técnicas de tipificacién utilizadas en los tltimos afios para conocer la epidemiologia de los procesos
patolégicos originados por E. coli, ademas de otros aspectos actuales de las cepas enterotoxigénicas de
E. coli, desde la perspectiva de la higiene de los alimentos y de la salud piiblica.

En la cuarta mesa redonda, “Aspectos microbioldgicos de la conservacion de productos vegetales
por frio”, se revis6, en primer lugar, la importancia que adquiere el control microbiolégico de puntos
criticosen las hortalizas, una vez han sufrido el tratamiento de escaldado, bien por técnicas convencionales
para microorganismos patégenos o por métodos rapidos, como laimpedancia, para conocer la carga total
de microorganismos viables. En la segunda ponencia (Martinez Javega) se estudi6 la influencia de la
refrigeracién de las frutas, proceso que no s6lo demora la maduracién sino que también retrasa el
crecimiento fiingico—aunque en las frutas sensibles al frio debe conocerse perfectamente las temperaturas
criticas para cada tipo de producto—. En la tercera ponencia (Vifias) se presentaron las tendencias
actuales en el control biol6gico de los microorganismos que alteran las frutas, entre las que se destaca
el uso de microorganismos antagénicos en frutas para inhibir o evitar el desarrollo de mohos, asi como
el problema de la aceptacion de estos métodos por parte del consumidor.

Los abajo firmantes expresan, una vez mas, su profundo reconocimiento a todos los que han
participado en esta labor. Creemos que es la mejor forma de difundir las actividades del Grupo de
Microbiologia de los Alimentos y dejar constancia de los tiltimos avances en esta ciencia, asi como de
la labor cientifica que desarrollan muchos equipos espafioles en este campo.

Juan A. Ordéiiez y Vicente Sanchis
Editores
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Eficacia de las atmoésferas modificadas frente a
los microorganismos patégenos psicrotrofos en
alimentos proteicos

Gonzalo D. Garcia de Fernando,* Sergio B. Mano, Daniel Lépez,
Juan Antonio Ordéiiez

Departamento de Nutricion y Bromatologia Il (Higiene y Tecnologia de los Alimentos),
Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid

Recibido 12 diciembre 1994/Aceptado 3 marzo 1995

Summary

Modified atmosphere packaging (MAP) of proteinaceous raw foods (meat, poultry and fish)
extends their shelf-lives. Itis well established that modified atmospheres (M A) inhibit the psychrotrophic
aerobic Gram-negative bacteria, the main spoilage microflora of proteinaceous raw foods stored under
refrigeration. Severalresearchers have warned about the possible growth of food poisoning microorganisms
on them. Considering the minimal growth temperatures of pathogens, this review only deals with
Aeromonas hydrophila, Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes and Yersinia enterocolitica.
C. botulinum produces its toxin in many different atmospheres, but it is unable to grow at temperatures
below 3.3°C, and its production rate of the toxin at temperatures below 4.5°C is very low, to the extent
that fish can be spoiled before the toxin is detected. Therefore, the control of the storage temperature of
MAP fish seems to be indispensable to assure the absence of botulinal toxin. With regard to the other
pathogens, vacuum is the atmosphere that may support more readily its growth; the higher the CO,
concentration in the atmosphere, the lower the growth rate is. Some investigations have shown that the
growth rates of the psychrotrophic pathogens in MAP are lower than those of the spoilage flora. It has
been shown also that A. hydrophila and L. monocytogenes growth rates are lower under MA than under
aerobic storage. Inrelationto Y. enterocolitica, more investigations should be carried out in order to clear
up its behaviour, because the available data in the literature are still confusing and sometimes even

* Correspondencia: Gonzalo D. Garcia de Fernando. Departamento de Nutricién y Bromatologia IIT
(Higiene y Tecnologia de los Alimentos). Facultad de Veterinaria. Universidad Complutense de Madrid.
28040 Madrid. Tel.: 91-3943751. Fax: 91-3943743.
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contradictory. In conclusion, there are no evidences that support the concern about MAP of proteinaceous
raw foods representing a greater hazard than its conventional storage under air.

Key words: modified atmospheres, Aeromonas hydrophila, Clostridium botulinum, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica

Resumen

Elenvasado de alimentos proteicos frescos (carnes y pescados) en atmdsferas modificadas prolonga
su vida itil. Se ha demostrado que las atmésferas modificadas inhiben el crecimiento de la flora
psicrotrofa aerobia Gram-negativa, principal responsable de la alteracion de este tipo de alimentos
cuando se mantienen en aerobiosis bajo refrigeracién. No obstante, varios investigadores han advertido
delposible crecimiento de microorganismos causantes de toxiinfecciones en los alimentos asi envasados.
Considerando las temperaturas minimas de crecimiento de los microorganismos patégenos, en este
articulo sé6lo se han revisado los datos relativos a Aeromonas hydrophila, Clostridium botulinum,
Listeria monocytogenes 'y Yersinia enterocolitica. C. botulinum produce su toxina en atmdsferas muy
diversas. Sin embargo, se ha observado que esta bacteria no se desarrolla a temperaturas inferiores a
3,3°C, y que cuando se incuba a 4,5°C o menos, l1a produccién de toxina es muy lenta, de tal forma que
el pescado se altera antes de que se detecte la toxina. Por tanto, parece imprescindible controlar la
temperatura de almacenamiento para garantizar la ausencia de toxina botulinica en el pescado envasado
en atmosferas modificadas. Con respecto a los otros patégenos, puede decirse, en términos generales,
que las condiciones que se crean mediante el envasado a vacio son las menos inhibidoras de su
crecimiento, y que cuanto mds elevada sea la concentracion de CO, en la atmésfera més se inhibira el
crecimiento de dichas bacterias. En diversas investigaciones se ha observado que la velocidad de
crecimiento de las bacterias psicrotrofas patégenas en atmoésferas modificadas son menores que la de la
floraalterante. Asimismo se ha demostrado que las velocidades de crecimiento de Aeromonas hydrophila
y Listeria monocytogenes son menores en atmésferas modificadas que en aire. En relacién con Yersinia
enterocolitica, son necesarias mas investigaciones para esclarecer este extremo ya que los resultados
disponibles en la bibliografia son algo confusos y, a veces, contradictorios. Puede concluirse que no
existen pruebas de que el envasado de alimentos proteicos en atmoésferas modificadas represente un
riesgo mayor que el del almacenamiento convencional bajo refrigeracion.

Introduccién

El oxigeno del aire es un factor que influye poderosamente en la vida itil de muchos alimentos,
debido a su efecto quimico y a que permite el crecimiento de los microorganismos aerobios. Los cambios
producidos por estos dos fendmenos modifican las caracteristicas organolépticas del alimento y
provocan su deterioro. Son diversos los sistemas cldsicos de conservacién, pero se estd buscando
mejorarlos dado que no colman las expectativas de la industria alimentaria. La congelacion es uno de los
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métodos mas eficaces desarrollados por la tecnologia de los alimentos para prolongar la vida util de la
carne y del pescado sin modificar profundamente sus propiedades sensoriales. No obstante, los
productos congelados pueden presentar unas propiedades sensoriales deficientes y, sobre todo, si la
congelacion y descongelacion se realizan en condiciones inadecuadas, sufren una considerable
depreciacién. Por tanto, se han investigado otros métodos para prolongar la vida itil de los alimentos
refrigerados. Entre ellos, cabe citar el envasado en atmésferas modificadas, que puede definirse como
el almacenamiento de un producto alimenticio en un material barrera herméticamente cerrado, en el que
el aire ha sido evacuado o sustituido por un gas o mezcla de gases, para inhibir el crecimiento microbiano.
Ya en los afios 30 se comprobd que la vida util de la carne y del pescado podia prolongarse si se
almacenaban bajo refrigeracion en una atmésfera enriquecida en CO, (50). El envasado en atmdsferas
modificadas permite, al menos, duplicar su vida dtil. E1ICO, inhibe el crecimiento microbiano, sobre todo
el de la flora aerobia Gram-negativa, pero su efecto sobre otros microorganismos es escaso o nulo;
algunas bacterias (ej. Brochothrix thermosphacta) toleran hasta un 75% y otras, como la flora lactica,
pueden crecer en el 100% de CO, (5, 18). La edad del cultivo también es una variable a destacar; se ha
demostrado que conforme la bacteria deja la fase de latencia y entra en la exponencial, el efecto inhibidor
sereduce. Por tanto, conviene envasar el producto cuanto antes, ya que es mas probable que las bacterias
no estén aiin en fase exponencial (5, 18). La temperatura es importante, ya que el CO, es mucho més
inhibitorio a temperaturas de refrigeracion debido a que en estas condiciones es mds soluble, por lo que
estard mas concentrado en la fase acuosa del alimento (5, 18, 50). La concentracién de CO, ha de ser al
menos del 20% para que sea eficaz, habiéndose utilizado concentraciones entre el 20 y el 100%,
dependiendo de las caracteristicas del alimento a envasar (58).

La flora tipica de la carne envasada en atmdsferas modificadas suele constar, en magnitud
decreciente, de flora lactica y/o Brochothrix thermosphacta y, en menor medida, de enterobacterias y
Pseudomonas spp., dependiendo sus porcentajes de la concentracion de CO, en la atmosfera (1, 48,49).

Diversos investigadores (16, 25, 26, 50) se han preguntado qué ocurre con los microorganismos
psicrotrofos causantes de toxiinfecciones alimentarias en los productos envasados en atmosferas
modificadas. A primera vista cabe pensar que si €l CO, inhibe la flora alterante tipica (psicrotrofas
aerobias Gram-negativas), los microorganismos mas resistentes al CO, no tendréan flora competidora y
su multiplicacién se vera favorecida. Por ello, aunque la carga inicial del patdgeno no sea muy elevada,
si es resistente a este gas, puede alcanzar tasas peligrosas, siendo ésta una razén esgrimida por los
detractores del envasado en atmésferas modificadas. Sin embargo, Marshall et al. (45) han demostrado
que la presencia y proliferacién de Pseudomonas fluorescens potencia la multiplicacién de
L. monocytogenes, 1o que puede deberse a la liberacion de péptidos (facilmente metabolizables por el
patégeno) provocada por la reconocida capacidad proteolitica de las pseudomonas.

Dado que las carnes y pescados frescos envasados en atmdsferas modificadas deben mantenerse en
refrigeracién, los microorganismos patégenos que pueden causar problemas son principalmente:
Aeromonas hydrophila, Clostridium botulinum tipo E y los no proteoliticos de los tipos B y F, Listeria
monocytogenes y Yersinia enterocolitica. Todos son capaces de crecer en los alimentos a 4°C y a ellos
exclusivamente nos referiremos en la presente revision. Otros microorganismos con temperaturas
minimas de crecimiento cercanas a las de los antes citados son Escherichia coli enterotoxigénica,
Plesiomonas shigelloides, Staphylococcus aureus y Salmonella spp. Si se producen abusos en la
temperatura de conservacion, estas bacterias podrian causar problemas.
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Aeromonas hydrophila

Laincidencia de esta bacteria en los alimentos puede ser considerable. En un estudio realizado por
Barnhart et al. (4), se detecté Aeromonas spp. en el 98% de las canales de pollo estudiadas. Otros autores
han tenido resultados menos desalentadores; asi Myers et al. (47) aislaron Aeromonas spp. en €l 20% de
las muestras de carne de cerdo envasada a vacio. En otros productos cdrnicos los datos disponibles son
muy variables, oscilando los valores medios entre 28 y 35% (28). Aproximadamente el 70% de los
moluscos bivalvos se encuentran contaminados con A. hydrophila y A. sobria, mientras que en pescados
la incidencia es menos importante (28). La temperatura minima de crecimiento de las cepas aisladas de
alimentos oscilaentre -0,1 y +1,2°C (61), mas bajaque lade las Aeromonas aisladas de muestras clinicas
(35), aunque recientemente (29) se ha visto que A. hydrophila puede multiplicarse a temperaturas mas
bajas.

~ Enla Tabla 1 se recopilan los resultados mds destacados aparecidos en la bibliografia sobre la
posible multiplicacién de A. hydrophila en carnes y pescados refrigerados envasados en atmésferas
modificadas y mantenidos en refrigeracion. Se ha afirmado que el nitrégeno favorece la multiplicacién
de A. hydrophila en comparacion con su crecimiento en aire (20, 60), aunque esto no se ha confirmado
en carne de cerdo y pavo envasadas en una atmosfera del 100% de N, y mantenidas a 1y 7°C, ya que,
apesar de que los recuentos de este microorganismo aumentaron durante el almacenamiento, los tiempos
de generacién (g) en nitrogeno fueron algo mas prolongados que los observados en aire (Mano y col.,
datos no publicados). Se ha detectado crecimiento de A. hydrophila en diversos productos envasados al
vacio y almacenados entre -2 y 10°C, como carne de vacuno (17), “roast beef” (29), colas de cangrejo
cocinadas (30) y carne de cerdo a 1°C (38, 57), aunque en algin caso (38) se obtuvieron resultados
contradictorios, yaque enunaserie de muestras no se observo crecimiento delacepainoculada. Enresumen,
puede decirse que las probabilidades de crecimiento de este microorganismo en vacio son muy elevadas,
incluso a temperaturas por debajo de 0°C.

Diversos autores (20, 61) han afirmado que el CO, inhibe A. hydrophila. Sheridan et al. (57) no
detectaron crecimiento alguno de esta bacteria en carne de cordero envasada en CO,/O, [20/30],
CO,/N, [50/50] ni en 100% de CO, a 5°C, ni siquiera con medios de enriquecimiento tras 21 dias de
almacenamiento. También se ha observado (29) la inhibicién de este psicrotrofo en “roast beef”
envasado en una atmdsfera compuesta por 100% de CO, y mantenido a —1,5°C; en cambio, se detectd
crecimiento a 3°C en ese mismo alimento y atmésfera. Gill y Reichel (17) obtuvieron resultados
similares al comprobar la multiplicacién de esta bacteria en carne de vacuno (pH 6,0) mantenida en una
atmésfera controlada de CO, a 10°C, pero no a 6°C. Ingham (30) observé la multiplicacién a 8°C y no
a2°Cen colas de cangrejo cocinadas y mantenidas en una atmésfera del 80% de CO,; Mano y col. (datos
no publicados), comprobaron crecimiento en carnes de cerdo y pavo envasadas en CO,/O, [20/80] y
mantenidas a 7°C y no lo detectaron a 1°C. Sin embargo, no detectaron crecimiento alguno, ni siquiera
a7°C, cuando ambas carnes se envasaban en una atmosfera de CO,/O, [40/60]. También se ha descrito
el crecimiento de este patGgeno en surimi y en pescado picado almacenados en CO,/O,/N, [36/13/51] a
5°C (32). Los datos aparecidos en la bibliografia no permiten concluir que el CO, detenga el crecimiento
de estabacteria, s6lo que loinhibe. Porregla general, las fases de latencia y los valores g de A. hydrophila
en alimentos envasados en atmésferas enriquecidas en CO, son més prolongados que los medidos en los



VoL. 11, 1995

ATMOSFERAS MODIFICADAS EN ALIMENTOS

TABLA 1. Crecimiento de Aeromonas hydrophila en alimentos refrigerados y envasados
en atmosferas modificadas

Alimento Atmésfera Temperatura (°C) Crecimiento Referencia
Vacuno Vacio -2 + 17
“Roast beef” Vacio -15 + 29
Cangrejo cocinado Vacio 2 + 30
Cerdo Vacio 1 +/- 38
Cordero Vacio Oy5 - 57
Cerdo y pavo 100% N, 1y7 + *
Cordero 20/80 CO,/0,,

50/50 CO,/N,, 100% CO, 5 - 57
Pavo y cerdo 20/80 CO,/0, 1 - *
Pavo y cerdo 20/80 CO,/0, 7 + *
Pescado picado y surimi ~ 36/13/51 CO,/O,/N, 4 + 32
Pavo 40/60 CO,/O, 1y7 - *
Cerdo 40/60 CO,/O, ly7 - *
Cangrejo cocinado 80% CO, 2 - 30
Cangrejo cocinado 80% CO, 8 + 30
“Roast beef” 100% CO, -1,5 - 29
“Roast beef” 100% CO, 3 + 29
Vacuno 100% CO, 6 - 17
Vacuno 100% CO, 10 + 17

@ Se observé crecimiento en una experiencia y no en otra, con la misma cepa y condiciones.
* Mano y col. (datos no publicados).

envasados en vacio o aerébicamente. Por tanto, cabe concluir que A. hydrophila no representa un peligro
afladido en el envasado de carnes y pescados en atmésferas modificadas, en comparacién con el sistema
tradicional de almacenamiento, ya que si se mantiene la temperatura suficientemente baja se impide la
multiplicacion de A. hydrophilaen alimentos envasados en atmosferas enriquecidasen CO, y, si se producen
abusos en la temperatura de almacenamiento, los tiempos de duplicacién de este microorganismo son
mas prolongados en presencia de este gas.

Clostridium botulinum

Uno de los riesgos més importantes del envasado de alimentos en atmosferas enriquecidas en CO,
es la potenciacion del crecimiento de Clostridium botulinum. Este supuesto se basa en su capacidad para
multiplicarse en condiciones anaerobias, en el efecto estimulante del CO, en la germinaci6n de esporas,
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en la inhibicién de la flora aerobia alterante y en los posibles abusos de temperatura durante el
almacenamiento (64).

En relacién con la conservacién de pescado refrigerado en atmésferas modificadas, los
microorganismos que mds preocupan son los del tipo E y las cepas no proteoliticas de los B y F de
Clostridium botulinum. Todos ellos pueden aislarse de los productos de la pesca y multiplicarse y
producir toxina, aunque lentamente, a 3,3°C (61). El tiempo de generacién de C. borulinum B en medio
de cultivo (pH 6,7) a 3,9°C es de 42 horas (21). En cambio, la temperatura minima de crecimiento de las
cepas proteoliticas es 12,5°C (61).

Se haconstatado (3) unaincidenciasignificativa (entre un 22 y un 67%) de C. botulinum en productos
marinos. Por regla general, los clostridios tipo E y los B y F no proteoliticos no causan alteraciones
organolépticas en el pescado, pudiendo darse el caso de existir una carga suficiente para que la
produccionde toxina sea previaalaaparicion de signos de alteracion causados por otros microorganismos.
Diversos investigadores (15, 51, 59, Llobrera, A. T. 1983, Tesis doctoral, Texas A & M University,
College Station, Texas) han detectado toxina botulinica en pescados envasados en diversas atmésferas
modificadas (Tabla 2) y mantenidos a temperaturas inferiores a 5°C. Pero en casi todos los casos el
pescado ya preéentaba signos evidentes de alteracién antes de que se detectase la toxina botulinica; la
excepcién la ofrecen Post et al. (51), quienes observaron la produccion de toxina antes del deterioro del
bacalaoa4°C, envasadoen 100% de CO,. En cambio, es relativamente frecuente la deteccion de latoxina
con anterioridad a la alteracién cuando el pescado envasado en atmdsferas modificadas se almacena a
temperaturas superiores (51). En otras experiencias no se ha observado produccién de toxina botulinica,
por ejemplo, en vieiras inoculadas con los tipos A, B, E y F tras mantenerlas a 4 y 10°C en vacio (13),
o en carne de cerdo envasada en varias atmésferas (véase mds adelante) a 4°C (39, 40, 41).

Aparte del aumento delriesgo con el incremento de la temperatura (2), hay otros factores que pueden
jugar un papel destacado. Cuanto mayor es el nimero de esporas, mayor es el peligro de produccién de
toxina (53). También es importante el punto de contaminacién. Stier et al. (59) comprobaron que
apilando filetes de salmén con indculo entre ellos, no se daban las condiciones para la produccién de
toxina, mientras que Cann et al. (7) observaron que inoculando intramuscularmente se producia toxina
antes que cuando el in6culo era superficial.

Lambert et al. (39, 40, 41) han estudiado los efectos de diversas atmdsferas en la produccién de
toxina botulinica en carne de cerdo. Comprobaron que se producia toxina a 15°C en las siguientes
atmosferas: 100% de N, O,/N, [10/90] y O,/N, [20/80]. Sin embargo, a 5°C la toxina no se detecto tras
44 dias de almacenamiento (39). Este grupo de investigadores también ha constatado que 1a produccién
de toxina era mds rapida cuando en una atmésfera de N, existia inicialmente un 20% de O, (39,41), lo
cual parece rebatir larecomendacion de Hotchkiss (27) de incluir O, en laatmoésfera parareducir el riesgo
de produccién de toxina. Se ha observado también (40) que la produccién de toxina a 15°C se reducia,
contrariamente a lo esperado, en atmésferas con un elevado porcentaje de CO, (45-75%), en las que el
gas complementario era N,. Ya anteriormente se habia comprobado el efecto inhibidor del CO, (9), al
observarse una mayor liberacion de toxina con el 100% de N, que con el 100% de CO,. Tratamientos
adicionales pueden inhibir la produccién de toxina; se ha propuesto la irradiacién (39, 40, 41, 52),01la
inmersién en soluciones antisépticas (52).

Parece, pues, que para garantizar lainocuidad de los alimentos envasados en atmésferas modificadas
y susceptibles de contener toxina botulinica, hay que exigir un riguroso control de la temperatura. El
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TABLA 2. Produccién de toxina botulinica en alimentos refrigerados y envasados
en atmésferas modificadas

Alimento Atmosfera Temperatura Deteccién Produccion de toxina Referencia
(°C) de toxina  antes de alteracién

Vieira Vacio 4y 10 - 13
Bacalao y bacaladilla Vacio 8 + No 51
Bacalao 100% N, 8 + Coincidente 51
Bacalao 100% CO,,

90/8/2 CO,/N/O, 8 + Si 51
Bacalao 65/31/4 CO,/N/O, + Si 51
Bacaladilla 100% N,,

100% CO, 8 + No 51
Bacaladilla 90/8/2 CO,/N/O, 8 + Si 51
Bacaladilla 65/31/4 CO/N,/O, 8 + St 51
Salmén 60/15/25 CO,/N,/O, 4.4 + No 59
Platija 70/30 CO /aire,

100% CO, 44 + No *
Salmén Vacio,

70/30 CO /aire,

100% CO, 4 + No 14, 15
Bacalao 100% CO, 4 + Si 51
Bacaladilla 100% CO, 4 + No 51
Cerdo 80/20 N,/O,,

90/10N_/O,,

100% N, 4 - 39

* Llobrera, A. T. 1983. Tesis doctoral, Texas A & M University, College Station, Texas.

clostridio no se desarrolla por debajo de 3,3°C, y todos los datos aqui recogidos apuntan a que si se
sobrepasa ligeramente esa temperatura, la produccién de toxina es posterior a la alteracion del pescado.
No obstante, siempre se corre cierto riesgo de que se produzca un abuso en la temperatura de
almacenamiento, lo cual es mucho més probable en la cadena de distribucién, en los puntos de venta y
mds aiin en los hogares de los consumidores (53).

Listeria monocytogenes

Las listerias son ubicuas. Pueden encontrarse en hébitats tan distintos como el intestino de animales
y hombres sanos, en el dmbito doméstico (refrigeradores, pafios), alimentos y suelos. Los alimentos estan
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frecuentemente contaminados con listerias, pero en bajo niimero. Por ejemplo, se ha comprobado (54)
que aproximadamente el 8% de carnes listas para consumo, el 15% de carnes de ave cocinada, el 2,5%
de leche y productos lacteos y el 5% de vegetales estaban contaminados con listeria, pero siempre habia
menos de 100 unidades formadoras de colonia/g de alimento. Los alimentos que se han apuntado como
mas peligrosos son quesos blandos de poca acidez (Camembert y Brie) y patés. Quizas searecomendable
evitar su consumo por los grupos de riesgo, ya que puede causar elevadas tasas de mortalidad en
ellos (10).

Al ser este microorganismo psicrotrofo y descubrirse que se transmite por los alimentos y provoca
listeriosis, se hizo necesario conocer su comportamiento en los alimentos conservados en refrigeracién.
Carnes y pescados son potencialmente peligrosos porque la presencia de esta bacteria en ellos es
frecuente y porque L. monocytogenes puede crecer o sobrevivir en las condiciones normales de
almacenamiento de estos productos (6). La proliferacién de L. monocytogenes a temperaturas de
refrigeracion es lenta pero, en términos generales, puede afirmarse que se desarrollaa 1°C (61), aunque
también se ha comprobado su crecimiento a —1,5°C (29).

Diversos investigadores han estudiado el destino de L. monocytogenes en carnes envasadas en
atmosferas modificadas. Los resultados més relevantes estin recogidos en la Tabla 3. En la bibliografia
hay cierta controversia en relacién con el efecto de las atmosferas modificadas. Se ha afirmado (65) que
esta bacteria no era inhibida significativamente por el envasado en vacio o en atmdésferas enriquecidas
en CO,, y que podria predominar en carnes o productos cérnicos refrigerados asi envasados. Esta
afirmacién se basa en que L. monocytogenes se desarrollé mas que la flora alterante en carne de pollo
cruda (62) y precocinada (31, 46) envasada en atmésferas modificadas. En cambio, otros autores han
comprobado que el envasado en estas atmésferas inhibe el crecimiento de listeria (17, 29).

La capacidad de crecimiento en vacio ha quedado bien demostrada en carne de vacuno a
temperaturas de refrigeracién (22), cordero a 5°C (57), cerdo a 1°C (38) y “roast beef” a —1,5°C (29).
También se ha detectado su crecimiento enel 100% de N, en carne de pavo (pH 6,0) a 7°C, no habiéndose
apreciado en este mismo alimento a 1°C, ni en carne de cerdo (pH 5,3) a 7°C (43). El efecto del CO, en
el crecimiento y supervivencia de la listeria no estd claro. Diversos estudios coinciden en que esta
bacteria no se desarrolla en carnes de polloa 1y 6°C (24), vacuno a 5°C (17), cordero a 5°C (57) y “roast
beef” a —1,5°C (29) envasadas en atmésferas compuestas exclusivamente por CO,, pero se ha descrito
(29) que pueden crecer en “roast beef” en esa atmdsfera a 3°C. Parece ser que la ausencia de oxigeno en
la atmdsfera no es ningiin obstdculo para el desarrollo de este microorganismo. Se ha comprobado
crecimiento de listeria en cordero a 5°C en una atmésfera de CO,/N, [50/50] (8, 57), en salchichas tipo
“frankfurt” envasadas en diversas proporciones de CO,/N,a4,7y 10°C (37) y en carne de cerdo envasada
en CO,/N, [40/60] a 4°C (44). En cambio, otros autores no han detectado crecimiento en ausencia de O,
(aparte de los antes resefiados en 100% de CO,), yaque no se ha observado crecimiento en carne de pollo
a 6°C envasada en CO,/N, [30/70] (24) ni a 4°C envasada en CO,/N, [75/25] (62).

Elefecto de lainclusion de O, en atmosferas enriquecidas en CO, es también confuso. Wimpfhimer
etal. (62) comprobaron que al incluir O, en una atmésfera que no permitia el crecimiento, éste se inducfa.
Es decir, la inclusi6n del 5% de O, (CO,/O,/N,) [72,5/5/22,5] en una atmésfera anaerébica (CO,/O,/N,)
[75/0/25] provocaba el crecimiento de listeria. En cambio, no se ha apreciado (44) diferencia alguna en
el crecimiento de 1a listeria a 4°C en carne de cerdo envasada en anaerobiosis (CO,/O,/N,) [40/0/60] o
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TABLA 3. Crecimiento de Listeria monocytogenes en carnes y productos carnicos refrigerados y
envasados en atmoésferas modificadas

Alimento Atmoésfera Temperatura (°C) Crecimiento Referencia
Vacuno (pH 5,6 y 6,0) Vacio 0yS5 + 8,22
Vacuno (pH 6,0) Vacio -2 - 17
Vacuno (pH 6,0) Vacio 0,2y5 + 17
Vacuno Vacio 5 - 8
Vacuno (pH 5,6) Vacio 2,4y7 - 34
Vacuno (pH 5,8 y 5,9) Vacio 2y4 - 34
Vacuno (pH 5.8 y 5,9) Vacio 7 + 34
Cordero Vacio, 50/50 CO,/N, 5 + 57
Cerdo Vacio 1 + 38
“Roast beef” Vacio -15y3 + 29
Cerdo (pH 5,3) 100% N, 1y7 - 43
Pavo (pH 6,0) 100% N, 1 - 43
Pavo (pH 6,0) 100% N, 7 + 43
Pollo 30/70 CO,/aire ly6 - 24
Salch. “frankfurt” 20/80, 30/70,

50/50 CO,/N, 4,7y10 + 37
Pollo 30/70 CO,/N, l1y6 - 24
Vacuno 50/50 CO,/N, 5 - 8
Cerdo 40/60 CO,/N,,

40/10/50 CO,/O,/N, 4 + 44
Pollo 75/25 CO,/N, 4 - 62
Cerdo 25/65/10 CO,/O,/N, 3 - 12
Pollo 72,5/5/22,5 CO,JO,/N, 4 + 62
Vacuno 20/80 CO,/0, 5 - 8
Cordero 20/80CO,/0, 5 + 57
Cerdo (pH 5,3) 20/80, 40/60 CO,/O, ly7 - 43
Pavo (pH 6,0) 20/80, 40/60 CO,/O, 1 - 43
Pavo (pH 6,0) 20/80, 40/60 CO,/O, 7 + 43
Pollo 90/10 CO,/0, 6 + 64
Pollo 100% CO, ly6 - 24
Vacuno 100% CO, 5 - 8,17
Cordero 100% CO, 5 - 57
“Roast beef” 100% CO, -1,5 - 29
“Roast beef” 100% CO, 3 + 29
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con O, (CO,/O,/N,) [40/10/50]. Para aumentar la confusion, no se ha detectado crecimiento alguno de
diversas cepas en carne picada de vacuno sin envasar en atmdsfera modificada ni a 4°C (33,55) ni a
25°C (55).

Otros autores (43) no han detectado crecimiento en carne de cerdo (pH 5,3) a 1 y 7°C y pavo
(pH 6,0) a 1°C envasadas en CO_/O, [20/80] y [40/60], mientras que si se ha observado en pavo a 7°C
en esas mismas atmdsferas. Ms arriba se han indicado resultados similares para la atmdsfera de 100%
de N,. De estos resultados puede deducirse la importancia del pH de la carne, como ya ha sido apuntado
(19, 34); se ha observado (34) crecimiento en carne de vacuno de pH 5,8 envasada a vacio a 7°C, pero
no en carne de pH 5.6.

Mano et al. (43) han medido los valores g de la flora de carnes de cerdo y pavo envasadas en
atmosferas modificadas, concluyendo que los valores g de listeria, cuando se multiplica, son mayores
que los de la flora alterante. Asi mismo, dichos valores se prolongan a medida que aumenta la
concentracion de CO,, constatindose, pues, el efecto inhibidor del CO,,.

Por regla general, las atmdsferas que no permiten la multiplicacién de L. monocytogenes no son
bactericidas. En aquellos casos en los que se haapreciado una disminucién de lacarga de listerias durante
el almacenamiento, fue de escasa importancia (43).

Los datos mencionados permiten concluir que no es posible considerar la modificacién de la
atmoOsfera por si sola como el tnico factor de inhibicién de la listeria, sino que otros factores pueden ser
también decisivos, sobre todo temperatura y el pH, aunque la flora competitiva pueda también tener
cierta relevancia. Puede asegurarse, por tanto, que el envasado en atmdsferas modificadas no tiene por
qué entrafiar un peligro adicional de crecimiento de L. monocytogenes, en comparacion al envasado
convencional en aerobiosis.

Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica y especies afines estin omnipresentes tanto en ecosistemas terrestres cComo
de aguas dulces. Quiza sean los productos del cerdo los principales responsables de 1a aparicién de
yersinias en el hombre. Se reconoci6 su patogenicidad hace unos 50 afios, aunque su significacién como
patégeno puede pasar inadvertida, ya que su consumo no implica necesariamente la aparicion de
yersiniosis (42).

El crecimiento/supervivencia de este microorganismo en la carne depende del pH, la temperatura
y las condiciones ambientales (envasado en atmésferas modificadas) empleadas para su almacenamiento
(48). La temperatura minima de crecimiento mds aceptada es 4°C (61), pero se ha detectado su
multiplicacién en carne a 1°C (23) e incluso a —-1,5°C (29) y -2°C (17).

La Tabla 4 recoge los resultados mdas relevantes obtenidos sobre el posible crecimiento de
Y. enterocolitica en carnes envasadas en atmésferas modificadas. Por lo que respecta al envasado en
vacio, no se ha observado (38) crecimiento en carne de cerdo a 1°C; es mds, s6lo se aislé esporddicamente
alguna colonia de yersinia durante los 9 dias de almacenamiento. En cambio, otros autores detectaron
crecimiento de este microorganismo en carne de cordero a 0°C (56, 57), en carne de vacuno a —2°C (17)
y en “roast beef” a 3°C, aunque no a -1,5°C (29).
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TABLA 4. Crecimiento de Yersinia enterocolitica en carne y productos cdrnicos refrigerados y
envasados en atmdsferas modificadas

Alimento Atmosfera Temperatura (°C) Crecimiento Referencia
Vacuno Vacio -2 + 17
“Roast beef” Vacio -1,5 + 29
Cordero Vacio OyS5 - 56, 57
Cerdo Vacio 1 - 38
Cerdo Vacio, 20/80 CO,/N,,

40/60 CO,/N, 4 + 44
Cordero sin picar 50/50 CO,/N, 0Oy5 + 56, 57
Cordero picado 50/50 CO,/N, 0 - 56, 57
Cordero picado 50/50 CO,/N, 5 + 56, 57
Cerdo 25/65/10 CO,/O,/N, Refrigeracion - 12
Cerdo 40/10/50 CO,/O,/N, 4 + 44
Cordero 20/80 CO,/0, 0 - 56, 57
Cordero 20/80 CO,/0, 5 + 56, 57
Vacuno picado 20/80 CO,/0O, 4 - 36
Vacuno 100% CO, 5 + 17
Cordero 100% CO, 0 - 56, 57
Cordero picado 100% CO, 5 - 56, 57
Cordero sin picar 100% CO, 5 + 56, 57
“Roast beef” 100% CO, 3 + 29

Noesté suficientemente aclarado el efectodel CO, en el crecimientode Y. enterocolitica. Enestudios
in vitro se hacomprobado que, en general, una concentracion de CO, de mas de140% inhibe el crecimiento
de la yersinia (63), no habiéndose detectado en carne de cerdo envasada en CO,/O,/N, [25/65/10] (12),
pero si, y rdpidamente, en chuletas de cerdo envasadas en vacio y en CO,/O,/N, [20/0/80, 40/0/60 y
40/10/50] e incubadas a 4°C, temperatura en la que no se observé fase de latencia, siendo el
microorganismo predominante al final de la experiencia (44). En cambio cuando la yersinia se incubd
en aire, el crecimiento fue mas lento y concluyd antes, posiblemente a causa de l1a flora competidora, con
lo que su tasa final fue considerablemente menor que la carga microbiana total (44). En esta misma linea
se ha observado (17) que Y. enterocolitica se desarrolla en carne de vacuno (pH 6,0) a 5°C en una
atmosfera controlada del 100% de CO,, mientras que Eklund y Jarmund (11) informaron que el crecimiento
de Y. enterocolitica se reducia el 100%, 98% y 43% en una atmdsfera de 100% de CO, respecto al
crecimiento enaire a2, 6y 20°C en un sistema modelo. Por su parte, Sheridan et al. (56, 57) no detectaron
crecimiento en carne de cordero ni en 100% de CO, ni en CO,/O, [20/80] a 0°C, pero si lo hicieron a5°C.
Paraddjicamente, estos 1iltimos autores observaron la multiplicacién de esta bacteria en una atmésfera
de CO,/N, [50/50], teGricamente mds inhibitoria que la dltima, a 0°C, por lo que cabe pensar que el O,
ejerce un efecto inhibidor, lo que concuerda con los resultados de otros autores (44). Ademds, Sheridan
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etal. (56, 57) comprobaron que en carne de cordero picada la yersinia no creci6é a 0°C en una atmdsfera
de CO,/N, [50/50] pero silohizo en una pieza de cordero (sin picar) en las mismas condiciones. El picado
de la carne también fue un obstculo para el crecimiento de Y. enterocolitica a 5°C y 100% de CO,. Es
decir, 1a bacteria se multiplicé en la pieza integra, pero no en la carne picada. Por su parte, Kleinlein y
Untermann (36) observaron que Y. enterocolitica no crecia en carne de vacuno picada a 4°C en una
atmésfera de CO,/O, [20/80].

Se haobservado (29) que 1a fase de latenciade Y. enterocolitica es lamisma en vacio que en el 100%
de CO, a 3°C, pero el valor g es mds de 5 veces mayor en CO,, y que Yersinia enterocolitica podia
desarrollarse alamisma velocidad que laflora alterante en carne de vacuno (pH 6,0) envasadaen el 100%
de CO, a 5°C (17).

Aunque los datos en la bibliografia son confusos, y a menudo contradictorios, Hudson et al. (29)
concluyeron que puede ser imprescindible un porcentaje de CO, superior al 75% en ausencia de O, para
asegurar la inhibicién total del crecimiento de Y. entrerocolitica. De todas formas, con las experiencias
realizadas hasta el momento no pueden extraerse conclusiones inequivocas. Parece recomendable
profundizar més enlainvestigacion del efecto sobre el crecimiento de esta bacteria del pH, la temperatura
y el envasado en atmosferas modificadas, atendiendo especialmente al posible efecto inhibidor del aire
sugerido por Manu-Tawiah (44).

Conclusiones generales

Puede concluirse, en general, que el vacio es la atmésfera modificada que menos efecto inhibidor
tiene en el crecimiento de la flora psicrotrofa patdgena, sin que entrafie un riesgo afiadido en comparacion
con el envasado convencional en aerobiosis. La inhibicién de psicrotrofos patdgenos observada en
atmosferas modificadas se debe principalmente al CO,, que actiia sinérgicamente con la temperatura y
el pH. Sin embargo, no deben olvidarse otros factores, que pueden influir de forma concomitante, como
la tensién de oxigeno y la competencia microbiana, sobre todo con bacterias lacticas, que suelen
constituir un percentaje importante en carnes y pescados envasados en atmdsferas modificadas.

Los autores del presente articulo hacen suya la opinién de Smith et al. (58), quienes concluyeron:
“there 1is little conclusive evidence that gas packaging represents a significantly greater hazard than
packaging in air”, es decir hay pocas pruebas que induzcan a pensar que el envasado en atmdsferas
modificadas entrafie un riesgo mayor que el que se corre con el envasado convencional en aerobiosis.
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Summary

Food preservation by combined processes is based on the combination of two or more existing
preservation methods with the objective of developing milder preservation procedures. Currently two
combined processes (CP) deserve a special attention, the preservation of food by high pressures (HP) and
the preservation of food with the combined use of heat and ultrasounds under pressure
(Mano-Thermo-Sonication). In the preservation by HP, the food, at room temperature or at very mild
temperature, is held during relatively long periods under very high pressures (100-1000 MPa) to
inactivate its enzymes and/or microorganisms. This procedure has proved to be effective to inactivate
vegetative cells but much less effective to inactivate most enzymes and bacterial spores. Several kinds
of food preserved by this method have already been launched into the market. In Mano-Thermo-Sonication
(MTS Process) microorganisms and enzymes are inactivated by a combined heat/ultrasounds treatment
under pressure. By this method, the lethality of heat treatments at the same temperature is highly
increased. Therefore, the intensity of heat treatments can be drastically reduced. Heat resistance of spores
is reduced by a factor of 1/10 and that of enzymes and vegetative cells is reduced by a factor of 1/50
approximately. The applicability of this procedure is currently being investigated.
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Resumen

La conservacion de los alimentos mediante procesos combinados se basa en la utilizacién de dos
0 mas procedimientos cldsicos para desarrollar métodos mas eficaces de conservacion. De los procesos
combinados (PC) existentes destacan dos por su actualidad e interés para la investigacién. Uno utiliza
presiones ultraelevadas (PU) y el otro calor y ultrasonidos simultineo bajo presién
(Mano-Termo-Sonicacién). La conservacién de alimentos por PU consiste en someterlos, a temperatura
ambiente o moderada, a presiones muy elevadas (100-1000 MPa) durante tiempos relativamente largos,
con objeto de inactivar su flora microbiana y/o sus enzimas. Es eficaz para la inactivacion de formas
vegetativas, pero no para la inactivacién de enzimas y esporas bacterianas. En los dltimos afios se han
lanzado al mercado distintos alimentos conservados por este método. La Mano-Termo-Sonicacion
somete el alimento bajo presién a un tratamiento simultdneo de calor y ultrasonidos € incrementa la
letalidad de los tratamientos térmicos, lo que permite reducir drasticamente su intensidad. De esta forma,
se ha conseguido reducir la termorresistencia de las esporas bacterianas en un factor de 1/10, y la de las
formas vegetativas y enzimas en un factor de 1/50, aproximadamente. Se estd investigando la
aplicabilidad de este método.

Introduccion

Desde que a principios del siglo pasado Nicolds Appert descubriera la posibilidad de conservar
alimentos durante periodos de tiempo muy prolongados mediante la accién de calor, este procedimiento,
conocido en su honor como appertizacion, ha sido uno de los mds importantes para la conservacién de
alimentos. De hecho, calor y frio son los dos métodos de conservacion a largo plazo mds utilizados por
la industria alimentaria. En el caso del frio ha influido el extraordinario desarrollo experimentado en los
ultimos afios por esta tecnologia.

La appertizacién posee, frente a la conservacion por frio, la ventaja esencial de que el efecto letal
del calor sobre los microorganismos asegura la salubridad de los alimentos. Sin embargo, el calor
comporta también desventajas muy importantes, como son los efectos no deseados sobre las caracteristicas
organolépticas y la reduccién del valor nutritivo. Por ello es necesario crear nuevos métodos de
conservacion que sustituyan con ventaja al calor. En los dltimos tiempos ha ido adquiriendo una mayor
importancia la combinacién de varios métodos de conservacién clasicos, que aprovechan sus ventajas
individuales, evitando los inconvenientes. Este nuevo procedimiento de conservacion de alimentos se
conoce como “Conservacién de alimentos mediante procesos combinados” (CAPC).

La CAPC no es en realidad un método nuevo. Desde tiempos antiguos se ha utilizado el efecto
conjunto de diversos métodos para la conservacién de la mayor parte de los alimentos. Lo tnico nuevo
es el interés por parte de la tecnologia de los alimentos hacia este sistema, a medida que se ha ido
profundizando en el conocimiento cientifico de los distintos mecanismos de accién que intervienen. Si
bien el enfoque de los grupos investigadores, de laboratorios y organizaciones internacionales, puede ser
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diverso, el objetivo es comiin y consiste en reducir la intensidad de los tratamientos térmicos con objeto
de suministrar a los consumidores alimentos “mdas naturales”, de caracteristicas organolépticas genuinas
y mayor valor nutritivo. La moderna tecnologia de los alimentos estd haciendo frente a este reto, que
constituye su objetivo desde distintas disciplinas. La Microbiologia de los alimentos, o Microbiologia
predictiva, trata de prever con mayor exactitud el comportamiento de los microorganismos en los
distintos alimentos a partir de los datos acumulados en la bibliograffa. La Higiene de los alimentos,
mediante el Andlisis de Riesgos y Control de Puntos Criticos, trata de evaluar los riesgos en los procesos
de elaboracién para la salubridad de los alimentos. Finalmente, la Tecnologia de la conservacion de
alimentos, mediante la CAPC, intenta mejorar los actuales sistemas de conservacién. Estos enfoques han
constituido el objetivo especifico de sendos proyectos de investigacién dentro del programa FLAIR, de
la Unién Europea, en los que participan distintos grupos de investigacion, incluidos espaiioles.

La CAPC constituye el objetivo de la Accion Concertada n® 7, que dirige el Prof. Leistner
(Kiilmback, Alemania) y a la que pertenece nuestro grupo. El Prof. Leistner, gran impulsor de este
método, lo describe como la “teoria de las vallas”, donde la CAPC seria una carrera de vallas, donde éstas
representan los obsticulos (temperatura, pH, potencial redox, etc. inadecuados) que los atletas
(microorganismos) deben salvar para poder llegar a la meta (supervivencia). El esfuerzo realizado
durante la carrera les dejaria exhaustos impidiéndoles alcanzar la meta. Si bien la “teoria de las vallas”
describe el principio general en el que se basa la CAPC, no destaca algunos beneficios importantes que
pueden obtenerse mediante la combinacién adecuada de distintos métodos. Por ejemplo, el incremento
sinérgico del efecto letal que se obtiene mediante la combinacién de distintos métodos individuales,
aspecto éste intensamente estudiado en la actualidad por distintos grupos de investigadores.

Los métodos de CAPC han sido clasificados en dos grupos:

(i) aquellos en los que el efecto conservador se obtiene por la suma de los efectos producidos por
los métodos que se combinan, y

(ii) aquellos mediante cuya combinacién se obtiene un efecto sinérgico.

Eneste dltimo grupo se hallan los resultados mas importantes. La mayor parte de estas combinaciones
ha sido utilizada ya de forma empirica, incluso mucho antes de que se conociera la identidad del principal
agente causal de las alteraciones, los microorganismos. Recordemos el caso de los alimentos desecados,
salazonados y ahumados que el hombre ha consumido desde tiempos antiguos y en los que a la accién
bacteriostética, ejercida por los bajos valores de actividad de agua, se suma el efecto de concentraciones
elevadas de cloruro sédico y la accién bacteriostitica de algunos componentes del humo. Pero el
desarrollo alcanzado por la tecnologia en las dltimas décadas ha propiciado la aparicién de otros métodos
de CAPC que, por su actualidad y posibilidades de aplicacién futura, destacan de una forma especial.
Son:

(i) tratamientos a presiones isostdticas ultraelevadas (PU) solos 0 en combinacién con tratamientos
térmicos snaves, y

(ii) tratamientos simultdneos bajo presion con calor y ultrasonicacién (Mano-Termo-Sonicacién;
Proceso MTS).
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Conservacion de alimentos por presiones ultraelevadas

El conocimiento de que las PU, al igual que las temperaturas elevadas, podian inactivar
microorganismos y enzimas y modificar la textura de los alimentos, no es nueva. Ya a finales del siglo
pasado y comienzos del presente algunos investigadores (1, 6) estudiaron la conservacion de los
alimentos por este método. Sin embargo, no fue hasta 1985 cuando la industria alimentaria percibi6 el
aprovechamiento industrial del efecto de tan elevadas presiones. En la actualidad son ya bastantes los
paises que han demostrado su interés por este nuevo método. Hoover ha hecho una excelente revisién
de estanueva metodologia y de los diltimos avances en este campo (7). Seguidamente se resumen algunos
de sus aspectos mds importantes.

Japoén fue el pais donde esta idea tom6 cuerpo y en los dltimos afios ha encabezado el esfuerzo mas
importante en I+D para poner a punto un nuevo sistema de conservacion basado en este efecto. En 1989,
21 compaiiias japonesas, financiadas por el Ministerio de Agricultura Japonés, fundaron la Asociacién
de I+D para el uso de Elevadas Presiones en la Industria Alimentaria (Association of High Pressure in
the Food Industry), y, como consecuencia de esta colaboracion, en 1990 la compafifa japonesa
Meidi-Ya lanzaba al mercado el primer producto conservado por este procedimiento, una mermelada.
El siguiente afio aparecieron otros productos, como yogures de frutas, gelatinas de frutas, salsas para
ensaladas, etc. Dos fabricantes (Pokka y Wakayama) instalaron en sus fabricas sistemas de tratamiento
semi-continuo de zumos de frutas a presiones muy elevadas, con una produccién de 4000-6000
litros/hora.

El interés por las presiones ultraclevadas se extendi6 a otras naciones, como Estados Unidos y
distintos paises europeos. Francia y el Reino Unido han lanzado recientemente programas de I+D en el
campo de las altas presiones y la UE patrocina una Accién en Presiones Elevadas dentro del Programa
AIR (Agro-Industrial-Research), que integra un grupo de investigadores de distintos paises, entre ellos
Espaiia, dirigidos por el Prof. Knorr, de 1a Universidad Técnica de Berlin. Algunas industrias alimentarias
se han sumado también a este esfuerzo mediante sus propios programas de I+D. La razén del actual
interés y desarrollo de la tecnologia de las altas presiones en la industria alimentaria estd plenamente
justificada. Por una parte, estd la demanda, cada vez mas exigente, de un consumidor mejor informado
que exige alimentos sin aditivos, més “naturales”, con caracteristicas organolépticas mas genuinas y
mayor valor nutritivo. Por otra, el desarrollo experimentado por la correspondiente tecnologia, aplicada
cada dia con mayor frecuencia a otros campos de la actividad industrial, como son la fabricacién de
materiales cerdmicos, carburos o cuarzo sintético.

En las instalaciones de PU, a temperatura ambiente o a temperaturas bastante inferiores a las de
pasteurizacion, los alimentos se someten durante tiempos relativamente largos (incluso algunas horas)
a presiones de varios miles de atmésferas (hasta 10.000 atmésferas = 10* MPa) en una cdmara de acero
aleado (normalmente de pequefio didmetro). Una vez alcanzada esta presion, el recipiente se cierra, no
requiriendo ya ninguna fuente de presion exterior. Como el alimento es comprimido por igual por todas
sus caras, la presion a la que se halla sometido es homogénea en todos sus puntos y no sufre, por tanto,
deformaciones. Las presiones requeridas para estos tratamientos son generadas por procedimientos
directos o indirectos. En los primeros, el medio de compresién (normalmente agua) es comprimido
directamente por un pistén impulsado en el extremo de la instalacién por una bomba que comprime a una
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presién muy inferior. En los indirectos, el incremento de presion se consigue por la adecuada diferencia
entre el didmetro de los dos pistones y por el pequefio didmetro del pistén que comprime en la cAmara
de tratamiento. En los procedimientos directos la maxima presion alcanzable viene limitada por la
necesidad de utilizar retenes dindmicos en el pistén de la cdmara. En los procedimientos indirectos la
presion ultraelevada se consigue mediante varias bombas que actian en serie y, al no precisarse mas que
retenes estaticos, la presién alcanzable es superior. En la actualidad, la mayor parte de las instalaciones
industriales existentes son de este ultimo tipo.

El efecto de las PU se explica por los fenémenos que dan lugar a una reduccién de tamafio, como
son larotura de enlaces i6nicos. Parece que el efecto de las PU en las interacciones hidrofébicas depende
de la presion en cuestion: asi, mientras a presiones inferiores a 1000 bar éstas se rompen, a presiones
superiores resultan estabilizadas (14). Sin embargo, los enlaces covalentes no se ven afectados. Esta
discriminacion entre los enlaces covalentes y secundarios explica por qué las PU son capaces de alterar
laestructura tridimensional de las macromoléculas o de las estructuras celulares (proteinas, polisacéridos,
enzimas, membrana celular, etc.), pero no la estructura de compuestos mas sencillos, como aminoacidos,
vitaminas y compuestos responsables del color o del aroma. Este distinto comportamiento con los
diferentes componentes de los alimentos determina que, ademas de su utilidad como nuevo método de
conservacion para algunos alimentos, sirva también para modificar ventajosamente la textura de otros
(ablandamiento de 1a carne), o para la elaboracién de nuevos productos en lamoderna gama de alimentos
extruidos.

El efecto conservador de las PU se debe a su efecto inactivador sobre microorganismos y enzimas.
Se cree que el efecto letal de las PU sobre los microorganismos es ocasionado por la accién combinada
y simultdnea de distintos mecanismos (7). En primer lugar, se ha comprobado que presiones en el margen
de 1000-3000 bar pueden provocar la desnaturalizacion reversible de algunas enzimas, mientras que
presiones mds elevadas provocan una desnaturalizacion irreversible. En segundo lugar, si bien las PU
no afectan las moléculas de DNA, estabilizadas por enlaces de hidrégeno, el sistema genético de la célula
si se ve afectado, ya que se interfiere en los mecanismos de replicacién y transcripcién. Finalmente, las
PU provocan alteraciones en la membrana celular que son vitales para su supervivencia (3).

El efecto de las PU ha sido estudiado solo o en combinacién con temperaturas muy suaves
(inferiores a las de pasteurizacién), y, a pesar de todos los esfuerzos para el mejor conocimiento y
posibles aplicaciones de este nuevo método, muchos de los datos publicados no son concluyentes. En
su efectividad influye, entre otros, la composicién del alimento, ¢l pH y la actividad de agua, y depende
especialmente del microorganismo en cuestién. Las grificas obtenidas son en ocasiones doblesigmoideas
y de dificil interpretacién, y el efecto de las presiones inconsistente. Algunos autores han comprobado
que el efecto conseguido a una determinada presion desaparece a presiones superiores. Otros, en cambio,
han comprobado la existencia de una presién 6ptima, por encima de la cual cualquier aumento de presion
no incrementa el efecto conseguido. La existencia de esta presion 6ptima se ha interpretado como el
resultado de un fenémeno que tiene lugar en dos fases: una primera en la que la resistencia de la espora
resultarfa muy debilitada al inducirse su germinacién, y una segunda en la que la espora germinada,
mucho menos resistente, sucumbiria al efecto de tan elevada presion. De los datos disponibles hasta el
momento se deduce que, si bien este método puede ser de indudable utilidad para algunas aplicaciones
especificas, su efectividad dista mucho de ser comparable ala que se consigue mediante los tratamientos
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térmicos convencionales. Aunque las PU son eficaces en la inactivacién de células vegetativas, son
practicamente incapaces de inactivar las formas de resistencia (como son las esporas de las bacterias que
provocan las principales alteraciones en los alimentos conservados), para las que inactivaciones
moderadas requieren tiempos de tratamiento muy prolongados (horas). La combinacién de las PU con
temperaturas moderadas incrementa apreciablemente el efecto.

Las enzimas suelen ser también bastante resistentes a estos tratamientos, sobre todo si no se
combinan con temperaturas moderadas.

Conservacion de alimentos por la acciéon bajo presion del calor y los ultrasonidos

Sibien los ultrasonidos se conocen ya desde hace casi un siglo, su desarrollo y aplicaciones ha sido
relativamente lento y desigual. En algunos campos de la actividad industrial, como en alguna rama de
la industria quimica (Sonoquimica), han experimentado un desarrollo considerable, desempefiando en
la actualidad un papel muy importante como catalizadores en distintos procesos de sintesis. En cambio,
en la industria alimentaria su papel ha sido muy secundario, utilizindose esencialmente en operaciones
de emulsificacion.

A pesar de que el efecto letal sobre los microorganismos ya fue indicado por Harvey y Loomis (5),
diez afios después de que lord Raleigh descubriera su existencia (1917), y de la intensa actividad de
investigacion generada en este campo, la utilidad de este efecto como nuevo método de conservacién no
ha logrado demostrarse hasta fechas recientes. En los ultimos afios, las investigaciones realizadas han
permitido comprobar que un tratamiento simultdneo de calor y ultrasonidos bajo presion es capaz de
incrementar, en algunos casos de forma espectacular, la letalidad sobre microorganismos y enzimas de
un tratamiento térmico a la misma temperatura. Se estd estudiando la aplicabilidad de este nuevo método
de conservacidn al que se ha denominado Mano-Termo-Sonicacién (Proceso MTS: Pat. n® 9200686,
PCT n® 9300021). La informacién publicada al respecto es todavia muy escasa, por lo que resumimos
algunos de los datos disponibles hasta el momento (8, 11, 12).

Los ultrasonidos son vibraciones sénicas que se producen mds alld del rango de percepcién del oido
humano. Los generadores de ultrasonidos, que han experimentado mejoras sustanciales en los dltimas
décadas, consisten en la actualidad en un generador piezoeléctrico de zirconato de titanio que cambia de
forma bajo los efectos de un campo eléctrico de 1000 voltios a una frecuencia de 20 kHz. Esta energia
eléctrica, transformada en energia mecanica de la misma frecuencia, es conducida a un disruptor de una
aleacion de titanio que la amplifica hasta su punta, sumergida en el medio de sonicacién, generando en
éste una onda ultrasénica. Si bien los avances tecnolégicos en los generadores de ultrasonidos han sido
importantes en los 1ltimos afios, la fisica de los ultrasonidos y los conocimientos sobre sus mecanismos
de accién distan mucho de estar claros, a pesar de la informacién disponible (9, 13). Cuando la onda
s6nica choca con un medio, origina en el punto de la colisién ondas longitudinales que se propagan en
la masa del mismo creando zonas alternantes de compresion y expansion, que en condiciones favorables
provocanlo que se denomina una “cavitacion”. La intensidad de la “cavitacién” es un fenémeno afectado
por las caracteristicas del generador (potencia, frecuencia, amplitud, etc.), por muy diversas variables
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microambientales (temperatura, tensién superficial, concentracion y naturaleza de los gases y solutos
disueltos, etc.), y a ella se achacan la mayor parte de los fenémenos que provocan los ultrasonidos en los
liquidos.

Sibien existen dos tipos de cavitaciones, la “cavitacion transitoria” se considera la mas importante.
Consiste, en esencia, en la implosién violenta de las burbujitas gaseosas formadas durante el proceso
como consecuencia de un fenémeno sibito de condensacién durante la fase de compresion. Esta
implosion genera ondas de choque que, en determinados puntos de la masa liquida, produce, a gran
velocidad y en muy corto tiempo (1 microsegundo), temperaturas y presiones muy elevadas (5500°C y
5 x 10* kPa). Estas elevadas presiones y temperaturas son las responsables iltimas de los efectos
generales de los ultrasonidos y también de los ejercidos sobre los microorganismos.

A pesar de las observaciones originales de Harvey y Loomis (5) sobre el efecto letal de los
ultrasonidos sobre los microorganismos, y de su empleo ocasional para la rotura de la membrana celular
en estudios bioquimicos de distintos componentes celulares, este efecto no ha sido aprovechado para la
inactivacion de los microorganismos que contaminan los alimentos. Ello se debe, por una parte, a que
incluso las especies mds sensibles requieren tratamientos muy largos, y por otra, a que las formas de
resistencia (esporas bacterianas) causantes de la mayor parte de las alteraciones en los alimentos
conservados son especialmente insensibles a los mismos.
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FIG. 1. Resistencia de Bacillus subtilis al calor (¢) y a un tratamiento combinado de calor y ultrasonidos (4),
a diferentes temperaturas (10).
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El concepto de CAPC ha abierto nuevas posibilidades a métodos o efectos que por si solos tuvieron
que ser descartados. Es el caso de los ultrasonidos que, en combinacion con el calor y 1a presion (Proceso
MTS), puede transformarse en un nuevo sistema de conservacién. Las primeras observaciones sobre el
efecto de los ultrasonidos en la resistencia al calor de algunas especies microbianas se realizaron en los
afios setenta (2), pero fue el incremento de la letalidad de los tratamientos térmicos de pasteurizaci6n
combinados con ultrasonicacién simultdnea sobre Bacillus subtilis (4) (Fig. 1), lo que estimul6 el
aprovechamiento de los ultrasonidos en la conservacién de alimentos. Pero la pérdida del incremento de
letalidad, observada a medida que aumentaba la temperatura, hasta desaparecer a temperaturas de
ebullicién (Fig. 1), restaba interés a este efecto, ya que, a temperaturas de pasteurizacion, el tiempo de
ultrasonicacién requerido era exageradamente largo, y a temperaturas de esterilizacion, con tiempos mas
cortos, el efecto desaparecia. La posibilidad de mantener el incremento de letalidad a temperaturas de
esterilizacién, cuando el tratamiento podria ser tan s6lo de unos segundos, despertaba interés. La
hipétesis de que la pérdida de efecto a temperaturas de ebullicién podia deberse a que la elevada tensién
de vapor del medio impedia la “cavitacién”, condujo a la investigacién del efecto combinado
calor/ultrasonidos a presiones compensatorias de la presion de vapor (10). Los resultados obtenidos con
B. subtilis fueron enteramente satisfactorios. Se comprobé que el efecto combinado del proceso MTS
era sinérgico (Fig. 2) y permitia reducir la duracion del tratamiento en un factor de 1/10. El efecto podia
mantenerse incluso a temperaturas de esterilizacion (Fig. 3). Se ha comprobado que la MTS es eficaz en
todos los casos, dependiendo el grado de efectividad, de la especie en cuestién, de la presién y amplitud
de sonicacién, y de las caracteristicas del medio de tratamiento. En levaduras, la letalidad de un
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FIG. 2. Graéficas de supervivencia de Bacillus subtilis: (A) Ultrasonacién a 40°C; (M) tratamiento térmico a
112°C; (#) Mano-Termo-Sonicacién a 112°C (10).
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FIG. 3. Resistencia de Bacillus subtilis al calor (M) y al tratamiento combinado de calor y ultrasonidos bajo
presién (Mano-Termo-Sonicacién) (#), a diferentes temperaturas (10).

tratamiento térmico a la misma temperatura se incrementa por un factor de 30 aproximadamente, y en
especies de esporulados por factores en el margen de 4 a 10, aproximadamente.

La eficacia del proceso MTS es todavia mayor en enzimas, en las que la efectividad se incrementa
en algunos casos por un factor de 100 (8).

Actualmente se estudia la aplicabilidad de la MTS como alternativa a los tratamientos clasicos de
conservacion para algunos productos.

La CAPC tiene, en las PU y en el proceso MTS, dos ejemplos clasicos de como la tecnologia de la
conservacion de alimentos puede ser mejorada mediante la adecuada combinacién de técnicas ya
existentes.
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Summary

The diversity and quantities of vacuum packed and vacuum cooked prepared meals and menu
components are rapidly growing on the European market. Because of the minimal heat processing, high
water activity, absence of preservatives, and the use of many different often exotic ingredients, these
products have a high risk potential. For this reason, Anglo-Saxon governments and industries are very
sceptical about the safety of “sous vide” products. Industrial practice, as well as parallel tests and recent
studies on inoculated packs have shown that, in many cases, it is more a potential than a real risk. Quality
is the primary concern for “sous vide” products, and safety must be guaranteed by the application of the
Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP) concept, along with an adequate combination of
different inhibitory factors (temperature of heating and cooling, pH, incorporation of starter cultures,
bacteriocins and some particular enzymes).

Key words: “sous vide”, safety, market, inhibitory factors, risks

Resumen

El mercado europeo estd experimentando un rdpido crecimiento en cantidad y diversidad de
comidas preparaas, o componentes de menis, envasados y cocinados al vacio. Estos productos presentan
un alto riesgo potencial debido al calentamiento previo minimo, a la elevada actividad del agua, a la
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ausencia de conservantes y al uso frecuente de ingredientes diversos, amenudo exéticos. Por ese motivo,
el gobierno y las industrias de los paises anglosajones se muestran muy escépticos en cuanto a la
seguridad de los productos “sous vide”. La practica industrial, los ensayos paralelos y los estudios sobre
paquetes inoculados han mostrado que en muchos casos el peligro es potencial mas que real. La calidad
es la principal preocupacién que debe tenerse en cuenta al preparar productos al vacio, y la seguridad
debe estar garantizada porla aplicacién del concepto HACCP (del inglés, Hazard Analysis Critical Control
Point),juntoaunacombinacién adecuada de diferentes factores inhibitorios (temperatura, calentamiento
y enfriamiento, pH, incorporacién de cultivos iniciadores, bacteriocinas y determinados enzimas).

Introduction

Many names have been suggested for pre-cooked food products that are to be stored under
refrigeration. Some of these products are called “minimally processed” or “REfrigerated Processed
Foods with an Extended Durability” (REPFED’s) (12, 14). In the catering sector, “sous vide” applies to
products that have been cooked in a vacuumed bag. In many cases products that are cooked traditionally,
and then vacuum packaged and pasteurised, are called also “sous vide” products. We prefer the french
word “sous vide” to stress the point that the main objective is the improvement of sensorial quality of
this technique.

Many different components, processes and types of equipment are used to prepare pre-cooked
meals (17). No strict definition of a “sous vide” product can be given, but the product must have, at least,
the following characteristics:

- vacuum packaged before cooking
- minimal heat treatment; lower than traditional cooking temperatures and product dependent
- stored below 4°C (mostly 3°C)

This temperature range of heating and cooling, as well as keeping the product in a microaerobic

environment, makes “sous vide” products to be very specific in terms of microbiological risks.

Market of convenience products

The Food Products Intelligence Centre (FPIC) at the Campden Food and Drink Association has
been monitoring new UK food and drink products since 1969. In the period 1972-1990 the number of
new chilled products increased from 35/year to 945/year (2). The chilled food market (ready meals,
recipe dishes, prepared salads, pizza and pasta, etc.) in the period 84-88 grew from 134 M£ to 290 M£
(116% in 4 years). For the period 1989-1993 the growth of ready meals, recipe dishes and pizzas was
from 300 M£ to 474 M£ (160% in 4 years).

Analysis of consumer basket data in Belgium showed that the consumption of fresh prepared meals
increased by 65% in quantity in the period 1987-1990 and 204% in value. From this analysis was
concluded that the Nielsen-numbers give a completely wrong view on the market of fresh prepared
meals. According to Nielsen, the market share of fresh prepared chilled meals was 22%, the consumer
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TABLE 1. Heat resistance of bacteria and bacterial spores (9)

Microorganism Temperature (°C) D-value (min)
Campylobacter jejuni 55 0.74-1.00
Brucella spp. 65.5 0.1-0.2
Salmonella senftenberg T15W 65.5 0.8-1.0
Salmonella spp. 65.5 0.02-0.25
Staphylococcus aureus 65.5 0.2-2.0
Listeria monocytogenes 66.1 16.7-16.9
Enterococcus faecalis 70 3

Yeast and moulds, and spoilage bacteria 65.5 0.5-3.0
Spores of mesophilic aerobes
Bacillus cereus 100 5.0
Bacillus subtilis 100 11.0
Bacillus polymyxa 100 0.1-0.5
Spores of mesophilic anaerobes
Clostridium butyricum 100 0.1-0.5
Clostridium perfringens 100 0.3-20.0
Clostridium botulinum
Type A and type B proteolytic strains 100 50.0
Type E and non-proteolytic types B and F 80 ca. 1.0
Spores of thermophilic aerobes
Bacillus coagulans 120 0.1
Bacillus stearothermophilus 120 4.0-5.0
Spores of thermophilic anaerobes
Clostridium thermosaccharolyticum 120 34
Desulfotomaculum (Clostridium) nigrificans 120 2-3

panel data gave a market share of 67%. The difference between those numbers can be explained by the
exclusion of the specialised shops in the Nielsen-numbers. Numbers on the market evolution should be

interpreted depending on the source.

The annual growth rate of “sous vide” market is approximately 20%. The main application of “sous
vide” is in the catering sector. The total amount of ““sous vide” products in France was estimated at 12,000
tons in 1989: 8000 tons for catering, 4000 tons for supermarkets. In 1991 the share of supermarkets

increased: 12,500 tons for catering and 8000 tons for supermarkets.

The consumers of prepared meals are not equally spread over Europe, and even not within a given
country. Salmon (16) estimates that the main increase in the compsumition of fresh and chilled food will
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be in mid Europe (France, Germany, Denmark, Belgium, Luxemburg). The so called “dual career”
families, young people (<36 years) and living in a big city are interested in prepared meals (11).

Microorganisms in “sous vide” products
Microorganisms that can cause intoxication or spoilage have the following characteristics:

1. Minimal heat resistance. In Table 1 the heat resistance of several bacteria and bacterial spores
is shown.

2. Growth at low temperatures. Some examples of psychrotrophic (i.e. prolifically growing at
5°C, food-borne pathogens) microorganisms are: some types of Clostridium botulinum, Yersinia
enterocolitica, enterotoxigenic Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Aeromonas hydrophila.

Pathogenic microorganisms that will grow in the region 5-12°C are: some strains of Vibrio
parahaemoiyticus, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and Salmonella (15).

Spoilage at low temperatures is mainly caused by lactic acid bacteria, Pseudomonas and Brochothrix
thermosphacta.

3. Anaerobic or microaerophilic nature. After vacuuming of “sous vide” products, there is
usually 1 to 5% oxygen left in the package at the beginning of the process. This allows facultative
anaerobic bacteria to grow. But they consume gradually the remaining oxygen and the conditions in the
package turn to anaerobic. This mechanism explain why clostridia, as obligate anaerobic microorganisms,
canonly be found after an extended storage period. Lactobacilli, however, because of their microaerophilic
nature grow very well in “sous vide” products.

From these criteria, we can conclude that only the psychrotolerant obligate and facultative
anaerobic microorganisms can cause problems in “sous vide” products (Table 2).

The threat posed by C. botulinum has received most attention. Table 3 summarises the
time-temperature treatments that have been suggested by different authors to reduce spores of the
Clostridium type.

There is a lot of controversy on the mandatory minimum heat treatment of “sous vide” products. In
the UK the reduction of C. botulinum is a prime concern (1, 4, 18, 19). In France, Enterococcus faecalis
is used as an indicator, and in function of the achieved pasteurisation value the shelf life is limited. Other
microorganisms that have been proposed as reference are Listeria monocytogenes and Enterococcus
faecalis (25). Other authors (6, 8, 17) recommend a minimal heat treatment , which only addresses the
vegetative forms of the psychrotrophic anaerobes. The germination and growth of spores is controlled
by low storage temperatures and additional inhibitory factors.

From the sensorial point of view, for protein-rich products, it is very important to cook at low
temperature and for long times. Goussault (8) advocates cooking at temperatures lower than 60°C and
states that, in terms of microbial risks, there is no much difference between cooking temperatures in the
region 52-60°C and 80-90°C. For some products this can be true, but this statement can not be
generalised.
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TABLE 2. Psychrotolerant obligate and facultative anaerobes (3)
Organism Pasteurisation resistance Minimum growth
temperature
Aeromonas hydrophila Ssat70°C 0-4°C
C. botulinum type E (all), B
and F (non)proteolytic
- vegetative cells 20-30 min at 80°C 3.3°C
- spores 26 min at 80°C 3.3°C
- toxins 10 min at 80°C -
Listeria monocytogenes 2 min at 70°C 0°C
Yersinia enterocolitica 12 min at 60°C 0°C

TABLE 3. Temperature-time treatments to reduce spores of Clostridium

Temp. (°C)  Time (min) Spores of reduction (min)  log Reference

55 3777 C. botulinum type E 3 Bucknavage et al. (1990)
80 5 C. botulinum type E 6 Bucknavage et al. (1990)
80 20 nonproteolytic clostridia 5 14

80 26 C. botulinum typesBandE 6 19

82.2 9-200 C. botulinum type B 6 Scott and Bernard (1982)

82.2 3-5 C. botulinum type E 6 Lynt et al. (1977)

85 11 C. botulinum typesBandE 6 19

90 3-7 nonproteolytic clostridia 6 Gaze and Brown (1990)
90 4.5 C. botulinum typesBandE 6 19

90 10 nonproteolytic clostridia 6 Koelverse Maaltijden (1990)
90 4 nonproteolytic clostridia 5 14

95 2 C. botulinum typesBandE 6 19

100 2 nonproteolytic clostridia 5 14

Six decimalreductions of non-proteolytic C. botulinum and L. monocytogenes are often recommended
in Europe. Seven decimal reductions for Salmonella and E. coli seem to be acceptable in the USA (6).

Most data on the heat resistance of C. botulinum are collected in artificial media. From different
studies (7, 20, 21), it is clear that data from artificial media can not be extrapolated to real products.
Smith (20) reported that a core temperature of 71°C will allow a turkey roll a chilled storage life for more
than 30 days. Gibbs (7) tested 511 samples of commercially available refrigerated packaged foods at4°C
and 10°C for 1 and 3 weeks. No botulinal toxin was detected in any stored uninoculated sample. Two
surveys of products in the market place in the USA also observed a low incidence of C. botulinum in
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TABLE 4. Time to produce toxin by psychrotrophic Clostridium botulinum at low temperatures

C. botulinum  Growth medium Temp. of Time to produce Reference
type storage (°C) toxin (days)

E Vacuum packaged 12 12 Lilly and Kautter (1990)
fresh fish

E Crabmeat 12 14 Soloman et al. (1977)

E Beef stew 11 6 Smidt et al. (1961)

E Crabmeat 10 8 Cockey and Tatro (1974)

E Vacuum packed 10 9 Notermans et al. (1981)
potatoes

E Fish fillets 10 8 Huss (1981)

B Broth 8 15 Soloman et al. (1982)

Band E Salmon fillets 8 12 Garcia et al. (1987)

under modified
atmosphere

E Beef stew 6 19 Smidt et al. (1961)

B Broth 5.6 27 Eklund (1967)

B Broth 44 33 Eklund (1967)

E Crabmeat 44 55 Cockey and Tatro (1974)

E Broth 4.0 30 Soloman et al. (1977)

B Broth 33 129 Eklund (1967)

E Beef stew 3.3 31 Smidt et al. ( 1961)

vacuum packed products (23). Also inoculated pack studies of lasagne, carrots and jacket potatoes showed
no toxin production at 10°C for 3 weeks (7). The incidence, growth and toxin formation in marine
products seems to be much higher. Also the results of a parallel food testing of prepared meals by the
European consumer organisation (5) showed a little incidence of pathogens. The results were very
dependent on the application of Good Manufacturing Practices Codes and control by the national health
authorities. In France, a detailed good manufacturing practice code for prepared meals exists, which is
accepted by the federation of producers and national authorities. This code is also the basis for a draft

code of the Codex Alimentarius Commission (25).

Industrial practice has shown that it is possible to make “sous vide” products, but the following
safety criteria are not clear:

- reference microorganisms for calculation of pasteurising value

- pasteurising value of cooling cycle

- calculation or measurement of temperature

- relationship between pasteurisation value and shelf life

- pasteurisation value related to the product and hygiene conditions

- pasteurisation value in relation to other hurdles
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TABLE 5. Cooling requirements in different EC countries

Country Temperature Maximum time Subsequent
range (°C) allowed (h) temperature (°C)

Denmark 65to0 10 3 <5
France 70 to 10 2 0to3
West Germany 80to 15 2

15t02 24 <2
Sweden 80to 8 4 <3
UK 70to 3 2 0to3

Many guidelines have been proposed, but all of them lack a sound scientific basis. Standards are
often the guess of one worker, easily sized upon, quoted and requoted until they assume a semblance of
authority. The cooling requirements for “sous vide” products in different EC countries are a good
example (Table 5).

Strict compliance with temperature control must be mandatory, not only for the “sous vide”
producer but also for the distributor, retailer and consumer. Temperature abuses throughout distribution
retail markets and by consumers are common. For this reason, most authors prefer not to rely on low
temperature storage. This is true for the consumer market but not for the catering sector. Temperature
controlin a lot of traditional ovens is very bad and is inherent to the microwave system, that is often used
toreheat these products. The new generation of air-steam ovens, which are often used to cook and reheat
“sous vide” products have a much better temperature control.

A research topic very much related to the discussion of safety criteria and pasteurising values is the
revival of vegetative bacteria after sublethal heating. The kinetics of vegetative cell heat inactivation is
often less straightforward, and they seem to deviate from a simple log-linear relationship more than
spores do. Vegetative cells may continue to metabolise, and therefore change in composition during
heating, especially during low temperature-long time heating, and consequently to adapt during the
heating process.

Vegetative cells exposed to a variety of environmental stresses including heat, react homeostatically
to the stress in a variety of ways. Mild heating leads to the synthesis of “heat shock” proteins, e.g. in
E. coli (26), in a reaction that is widespread, occurring in all organisms so far studied. Thompson (24)
showed that cooking beef under realistic conditions increases the resistance of Salmonella typhimurium
to heat from a D-value at 50°C of near 30 min to over 80 min.

Additional inhibitory factors for “sous vide” products

If we want to capitalise on the “sous vide” technology for superior product quality, we must not rely
on heat treatment as the only safety factor and we have to use innovating preservation approaches. Let
us see some exemples:
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1. Effect of acids, pH. The resistance to heat has the optimum in a narrow pH range. Only weak
acids or alkalis are required to lower the resistance of microorganisms. The adjustment of pH with
inorganic acids permits growth at lower pH than the adjustment with organic acids (i.e. with higher pK).
Besides, the undissociated organic acids play a bacteriostatic role.

In the last few years there has been a lot of controversy on the potential role of lactic acids and their
potassium and sodium salts. Inhibitory effects have been demonstrated for L. monocytogenes, C. botulinum
and Salmonella. Genigeorgis (6) developed a predictive model for the length of the lag phase as affected
by NaCl, NaL, inoculum (I) and temperature for turkey meat.

log (1/LP) = - 2.29 — 0.123 (NaCl) + 0.22 (NaL) + 0.4398 (T) + 0.02 (I) (T)

2. Microbial competition as an inhibitory factor. The mechanism by which microorganisms such
as lactic acid bacteria can inhibit the growth of pathogens, can be mediated by competition for essential
nutrients, production of acids and lowering of pH, production of hydrogen peroxide, volatile compounds,
enzymes, antibiotic-like substances, bacteriocins and changes in redox potential.

In the last few years there has been an bloom of research activities to isolate LAB’s able to produce
antimicrobial compounds, and more specifically bacteriocins. Three interesting bacteriocins are available:
nisin, pediocin and sakacins. The bacteriocins inhibit the growth of major Gram-negative pathogens,
suchas Listeriamonocytogenes and Staphylococcus aureus, and prevent spores of Clostridium and Bacillus
from outgrowing. An interesting property of nisin is heat stability. Nisin is presently permitted in 46
countries. None of the other bacteriocins has a fully approved legal status. The Federal Drug Administration
(USA) approved the application of a pediocin producing strain of Pediococcus acidilactici.

3. The use of bacteriolytic enzymes. Activity of lysozyme against L. monocytogenes and certain
strains of C. botulinum has been shown. A variety of metal chelators have been found to promote the
activity of lysozymes. Heat-stressed cells were more susceptible to lysozyme. Since the enzyme is
relatively heat-stable, it can survive pasteurisation processes.

The interaction effects of inhibitory factors and modelling

Leistner and Rodel’s (10) concept of “microbial hurdles” described pictorially the intrinsic and
extrinsic factors used in food preservation. What this concept lacks is the quantification of the
antimicrobial effect of each hurdle, and the interactions between different hurdles. All these hurdles have
a simultaneous effect. Mathematical models have been developed in recent years to quantify these
interactions. Initially simple regression models at a constant temperature were developed, wereas now
more attention is devoted to the development of dynamic models for growth and inactivation. Recently,
also stochastic models are constructed (13), to take into account the uncertainty due to both the biological
variation of growth and inactivation variables.
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Conclusion

The safety of high quality prepared food products can not rely on one only safety factor. Safety of
“sous vide” products can be guaranteed by a careful product and process design, high level of hygiene
of raw materials and production environment assured by a HACCP system.
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Summary

The production of cava (sparkling wine produced according to the rules of the cava appellation, in
i.e. Catalonia and La Rioja, Spain) involves several microbial factors such as growth, fermentation and
death of yeastcells (Saccharomyces cerevisiae). Ethanol tolerance, flocculation and aroma characteristics
of yeast cells as major selection factors for the production of cava are discussed in this review.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, sparkling wine, ethanol

Resumen

En la elaboracién del cava (vino espumoso producido segin el Consejo Regulador del Cava en
Catalufia y La Rioja) intervienen diferentes aspectos microbioldgicos: factores de crecimiento,
fermentacién y muerte de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Entre estos factores resultan decisivos
la resistencia al etanol, 1a floculacién y la produccién de aromas para la seleccion de levaduras para la
elaboracion de cava de calidad.

Introduccién

La elaboracién del cava es un proceso fundamentalmente microbioldgico e industrial que se
desarrolla a través de dos fases principales, las cuales comprenden dos fermentaciones. La primera
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fermentacién, de mosto a vino base, se realiza en tanques con temperatura controlada (15-18°C) y
adici6n de levaduras.

La segunda fermentacién empieza con el “tiraje”, o llenado de la botella con el vino base y el licor:
levadura, clarificante (p. ej. bentonita), sacarosa (20 a 25 g/1). Continia con la crianza de nueve meses
0 mas en las cavas, a una temperatura aproximada de 17°C. Pasada la crianza se realiza el “removido”,
operacion que consiste en aplicar una inclinacién progresiva a la botella con movimientos giratorios
hasta dejarla invertida o “‘en punta”, para acercar el depésito formado por las levaduras y el clarificante
hastael cuello de la botella. Se finaliza con el “degorge”, u operacién de apertura del tapén corona previa
congelacién del cuello, relleno, adicién de licor de expedicion, y taponado con tapones de corcho de cava
y morrién. Esta segunda fermentacién, llamada también “toma de espuma”, tiene lugar en la misma
botella que llega al consumidor (Tabla 1).

En Espaiia la produccién de cava, que se eleva a unos 130 millones de botellas anuales, se destina
enun 60% al consumo interno y el resto a la exportacién. Alemania y Estados Unidos son los principales
paises importadores.

Las variedades de uva més utilizadas son las autéctonas Macabeo o Viura, Xarel-lo, Parellada y
Chardonnay. La zona de produccién del cava estd limitada a la Denominacién de Origen Cava,
mayoritariamente situada en Catalufia y La Rioja. La poblacién de Sant Sadurni d’ Anoia, en la comarca
del Alt Penedes (Cataluiia), concentra la mayoria de las 240 empresas elaboradoras.

TABLA 1. Fases principales en la elaboracién del cava. Primera y segunda fermentacién

Elaboracién del vino base: Cosecha de la uva con el grado de madurez apropiado
primera fermentacién Prensado suave para extraer el mosto
(aproximadamente 0,6 1 de mosto/kg de uva)
Adicién de antioxidante (diéxido de azufre, 60 mg/l)
Eliminacién de sélidos por decantado o filtracién, o flotacién
Adicion de levadura seleccionada
Fermentacién a temperatura controlada (15-18°C)
Mezcla o “coupage” de los vinos para conseguir €l vino base
Estabilizacion proteica mediante bentonita (opcional)
Estabilizacién frente a los cristales de bitartrato a -4°C

Filtrado
Segunda fermentacién Adaptacion y adicién de la levadura al vino base (10° cél/ml)
o toma de espuma Adicién de sacarosa al vino base (20-25 g/l max.)

Adicién de clarificante (p. ej. bentonita)
Crianza durante 9 meses 0 mas

Removido para aproximar la levadura al tapén
Degiielle para eliminar la levadura

Tapén de expedicion
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El proceso de elaboracion del cava es el mismo para todos los tipos; sin embargo, el producto final
varia en funcion de la duracién de la crianza y del contenido en azicar del producto acabado (Tabla 2).

El organismo responsable, tanto de la primera como de la segunda fermentacion, es la levadura
Saccharomyces cerevisiae. No hay acuerdo todavia para adjudicar a la cepa “bayanus”, la més adaptada
a la elaboraci6n del cava y otros vinos espumosos, el taxén de subespecie o el de especie. Las cepas
utilizadas son selecciones comerciales o cultivos propios de las empresas. Las primeras se venden en
forma de levadura seca activa, con una concentracién de 1-3 x 10'°cél/g. Los cultivos de las empresas
suelen conservarse en medio s6lido de agar inclinado. Dado que el mosto no se esteriliza, se confia en
elnimero y vitalidad de células del indculo y suimplantacién en el mosto inoculado (Fig. 1). La seleccion
de los cultivos o pies de cuba es una de las tareas més delicadas desde el punto de vista de la produccion
(2,3,5,6).

Ejemplo de preparacién de un pie de cuba, o cultivo iniciador, a escala industrial:

A) Obtencién de biomasa activa

- A partir de levadura seca, se rehidratan 500 g en 5 litros de agua (de 35 a 40°C), con 250 g de
sacarosa, durante 20 min.

- A partir de un cultivo en agar se multiplica en mosto estéril, o medio completo con sacarosa, hasta
un volumen de 5 litros y una poblacién de 10®-10° unidades formadoras de colonia/ml.

B) Adaptacién al medio alcohdlico
En un recipiente de 2000 litros, preferentemente con agitador y regulacién de temperatura, se
afladen:

600 litros de vino

645 litros de agua

120 kg de azicar

500 g de extracto de levadura, o bien, 100 g de sales de amonio
3 kg de 4cido tartdrico

Una vez que se ha obtenido una buena disolucién se aiiaden los 5 litros de cultivo (A) o biomasa
activa, y se mantiene a aproximadamente 20°C tres o cuatro dias, hasta que la fermentacién se generalice
y la densidad alcance 1,000-1,002 g/cm?,

TABLA 2. Tipos de cava segin el contenido en aziicares residuales

Tipo de cava Azicar
Extra brut Hasta 6 g/
Brut Hasta 15 g/
Extra seco Entre 12-20 g/
Seco Entre 17-35 g/1
Semi-seco Entre 33-50 g/1

Dulce Mas de 50 g/1
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FIG. 1. Poblacién de levaduras viables y totales durante la formacién del pie de cuba.

C) Etapa de multiplicacién. Fase final antes del “tiraje”, o embotellado del cava.

Se disuelven 12,5 kg de aziicar en 500 litros del vino base a utilizar. Se afade a la solucién (B). Se
mantiene a 20°C hasta llegar a una densidad de 0,994-0,998 g/cm?3, la cual se puede alcanzar en 24 horas.

Terminada esta fase, se puede afiadir este cultivo al vino base con 20-25 g de aziicar por litro y
clarificante, en proporcion de 8-10%. Es preciso vigilar que la densidad no descienda de 0,996 g/cm?.
Se obtiene de esta manera una concentracion de células viables entre 0,8 y 1,2 millones por mililitro.

Este ejemplo corresponde a la preparacion de 20.000 6 26.000 botellas. Para otros voliimenes se
requieren cantidades proporcionales.

Factores de seleccion de las levaduras para la segunda fermentacion del cava

Tres aspectos microbioldgicos destacan entre las caracteristicas deseadas en las cepas de levadura
destinadas a la elaboracion del cava: resistencia al etanol durante la segunda fermentacién, adecuada
floculaci6n y produccién de aromas agradables.

Resistencia al etanol. Si bien las cepas enolGgicas de Saccharomyces cerevisiae se caracterizan de
modo general por su gran adaptacién a la produccién y tolerancia al etanol, dicha tolerancia se ve
sometida en gran medida a variables que dependen del medio y del estado fisiol6gico del cultivo. Todos
€stos son aspectos sobre los cuales es preciso seguir investigando para conocer més detalles del proceso.
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FIG. 2. Evolucién de la segunda fermentacién, comparando las medias de seis levaduras seleccionadas para
vino espumoso. Cinco levaduras (n®2 a 6) fermentaron con regularidad, mientras que la levadura niimero 1 muestra
un retraso y no fermenta por completo.

Incluso entre las cepas comerciales para la produccidn de vinos, se observa un comportamiento diferente
durante la fermentacién (Fig. 2).

Probablemente, el momento mas critico sea el “tiraje”, o embotellado del vino base con lalevadura
y el aziicar para la segunda fermentacidn y posterior crianza. En este proceso, que durard como minimo
nueve meses, la levadura debe adaptarse a un medio con etanol (10,5% en volumen), poco nitrégeno, pH
bajo (de 2,95-3,30) y temperatura subdptima (14-18°C). Deberd crecer una o dos generaciones y
fermentar el azicar disponible (20-25 g/1), mientras resiste el aumento de etanol y el aumento de presién
del diéxido de carbono, producido durante la fermentacion en el interior de la botella (hasta mas de
6 atm).

Las condiciones Optimas de cultivo varian mucho en relacién a las del interior de la botella:
temperatura mas elevada (20°C), complementacion de nutrientes y oxigeno forzado. Estas variables dan
buenos resultados para la formacién de biomasa, pero no necesariamente para la adaptacién al etanol.

El etanol afecta, sobre todo, la permeabilidad de la membrana celular, que, en un medio de alta
concentracion de protones, (recordemos que el pH es 3), pierde funciones y no puede retener cofactores
y coenzimas. El primer efecto inhibidor (a partir de 12% etanol v/v) es la imposibilidad de crecimiento
0 gemacion, asi como la reduccién de la viabilidad (7, 8, 10). La capacidad para seguir fermentando
resiste niveles mayores de etanol (hasta 15% etanol v/v, segiin la cepa).
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Lapérdidade estructura y permeabilidad de la membrana puede mitigarse mediante laincorporacion,
por parte de la levadura, de 4dcidos grasos insaturados que pueden proceder de las mitocondrias, u otros
orgdnulos ricos en membranas. Los dcidos grasos insaturados compensan la variacion de rigidez de la
membrana de la levadura, debida al efecto del etanol.

-Efectos inhibidores del etanol en Saccharomyces cerevisiae:
inhibicién de la multiplicacion celular
disminucién de la viabilidad
disminucién de la actividad fermentativa
ej., 12% etanol:
multiplicacién inhibida 99%
fermentacién inhibida 75%

-Zonas mds sensibles en la célula de la levadura:

membrana plasmadtica
membrana de orgdnulos

dafios en organizacion y en permeabilidad

pérdida de cofactores y de coenzimas
desnaturalizacién de proteinas y enzimas glucoliticas
inhibicién de transportadores
inhibicién del flujo de protones
entrada pasiva de protones

Floculacion adecuada. Al final de la crianza del cava, o fase de “rima”, en contacto con las
levaduras, que caracteriza la produccién de vinos espumosos de calidad, debe realizarse la operacion del
“removido”, que consiste en aproximar todo el depdsito formado por las levaduras hacia el tapén de la
botella. A continuacién, con el “degiielle”, se separan estas levaduras y quedara el producto limpio.

La floculacién se define como la agregacion reversible de células en grumos, y juega un papel
importante en la eliminacién de las levaduras del interior de la botella por el proceso del “removido”.
Esta operacion se lleva a cabo en los pupitres, cuando se hace de forma individual, o en las jaulas y palés,
cuando se hace con grupos de botellas.

Entre los mecanismos responsables de la floculacién, se creia inicialmente que la levadura podia
flocular por un simple efecto de carga. Mas adelante se observé la necesidad de iones calcio y se
desarrolld la teorfa de los puentes de calcio. Un maximo de floculacién coincide con la eliminacién de
nutrientes disponibles y un aumento de hidrofobicidad de la superficie de las levaduras. El calcio también
actiareforzando launién (11). En la actualidad, se ha propuesto una teoria basada en la interaccién entre
proteinas de membrana y polisacdridos (como los mananos). Una levadura con buena floculacién
facilita, por tanto, la operacién de removido formando un depésito consistente.

En general, ademds de ser una caracteristica de cada cepa, hasta ahora se han descrito tres genes que
codificarian este caricter.

La construccion por ingenieria genética de una cepa de levadura floculante se ha realizado, por
Vezinhet et al. (12), mediante la hibridacién parcial de citoplasmas o citoduccién. Se ha introducido el
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gen FLOS, de floculacion. La cepa resultante fermenta mds lentamente, y en ocasiones no es capaz de
terminar la fermentacién. La solucién que propone esta autora es clonar el gen y transferir sélo el gen
responsable después de verificar su expresion en una cepa de laboratorio. Esta fase de comprobacién es
importante y debe realizarse a escala piloto para evaluar los ensayos preliminares de laboratorio
(1,4,9, 12).

Produccién de aromas agradables. En el aroma del cava intervienen precursores que proceden de
la uva y son producidos por el metabolismo de la levadura durante la primera fermentacion, la segunda
fermentacion, y durante la crianza con las levaduras en los nueve meses o mds dentro de la botella. Hay
diferencias entre cepas de levadura en la formacién de estos compuestos aromaticos afrutados del tipo
ésteres que recuerdan los aromas de piiia, platano, fresa, manzana, etc.

Se han observado fenémenos de lisis que provocan la difusién de aminodcidos y péptidos lo que
determina la formacién de aromas de tipo tostado y de fruto seco.

Durante las fases de fermentacién, en cambio, cuando las fuentes de nitrégeno no son suficientes,
pueden producirse compuestos de azufre volatiles desagradables (12). Este tltimo origen también varia
entre cepas que tengan diferentes requisitos nutricionales.

Conclusiones

Los aspectos mas importantes en la seleccién de levaduras son: buena adaptacion al etanol de los
vinos base a utilizar, produccién de aromas agradables, y tendencia a formar grumos una vez terminada
la segunda fermentacion en botella. La mejora de cepas por manipulacién genética necesita de la base
molecular de los mecanismos deseados y el ensayo de las modificaciones que se realicen.
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Summary

Sherry wine presents, during all its wine-making and aging process, a great diversity of yeast and
bacteria, as well as in the wine itself; its particular wine-making system, with traditional and legal
additions to correct the acidity and to get a final alcoholic content of 15%, originates a selection of
accompanying microorganisms. Species of the genera Kloeckera, Candida, Saccharomyces, Pichia,
Hansenula and Saccharomycodes, have been isolated during the fermentation process in different
proportions. This fact confirms that, besides S. cerevisiae, strains of S. chevalieri and S. fermentati have
animportantrole in the fermentative process, and that the film-forming Saccharomyceshave great activity
in the fermentation. The biological aging of the Sherry wine, carried out by S. cheresiensis, S. beticus,
S.feduchiiand S. rouxii,has been studied in “finos” and “manzanillas”. Different species and percentages
in both wines have been described.

Key words: enology, yeast, film-forming Saccharomyces, sherry

Resumen

El jerez presenta durante todo su proceso de elaboracién y crianza una gran diversidad de levaduras
y bacterias, tanto en el mosto como en el vino; su particular sistema de vinificacién, con adiciones
tradicionales y legales para corregir su acidez y llevarlo a una graduacién alcohélica del 15%, origina
una seleccién de los microorganismos acompaiiantes. Especies de los géneros Kloeckera, Candida,
Saccharomyces, Pichia, Hansenula 'y Saccharomycodes, han sido aisladas en distintas proporciones
durante la fermentacion. Se confirma que, junto a S. cerevisiae, cepas de S. chevalieri y S. fermentati

Correspondencia: Enrique Garcia Maiquez. Bodegas Gonzéilez Byass S.A. Manuel Maria
Gonzilez, 12. 11403 Jerez de la Frontera (Cadiz). Tel.: 956-340000. Fax: 956-331935.
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tienen un importante papel en el proceso fermentativo y que los Saccharomyces formadores de velo son
acompaifiantes destacados en la fermentacién. La crianza biolégica del jerez, realizada por S. cheresiensis,
S. beticus, S. feduchii 'y S. rouxii, ha sido estudiada en finos y manzanillas, habiéndose descrito especies
y porcentajes diferentes en ambos vinos.

Introduccion

El jerez constituye una de las grandes familias enoldgicas en la vitivinicultura. Son vinos generosos
secos y dulces producidos desde la antigiiedad en el sur de Espaiia, en el tridngulo formado por las
poblaciones de Jerez de la Frontera, El Puerto de Santa Maria y Sanlicar de Barrameda. Estos vinos
vienen condicionados por una serie de factores: tierras albarizas, cepas, clima, poda jerezana de vara y
pulgar, tratamiento de las vifias, vendimia, etc., que son caracteristicos de la zona y que se encuentran
ampliamente recogidos en la bibliografia (3, 4, 9, 10, 13). No obstante, su especifica vinificacion y el
sistema de crianza utilizado en la elaboracidn de estos vinos los hace diferentes a los demaés.

Vinificacion

Elproceso de extraccion del zumo de 1a uva para obtener el mosto se realiza con prensas de distintos
tipos, neumaticas, horizontales, continuas, etc., siendo peculiar de las bodegas de Jerez el efectuar varias
separaciones, por calidades de los mostos que se van obteniendo, a fin de dedicarlos a las diversas clases
de vinos que constituyen los jereces. Durante la vinificacién se utiliza de forma tradicional la
incorporacién de unos componentes que denominamos factores de correccién —acido tartarico o citrico,
sulfato de calcio, diéxido de azufre y etanol— en distintas fases del proceso y con diferentes
proporciones, y que desempefian un papel basico tanto desde un punto de vista enolégico como sobre
los microorganismos acompaiiantes (5, 15, 16).

La incorporacién de dcidos y sulfato de calcio produce sobre el mosto una disminucién del pH, con
incremento de la acidez total, lo que facilita una fermentacién completa y rdpida. Las cantidades a
incorporar suelen ser, en ambos casos, de 1a2 g/, dependiendo de la cosecha. La reduccién del pH, junto
con la adicién de diéxido de azufre y etanol, tiene un efecto beneficioso sobre los microorganismos
acompaiiantes, puesto que reduce de forma importante la presencia de bacterias y efectiia una seleccion
de las levaduras.

Familias de jereces

El jerez presenta una diversidad de clases que nos induce a hablar de “familias” de vinos. En la
Tabla 1 se recogen los tres grandes grupos: finos, olorosos y Pedro Ximénez, con algunas de sus
caracteristicas y variables analiticas. Existen otros tipos de jereces, como manzanilla —similar al fino
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TABLA 1. Caracteristicas y variables basicas de los vinos de Jerez

Caracteristicas Vinos
que dan la tipicidad Finos Olorosos Pedro Ximénez

Suelo Albariza Albariza Albariza
Cepa Palomino Palomino Pedro Ximénez
Vinificacién: presién mostos <0,5 0,5-1,5 >5
Vino: encabezado a (%) 15,5 18 10,0-15,5
Envejecimiento:

crianza Bioldgica Biologica/no bioldgica No biolédgica

edad media en afios 3-5 8-10 8-25
Valores analiticos medios:

pH 2,9-3.3 3,1-3,5 3,6-4,1

alcohol 15,5-17.0 18-21 15,5

acidez total* (g ATH/1) 3,7-5,2 4,5-6,0 5,2-7,1

acidez volétil** (g AcH/1) <0,3 <0,8-1,2 <0,8-1,3

acetaldehido (mg/1) 200-400 60-80 150-200

glicerina (g/1) <1,0 5-8 3-5

dcido malico (mg/1) 134-268 335-603 2500

acido lactico (mg/1) <900 <720 <400

polifenoles totales (mg/l) 250 275-350 500

* Expresado en g/l de acido tartdrico.
** Expresado en g/l de acido acético.

pero envejecido en la ciudad de Sanliicar—, amontillados, palo cortado, «cream», etc., que forman parte
de la gran diversidad vinicola del jerez.

Sistema de crianza

El sistema de crianza jerezano, llamado de “soleras y criaderas”, se utiliza para obtener vinos de
calidad uniforme a lo largo del tiempo, al contrario de lo que es habitual en el mundo vinicola, que se
rige por las afiadas —vino de un determinado afio—, y donde las cualidades vienen condicionadas por
las caracteristicas propias de cada cosecha. Este iltimo sistema se practicé en Jerez desde siempre y atin
hoy se conserva en algunas bodegas tradicionales. El envejecimiento por soleras y criaderas implica la
existencia de un mecanismo complejo de homogeneizacion, para que el producto final mantenga la
tipologia deseada y la singularidad de la marca.

Este mecanismo de crianza lleva a dos sistemas bien definidos. De una parte, el propio de la familia
de los finos —finos, manzanillas, amontillados—, que est4 sustentado en la crianza biolégica, realizada
por las levaduras de flor durante todo el tiempo que perdura este proceso: desde un minimo de tres afios,
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hasta seis u ocho para algunos viejos amontillados finos. Las transformaciones bioquimicas son
realizadas principalmente por determinadas especies de Saccharomyces, que se desarrollan sobre la
superficie del vino formando un velo, y que presentan un metabolismo oxidativo utilizando basicamente
el etanol como fuente de carbono, para producir una gran complejidad de componentes secundarios
suficientemente conocidos (6, 11, 12, 14).

De otra parte estd la crianza no bioldgica, llamada también fisico-quimica, propia de los olorosos
y dulces, que se caracteriza por las extracciones que realiza el vino a partir de los componentes de la
madera de roble de 1a bota—taninos, lignina—, la cual por hidrélisis e hidroalcohdlisis va cediendo una
serie de nuevos componentes —vainillina, siringaldehido, 4cido ferilico—. Las transformaciones de los
polifenoles procedentes de la uva, que por oxidaciones originan cantidades apreciables de 4cidos
organicaos (cumdrico, cafeico, gentisico), y las posteriores reacciones quimicas, dardn la singularidad
a estos vinos que hicieron famoso a Jerez fuera de nuestras fronteras.

Los microorganismos del jerez

Microorganismos acompaiantes del mosto. La flora microbiana acompaiiante del mosto,
procedente de la uva y presente en su pruina, es la responsable de la fermentacién, y por tanto de las
buenas cualidades del vino y, a veces, también de sus defectos. Estos micoorganismos han sido
estudiados, desde hace afios, en las principales regiones vinicolas del mundo (2, 7). En el jerez, junto a
laslevaduras, se han aislados mohos y bacterias. Dentro de los mohos destacamos especies de los géneros
Mucor, Rhizopus y Aspergillus. Estos mohos tienen una incidencia baja y carecen de papel especifico
en el proceso fermentativo. Tan s6lo el aislamiento de Botrytis cinerea en afios excepcionales, puede
originar focos de contaminacién que afectan posteriormente la calidad del vino, por lo que es necesario
su control.

Las bacterias, presentes de manera habitual en todo el proceso productivo jerezano, pertenecen
basicamente a los géneros Acetobacter, Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc. En determinadas
condiciones pueden desarrollarse en exceso, y producir graves alteraciones. En vinos finos de Jerez se
han aislado L. plantarun, L. casei y L. brevis en proporciones del 67%, 12% y 17%, respectivamente.
Estas proporciones son muy similares a las encontradas por Maret en los vinos de la regién suiza de
Valais. Acetobacter, aislado con frecuencia en los mostos en proporciones muy variables, no aumenta
de niimero posteriormente debido a la correccion de la acidez, que les afecta de manera importante (5).
A pesar de ello, este microorganismo puede desarrollarse en los vinos con graduacién alcohélica de
15,5%, produciendo alteraciones graves: acetificado, ahilado, 1a “vuelta” (o tourné de los franceses), etc.

Enrelacién con las levaduras, hay que destacar, por una parte, la presencia de distintos géneros que,
en proporciones muy variables, se aislan al comienzo de la fermentacién (Kloeckera, Candida,
Saccharomyces, Pichia, Saccharomycodes, Hansenula), y, por otra, la variacién del nimero que ocurre
a través del proceso. En la Tabla 2 se indican los porcentajes iniciales, la desaparicién, al final del
proceso, de los géneros Kloeckera, Candida y Hansenula, 1a casi exclusividad final de Saccharomyces
(99,8%) y laescasa presencia de Pichia (0,2%). Asimismo se comprueba en dicha tabla que la correccién
de la acidez no afecta de manera importante a las levaduras, destacando la seleccién realizada por el
diéxido de azufre sobre especies del género Saccharomycodes, con presencia del 56% y 37%, vy la
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TABLA 2. Influencia de los factores de correcci6n sobre las levaduras presentes al inicio y final de
la fermentacién del mosto de Jerez?

Control ATY ATY+SO, ATY+E ATY+E+SO,’
Levadura
M V M V M V M V M Ve
Kloeckera 35 - 32 - - - 1 - - -
Candida 2 - 1 - - - 0,5 - - -
Pichia 3 02 0,1 1 7 - 04 - 7 1
Hansenula 1 - 0,1 - - 01 - - -
Saccharomycodes - - - - 56 21 - - 37 21
Saccharomyces:
S. cerevisiae 45 40 40 43 10 31 37 34 30 22
S. rosei 18 - 8 - 10 - 6 - - -
S. chevalieri 9 30 10 31 20 23 9 26 54 32
S. fermentati ‘ 8 8 12 8 - 21 12 11 3 4
S. exiguus 7 9 12 5 20 17 9 12 10 22
S. italicus - - - 1 - - - 1 - -
Saccharomyces spp. 13 4 18 5 40 4 21 8 - 13
Saccharomyces del velo - 9 - 17 - 4 6 8 3 7

¢ Resultados expresados como porcentajes.

5 ATY = 4cido tartdrico (1-2 g/1) + sulfato de calcio: 1-1,5 g/l; SO, = diéxido de azufre (100-150 mg/l);
E = etanol (3-—4%).

¢ M = mosto; V = vino.

desaparicién de las especies no ascosporégenas (K. apiculata y C. pulcherrima). El efecto del etanol
afiadido reduce la presencia de Kloeckera (11%) y aumenta la de Saccharomyces (88%).

La seleccion correcta de las levaduras que deben realizar el proceso fermentativo nos permite
obtener una serie de componentes secundarios, consecuencia de su peculiar metabolismo. En la
Tabla 3 se comprueba que K. apiculata, P. fermentans y Candida sp. producen muy poca cantidad de
alcoholes superiores o ésteres etilicos, si los comparamos con las especies de Saccharomyces, y que el
contenido de acetato de etilo de Pichia hace que se considere una levadura indeseable en un proceso
fermentativo (1, 8).

Las especies de Saccharomyces constituyen la flora dominante, habiéndose detectado la variacién
que durante la fermentacion presentan algunas de ellas, asi como el efecto de la las medidas correctoras
sobre las mismas. En la Tabla 2 se comprueba que S. rosei s6lo se aisla al comienzo de la fermentacion,
cuando la correccion no tiene un marcado efecto sobre €1. Sin embargo, otras especies incrementan su
porcentaje de participacién a medida que transcurre el proceso, como es el caso de S. chevalieri, con un
32%, muy similar al de S. cerevisiae, o incluso al del S. italicus que no se habia aislado en la primera fase
y s se detecta, aunque en porcentajes muy reducidos, al final de la fermentacién. Otras especies, como
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TABLA 3. Contenido en diversos compuestos quimicos presentes en mostos fermentados por
diferentes levaduras (mg/l)

Levaduras
Compuesto Kloeckera Pichia  Candida sp. Saccharomyces Saccharomyces
quimico apiculata  fermentans cerevisiae del velo

Acetato de etilo 5 500 21 10 -
Alcoholes superiores:

n-propanol 4 4 21 24 24

Isobutanol 10 6 19 56 95

2 metilbutanol-1 1 2 6 22 27

3 metilbutanol-1 10 7 47 178 207
Total 25 19 93 280 353
Esteres etilicos:

Caproato de etilo 04 0,2 0,1 0,7 0,4

Caprilato de etilo - 0,1 0.4 1,1 0,9

Caprato de etilo - - 04 2,8 33

Laurato de etilo - - - 1,6 1,5
Total 0.4 0,3 09 6,2 6,1

S.fermentati'y S. exiguus, se aislan practicamente durante todo el proceso y con todas las correcciones.
Saccharomyces spp. (peniiltima linea de 1a Tabla 2) agrupa a un conjunto diverso de especies: S. elefans,
S. uvarum y S. heterogénicos, aislados de mostos y vinos de forma dispersa. Finalmente, los
Saccharomyces formadores de velo presentan una seleccion manifiesta con el etanol y se aislan al final
de la fermentacién en todos los aislamientos realizados.

Microorganismos acompafiantes del vino. Una vez finalizada la fermentacién se procede, tras el
deslio, a la adicion de etanol (alcoholizacién) para establecer una graduacién del 15%. Entonces son los
Saccharomyces de flor los que poseen la capacidad de utilizar el etanol como fuente de carbono a través
de la alcohol deshidrogenasa I1, y se desarrollan formando una pelicula sobre la superficie del vino, para
constituir la crianza bioldgica del jerez. A partir del velo, se han aislado en distintas proporciones las
siguientes especies: S. cheresiensis, S. beticus, S. feduchii y S. rouxii (6). En la Tabla 4 se indican las
especies y los porcentajes encontrados, tanto en vinos finos como manzanillas. Se comprueba que existe
una presencia variable de Saccharomyces, lo cual puede condicionar las caracteristicas propias del fino
y de la manzanilla, en funcion de las especies predominantes. Esto pone de manifiesto la importancia
enoldgica que tienen estas levaduras, por lo que no se aconseja encuadrarlas en una especie iinica, como
se ha pretendido realizar en torno a S. bayanus.
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TABLA 4. Saccharomyces de flor aislados en finos y manzanillas

Finos® Manzanillas®
Saccharomyces
Ne cepas aisladas Porcentaje N2 cepas aisladas Porcentaje

S. cheresiensis 12 20 - -
S. beticus 39 65 25 31
S. aceti 8 13 - -
S. rouxii 1 2 - -
S. feduchii - - 56 69

2 J. Vila (comunicacién personal).
% J. Casas (comunicacién personal).

Conclusiones

En relacién con los microorganismos acompaiiantes del jerez, se pueden realizar las siguientes
consideraciones:

1.Lasespecies de los géneros Mucor, Rhizopus y Aspergillus, aisladas al comienzo de 1afermentaci6n,
no tienen ningin papel definido en el proceso, formando parte de la flora natural y habitual de la uva.

2. Las bacterias aisladas, tanto en mostos como en vinos, corresponden a especies de los géneros
Acetobacter, Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus. Pueden producir graves alteraciones en los
vinos. Su control se hace mediante la correccién de la acidez al comienzo de la fermentacién y mediante
la alcoholizacién previa al proceso de crianza (15%).

3. Las levaduras presentan comportamientos muy dispares. Asi existen especies que dnicamente se
aislan en primera fase fermentativa, como son las pertenecientes a los géneros Kloeckera, Candida y
Hansenula. Estas especies, que no aportan ningin valor enol6gico al producto final, son incapaces de
resistir el etanol producido durante la fermentacién. Al final de la fermentacién se aislan también
especies de Pichia, consideradas tradicionalmente especies no deseadas, que se pueden desarrollar en
vinos de alta graduaci6n.

Existe una gran variedad de especies del género Saccharomyces (S. cerevisiae, S. chevalieri,
S. fermentati) que se presentan en porcentajes elevados y son los responsables fundamentales de la
transformaci6n del mosto en vino. Los Saccharomyces de flor, aislados en la iltima fase fermentativa
y responsables de la crianza bioldgica, estdn representados por varias especies, S. cheresiensis, S. rouxii
y S. beticus, en distintos porcentajes segin los velos estudiados.
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Summary

Although modern production techniques keep microorganism levels very low in both finished beer
and in beer process, there is still concern about early detection and prevention of accidental proliferation
of brewery spoilage microorganisms. Traditional microbiological techniques can detect such low levels,
but noresults are obtained before 3 to 6 days of incubation. That is why rapid or even “instant” techniques
are a main objective of research in the brewing industry. In this work, some instrumental techniques
(DEFT,MMCEF, impedance, pH, immunology and PCR based techniques, bioluminometry) are described
and considered from the point of view of their regular use in brewery Microbiological Quality Assurance
Laboratories. Real case experiences are brought forward.

Key words: DEFT, MMCF, bioluminescence, brewery

Resumen

Aunque las modernas técnicas de fabricacién mantienen el contenido de microorganismos a niveles
suficientemente bajos en lacerveza terminada y en proceso, persiste la preocupacion por detectar y evitar
a tiempo la proliferacién accidental de microorganismos peligrosos. Las técnicas microbiolégicas
tradicionales detectan estos bajos niveles, pero los resultados se obtienen al cabo de 3 a 6 dias, por lo que
la investigacion de métodos rapidos, o incluso, “instantdneos”, es un objetivo prioritario en nuestras
industrias. En este articulo se describen y valoran varias técnicas instrumentales (DEFT, MMCF, medida
de la impedancia y el pH, inmunoldgicas, PCR y bioluminometria) desde el punto de vista de su uso
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regular en el Laboratorio de Aseguramiento de la Calidad Microbiolégica en cerveceria y se aportan
experiencias practicas.

Introduccién

Los principales factores que influyen en la estabilidad microbiolégica de la cerveza son sus
caracteristicas naturales (bajo pH, presencia de etanol y de CO,, resinas de lipulo, pocos nutrientes
disponibles, etc.) que determinan que no puedan desarrollarse en ella microorganismos patégenos. Pero
un grupo reducido de microorganismos si puede hacerlo, produciendo alteraciones organolépticas.
Pertenecen mayoritariamente al grupo de las bacterias lacticas y al de las levaduras.

La industria cervecera, al igual que el resto de las industrias alimentarias, ha ido estudiando y
aplicando nuevas técnicas de fabricacion, mejoras en las instalaciones y en el mantenimiento de la
higiene, que tienen por objetivo impedir el acceso y la colonizacién del producto por parte de los
microorganismos en general, y de los peligrosos, en particular. Gracias a estas tecnologias, desde la
ebullicién del mosto hasta la pasteurizacién o filtracién estéril, se ha conseguido que el producfo
contenga unos niveles de microorganismos muy bajos, de ausencia en 1 ml durante el proceso y de
ausencia en 100 ml ya antes del envasado y en el producto terminado, lo que le confiere una gran
estabilidad biolégica. A pesar de todo, persiste la preocupacién por detectar y evitar a tiempo el
desarrollo accidental de alguno de estos microorganismos.

Las técnicas microbioldgicas cldsicas permiten determinar ese bajo contenido de microorganismos
en el producto, pero los resultados tardan siempre varios dias. Son basicamente de dos tipos, segin se
apliquen a muestras con levadura de cultivo (con 1 a 100 millones de células de levadura/ml), o a
muestras de cerveza filtrada o brillante. Las primeras se basan en la incubacién en medios de cultivo
selectivos, con observacién y recuento de las colonias al cabo de 2 a 6 dias. Las segundas conllevan
siempre un paso de concentracién por filtracién sobre membrana previo al cultivo, y los resultados se
obtienen igualmente al cabo de 3 a 6 dias. En cuanto a la supervisién de la higiene de las instalaciones,
el tiempo requerido para obtener los resultados es de 2 a 3 dias. Por todo ello, la investigacién de métodos
rdpidos y, a ser posible “instantineos”, es un objetivo prioritario en nuestras industrias.

Técnicas instrumentales

La lentitud de los métodos tradicionales es debida sobre todo al periodo de incubacién. Con las
técnicas instrumentales se intenta ganar tiempo evitando o acortando esta fase. La deteccién temprana
de una poblacién microbiana en un alimento se hace observando alguna actividad metabdlica o un
componente celular “marcado”, los cuales producen una determinada sefial fisico-quimica que es
amplificada instrumentalmente.

Las técnicas instrumentales aplicables en cerveceria deberian tener todas las caracteristicas
positivas de los métodos tradicionales y no presentar graves desventajas. Idealmente, una técnica de
deteccion deberia poseer las siguientes cualidades: rapidez en la obtencién del resultado, umbral de
deteccidn bajo, elevada selectividad, posibilidad de distinguir las células viables de las inviables, bajo
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coste, elevada capacidad de procesamiento de muestras por persona y dia, y ser aplicable tanto a cerveza
filtrada como sin filtrar (con levadura). Desgraciadamente, ninguna técnica cumple todos estos
requisitos a la vez.

En este trabajo se describen y comentan aquellas técnicas instrumentales que estdn mereciendo més
atencién como posibles candidatas a incorporarse al trabajo cotidiano del Laboratorio de Aseguramiento
de la Calidad Microbioldgica en cerveceria. Clasificaremos las técnicas en tres grupos, segiin se basen
en (i) la deteccién directa de los microorganismos, (ii) en la deteccién de los subproductos o la
modificacién del medio debidos a su actividad o (iii) en la deteccion de alguno de sus componentes
celulares.

1. Técnicas basadas en la deteccion directa de los microorganismos. Aprovechando la capacidad
de algunos colorantes fluorescentes de unirse selectivamente a los microorganismos vivos, se desarrollaron
diversas técnicas. Las mds estudiadas para su aplicacion en cerveceriason la DEFT (Direct Epifluorescence
Technique) y la MMCF (Membrane Filter Microcolony Fluorescence Technique).

a. DEFT. Estatécnicase desarrolld inicialmente para leche (16). No es aplicable acerveza sin filtrar,
debido al elevado contenido en levadura. La muestra de cerveza brillante se filtra sobre una membrana,
que se tifie con naranja de acridina. Esta membrana se observa al microscopio con luz azul que incide
sobre ella, y los microorganismos se pueden ver tefiidos de naranja-rojo si estdn vivos.

Esta técnica fue estudiada en nuestros laboratorios de I+D, llegdndose a la conclusién de que no era
aplicable para nuestros andlisis de rutina. Por una parte, dados los bajos niveles de deteccion exigidos
(1 célula/membrana), era precisa la inspeccion total de la membrana, lo que consumia mucho tiempo y
provocaba un agotamiento visual muy grande, con dificultades en la diferenciacién de particulas, con
fluorescencia propia, similares a las bacterias. Por otra parte, €l inconveniente principal es la dificultad
de distinguir entre células viables y no viables, sobre todo si han pasado por un proceso de pasteurizacién
(7, 13).

b. MMCF modificado. Basandose en el mismo principio, en esta técnica hay que filtrar la muestra
a través de una membrana y colocarla sobre un medio de cultivo que puede contener ya el fluorocromo.
Pasado el periodo de incubacion, se observa al microscopio con epifluorescencia. Aunque se distingue
perfectamente entre microorganismos viables y no viables, y su coincidencia con el recuento en placa
esdeun 93,4% (17),1a metodologia es muy laboriosa y la incubacién requiere de 24 a48 h. La existencia
de analizadores de imagen especificos para la deteccién de microcolonias hace de ésta una técnica con
posibilidad de ser automatizada parcialmente. Incluso se han descrito ensayos de automatizacién total
(14). Por tanto, ya es aplicable en el andlisis rutinario del laboratorio microbiolégico de cerveceria.

2. Técnicas basadas en la deteccion de subproductos o de modificaciones en el medio debidas
a la actividad de los microorganismos. Entre éstas se encuentran la medida de la
conductancia/impedancia (7, 21) y la medida del pH (2). Son técnicas poco sensibles, cuyo umbral de
detecci6n es del orden de 10°-107 células bacterianas/ml. Para cargas microbianas de 10 células/100 ml,
que se quieren detectar en la cerveza, se requiere no sélo la concentracién de la muestra por filtracién
sino ademds su incubacidn. El tiempo total es mayor que en otras técnicas citadas aqui, porque los
microorganismos deben alcanzar primero la fase exponencial y después producir cantidades detectables
de subproducto, o variaciones mensurables en el medio. Una desventaja afiadida es que las bacterias
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lacticas necesitan medios muy complejos y muy tamponados, mientras que los medios de cultivo
empleados en estas técnicas no lo son. Por ahora, son de poca utilidad practica.

El andlisis de subproductos metabélicos por cromatografia de gases ha sido aplicada a la deteccién
de algiin grupo concreto. Por ejemplo, los pediococos, que producen diacetilo, o las bacterias del mosto,
que producen dimetilsulfuro (9). Pero igualmente se necesita mucho tiempo para llegar a la fase
exponencial y a la acumulacién de suficiente cantidad de subproducto. Por ahora, es mds interesante su
uso en la identificacion.

3. Métodos basados en la deteccion de determinados componentes celulares. Los principales
son los siguientes:

a. Métodos inmunoldgicos. Eluso de anticuerpos policlonales marcados con colorantes fluorescentes
era una técnica recomendada por el Institute of Brewing, institucién ampliamente reconocida en el
mundo cervecero, para la deteccion de células de levadura salvaje entre la levadura de cultivo. Se estuvo
usando en muchas cervecerias, pero era necesario preparar los anticuerpos in situ a base de inocular los
antigenos para levadura en un conejo (5). Esta técnica ya no aparece en los Recommended Methods of
Analysis del Institute of Brewing de 1991 (6).

La aparicion de los anticuerpos monoclonales, que se pueden comercializar y que son mas
especificos contra los microorganismos de interés, ofrece un gran potencial, ya que permite la deteccién
eidentificacion de los microorganismos en un tinico andlisis. En la actualidad, el equipo de investigacién
de INVESCEMA (Asociacién parala Investigacion de la Cerveza y de la Malta, dependiente del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas y de la Asociacién de Fabricantes de Cerveza y Malta) estd
llevando a cabo un proyecto conjunto con la Universidad Politécnica de Valencia para la obtencion de
anticuerpos monoclonales contra bacterias del dcido lactico.

Se podrian combinar con el uso de la fluorescencia y la observacién microscépica previa
concentracion de la muestra (3), o en el futuro con otras técnicas como la citometria de flujo (1,4) ocomo
biosensores en FIA (Flow Injection Analysis).

Una vez que se dispone de los anticuerpos especificos, el umbral de deteccién es muy bajo y la
reaccion puede llevarse a cabo en muestras complejas, como las que contienen levadura, y practicamente
sin tratamiento previo. Una desventaja es que los anticuerpos se unen igualmente a microorganismos
viables y no viables.

b.Técnicasbasadasenladeteccionde dcidos nucleicos.Las técnicas que se handescritorecientemente
se basan en la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) del DNA (12), que permite amplificar
especificamente pequeiias cantidades de DNA in vitro, aprovechando una polimerasa del DNA que es
estable a altas temperaturas (Fig. 1). En un primer paso, se desnaturaliza el DNA de doble cadena (de
90 a 95°C). A continuacién, entre 40 y 60°C, los dos cebadores complementarios de los extremos 3’ de
los fragmentos de DNA molde se unen a ellos (se anillan). Finalmente, entre 70 y 75°C, temperatura
Optima de la polimerasa, se produce el alargamiento de los cebadores por adicién de nucleétidos ya
presentes en el medio. Con la repeticion de ciclos que constan de estos tres pasos consecutivos, se puede
llegar a obtener en pocas horas miles de copias del fragmento de DNA molde.

En un reciente trabajo (20) se afirma que el uso de la amplificacién del DNA permite detectar una
sola célula presente en la muestra y que se pueden detectar e identificar simultdneamente bacterias
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FIG. 1. Amplificacién del DNA. Reaccién en cadena de la polimerasa.

lacticas y levaduras. Pero es preciso disponer de los cebadores adecuados y contrastados, cosa dificil de
conseguir por el momento y que impide que esta técnica se difunda en cerveceria.

Existe la posibilidad de utilizar la PCR para detectar fragmentos especificos de RNA que estdn
presentes en mayor cantidad que las secuencias génicas correspondientes. El grupo de INVESCEMA
acaba de iniciar un proyecto cuyo objetivo es la diferenciacién de levaduras, de cultivo y salvajes,
basdndose en la deteccion de RNA citoplasmaticos. La deteccién del RNA mensajero podria ser usado
como indicador de la presencia de organismos viables (19).

Estas técnicas tienen ventajas similares a las inmunoldgicas, es decir, gran especificidad y
sensibilidad, pero los inconvenientes son también parecidos, ya que hay que conocer las secuencias del
DNA especificas de cada grupo de microorganismos de interés en cerveceria, preparar los cebadores
adecuados y comprobar que no reaccionen frente a otros microorganismos presentes en las muestras
reales. Por ahora, su uso en la prictica se reduce a la diferenciacion de levaduras de cultivo.

¢. Bioluminometria. Se basa en el hecho de que todos los microorganismos vivos contienen ATP
(adenosin trifosfato). Este es extraido con un reactivo especifico. Por medio de un complejo enzimatico
de luciferin-luciferasa de luciérnaga, se cataliza una reaccién de bioluminiscencia (Fig. 2), en la que a
partir de ATP y en presencia de oxigeno se forma luz, detectable por un fotémetro muy sensible. La luz
emitida es proporcional a la cantidad de ATP y los resultados son instantdneos.
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LUCIFERIN + LUCIFERASA + ATP — (LUCIFERIN-LUCIFERASA-AMP) + PIROFOSFATO

(LUCIFERIN-LUCIFERASA-AMP) + Oz - OXILUCIFERIN + LUCIFERASA + COz2 + AMP + LUZ

FIG. 2. Secuencia de reacciones de bioluminiscencia.

Se considera que el contenido de ATP dentro de cada grupo de microorganismos es similar en todas
las células, si éstas se llevan a condiciones estandarizadas. Esto nos permite hacer recuentos de
microorganismos comparando con una cantidad estdndar de ATP. Su umbral de deteccién, unas 1000
células bacterianas (19), es mas bajo que el de otras técnicas, aunque no se puede distinguir el tipo de
microorganismo.

Esta técnica tiene unas posibilidades muy interesantes, ya que muchos residuos de alimentos
también contienen ATP que pueden ser detectados en poco més de un minuto desde la obtencién de la
muestra por frotis (10). Se toma la muestra de la superficie a examinar con un hisopo previamente
humedecido en un caldo libre de ATP. El hisopo se pone en contacto con un reactivo que extrae el ATP
celular al medio. A la suspension se le afiade el complejo enzimdtico luciferin-luciferasa para que se
produzcala reaccién de bioluminiscencia. Finalmente, se lleva la muestra al fotémetro para la medicién
de la luz que se forma inmediatamente, si hay ATP presente.

Esta técnica se estd utilizando en el control de la higiene de las instalaciones, antes de su uso,
aplicandolo como método de “screening”. Los resultados de los andlisis nos indican el estado de limpieza
de las instalaciones, superando con creces la inspeccién visual y convirtiéndose en una referencia
objetiva e inmediata para los técnicos y operarios, quienes, como es logico, constituyen el principal
apoyo para el mantenimiento de la higiene en la industria cervecera.

En nuestros laboratorios de I+D hemos podido comprobar que, a pesar de la distinta naturaleza de
los principios en que se basan, el grado de acuerdo entre los resultados de la técnica tradicional de
evaluacidn de la higiene mediante frotis e incubacion y la de bioluminometria, es de mas del 84% (15).
Aunque la nueva técnica tiene el inconveniente de no distinguir entre bacterias, mohos y levaduras,
ofrece importantisimas ventajas. Por una parte, se precisa personal menos cualificado y, por otra, detecta
materia orgdnica aun cuando no esté colonizada por microorganismos. Esto dltimo permite un grado
mayor de prevencién. Pero es sobre todo la rapidez de los resultados, que se tienen en 1 6 2 minutos, lo
que permite que se tomen medidas correctivas en tiempo real de produccién (Tabla 1).

En este campo, nuestra experiencia de mas de tres afios nos ha permitido disefiar unos planes de
accion que cubren tanto la evaluacién del estado de las instalaciones, antes de su uso, como de la eficacia
de los sistemas de limpieza y de los productos usados para ello, a lo largo del tiempo.

Otro aspecto de la supervisién de la higiene es el andlisis de las dltimas aguas de enjuague de las
instalaciones después de limpieza, para lo que existen reactivos comercializados y que nos informan del
estado de la instalacién en el plazo de una hora.
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TABLA 1. Comparacién entre técnicas para el control de la higiene mediante frotis

Técnica
Tradicional Bioluminometria

Resultados 2-3 dias 1 minuto
Personal cualificado Si Menos
Deteccién de materia orgdnica No Si
Deteccién de microorganismos Si Si
Selectividad Si No
Diferencia principal Retrospectiva Operativa

Labioluminometria no es aplicable al analisis de cerveza sin filtrar, ya que el elevado contenido de
levadura de cultivo hace imposible la deteccion de bajos niveles de otros microorganismos. En cuanto
a su aplicacion para la evaluacién de la cerveza filtrada o terminada, esta técnica debe ir combinada
necesariamente con un paso previo de filtracién de membrana e incubacién. A priori, presenta algunos
inconvenientes como la falta de selectividad. Los reactivos comercializados para cerveza dan, en
general, buenos resultados en la deteccion de levaduras en unas 20 horas (11), aunque no se puede
distinguir entre levaduras y bacterias. Para la deteccién de bacterias lacticas los medios de cultivo
convencionales contienen mucho ATP y producen enmascaramiento de la luz (“quenching”), y aiin no
se dispone de medios adecuados (8). Pero si se pudieran obtener resultados de 10 células de
levadura/250 ml en el plazo de una hora, como se afirma en algunos trabajos publicados (18), se podria
plantear como método de clasificacion primario entre lotes aceptables y lotes pendientes de estudio
adicional.

Conclusiones

Laevaluacién de la higiene por frotis, basada en la bioluminometria, es lainica técnica instrumental
que ha entrado de lleno en la rutina de los laboratorios de nuestras industrias, convirtiéndose en una
prictica obligada antes del inicio de aquellos procesos de fabricacion donde las exigencias de higiene
son prioritarias.

Para el andlisis del producto, las técnicas de fluorescencia, las técnicas inmunoldgicas, las basadas
en la amplificacion de los dcidos nucleicos y la bioluminometria, atin siendo mds laboriosas y mds
delicadas en sus procedimientos experimentales, son mucho mds sensibles y rapidas que las demads. Este
es el motivo por el cudl se consideran mds indicadas para alimentos con poca carga microbiana, como
la cerveza. Pero s6lo la bioluminometria y la técnica de MMCF estan en estos momentos adaptadas para
un uso regular en los Laboratorios de Aseguramiento de la Calidad.

Latécnica de la MMCEF serd interesante cuando se disponga de sistemas totalmente automatizados.
La bioluminometria como técnica de “screening” es una alternativa que debe ser estudiada con mucho
cuidado, y que no excluye el control microbioldgico por incubacién en aquellas muestras que se
clasifiquen como dudosas.
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Por ahora, aunque no se puede decir que las técnicas tradicionales con incubacién vayan a ser
sustituidas extensivamente por técnicas instrumentales, ya podemos pensar en el uso regular de técnicas
rapidas para gran parte de los andlisis de rutina. Dentro de pocos afios, el Laboratorio de Aseguramiento
de la Calidad Microbioldgica de cerveceria podra dar muchos resultados a tiempo para la produccién y
se podra hablar, con més propiedad, de control microbiolégico.
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Summary

Population dynamics of natural and inoculated industrial wine fermentations have been studied by
using a simple molecular biology technique based on mitochondrial DNA restriction analysis profile.
The predominance of the inoculated strain in the inoculated fermentations is obvious. A genetic
transformation system has been developed for an industrial wine yeast strain named T73. By using this
technique, different fungal hydrolases in this industrial strain have been expressed. Problems and
benefits of the application of recombinant DNA techniques in wine yeast strains are also discussed here.

Key words: wine, wine yeast, population dynamics, genetic manipulation, glycosidases

Resumen

Mediante el empleo de un método molecular basado en el andlisis de restriccién del DNA
mitocondrial, se han estudiado las dindmicas poblacionales de fermentaciones vinicas industriales, tanto
naturales como inoculadas con levaduras seleccionadas. En las fermentaciones inoculadas se ha podido
observar una clara imposicién de la cepa seleccionada. Se ha desarrollado un sistema de transformacién
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para una cepa de levadura vinica industrial denominada T73. Con esta técnica se han expresado en esta
cepa distintos genes fingicos que codifican hidrolasas. Finalmente se discuten los problemas y
beneficios que puede generar el empleo de técnicas de DNA recombinante en enologia.

Dindmica poblacional de las fermentaciones vinicas naturales

El' mosto de uva es un nicho ecolégico complejo donde conviven diversas poblaciones de levaduras
y bacterias. Entreellas, lalevadura Saccharomyces cerevisiae esla principal responsable de la fermentacién
alcohdlica. El desarrollo secuencial de algunas de estas poblaciones frente a 1a desaparicién de otras, da
como resultado la produccién del vino. La magnitud de este fendmeno de variabilidad poblacional solo
se ha podido comprobar con el advenimiento de una técnica de biologia molecular basada en el andlisis
del DNA mitocondrial (mtDNA), que permite diferenciar una cepa vinica de S. cerevisiae procedente
de un mosto determinado, de otras cepas de la misma especie presentes en €l mismo mosto (9). En
resumen, mediante el empleo de esta técnica molecular el investigador dispone de una huella genética,
un patrén de bandas, que claramente diferencia cepas de 1a especie S. cerevisiae.

Esta técnica se ha aplicado en dos bodegas de 1a D. O. Alicante (10). La flora de S. cerevisiae de
ambas fermentaciones se monitorizé tomando muestras periddicas durante los 20 dias de fermentacion.
Los resultados fueron sorprendentes. En el mosto inicial se detectaban en cada caso alrededor de 20
poblaciones distintas de la levadura S. cerevisiae, pero al final de la fermentacidn solo algunas de ellas
permanecian en un porcentaje significativo. En otras palabras, el mosto de uva es un reservorio natural
de muchas especies levaduriformes, pero solo algunas de ellas son responsables de la produccion del
vino.

No fue ése el tinico dato interesante que se recogid en este trabajo. La comparacién de los patrones
de restriccién entre las poblaciones iniciales permitia identificar la similaridad de las mismas. Un gran
nimero de bandas comunes en los patrones de restriccién del mtDNA de varias cepas implicaba un alto
grado de similaridad entre ellas, y, por el contrario, una reducida o nula cantidad de bandas comunes se
correlacionaban con una gran disparidad. Analizamos fermentaciones industriales con una flora inicial
similar, y otras con floras iniciales dispares. En el primer caso detectamos una clara sustitucion de las
distintas cepas a lo largo de las fases del proceso de fermentacién. Por el contrario, en el segundo caso
se detectd una imposicion de una de ellas junto con sucesiones menores de algunas de las restantes (10).
La conclusién final de estos resultados es que la dindmica poblacional de una fermentacion vinica
depende de la similaridad de las poblaciones originales.

Fermentaciones vinicas inoculadas con levaduras seleccionadas: la normalizacion
microbioldgica

Las condiciones climatoldgicas durante la época de la vendimia definen en gran medida la
composicién de la flora levaduriforme inicial del mosto.
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En un estudio comparativo entre dos campaiias en la D. O. Alicante, una lluviosa y otra seca,
pudimos determinar diferencias significativas. En la campaiia lluviosa, los recuentos fueron mayores y
ademds se observoé un desfase en las curvas de crecimiento (13). Asimismo, las especies levaduriformes
presentes en el mosto variaron en porcentaje, de forma que en la campaiia lluviosa se produjo un mayor
crecimiento de las levaduras oxidativas, perjudicandola imposicién de S. cerevisiae. Como consecuencia
de ello, en la campaiia lluviosa se produjo un retardo en la fermentacion lo que influy6 negativamente
en la calidad del vino.

Para solventar este problema se decidi6 seleccionar una cepa de S. cerevisiae procedente de mostos
de la zona (11). Esta levadura, denominada T73, viene siendo usada por distintas bodegas durante los
dltimos tres afios. Su adicion al mosto implica el mantenimiento de un nimero importante de levaduras
fermentativas desde el inicio de la fermentacién. El resultado final es una mayor homogeneidad de las
condiciones organolépticas de los vinos producidos, independientemente de las condiciones
climatoldgicas.

El uso de levaduras vinicas seleccionadas en las fermentaciones industriales plantea interrogantes
acerca de la dindmica poblacional de estos procesos. (Realmente la levadura seleccionada se impone
sobre el resto de levaduras presentes en el mosto? En caso de hacerlo, ¢cudndo se impone?

Para responder estas preguntas aplicamos la técnica del patrén de restriccién del mtDNA sobre dos
fermentaciones industriales similares a las anteriormente mencionadas, en las que se habia inoculado la
levadura seleccionada T73. Los resultados demostraron claramente la imposicién de la cepa inoculada
que llegd a constituir del 60 al 90% de la flora final, dependiendo de la fermentacién (12). Asimismo,
el seguimiento molecular de las fermentaciones nos permitié demostrar que la imposicion de la levadura
inoculada no se produce hasta 4-5 dias después de su inoculacion. Ello permite el crecimiento de las
levaduras oxidativas durante los primeros dias de fermentacién, hecho que puede influir sobre el aroma
final (12).

Desde el punto de vista microbioldgico, el uso de levaduras seleccionadas implica un cambio
substancial. De una situacién entrdpica, la fermentacién natural, en la que las distintas poblaciones
iniciales de la especie S. cerevisiae se suceden unas a otras, se pasa a una nueva situacién en la que la
levadura inoculada se impone en una proporcién elevada. En otras palabras, se produce una normalizacién
microbioldgica de la flora, que se asemeja a un cultivo puro. Esto nos permite disefiar experimentos en
los que se puedan introducir modificaciones genéticas enlalevadura seleccionada, de forma que el nuevo
fenotipo confiera caracteristicas deseables en el producto final. La imposicién de la levadura asegura la
expresion del nuevo genotipo. En otras palabras, es posible hacer ingenieria genética de la levadura
vinica (14).

Transformacion genética de levaduras vinicas industriales

La modificacion genética de levaduras industriales requiere el desarrollo de sistemas de
transformacién que permitan introducir en estos microorganismos la informacién genética modificada
invitro. La transformacion de cepas de laboratorio de laespecie S. cerevisiae es un procedimiento sencillo.



70 RAMONET AL. MicroBioLoGiA SEM

Por el contrario, muchas de las cepas industriales de esta especie no incorporan DNA ficilmente. Los
sistemas de transformacion para S. cerevisiae estin basados, en su mayoria, en la complementacion de
mutaciones auxotrofas con el alelo silvestre del gen correspondiente. La aplicacién de estos sistemas de
seleccidn resulta muy dificil, cuando no imposible, en las cepas industriales. Un ejemplo claro es el de
las levaduras vinicas de la D. O. Alicante, y en particular el de T73, que presentan poliploidias para los
marcadores auxétrofos mds corrientes, como son LEU2 0 URA3 (Querol, A. y Ramoén, D., resultados
sin publicar). Por ello, es necesario recurrir a sistemas de seleccién basados en la resistencia a drogas o
antibidticos.

Muchas levaduras industriales son sensibles a concentraciones muy bajas de cicloheximida. Este
es el caso de la levadura T73, cuyo crecimiento en medio rico se inhibe a dosis superiores a 0,5 mg/ml.
La frecuencia de resistencia espontdnea es muy baja, inferior a 10-%, de forma que es posible disefiar un
sistema de transformacién basado en el empleo del plasmido YEpCR21 (que es portador de un alelo
mutado del gen CYH2 que confiere resistencia a dicho antibiético [1]). Se trata de un sistema de
transformacion de baja eficacia, que tan solo da lugar a 0,5 transformantes por cada i g de DNA. Los
transformantes presentan una estabilidad mit6tica entre el 50 y el 90%, pero en experimentos de
microvinificacién son capaces de producir vino con las mismas caracteristicas organolépticas de los
producidos con la cepa T73 sin transformar (8).

Construccion de levaduras vinicas recombinantes

La posesion de un sistema de transformacién permite introducir informacién manipulada in vitro
en la levadura vinica. Pero ;qué se pretende modificar genéticamente? Una de las caracteristicas mas
apreciadas en la calidad final de un vino es su aroma. El aroma de un vino es el resultado de la interaccién
de varios cientos de compuestos volatiles. Entre todos ellos, los monoterpenos son uno de los grupos mas
importantes. Estos compuestos se encuentran en el mosto en dos subpoblaciones: una formada por
formas libres que contribuyen directamente al aroma, y otra constituida por formas no volatiles ligadas
por enlaces glicosidicos arestos de paredes celulares. Esta dltima fraccién no contribuye al aroma, pero
constituye una fuente potencial del mismo (6).

Recientemente, algunos investigadores han sugerido la posibilidad de utilizar enzimas hidroliticos
que corten estas uniones diglicosidicas para, de esta forma, liberar monoterpenos que incrementen la
fraccién libre aromdtica (7). De hecho, varias empresas comercializan preparados enzimdticos que
incrementan el aroma.

En nuestro laboratorio hemos llevado a cabo un andlisis sobre los componentes de tres de estas
preparaciones utilizadas en bodegas espafiolas (Gallego, M. V., Pifiaga, F., Vallés, S., Ramén, D.,
resultados sin publicar). Los resultados indican que estas preparaciones enzimaticas han sido obtenidas
decultivos de hongos filamentosos, muy probablemente especies de los géneros Aspergillus y Trichoderma,
y que estdn fundamentalmente constituidos por celulasas (B-glucosidasas,B-1,4-endoglucanasas) y
hemicelulasas (o-L-arabinofuranosidasas, o-L-ramnosidasas, B-1,4-xilanasas). Estos resultados nos
indujeron a pensar en la posibilidad de expresar algunos de los genes que codifican estas proteinas en
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distintas especies fiingicas. Durante los dltimos afios se han purificado en nuestro laboratorio distintas
celulasas y hemicelulasas fingicas (3, 4, 16) y se han clonado algunos de los genes que las codifican
(5, resultados sin publicar). De entre todos ellos decidimos comenzar por la expresion del gen egll de
Trichoderma longibrachiatum, que codifica una B-1,4-endoglucanasa.

La expresion de un gen fiingico en una levadura vinica industrial seguida de la secrecioén de la
proteina codificada plantea tres inconvenientes: la existencia de intrones, el control de un promotor
funcional durante la fermentacién, y la presencia de un péptido sefial que permita que la proteina se
secrete al mosto.

El primer problema se solventa construyendo el cDNA del gen. El segundo es un poco mas
complejo, dado que los promotores fiingicos no suelen ser funcionales en levaduras. Por ello es necesario
construir fusiones entre el cDNA del gen en cuestion y un promotor levaduriforme constitutivo que se
exprese durante todas las fases de la fermentacién vinica. El tercer problema puede ser sencillo de
resolver si el péptido sefial de la proteina fingica es funcional, o parcialmente funcional, en la levadura
vinica. En caso contrario es preciso disefiar proteinas de fusion que contengan péptidos sefial reconocidos
por la levadura.

Nuestro grupo de trabajo resolvid estos problemas sintetizando el cDNA del gen eg/! y construyendo
una fusién transcripcional entre este cDNA y el promotor de 1a actina. Esta casete de expresion se
introdujo en el plasmido YEpCR21, y con el plasmido resultante se transformo la levadura vinica T73
(8). En cultivos de laboratorio las levaduras recombinantes expresaban el gen de resistencia y secretaban
la proteina EGL1 al medio, indicando que la secuencia sefial fingica era funcional en levaduras. En
experimentos de microvinificacion, la levadura T73 recombinante secretaba EGL1 funcional al mosto
durante todos los dias de la fermentacion. El vino producido presentaba todas las caracteristicas
enoldgicas del vino producido con la cepa T73 sin transformar pero, a juicio de un panel de catadores
expertos, su aroma era mas afrutado (8). Un analisis cromatografico posterior reveld diferencias en las
concentraciones de varios compuestos volatiles (8).

Desde el punto de vista industrial, el incremento de aroma afrutado es un cardcter muy apreciado
por muchos consumidores. Nuestros resultados constituyen no solo la primera prueba de modificacién
genética de una levadura vinica industrial, sino también el primer ejemplo de la potencialidad de estas
técnicas para la mejora de la calidad del vino. Siguiendo procedimientos similares hemos construido
transformantes de la cepa T73 que expresan una c-L-arabinofuranosidasa de Aspergillus niger y una
pectato liasa de Fusarium solani f. s. pisi (Sdnchez-Torres, P., Gonzdlez-Candelas, L., Ramén, D.,
resultados sin publicar).

Levaduras vinicas recombinantes seguras

El empleo industrial y la comercializacion de estas levaduras recombinantes son problematicos. El
plasmido transformante contiene un gen de resistencia a un antibidtico, y secuencias de DNA bacteriano,
incluyendo un gen de resistencia a ampicilina. Aparentemente, no hay peligro para el consumidor al
ingerir vino producido con estas levaduras. Ni el gen por si mismo ni la proteina secretada al mosto son
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toxicos, y en cualquier caso, al entrar en el tracto digestivo ambas macromoléculas se destruirian por las
enzimas digestivas. Ahora bien, el riesgo consiste en la posibilidad de que la informacién genética que
contienen estos dos genes pueda ser transferida a otros microorganismos, y mas concretamente a alguna
enterobacteria patdgena, creando una cepa resistente a estos antibiéticos. La probabilidad de que esto
suceda es insignificante, pero no nula (15).

Para solventar este problema hemos disefiado una estrategia basada en la cotransformacién de la
cepa T73 con un fragmento lineal que contiene la casete de expresion flanqueada por secuencias de la
unidad de repeticién ribosomal, y el plasmido YEpCR?21. Para ello ha sido preciso desarrollar un sistema
de transformacién biolistica (con particulas de tungsteno) para la cepa T73 (Pérez-Ortin, J. E.,
Ramén, D., resultados sin publicar), ya que ésta es la dnica alternativa razonable para conseguir
cotransformantes en sistemas de baja eficacia de transformacion. Por este procedimiento se generan
transformantes en los que multiples copias del fragmento lineal se integran en la unidad de repeticion
ribosomal, mientras que el pldsmido permanece replicindose autbnomamente en el niicleo. Posteriormente
las células cotransformadas se hacen crecer sin presion selectiva, y dada la estabilidad mitética del
plasmido transformante, algunas de las cepas pierden el plasmido, pero no el DNA integrado. De esta
forma se puéden obtener levaduras vinicas recombinantes sin genes de resistencia, ni DNA bacteriano.

Consideraciones finales

Todos los resultados de vinificacién con cepas recombinantes se basan en el empleo de
microvinificaciones. Los permisos oficiales para poder realizar fermentaciones a escala industrial
dependen del desarrollo de la nueva Ley espafiola de Biotecnologia.

La construccién de levaduras vinicas recombinantes que no expresen genes de resistencia implica
laposibilidad de aplicacién a las mismas del criterio de equivalencia sustancial, y, por tanto, la existencia
de pocos problemas legales de cara a su posible comercializacién a medio plazo en la Union Europea.
Mientras tanto, y a fin de poder incrementar la calidad de los vinos espafioles, nuestro grupo trabaja
activamente en la sobreproduccién de algunos de las enzimas de interés para su adicién directa a los
caldos.

Se han desarrollado sistemas de transformacién para algunos de los hongos productores de estas
actividades, como Aspergillus terreus (19, 20) y Trichoderma longibrachiatum (17). Mediante su uso
se han construido transformantes multicopia que sobreproducen alguno de las enzimas de interés
facilitando su purificacién (17). Ademas, se han clonado algunos genes fiingicos para emplear sus
sefiales reguladoras en la construccién de vectores de expresion que permitan sobreproducir en
condiciones especiales de cultivo dichas proteinas (18). Se dispone, pues, de alternativas de trabajo a
corto plazo.

Para concluir, podemos afirmar que la construccién de levaduras vinicas recombinantes es un
hecho. A los resultados mencionados hay que sumar la reciente construccién por el grupo del Dr. Barre,
en el INRA de Montpellier, de una levadura de “champagne” que expresa el gen que codifica la
L(+)-lactato deshidrogenasa de Lactobacillus casei (2). Un nuevo horizonte se abre en la microbioldgica
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enoldgica. En él, por primera vez, el limite lo impone la imaginacién del investigador.
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Summary

The 93/43 European Union directive assigns to the food and catering industries the main
responsibility for an integrated safety and quality assurance strategy in the food chain. Relying on hazard
analysis, followed by design and adoption of control of all critical points and practices (“HACCP”).
Hiatus-free compliance with such HACCP-based Codes of Good Practices is to be assessed by
monitoring, recording results on process performance charts and gauging such data against experimentally
established, attainable and maintainable references ranges (“standards”). Marker microorganisms are a
major analytical tool for validating compliance in the sense of the EU directive. They should be expertly
chosen amongst microbes usually present in food so that their, whose presence in quantities exceeding
predetermined levels point to a lack of microbiological integrity of a food product. This may encompass
(i) the potential presence of taxonomically, physiologically and ecologically related pathogens, markers
are called index organisms; or else (ii) a lack of process integrity; in this case, markers are termed
indicator organisms. The classical index organism was E. coli, introduced in the 1980’s to monitore
drinking water supplies. It is still used as an appropriate marker to assess the bacteriological safety of
raw foods. In the 1920’s the coli-aerogenes (“coliform™) group was adopted as an indicator to validate
the adequate processing, i.e. pasteurization of dairy products. Since the 1950’ s the entire Enterobacteriaceae
taxon is preferred for the latter purpose because it is better defined in determinative sense and includes
more organisms of significance. In some food and water supplies, processed for safety, more vigorous
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or more resistent organisms than the Gram-negative rods are reliable supplementary markers. These
include Enterococcusspp.,sporesof the Clostridium genus, and bacteriophages of E. coli and Bacteroides
fragilis mimicking the fate of enteric viruses under particular ecological conditions. Population surveys
conducted by the authors provided ranges for epsilon-factors. Those factors were defined as the
proportion between colony forming units (cfu) numbers of index organisms and the pathogenic agent to
whose potential occurrence they are expected to point. Epsilon factor values obtained for thermotrophic
Enterobacteriaceae in relation to Salmonella spp. allow the calculation of the probability that the
pathogen has been reliably eliminated by the processing of initially contaminated raw materials, when
cfu’s of the marker organisms remain below a reference range previously fixed.

Key words: Escherichia coli, Enterobacteriaceae, marker, HACCP

Resumen

La directiva 93/43/UE atribuye a las industrias de alimentos la responsabilidad de un sistema
preventivo integrado de garantia de calidad y seguridad en la cadena alimentaria. Indica también que la
metodologia que debe adoptarse es la del sistema de Andlisis de Riesgos e Identificacion y Control de
Puntos Criticos (ARICPC). El cumplimiento de los Cddigos de Buenas Pricticas basados en el sistema
ARICPC debe evaluarse mediante la correspondiente monitorizacién, vigilancia o comprobacién de los
puntos de control criticos, registrando los resultados y comparandolos con estidndares, limites criticos
o valores de referencia experimentalmente establecidos, que sean alcanzables y mantenibles. Los
microorganismos marcadores constituyen una herramienta analitica importante para validar el
cumplimiento de la directiva comunitaria. Han de ser elegidos adecuadamente entre los diversos
microorganismos presentes en los alimentos, de forma que su presencia por encima de un determinado
nivel indique que el producto ha perdido la condicion de alimento de buena calidad. Esta pérdida de
calidad puede: (i) llevar consigo la presencia de microorganismos patégenos relacionados fisioldgica,
taxonémica y ecolégicamente con el marcador, en cuyo caso a éste se le llama organismo indice; o (ii)
indicar deficiencias en el proceso, situacién en la que el marcador recibe el nombre de indicador. El
microorganismo indice cldsico fue E. coli que, introducido en la década de 1980 para el an4lisis de los
suministros de agua potable, se sigue utilizando para evaluar la calidad bacteriol6gica de los alimentos
crudos o frescos. En los afios de 1920, se adopté como indicador el grupo coli-aerogenes (“coliformes”)
para validar el procesado adecuado, por ejemplo la pasteurizacién de los productos lacteos. Desde los
afios de 1950, se prefiere todo el grupo del taxén Enterobacteriaceae para esta ltima finalidad, porque
se trata de un grupo mejor definido en sentido determinativo e incluye mas microorganismos significativos.
En algunos alimentos y depdsitos de agua preservados, otros microorganismos mas vigorosos o
resistentes que los bacilos Gram-negativos constituyen marcadores fiables suplementarios. Entre ellos,
Enterococcus spp., esporas del género Clostridium y bacteriéfagos de E. coli y Bacteroides fragilis, que
imitan el destino de los virus entéricos en condiciones ecoldgicas determinadas. Estudios prospectivos
de poblaciones llevados a cabo por los autores proporcionan rangos de factores épsilon, concepto que
se define como la proporcién entre los nimeros de microorganismos indice y el agente patégeno cuya
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presencia potencial se supone que apuntan. Los valores de factores épsilon obtenidos para las
Enterobacteriaceae termotrofas en relacion con Salmonella spp. permiten calcular la probabilidad de que
este patégeno haya sido eliminado por el procesado de una materia prima o ingrediente crudo
contaminado, cuando las unidades formadoras de colonias (ufc) del marcador permanecen por debajo
de un valor de referencia predeterminado.

Introduccion

Papel de la vigilancia analitica en la estrategia del autocontrol. Directiva de higiene
93/43/UE, para garantizar la salubridad microbiolégica de los alimentos

Aun en los paises mds avanzados, las infecciones e intoxicaciones transmitidas por los alimentos
continiian presentando graves problemas para la salud (32, 33), asi como causando importantes pérdidas
econdmicas (39, 43, 49, 50). Partes importantes de las cosechas de vegetales y carnes frescas se pierden
por alteracién microbiana (16), provocando desastres financieros y desprestigiando a las empresas.

El control microbiolégico de los alimentos surgié en los afios 20, de la politica seguida en
bromatologia, que confiaba y confia en el examen quimico retrospectivo de muestras de productos
finales tomadas en mercados, tiendas y restaurantes. Esta estrategia es eficaz cuando los compuestos
indeseables, como plomo, mercurio, desinfectantes, plaguicidas, etc., camplen dos condiciones (32):
(i) los contaminantes se distribuyen de manera homogénea, (ii) las concentraciones no cambian
substancialmente con el tiempo de distribucién y venta.

Esto no es aplicable a la condicién microbioldgica de los alimentos. Su pérdida de integridad
microbiolégica se produce por el llamado doble fallo: contaminacién del producto, seguido de un abuso
en la temperatura de conservacién o transporte (32). Su consecuencia es la multiplicacién de los
microorganismos contaminantes hasta niveles peligrosos, o la formacién de metabolitos téxicos, o
compuestos de olor y sabor desagradables. La situacién se agrava por un flujo permanente de la
colonizaci6n: nunca se mantiene una determinada asociacién microbiana en un alimento, las poblaciones
mueren o crecen, lo que si se determina es un dinamismo continuado (29). Por ello, la colonizacion de
los alimentos se muestra (i) esporddica e irregular (lo que determina una fuerte estratificacién de la
distribucién microbiana), y (ii) acusadamente transitoria. Por tanto, resultados negativos de un anlisis
microbioldgico de muestras no garantizan que el lote o partida sea de calidad aceptable.

Aparte de estos atributos especificos de la condicién microbiolégica de los alimentos, la garantia
de su seguridad y calidad se debera confiar mds bien a una prevencién prospectiva que a un enfoque
retrospectivo. La medicina humana, como la veterinaria, se fundamenta en cuatro principios: anamnesis,
diagnéstico, terapia y seguimiento. E1 mismo sistema ha sido recomendado con insistencia desde los
afios 30 por Wilson (54), y puesto en préctica en la década de los 70 por Bauman (1) y Goldman (8).

El tan popular término HACCP (1, 24, 36), y su traduccién espafiola ARICPC (23), sigue
meticulosamente el principio bdsico de la medicina. Se trata en primer lugar de analizar de manera
experta y concienzuda cada uno de los pasos, situaciones y practicas (desde la llegada de las materias
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FIG. 1. Perfiles de contaminacién y colonizacién de las lineas de produccidn.

Cuando se cumplen las BPFD ( ).
Cuando no se cumplen las BPFD (eesseess),

primas hasta laingesta de los productos preparados) que constituyen un riesgo que amenaza la integridad
de los productos. Estos puntos, situaciones o fases concretas se llaman puntos criticos (Fig. 1).
Seguidamente se disefian, ensayan y codifican escrupulosamente los procedimientos que eliminan
los riesgos identificados: las llamadas Buenas Practicas de Fabricacién (BPF), almacenamiento y
distribucion. La introduccién y aplicacion de estas BPF va a dar como resultado un control consistente
de todos los puntos criticos previamente identificados. Por eso en la expresion ARICPC (23): 1a I
corresponde a Identificacion.
Las autoridades competentes de la Unién Europea han tomado la excelente iniciativa de confiar la
implantacién del sistema ARICPC a las propias industrias de alimentos (ATCA), sean multinacionales
o artesanales (15). Esta decision es completamente racional en el sentido de la estrategia y la logistica:
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laresponsabilidad sobre el terreno reside en las empresas, durante todas las fases de produccién, mientras
que los inspectores de la administracién visitan cada empresa una vez al mes como méaximo y durante
unas horas a lo sumo. En el marco de la normativa comunitaria, el papel de los inspectores de la
administracién serd comprobar: (i) las instalaciones y equipo, (ii) a disponibilidad de Cédigos de Buenas
Practicas, (iii) la formacién del personal, (iv) los registros escritos de las empresas, y (v) que las
irregularidades o defectos observados hayan sido corregidos con prontitud. La Tabla 1, resume la
estrategia ATCA completa. Este esquema de actuacion se sigue también en los Estados Unidos
(18,22, 47) y en Canadi (55).

El papel racional de la vigilancia analitica una vez adoptado el ATCA

Como demuestra la Fig. 2, en contraste con la situacién antes del ARICPC —> ATCA, después de
su aceptacion la monitorizacién o andlisis de los productos finales comienza a tener utilidad. Con todo,
aun eliminando los fallos sistematicos, queda siempre el riesgo de faltas accidentales por descuido o
ignorancia. En lugar de proseguir como antes, en la estrategia moderna se aprecia que se somete a prueba
la conformidad con las BPF, basdndose en el ATCA (Tabla 1).

La comprobacion racional en el cuadro del ATCA necesita recurrir a procedimientos rapidos,
fidedignos, poco complejos y preferentemente aplicables también en las lineas de fabricacién y
transporte. Muy particularmente, por empleados que han recibido una ensefianza breve encaminada a su

TABLA 1. La trilogia “ATCA”: Autocontrol total de la calidad en los alimentos y comidas
preparadas (directiva 93/43/UE)

Paso I Elaboracién de una estrategia general de prevencion, mediante identificacion y control de
practicas y puntos criticos en la fabricacién: ARICPC.

Paso II Implantacién en cada caso de un sistema de prevencién longitudinal: ILSAM.
Dada la presion infectiva del ambiente, es necesario introducir un tratamiento de
descontaminacién en el sentido de la Triada de Wilson.
Simultdneamente, es preciso informar y, si es necesario, tranquilizar al consumidor,
explicdndole que ninguno de los procesos aplicados al producto puede daiiar la salud.

Paso III  Redaccidn de un cddigo de buenas pricticas de fabricacién, almacenamiento, distribucién
y preparacion culinaria: BPF.
Es preferible incluir en las BPF recomendaciones analiticas para:
- Comprobacién de las lineas de producciéon mediante métodos casi “a tiempo real”
(inmediatos).
- Monitorizacién del producto final con métodos rapidos.
Estas determinaciones son para rectificar tan rdpidamente como se pueda deficiencias en
las BPF producidas a pesar de las instrucciones y formacién disponibles.
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FIG. 2. Efecto de la introduccién de los Cédigos de Buenas Précticas (BPFD) sobre el nivel y tipo de
colonizacién de ios alimentos. '

empleo préctico. Lo ideal seria un método instrumental “a tiempo real”: instantaneo. El factor limitante
en este sentido es que para la deteccién de microorganismos hace falta un niimero de células de al menos
10%, pero en general muy superior. Consiguientemente, se llevan a cabo de modo sistemético amplias
tomas de muestras para el control de superficies y un muestreo en alimentos de por lo menos 25 g.
Ademds, se realizan procedimientos de concentracién por centrifugacion de sobremesa (30), 0 mas
sofisticados, por inmunoadsorcién (6, 7), seguida de la extraccién de los microorganismos buscados.

En esta estrategia no es posible detectar varios microorganismos patégenos. Ademds, no es
necesario, dado que siguiendo la politica ATCA los agentes patégenos serdn eliminados de forma
metddica en el paso II (Tabla 1). Una estimacion de una poblacién microbiana llamada marcadora (26)
se presta admirablemente al objetivo. No hay necesidad de distinguir las especies dentro de grupos de
microorganismos bien seleccionados en atencién a su caricter ecoldgico (26).
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Comprobacién de la calidad higiénica de los alimentos por deteccion de varios grupos de
Enterobacteriaceae

Historia

De forma independiente, el médico militar austriaco Schardinger (40) y el profesor Smith, de los
Estados Unidos (43), sugirieron examinar las aguas potables en busca de Escherichia coli, bacteria
predominante en el intestino humano. Detectar Salmonella typhi o Vibrio cholerae era una empresa muy
dificil en aquel tiempo. Asi se introdujo en higiene de los alimentos el principio de la deteccién de un
marcador: organismo similar al patégeno buscado, pero mds abundante en el alimento 0 agua sospechosos.
La idea se basa en la procedencia fecal y otros caracteres comunes de E. coli y de los microorganismos
patégenos entéricos. Mds tarde, se introdujo la vigilancia de la calidad sanitaria de los moluscos de
consumo en crudo por la determinacién de la presencia o ausencia (ensayo “P-A”) de E. coli (3).

En los aifios 20, se inici6 el empleo del grupo de bacterias coli-aerogenes en Inglaterra y coliformes
en los Estados Unidos, que incluye, ademds de E. coli, muchas otras bacterias fermentadoras de la
lactosa, como marcadores de la calidad sanitaria de la leche pasteurizada y de los helados (41, 46). En
la taxonomia moderna, el grupo coli-aerogenes comprende Butiauxella agrestis, Citrobacter spp.,
Enterobacter aerogenes, Ent. cloacae, Ent. sakazaki, Erwinia spp., Klebsiella oxitoca, K. pneumoniae,
K. terrigena, asi como Serratia fonticola (19). Casi todas las bacterias del grupo coli-acrogenes, con la
excepcion de E. coli, son de origen vegetal y ambiental y no de procedencia fecal. Sin embargo, la
prictica de su deteccion es legitima, basdndose en la llamada triada de Wilson, que se aplica a los
alimentos procesados. Se trata de una intervencién preventiva que manifiesta tres efectos: (i) una
pasteurizacion adecuada, que eliminaria las pocas Enterobacteriaceae presentes en un alimento de buena
calidad crudo; (ii) un envasado correcto, que deberia evitar la recontaminacion del producto por
Enterobacteriaceae y otras bacterias de procedencia ambiental de la fabrica; y (iii) el almacenamiento,
distribucién y venta de un producto apto para la colonizacidn, a temperaturas menores de 7°C lo que
deberia impedir el desarrollo de marcadores, dado que estos microorganismos son meséfilos (31).

Finalmente, en los afios 50, el grupo completo de las Enterobacteriaceae fue sugerido de modo
independiente por Seeliger (41) para los productos lacteos, también procesados, y por Henriksen (10)
para el control de las aguas cloradas, partiendo de nuevo de la triada de Wilson. Segiin estos autores, no
es aconsejable limitar las pruebas de salubridad a las especies lactosas positivas del grupo
Enterobacteriaceae, en otras palabras, la seleccién coli-aerogenes, por cuatro razones: (i) el grupo
Enterobacteriaceae estd bien definido, mientras que los coliformes no lo estdn, lo que ocasiona
discrepancias en losresultados cuando se aplica la deteccién de los coliformes en diferentes laboratorios;
(ii) unensayo paralas Enterobacteriaceae lactosa positivas inicamente da datos falsamente tranquilizadores
cuando predomina en las lactosas negativas, hecho no insélito en algunos productos comercializados,
como demuestran los datos de 1a Tabla 2; (iii) en términos mds generales, la sensibilidad de la prueba
se reduce, por su limitacién a las lactosas positivas, y (iv) es poco ldgico excluir las Enterobacteriaceae
lactosas negativas, dado que éstas incluyen las enteropatdgenas de vital importancia. Extrafia que pocos
vieran claro, este principio rector, presumiblemente por no tener en cuenta la ecologia microbiana de los
alimentos.
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Avances en la aplicacion de las Enterobacteriaceae a partir de los anos 1970

La 6ptica moderna de la microbiologia de los alimentos puede permitir progresos importantes en
la utilizacién de estos marcadores. Entre ellos, sefialamos los siguientes:

Principios ecolégicos. Es imprescindible una distincion clara de los objetivos de las pruebas para
evitar que alguien se niegue a utilizar marcadores por falta de definiciones exactas. Los llamados indices
avisan de la posible presencia simultdnea de microorganismos patdgenos ecolégicamente relacionados:
eltestclasico de Schardinger-Smith, ya sefialado. Distintaes la aplicacién de los indicadores, introducidos
para poner de manifiesto deficiencias, en términos de la triada de Wilson, de la calidad microbiolégica
de productos procesados, y que fueron implantados como método operatorio simple de comprobacion de
productos licteos, y mas tarde, ovoproductos pasteurizados, con el fin de la eliminacién segura de
Salmonella enteritidis, etc. (13).

Delorigen fecalde E. coli se concluye que es el marcador ideal en el andlisis de los alimentos crudos.
Encambio, sien estos productos se encuentra el grupo coli-aerogenes o las Enterobacteriaceae, no puede
inferirse una contaminacién de origen fecal ni que han podido llegar microorganismos patogenos de
procedencia entérica.

Aspectos analiticos fundamentales. En los afios 2000 serd posible la deteccion directa de casi todos
los agentes patdgenos entéricos (32). No obstante, ademds de aislar los patégenos concretos, seguirdn
siendo necesarias pruebas de marcadores por tresrazones: (i) la fuerte estratificacion de los microorganismos
patégenos en lamayoria de alimentos y la falta de fiabilidad de las técnicas de aislamiento en salmonelas,
virus y protozoos son la causa del fallo en la deteccidn de patégenos; (ii) la deteccién de patégenos por

TABLA 2. Niveles de coliformes y Enterobacteriaceae en alimentos perecederos a menudo
implicados en brotes de enterobacteriosis transmitidas por los alimentos

N de muestras Unidades formadoras
Alimento examinadas de colonias (ufc) pormlo g
Coliformes Enterobacteriaceae
Helado de frutas 7 1,8 1,8
Helado de vainilla 28 1,1 1,8
Ensalada de carne 49 2.9 3,1
Ensalada de huevo 10 2,1 2,9
Ensalada de pescado y verduras 10 2,5 33
Total 104

Recuentos medios 2,1 2,6
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laboratorios ne especializados produce resultados de valor problematico, lo cual incita a abandonar esas
determinaciones; (iii) ain cuando no se detecte ningiin agente patégeno en una muestra, este resultado
tinicamente tiene significado para la alicuota examinada y no para el lote o partida de alimentos. Por el
contrario, si se pone de manifiesto de forma repetida la “ausencia” de marcadores —determinada por
métodos operatorios cuidadosamente elaborados y codificados (14,27,40,45)—enuna serie de muestras
sucesivas, la probabilidad de que tales productos puedan contener una contaminacion peligrosa es casi
nula ;Qué tranquilidad, tanto para los consumidores como para las industrias de alimentos!

Evaluacion del valor informativo de marcadores en el cuadro de analisis de riesgos. El valor
delosindices comotestimonio de la presencia de patdgenos debe basarse en la utilizacion de los llamados
factores épsilon, determinantes ecoldgicos que relacionan el nimero de ufc del marcador y la cuantia de
un patégeno concreto (51). Si exceptuamos las salmonelas, existen pocos datos sobre los factores épsilon
y llevard mucho tiempo obtener tales valores. Los datos disponibles, como era de esperar, varian
ampliamente para los distintos agentes y los diferentes alimentos desde 10? a 108. El anlisis del riesgo
debe intentar la estimacion de los valores mas altos que pueden encontrarse en el alimento en el momento
de su ingestion y, por lo tanto, se recurre al valor minimo del factor €psilon (“worst case analysis™), es
decir del orden de 102

Los datos obtenidos en la prictica diaria para factores épsilon, ufc de Enterobacteriaceae/ufc de
Salmonella, se han reunido en la Tabla 3 (51). Estos datos constituyen un refinamiento de los ensayos
de Enterobacteriaceae, es decir la diferenciacion de las bacterias mesodfilas y psicrotrofas frente a las
termotrofas (28). Ni que decir tiene que unarelacion entre ufc de Salmonella y ufc de Enterobacteriaceae
se observa ante todo para los géneros termotrofos, dado que las salmonelas crecen bien a temperaturas
de 42°C y superiores (56). Los datos reunidos en la Tabla 4 ilustran el aumento de las ufc en
Enterobacteriaceae psicrotrofas cuando se conserva la carne fresca, mientras que los patégenos
termotrofos se estabilizan (56). Los resultados obtenidos por Cox, que se recogen en la Tabla 5, respaldan
la posibilidad de aplicar grupos en Enterobacteriaceae bien seleccionados como indices de la condicién
paucibacteriana del ambiente de la industria alimentaria —fuente primaria de contaminacién de los
productos finales (31)—. Los valores de épsilon para varios productos de origen animal reflejan ademas
el estado de las contaminaciones, dependiendo del tipo de producto crudo: los factores épsilon a 42°C
son los mds altos, es decir la contaminacién por salmonelas los mds bajos, para carne de vacuno y
minimos para pollo, con valores medios para cerdo y huevos.

Ensayo simple, evitando contaminacion de las industrias. La deteccién de Enterobacteriaceae
como indicadores ha sido introducida en muchas industrias para sefialar, en la fase temprana, un indice
del nivel aceptable de contaminacién (Fig. 3) (17, 35, 37). Este progreso tropezd, sin embargo, con el
problema de que el enriquecimiento de las Enterobacteriaceae puede llevar concentraciones de
enteropatdgenos, lo que preocupa a las industrias de alimentos —a pesar de las medidas de asepsia
observadas por los analistas—. Para resolver este problema, introdujimos en los afios 60 un ensayo
basado en el cultivo de una suspensién revitalizada del producto en frascos cerrados con tapén de rosca
equipado con unamembrana flexible similar a 1a utilizada para transfusiones. Después de un tratamiento
derevitalizacién de unas dos horas en caldo cerebro corazon (52) se trasvasa en estos frascos con el medio
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TABLA 3. Factores € ¢ en diversos tipos de alimentos

log,, ufc log,,
Enterobacteriaceae NMP, ¢! factore
30°C 37°C 42°C Salmonella 30°C 37°C 42°C
Carne cruda picada de vacuno®
5,7 39 3.1 0,04 7,1 5.3 4,5
5.4 4,6 42 0,23 7.8 6,6 49
5.8 5,6 4,3 0,09 7,2 7.1 53
6,5 6,5 4,7 0,23 7,1 7.1 53
6,7 6,1 4,8 0,23 7.8 6,7 54
Media 7.4 6,6 5.1
Carne cruda picada de cerdo®
3,6 32 2,7 0,04 5,0 4,6 4,1
42 42 32 0,09 53 5.3 4,1
5,3 4.4 34 0,23 59 5,0 4.1
6,2 5.9 43 0,23 6,8 6.5 5.3
Media 5.8 54 4.4

Yema de huevo en polvo antes del procesado en cdmara caliente

39 39 33 0,09 4,6 4,1 3,6
3,6 3,6 35 0,09 4,5 4,0 4,5
4,5 44 39 0,23 5,5 5,4 5,0
Media 49 4,5 4.4

Carne de pollo cruda

3,0 2,0 2,0 0,23 3,6 2,6 2,6
3,0 3,0 23 0,09 44 4.4 34
4,7 4,0 2.8 0,04 5.8 5.1 4,2
4,7 4,0 2,8 0,09 5,7 5,0 3.8
43 3.3 29 0,23 4,9 3.9 35
6,1 5,0 3,0 0,21 6,7 5,7 3,7
4,7 4.4 44 0,23 53 5,0 5,0
Media 52 4,5 3,7

“Se examinaron alicuotas de 10, 1y 0,1 g por triplicado por el procedimiento de enriquecimiento a 43°C de
Vassiliadis.
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Mac Conkey pirpura a base de glucosa, templado a 30°C. Si se encuentran Enterobacteriaceae en la
muestra, normalmente se produce gas, que se manifiesta por hinchamiento de la membrana, o por lo
menos acidificacion del medio, lo que se deduce por el cambio de color hasta el amarillo (4). Después
de unas 18 horas de incubacion, se descartan tanto los frascos positivos como los negativos por
pasteurizacién durante 30 minutos en un bafio Maria con agua hirviendo.

Necesidad de otros marcadores en ciertas circunstancias

Frente a ciertos factores adversos, extrinsecos, intrinsecos e implicitos (20), la resistencia de las
Enterobacteriaceae es, a menudo inferior a la de los patégenos mis resistentes. Esto se aplica a ciertas
bacterias Gram-positivas (12), pero ante todoalos virus (9). El papel de los Enterococcus spp., representado
en la Fig. 4, ha sido bien establecido (25). Pero, aiin estos marcadores resistentes son, a menudo, en

TABLA 4. Efecto de la conservacién en refrigeracién y del picado de la carne fresca en las
diferencias en los recuentos de colonias de Enterobacteriaceae a 37°C y a 42°C

log.ufc Ent 37°C

210

log,, ufc Ent 42°C
En el matadero
Carne de canal (n = 10) 0,1+£0,0
En la venta al por menor
Cortes tamafio consumidor (n = 10) 0,6+02
Carne picada (n = 10) 1,8+0,2

TABLA 5. Distribucién de las Enterobacteriaceae y de Salmonella spp. en muestras ambientales
tomadas en una fabrica de leche en polvo*

Enterobacteriaceae (ufc g) Salmonella + vasen 50g, %
<2 0.5
2-100 0.9
100-500 8,7
>500 9,0

“Datos de Cox (1978), citado por Stadhouders et al. (44).
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log1g ufc/g

90 semanas

FIG. 3. Transcurso de la contaminacién de un alimento procesado por Enterbacteriaceae durante 2 afios. La
columna de la derecha representa el concepto seméaforo con sus tres zonas: verde = inferior al nivel aceptable
(AQL); naranja = zona entre AQL y “alert level”: rojo = zona de alarma.

ciertos biotopos, mds fragiles que determinados virus entéricos (9). Para resolver este problema, se
introdujo la aplicacién de bacteriéfagos particulares: de E. coli (2, 34) y de Bacteroides fragilis (20),
seleccionados con apoyo cuidadoso de la ecologia microbiana.

Un dltimo marcador clasico es el grupo de esporas de Clostridium spp. Nuevamente, si se elige
prestando atencién a pardmetros ecoldgicos, el grupo total puede dar buenos resultados en la evaluacién
de la calidad higiénica de aguas, mariscos y otros productos (5, 21). Con ayuda de los factores épsilon,
puede estimarse, por ejemplo, la probabilidad de presencia, y por lo tanto, la ingestién, de especies
patégenas del género (53).
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Summary

Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) is an intestinal pathogen causing enteritis, with a similar
pathogenic mechanism to that of Shigella, which causes an epithelial invasion of the large bowel leading
to inflammation and ulceration of the mucosa. The patients often develop the symptoms of bacillary
dysentery. The EIEC strains are atypical in their biochemical reactions and may ferment lactose late or
not at all, are lysine decarboxilase negative, and non motile. In addition, most EIEC strains express
somatic antigens which are either strongly related or identical to Shigella antigens. EIEC invasion is
mediated by a large plasmid (140 MDa) coding for the production of several outer membrane proteins
involved in invasiveness. These strains have been isolated with some regularity in South America, the
Extreme Orient, and Eastern Europe. In Spain the incidence of enteroinvasive E. coli is extraordinarily
low (0.2%), the serogroup 0124 being the most frequently isolated. EIEC enteritis has been associated
to sporadic cases occurring in travellers. Occasional outbreaks related to ingestion of contaminated water
or food and person to person have been reported.

Key words: Escherichia coli, enteroinvasive, food, epidemiology

Resumen

Las cepas enteroinvasivas de Escherichia coli (ECEI) constituyen un grupo de microorganismos
que produce enteritis por un mecanismo semejante, si no idéntico, al de Shigella, ya que invaden las

* Correspondencia: Guillem Prats. Servei de Microbiologia. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
Av. Sant Antoni M. Claret, 167. 08025 Barcelona. Tel.: 93-2919071. Fax: 93-2919070.
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células del intestino grueso dando lugar a diarrea sanguinolenta, caracteristica de la disenteria bacilar.
ECEI presentan caracteristicas bioquimicas muy parecidas a las de Shigella, son poco sacaroliticas y
carecen de lisina descarboxilasa. Son, ademas, inmdviles. Por otra parte, algunos antigenos somaticos
de los serogrupos invasores muestran reacciones cruzadas con los antigenos de Shigella y, en algunos
casos, existe absoluta identidad. La patogenicidad de estos microorganismos estd relacionada con la
presencia de un plasmido de alto peso molecular (140 MDa), que codifica proteinas de la membrana
externa, que favorecen la endocitosis de las bacterias. La incidencia de ECEI es significativa en América
del sur, Extremo Oriente y Europa oriental donde se aislan con relativa frecuencia. Su incidencia en
Espaiia es extraordinariamente baja (0,2%), siendo el serogrupo O124 el que se aisla con més frecuencia.
Sudistribucién epidemioldgicano se conoce bien, aunque se haasociadoa casos esporadicos autéctonos,
tanto en nifios como en adultos, a diarrea del viajero y a brotes epidémicos producidos generalmente al
ingerir agua o alimentos contaminados.

Introduccion

Aunque Escherichia coli forma parte de la flora normal del intestino de los animales homotermos,
algunas cepas son patdgenas y pueden causar enteritis al hombre y a los animales. En los tltimos afios
se han realizado numerosos estudios sobre E. coli, orientados a diferenciar las cepas comensales de las
patdgenas y a precisar los mecanismos de patogenicidad.

Actualmente las cepas de E. coli capaces de producir enteritis se engloban en cuatro grupos, que son:
E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enterohemorragica (ECEH), E. coli enteroinvasiva (ECEI) y un
grupo cuya patogenicidad se correlaciona con la produccidn de alteraciones sobre las microvellosidades
del intestino (12, 13).

Estos grupos de E. coli poseen caracteristicas propias que los diferencian entre si, tanto respecto a
los factores de virulencia especificos que contribuyen a su patogenicidad, como a los antigenos de
superficie, estableciéndose un cierto grado de correlacién de los patogrupos con los serogrupos y mas
estrechamente con los serotipos.

Se ha observado que en un grupo con el mismo mecanismo patogénico, unas cepas son patégenas
para el hombre y otras de otros serotipos diferentes 1o son para los animales. No se conoce con exactitud,
aparte de las diferencias en la adhesién, las razones de este hecho (22). De todas formas, las cepas con
mecanismo enteroinvasivo aisladas sélo producen patologia en el hombre.

Escherichia coli enteroinvasiva

Las cepas enteroinvasivas de E. coli constituyen un grupo causante de enteritis por un mecanismo
invasor semejante, si no idéntico, al de Shigella.

En 1947 Ewing y Gravatii (7) publicaron el aislamiento de un bacilo Gram-negativo, al que
denominaron “paracolon bacillus”, con estructura antigénicaidénticaaS. dysenteriae 3,en pacientes con
enteritis con perfil clinico de disenteria bacilar y de manipuladores de alimentos, que posteriormente fue
catalogado como E. coli del serogrupo 0124,
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Piechaud y Szturm-Rubinstein describen posteriormente algunas cepas denominadas “intermedias”
o parashigellas, con caracteres bioquimicos intermedios entre E. coli y Shigella, aisladas de pacientes
con diarrea. Las semejanzas fenotipicas entre ambos géneros son conocidas desde hace tiempo. Los
trabajos de Brenner han permitido mostrar la homologia genética entre ambos, de modo que constituyen,
desde este punto de vista, un grupo homogéneo. Se mantienen los dos géneros por razones practicas de
bacteriologia médica.

Ogawa et al., en 1968 (21), establecieron que algunas cepas de E. coli tenfan capacidad de invadir
el intestino grueso y causar disenteria bacilar similar a la producida por Shigella dysenteriae. Dupont et
al., en 1971 (4), estudiaron el mecanismo patogénico de cepas de E. coli de los serogrupos 0124, 0143
y O144 al ser administradas a cobayas y conejos, y comprobaron que estos serotipos penetraban en las
células epiteliales del intestino grueso y causaban ulceraciones, sin que en dicho proceso participasen
toxinas exocelulares. Ademas, al realizar experiencias con voluntarios humanos, comprobaron que estas
cepas se multiplicaban e invadian las células del intestino grueso, dando lugar a diarrea acuosa, con moco
y sangre, acompafiada, a veces, de tenesmo rectal, dolor célico abdominal, fiebre y afectacién del estado
general. Hasta el momento, se han descrito cepas de ECEI en los siguientes serogrupos: O28ac, 029,
042,0112ac, 0121,0124, 0136,0143,0144, 0152, 0164, 0167, y un nuevo serotipo, denominado
provisionalmente MG (5, 12, 17, 25).

Las ECEI presentan caracteristicas bioquimicas y antigénicas muy parecidas a Shigella, ya que
generalmente no fermentan o producen una fermentacién tardia de la lactosa, no descarboxilan la lisina
y son inmdviles. Ademds, algunos de los antigenos somaticos de estos serogrupos muestran reacciones
cruzadas con los antigenos de Shigella, y en algunos casos existe absoluta identidad. Asi, los antigenos
028ac, O112ac, 0124, 0143 y 0144 de E. coli son idénticos 0 muy similares a los de S. boydii 13,
S.dysenteriae2,S.dysenteriae3,S. boydii 8 y S. dysenteriae 10, respectivamente. Por todo ello, los ECEIL
se pueden confundir ficilmente con cepas de Shigella, si no se realizan las pruebas adecuadas para su
identificacién, fundamentalmente acetato, mucato y citrato de Christensen (5).

Para evaluar la capacidad enteroinvasivade E. coli, se han desarrollado técnicas in vitro utilizando
células HeLa (18) y HEp-2 (3), asi como técnicas de hibridacién del DNA, empleando secuencias de los
genes relacionados con la invasion (8). No obstante, la prueba de referencia para la determinacién de la
enteroinvasividad de E. coli y Shigella es ain la desarrollada por Serény en 1955 (27), que estudia la
capacidad de las cepas de producir una queratoconjuntivitis en el ojo de la cobaya.

Lacomplejidad de estas pruebas (Serény, HeLa) para detectar la capacidad enteroinvasivade E. coli
ha conducido al estudio de caracteres fenotipicos propios de las cepas que permitan seleccionarlas con
facilidad. Algunos de los trabajos a este respecto son los publicado por Toledo y Trabulsien 1980y 1983
(29, 31). Estos autores encontraron 137 cepas ECEI positivas en la prueba de Serény, de un total de 325
cepas de E. coli que no descarboxilaban la lisina. Ademds, examinaron 1100 cepas de E. coli que
descarboxilaban la lisina, comprobando que ninguna era capaz de dar una prueba de Serény positiva. Un
antisuero polivalente, que inclufa en su composicién anticuerpos contra los grupos mas frecuentes de
ECEIL aglutinaba las 137 cepas que resultaron positivas en la prueba de Serény, mientras que dicho
antisuero no reaccion6 con 695 de las 710 cepas no enteroinvasivas. Segiin estos resultados, las ECEI
podrian ser detectadas mediante la aglutinaci6n de las cepas carentes de actividad lisina descarboxilasa.
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Patogenicidad

Al entrar la ECEI en contacto con el epitelio intestinal, destruye el borde ciliado y penetra en las
células. El tipo de diarrea que produce es sanguinolenta, febril, y afecta por igual a nifios y a adultos. En
la mayoria de los casos la diarrea cede a los 5-7 dias, aunque puede durar 2 0 mis semanas.

Sansonetti et al., demostraron que la capacidad invasiva de E. coli estd relacionada con la presencia
de un plasmido no conjugativo de peso molecular elevado. Este pldsmido de virulencia, que en las ECEI
es de 140 MDa, muestra puntos de corte para varias endonucleasas de restriccion, diferentes a los
observados en los plasmidos de virulencia de las distintas cepas de Shigella. Por el contrario, cuando se
utilizan técnicas de hibridacién, se observa que el DNA de ambos pldsmidos posee amplias zonas de
homologia (1). Esta homologia sugiere que probablemente hayan derivado de una molécula comiin y que
su evolucién ha conducido a modificaciones limitadas que afectan las pautas de restriccién, aunque se
ha conservado la homologia global. Hale et al. (9), tras lograr la expresion de los plasmidos de virulencia
de las ECEI en sistemas de minicélulas, llegaron a la conclusién de que codifican proteinas de la
membrana externa que les permite interactuar con los receptores de las células intestinales.

Posteriormente, se ha demostrado que los genes ipaB, ipaC, ipaD e ipaA, localizados en el
plasmido de virulencia, juegan un papel muy importénte en el proceso de invasividad de estas cepas,
aunque su funcién exacta no esta clara. Probablemente la ejercen a través de la codificacion de las
proteinas de membrana externa (2). La perdida del plasmido, o la delecién en estos genes, suprime la
invasividad y, por tanto, las transforma en no virulentas. Recientemente se ha identificado un nuevo
gen, ipaH, con copias localizadas tanto en el plasmido de virulencia comoen el cromosoma, que no forma
parte del grupo ipaBCAD. Este gen no estd implicado en la invasividad de las cepas, pero es especifico
de ECEl y Shigella, por lo que permite la identificacién de estos microorganismos. El estudio del gen
ipaH y los genes ipaBCAD puede utilizarse para la identificacion y determinacién de la virulencia de
ECEl y Shigella (28).

La patogenicidad también depende de la presencia del antigeno somdtico (O), por lo que la
virulencia de las cepas ECEI es de dependencia poligénica.

Aprovechando que el pldsmido de virulencia codifica proteinas que se localizan en la membrana
externa, que no se hallan en cepas no invasivas, Pal et al., pusieron a punto una prueba de
enzimoinmunoandlisis para la deteccion de este antigeno proteico. Es una prueba sencilla que evita la
necesidad de los experimentos de infeccidn sobre lineas celulares y cobayas (23).

Actualmente, se han descrito técnicas de PCR para la deteccién de estas cepas (28).

Epidemiologia

Laincidencia de ECEI como agente productor de enteritis es relativamente baja y, como se hadicho,
afecta por igual a nifios y a adultos. En los estudios sobre la presencia de ECEI en casos esporadicos de
diarrea se ha observado su baja incidencia. Constituyen excepcion América del sur, Extremo Oriente y
Europa oriental, donde se aislan con relativa frecuencia, alcanzando tasas de incidencia que oscilan entre
el3%yel20% (30, 32). En Espaiia, Pumarola et al. (24), en un estudio retrospectivo donde se analizaron
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843 cepasdeE. coli de pacientes con diarrea, detectaron unaincidencia de ECEI del 0,2%, correspondiente
al serogrupo O124. Mirelis et al. (19) describieron un caso esporddico causado por el serogrupo O28ac.

ECEI tiene como tnico reservorio al hombre, por tanto la trasmision es directa o a través de
alimentos o agua contaminada (22). Su distribucién epidemiolégica no se conoce muy bien y, aunque
se ha asociado a casos esporddicos como consecuencia de diarrea del viajero, también se han detectado
brotes epidémicos producidos al ingerir agua o alimentos contaminados. Tal es ¢l caso de los brotes
ocurridos en EE. UU., por un queso de tipo Camembert contaminado por E. coli 0124 (14), en Hungria,
por agua contaminada de la que se aislé E. coli O124 (11), en Checoslovaquia, en una pensién, por
E. coli 0164 (20), y en Australia en una guarderia (26). Asi mismo, Harris et al. (10), en 1981, han
descrito brotes causados por ECEI por transmision directa, producidos por E. coli 0124 en una escuela
para deficientes mentales, lo cual confirma la capacidad de transmisién directa, de la que se habia dudado
al sospecharse una elevada dosis infectiva.

En nuestro pafs, se han descrito dos brotes causados por ECEI, uno de tipo familiar, ocurrido en
Sabadell y causado por E. coli 0124 (6), y otro hidrico, producido en Calella, también por E. coli
0124 (15).

Los marcadores més utilizados para el seguimiento de las epidemias y la determinacién del caracter
clonal de estas cepas han sido el serotipo, el biotipo y el antibiotipo.

En la actualidad, el empleo de marcadores genéticos tales como el perfil plasmidico, el ribotipado
y el estudio del polimorfismo de los fragmentos de restriccién mediante electroforesis en campo pulsado,
tantoen E. coli comoen otros microorganismos, han mostrado una mayor sensibilidad y reproducibilidad
al compararlos con los marcadores fenotipicos tradicionales (16).
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Summary

Toxigenic Escherichia coli of human and animal origin have been classified into three categories:
enterotoxigenic E. coli (ETEC), verotoxigenic E. coli (VTEC), and necrotoxigenic E. coli INTEC). ETEC
are a major cause of infant diarrhoea in less-developed countries and frequently cause colibacillosis in
domestic animals. Human ETEC strains may synthesize LT-I and/or STa enterotoxins and they may
possess the colonization factors CFA/I to CFA/IV; porcine strains synthesize LT-I, STa and/or STb, and
possess the colonization antigens K88, P987, K99 or F41; and bovine strains are usually STa producers
harbouring on the bacterial surface K99 or F41 colonization factors. There is a high host-specificity,
because of that ETEC from animals are not pathogen for humans. VTEC strains may produce three
mainly types of verotoxins (VT1, VT2, VT2vpl) thatare functionally and structurally related to the shiga
toxin. The VTEC of human and bovine origins produce VT1, VT2 or both, whereas VT2vp1 is elaborated
by E. coli that cause edema disease in swine. The VTEC strains belonging mainly to serotypes O157:H7
or H-, 026:H11 and O111:H-, are now considered to be the major cause of two human syndromes of
hitherto unknow cause: hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome. Most outbreaks of VTEC
infection occurred in USA, Canada and United Kingdom during the last ten years and have been linked
to consumption of undercooked ground beef, and, to alesser extent, to the drinking of unpasteurised milk.
Thus, the principal reservoir of VTEC is the intestinal tract of cattle. By contrast, it is presumed that
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Veterinaria. Universidade de Santiago de Compostela. 27002 Lugo. Tel.: 982-252231.
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human beings are the major reservoir of ETEC, and that contaminated water is a principal vehicle for
transmission of ETEC infections. NTEC strains are able to elaborate two types of cytotoxic necrotizing
factors (CNF1 and CNF2). Strains of human origin usually produce CNF1, whereas bovine NTEC generally
synthesize CNF2. NTEC strains are not responsible for food-associated outbreaks of gastroenteritis, but
CNF1 and CNF2 are very good markers of the source of food contamination.

Key words: Escherichia coli, enteropathogenic, enterotoxins, verotoxins, necrotoxins

Resumen

Las Escherichia coli toxigénicas de origen humano y animal se clasifican en tres categorias:
enterotoxigénicas (ECET), verotoxigénicas (ECVT) y necrotoxigénicas (ECNT). LasECET son lacausa
principal de diarrea infantil en los paises en vias de desarrollo y frecuentemente son responsables de
colibacilosis en las explotaciones ganaderas. Las cepas humanas sintetizan las enterotoxinas LT-I y/o
STa y poseen los factores de colonizacién CFA/I a CFA/IV; las porcinas sintetizan LT-1, STao STb y
expresan los antigenos de colonizacién K88, P987, K99 o F41; mientras que las bovinas producen la
enterotoxina STa y llevan K99 o F41. Existe una alta especificidad de huésped, no siendo las ECET de
origen animal patgenas para los seres humanos. Por su parte, las ECVT producen tres tipos principales
de verotoxinas (VT1, VT2, VT2vpl), que estan estructural y funcionalmente relacionadas con la toxina
shiga. Las ECVT de origen humano y bovino sintetizan VT1, VT2 o ambas, mientras que VI2vpl es
elaborada por las cepas porcinas responsables de la enfermedad edematosa. Las ECVT, principalmente
delosserotipos O157:H7 0 H-,026:H11yO111:H-, son consideradas en la actualidad la principal causa
de dos importantes sindromes que afectan a los seres humanos: la colitis hemorragica y el sindrome
urémico hemolitico. En los iltimos diez afios se han producido numerosos brotes de colitis hemorragica
en EE. UU., Canad4 y el Reino Unido. La mayoria de los brotes fueron causados por el consumo de
hamburguesas elaboradas con carne de vacuno poco cocinada o de leche fresca sin pasteurizar, por lo
que secree que el tracto intestinal del ganado bovino funcionacomoreservorio de lasECVT. En contraste,
los seres humanos actian como reservorio de las ECET y el agua contaminada es el principal vehiculo
de transmisi6n de las infecciones causadas por las E. coli productoras de enterotoxinas. Las ECNT
pueden elaborar dos tipos de factores necrosantes citotéxicos (CNF1 y CNF2). No obstante, las cepas
de origen humano sintetizan CNF 1, mientras que las bovinas producen CNF2. Este tercer tipo de E. coli
no causan gastroenteritis de origen alimentario, pero, como se deduce de los resultados obtenidos en este
estudio, funcionan como excelentes marcadores del origen de la contaminacién microbiana de los
alimentos.

Introduccion

Las Escherichia coli productoras de toxinas se clasifican en tres categorias: E. coli enterotoxigénicas
(ECET), E. coli verotoxigénicas (ECVT) y E. coli necrotoxigénicas (ECNT). Las cepas de estas tres
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categorias presentan caracteristicas especificas que las distinguen, ya que pertenecen a distintos serotipos,
poseen diferentes factores de virulencia y se asocian con patologias concretas (18, 40). En la primera
parte de este articulo hemos realizado una revision sobre la patogénesis y epidemiologia de estos tres
grupos de E. coli toxigénicas. En la segunda parte presentamos los resultados de un estudio donde hemos
investigado la presencia de E. coli toxigénicas en alimentos.

Escherichia coli enterotoxigénicas (ECET)

LasE. coli enterotoxigénicas son consideradasen laactualidad, junto conlasE. coli enteropatogénicas
(ECEP) y los rotavirus, los patdgenos que con mayor frecuencia causan gastroenteritis infantil, diarrea
colérica y diarrea del viajero en paises con condiciones higiénico-sanitarias deficientes. En los estudios
realizados en Asia, Africa e Iberoamérica, las ECET se aislan de entre el 10% y el 50% de los pacientes
con diarrea (36, 42, 48). En los paises desarrollados, las ECET son aisladas muy raramente de casos
esporadicos de diarrea. La tasa de incidencia oscila entre €l 0% y el 4%. No obstante, deben controlarse,
yaque han provocado varios brotes que han afectado tanto a nifios como aadultos (7,34). Agua y alimentos
contaminados han sido considerados los vehiculos transmisores en la mayoria de los brotes que han afectado
a adultos; brotes en los que se cree que han desempefiado un papel importante los manipuladores de
alimentos. La mayoria de los brotes que afectaron a bebés tuvieron lugar en salas de pediatria de los
hospitales y en guarderias infantiles. Aunque en algunos de estos brotes la via de transmisién fueran los
biberones contaminados, el modo de contagio mas comiin fue por contacto persona—persona (33). Secree
que larazén de que las ECET causen diarrea principalmente en paises poco desarrollados es que estas
bacterias, al igual que Vibrio cholerae, para llegar a desencadenar la deshidratacién deben ser ingeridas
en dosis elevadas, de 10® a 10%. Naturalmente, para que estas dosis se alcancen, las condiciones
higiénico-sanitarias tienen que ser muy deficientes. En animales domésticos, las colibacilosis causadas
por las ECET son muy frecuentes, afectan fundamentalmente a animales de pocos dias de edad y recién
destetados, y ocasionan importantes pérdidas econdmicas en las explotaciones de ganado porcino y
bovino (18, 41, 51, 67).

Las ETEC pueden sintetizar enterotoxinas termolabiles (LT-I y LT-II) y/o termoestables (STa y
STb). Las enterotoxinas termoldbiles son proteinas de elevado peso molecular (85.000 a 87.000 Da),
constituidas por una subunidad A y cinco subunidades B, mientras que las termoestables son pequefios
polipéptidos de 1900 a 5000 Da. Las enterotoxinas actian incrementando la concentracién de adenosin
o guanosin monofosfato ciclico en los enterocitos, lo que provoca una fuerte salida de agua y electrolitos
al lumen intestinal (10, 40, 59). Pero para que una ETEC pueda causar diarrea, ademds de sintetizar
enterotoxinas debe poseer un factor de colonizacién que le permita adherirse y colonizar el epitelio del
intestino delgado, evitando con ello la accién de lavado mecénico ejercido por el peristaltismo intestinal.
La adherencia de las ECET es debida a la presencia de unos filamentos proteicos (100 a 1000) que se
proyectan a lo largo de toda la superficie de las bacterias. Dichos filamentos consisten en estructuras
fimbriales rigidas o fibrilares flexibles constituidas por unas 1000 subunidades estructurales repetitivas,
y unas pocas subunidades funcionales, entre las que se encuentran las responsables de la adhesion
(10, 51). Tanto las enterotoxinas como los factores de colonizacién de las ECET se encuentran
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codificados en genes plasmidicos (53). Las ECET de origen humano y animal producen enterotoxinas
similares, pero presentan diferentes factores de colonizacién que son losresponsables de laespecificidad
de huésped existente, es decir, que las ECET de origen animal no puedan causar infecciones en seres
humanos, y viceversa. Asi, las de origen humano expresan los factores de colonizacién CFA/I, CFA/II,
CFA/IIl y CFA/IV; las de origen porcino los antigenos K88, P987, K99 y F41; y las que causan diarrea
enterneros el K99 yel F41(10, 18,41,47,51). Ademas las ECET de origen humano y animal pertenecen
a serotipos O:K:H totalmente diferentes (10, 18).

En nuestros estudios, hemos aislado ECET en una baja (3,2 %), pero significativa, proporcién de los
casos esporddicos de diarrea infantil en Galicia y Valencia. Ademds, provocaron en la década de los
ochenta varios brotes intrahospitalarios que afectaron a nifios recién nacidos. Alguno de estos casos
resulté particularmente grave al registrarse la muerte de varios afectados (7, 15, 34). La mayoria de las
cepas enterotoxigénicas aisladas en Espafia pertenecen al serotipo O153:K—:H45 y presentan un
plasmido de elevado peso molecular (82 a 87 MDa), que es portador de la informacion para la expresion
del factor de colonizacion CFA/l y la sintesis de la enterotoxina STa (38). Las cepas de este serotipo se
han aislado también frecuentemente en Hispanoamérica, pero son raras en otras regiones geograficas del
mundo (1,:17, 48). También se han aislado en Espaiia, con relativa frecuencia, ECET de los serotipos
06:K15:H16:CFA/IT* (LT*STa*)y 027:K—:H7 (STa*) (17). Trasrealizar extensos muestreos en numerosas
explotaciones de ganado porcino situadas en diferentes comunidades auténomas, hemos comprobado
que en Espafialas ECET son una causa frecuente de diarrea en lechones lactantes y destetados, aislandose
en el 20% de los casos. Entre las cepas aisladas en nuestro pais predominan las de los serogrupos 0138,
0141 y 0149; y muy especialmente las que poseen el antigeno de colonizacion P987 (37, datos no
publicados). En lo que respecta al ganado bovino, sorprendentemente hemos encontrado que las ECET
son una causa infrecuente (1%) de diarrea en Espaiia, lo cual estd de acuerdo con el hecho de que las
vacunas basadas en el antigeno K99 no estdn dando buenos resultados en las explotaciones de nuestro
pais (6, 22).

Escherichia coli verotexigénicas (ECVT)

Las E. coli productoras de verotoxinas han recibido diferentes denominaciones en la bibliografia:
E. coli verotoxigénicas (ECVT), E. coli enterohemorrdgicas (ECEH) y E. coli productoras de
“shiga-like toxins” (ECSLT).

Las verotoxinas son potentes citotoxinas que destruyen las células de lalinea continua Vero (células
de rifién de mono verde africano) cultivadas in vitro. Existen dos tipos de verotoxinas, VT1 (o SLT-I)
y VT2 (o SLT-II), y diversas variantes de VT2, tales como VT2vha, VT2vhb, VT2vpl y VT2vp2 (64).
La gran mayoria de las cepas humanas y bovinas producen VT1 y/o VT2, mientras que las cepas porcinas
responsables de la enfermedad edematosa sintetizan la variedad VT2vpl. Excepcionalmente se ha
detectado la produccion de VT1 en cepas porcinas y de VT2vpl en cepas patégenas para humanos
(62, 64). Las secuencias nucleotidica y aminoacidica del gen VT1 son practicamente idénticas a las de
la toxina shiga producida por Shigella dysenteriae tipo 1. No es de extrafiar, por tanto, que la actividad
bioldgica de VT1 sea neutralizada por un antisuero contra la toxina shiga. VT2 y sus variantes, aunque
estdn estructural, genética y funcionalmente relacionadas con VT1, s6lo presentan una homologia de
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secuencias en sus genes del 55-60% con el gen VT1. Si bien la toxina VT2 y sus variantes también son
consideradas “shiga-like toxins”, sus actividades bioldgicas no son neutralizadas con un antisuero
policlonal contra la toxina shiga. Las verotoxinas estdn constituidas por una subunidad enzimética A (de
aproximadamente 33.000 Da) y 5 6 6 subunidades B (de aproximadamente 7500 Da) que fijan la toxina
areceptores celulares compuestos por glicolipidos (Gb3 0 Gb4). Estas toxinas inhiben la sintesis proteica
al inactivar cataliticamente la subunidad ribosomal 60S. Los portadores de los genes que codifican VT1
y VT2 son fagos. Se desconoce actualmente si las variantes de VT2 estdn también codificadas en el
genoma de profagos. La actividad bioldgicade VT1y VT2, y de las diferentes variantes de VT2, es muy
similar a la actividad de la toxina shiga. Son citotéxicas sobre células Vero y algunas también sobre
ciertas lineas de células HeL a, letales para ratones adultos inyectados intraperitonealmente y poseen una
ligera actividad enterotdxica en asas ligadas de intestino de conejo (40, 43, 45, 62, 64). En cuanto a la
patogénesis, las verotoxinas son liberadas en el intestino, pasan a la sangre y causan daiios en el epitelio
vascular. Inducen una coagulacién intravascular local y una acumulacién de fibrina en el SNC, en el tubo
digestivo y en losrifiones. Todoesto puede conducir aun dafio intestinal, renal, cerebral o multisistémico.
Las ECVT pueden provocar en los seres humanos colitis hemorragica, el sindrome urémico hemolitico
(SUH), purpura trombocitopénica trombética (PTT), diarrea no sanguinolenta e incluso infecciones
asintomadticas. La presentacion clinica mas comiin es la colitis hemorragica, caracterizada por un cuadro
severo de dolor abdominal y diarrea sanguinolenta. Se diferencia de la cldsica disenteria en que
generalmente cursa en ausencia de fiebre y pueden producirse graves complicaciones, ya que
aproximadamente el 10% de los pacientes terminan desarrollando el SUH. Este sindrome afecta
fundamentalmente a nifios y se caracteriza por anemia hemolitica, trombocitopenia y fallo renal agudo,
que puede requerir didlisis e incluso transplante. La tasa de mortalidad del SUH oscila entre un 5% y un
10% (19, 29, 39, 44, 45).

La infeccién por ECVT fue reconocida por primera vez en 1982 por Riley et al. (58), en EE. UU.
en dos brotes de colitis hemorragica que afectaron a 47 personas que comieron en diversos restaurantes
delamismacadenade comidasrdpidas. LaECVT causante delos brotes pertenecia a un serotipo (O157:H7)
muy raramente aislado hasta la fecha y se diferenciaba de la mayoria de las cepas de E. coli en que no
fermentaba el sorbitol (58). Desde entonces, las ECVT sorbitol-negativas del serotipo O157:H7 han
provocado numerosos brotes de colitis hemorragica, la mayoria de los cuales tuvieron lugar en EE. UU.,
Canadd y Reino Unido (3,27, 39,45,46, 54,60). En estos paises, lasECVT O157:H7 son en la actualidad
la causa principal de diarrea sanguinolenta (15% a 41%) y el segundo o tercer patdgeno bacteriano mas
frecuentemente aislado de coprocultivos, después de Salmonellay Campylobacter.Lainfecciénha seguido
una tasa exponencial, pasando, por ejemplo, en Escociade 10 casos entre 1984 y 19862202 en 1991 (60).
En Canadi, donde la mayoria de los laboratorios realizan el diagnéstico rutinario de este patégeno, se
registra la mayor incidencia de infecciones por ECVT; 1342 aislados fueron identificados en 1987,
correspondiendo a 5,2 por cada 100.000 habitantes (39). Entre 1989 y 1992 se produjeron 17 brotes de
colitis hemorragica en Escocia, donde la incidencia es ligeramente inferior (4,0 por 100.000 habitantes
en 1991) (60). Se estima que actualmente en EE. UU. ocurren al afio del orden de 10.000 a 20.000 casos
de infeccién por ECVT O157:H7, habiéndose identificado 16 brotes durante 1993 y 11 en los seis
primeros meses de 1994 (46). La mayoria de los brotes se han debido al consumo de hamburguesas y por
ello la colitis hemorrigica es conocida en los paises anglosajones como “la enfermedad de las
hamburguesas” (46). No obstante, también se han asociado algunos brotes con el consumo de leche no
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pasteurizada, yoghourts artesanales, sandwiches de pavo, sidra y agua no clorada. También se han
documentado al menos dos brotes en los que se vieron afectadas personas que se habian bafiado en un
lago o en una piscina. La transmisién persona a persona via fecal-oral también es muy importante en una
segunda fase, infectdndose frecuentemente familiares y nifios ingresados en los servicios de pediatria
donde estan siendo atendidos pacientes en las fases sintomdticas de la infeccidon (39, 60). Aunque la
mayoria de los brotes y casos esporddicos de colitis hemorrdgica han sido provocados por ECVT del
serotipo O157:H7, eso no quiere decir que la produccidn de verotoxinas se restrinja a las cepas del citado
serotipo. Las ECVT causantes de infecciones en seres humanos pertenecen a un amplisimo abanico de
serotipos, habiéndose detectado la produccién de verotoxinas en cepas pertenecientes a unos 50 serogrupos
O diferentes. Sin lugar a dudas, las ECVT de los serotipos O26:H11 y O111:H- son las que adquieren
una mayor importancia clinica después de las ECVT del serotipo O157:H7 (5, 18, 62).

Esta claramente establecido que el ganado bovino actiiacomoreservorio de lasECVT. No obstante,
también se han encontrado ECVT en ganado ovino y caprino y en perros y gatos (4). Mis de la tercera
parte de los terneros y vacas sanas llevan en su flora intestinal ECVT, muchas de las cuales pertenecen
a los mismos serotipos O:K:H que las cepas que causan infecciones en seres humanos. No obstante, los
animales colonizados por ECVT del serotipo O157:H7 en la mayoria de los estudios no superan el 2%
de los muestreados (28, 50, 65). Nosotros hemos llevado a cabo tres estudios epidemiolégicos en el
ganado bovino que confirman que éste es el reservorio natural de las ECVT, ya que las hemos aislado
del 20% (97/510) de los animales muestreados (6, 22, datos no publicados). Nuestras investigaciones
sugieren que las ECVT forman parte de la floranormal intestinal de los terneros y vacas, ya que las hemos
aisladoen el 9% (18/197) delos animales con diarrea frente al 19% (21/112) delos sanos. Tras determinar
las combinaciones O:K:H de las ECVT aisladas en los dos primeros estudios, comprobamos que el 51%
pertecian a serotipos (026:K—:H11 o H-, 091:K—:H21, O153:K~ :H45 0105:K?:H18, O111:K~:H-,
0113:K-:H21,0126:K?:H-, 0128:K?:H~y O157:K—:H7 0 H-) encontrados previamente entre ECVT
causantes de infecciones en seres humanos; y el 29% presentd serotipos (026:K—:H11 o H-,
0O111:K-:H-y O157:K—:H7 o H-) considerados enterohemorrigicos. Las ECVT sorbitol-negativas de
los serotipos O157:H7 u O157:H- se detectaron solamente en 4 (0,8%) de los 510 animales investigados
(6, 22). Ademas, demostramos que las ECVT bovinos aisladas en Galicia producian el mismo tipo de
verotoxinas que la cepas humanas, ya que comprobamos que el 57% eran VT1+,¢el 28% VT2*y el 15%
VT1+*VT2* (24). En contraste, las ECVT las aislamos muy raramente de cerdos (37), conejos (20), gatos
(16), perros y pollos (datos no publicados).

A pesar de que casi la tercera parte de las vacas y terneros de las granjas de nuestro pais estdn
colonizadas por ECVT, los casos documentados de colitis hemorragica y del SUH son muy pocos. Se
han procesado mas de 18.000 coprocultivos de enteritis en Espaiia y las ECVT sorbitol-negativas de los
serotipos altamente virulentos O157:H7 o H- solamente se han identificado en 9 casos esporadicos de
colitis hemorragica (7 en nifios y 2 en adultos). Dos de los nifios presentaron el SUH del que pudieron
recuperarse (15, comunicacién personal G. Prats). El tnico brote de colitis hemorragica afect6 a cuatro
turistas britdnicos que habian permanecido en el mismo hotel de Ibiza (61). Los tinicos estudios en los
que se investigaron las ECVT en su conjunto, tanto las pertenecientes al serogrupo O157 como las de
otros serogrupos, fueron realizados por nuestro grupo de investigacién en Galicia y Valencia (15, datos
no publicados). A pesar de haber investigado para la produccién de verotoxinas de 5 a 10 colonias de
E. coli por coprocultivo, solamente hemos sido capaces de detectar ECVT en el 0,4% de los casos
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(4/1010). Tres de las 4 ECVT aisladas de coprocultivos de nifios con diarrea pertenecieron a serotipos
considerados enterohemorragicos, concretamente dos al serotipo O26:H11 y uno al O111. No acabamos
de entender la razén por la que en un pais como el nuestro, en el que una parte significativa de la poblacién
vive en ambientes rurales en contacto directo o indirecto con explotaciones de ganado bovino, no se estén
produciendo més casos de infecciones por ECVT. Tal vez los animales estén colonizados por ECVT a
las que les falta algiin factor de virulencia esencial, o bien el tipo de procesado de los alimentos cdrnicos
o los habitos culinarios facilitan su inactivacién. En cualquier caso, siempre existe el riesgo de que las
infecciones por ECVT puedan surgir con fuerza en nuestro pais de un momento a otro, como ocurrio en
su dia en EE. UU., Canada y Reino Unido.

Escherichia coli necrotoxigénicas (ECNT)

Caprioli et al. (25) en 1983 descubrieron que algunas cepas de E. coli aisladas de nifios con enteritis
en Italia producian una nueva toxina con actividad necrosante a la que denominaron factor necrosante
citotéxico (CNF). Posteriormente, Caprioli et al. (26) y nosotros (2, 9) comprobamos que la produccién
de CNF era muy frecuente entre las E. coli causantes de infecciones urinarias y sepsis en seres humanos.
Paralelamente, De Rycke et al. (30) y nosotros (6) observamos que las E. coli aisladas de terneros con
diarrea también elaboraban a menudo CNF. La toxina CNF excretada por las cepas bovinas, al igual que
la CNF excretada por las cepas de origen humano, era necrética en piel de conejo y letal para ratones
adultos inyectados intraperitonealmente. Sin embargo, las cepas CNF* bovinas presentaban serogrupos
diferentes a los previamente encontrados entre las E. coli humanas productoras de esta toxina. Otra
diferencia destacable era que las cepas humanas CNF* eran productoras de o-hemolisina, mientras que
no loeran las E. coli bovinas productoras de CNF. Posteriormente, en un estudiorealizado en colaboracién
conelequipode DeRycke (31), establecimos laexistenciade dos toxinas diferentes, inmunolégicamente
relacionadas, que causan necrosis en piel de conejo y multinucleacion en células Vero y HeLa, a las que
propusimos denominar CNF1 y CNF2.

CNF1 y CNF2 son dos toxinas proteicas que tienen un peso molecular de 115.000 y 110.000 Da,
respectivamente (25, 55). Los genes que codifican CNF1 se encuentran en el cromosoma (35), mientras
que los responsables de la produccién de CNF2 son plasmidicos (55). Ambos genes han sido clonados
y secuenciados, comprobdndose que presentan una homologia elevada entre si y con el gen de la toxina
dermonecroética de Pasteurella multicida (35, 56). Tanto CNF1 como CNF2 inducen la polimerizacion
de la actina F del citoesqueleto, facilitando la endocitosis de bacterias sin mecanismos especiales de
invasividad (56). Las toxinas CNF1 y CNF2 se pueden distinguir por su diferente actividad biolégica y
también por técnicas seroldgicas o genéticas. En células Vero producen efectos muy similares, pero en
células HeLa provocan efectos citopaticos ficilmente diferenciables (8). A diferencia del polietilenglicol
y de algunos virus animales, los factores necrosantes citotéxicos CNF1 y CNF2 no inducen la fusién de
las células vecinas de la monocapa. Impiden la divisién celular sin afectar aparentemente a lareplicacién
de los dcidos nucleicos, induciendo la aparicion de células gigantes multinucleadas; poligonales en el
caso de CNF1 y alargadas en el de CNF2. Ambas toxinas causan necrosis en piel de conejo y son letales
al inyectarlas intraperitonealmente a ratones adultos; pero los titulos de actividad necrética y letal son
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mucho mayores para los extractos sénicos de las cepas CNF2*. En asas ligadas de intestino de conejo,
solamente CNF?2 presenta una moderada actividad enterotdxica, en todo caso muy inferior a la de las
enterotoxinas producidas por las ECET (31).

La deteccién de CNF1 y CNF2 en un principio resultaba muy laboriosa debido a que estas toxinas
no se liberan al medio de cultivo. Para obtenerlas era necesario romper las bacterias con ultrasonidos,
proceso que hacia muy problematica su deteccién en un elevado nimero de muestras (6, 30, 31). No
obstante, hemos comprobado (8) que al afiadir mitomicina C al medio de cultivo se induce la liberacién
de ambos factores necrosantes. Este hallazgo nos ha permitido estudiar la produccién de CNF1 y CNF2
en varios miles de cepasde E. coli de origen humano y animal. Asi, hemos comprobado que la produccién
de CNF1 es frecuente entre las E. coli que causan infecciones urinarias y sepsis en seres humanos y entre
las E. coli de 1a flora intestinal de personas y gatos sanos (12, 13, 14), mientras que la sintesis de CNF2
es caracteristica de las E. coli de origen bovino (22). Ademads, hemos encontrado que las cepas CNF2*
son mucho mds frecuentes en la flora intestinal de los terneros (67%) que en la de las vacas adultas (21%)
(P <0,001) (datos no publicados).

Las ECNT también poseen adhesinas que les permiten colonizar las células epiteliales. Como era
de esperar, las expresadas por las cepas humanas CNF1* (fimbrias P y adhesina responsable del tipo
MRHAIII) son diferentes a las que poseen las cepas bovinas productoras de CNF2 (antigenos Viry B23).
Las cuatro adhesinas identificadas en las ECNT son capaces de hemaglutinar en presencia de D-manosa
diferentes tipos de eritrocitos, caracteristica que comparten con lamayoria de los factores de colonizacién
(CFA/1,CFA/II,CFA/TV,K88,K99,F41) de las ECET. Las adhesinas MRHA III y B23 son especificas
de las ECNT. Aunque las fimbrias P y el antigeno Vir (también conocido como F17b) se han detectado
mucho més frecuentemente en ECNT, también se pueden encontrar en cepas no productoras de CNF1
y CNF2, respectivamente (13, 14, 18, 49). Tras serotipar un gran nimero de ECNT aisladas en nuestro
pais, hemos comprobado que las cepas CNF1* y CNF2* difieren totalmente en los serogrupos y serotipos
O:K:H que presentan. Entre las cepas CNF1* predominan las de los serogrupos 02, 04, 06, 014, 022,
075 y O83; mientras que entre las CNF2* son frecuentes los serogrupos O1, 03, 015,055, 088 y 0123
(12). Ademds, los serotipos O:K:H de las ECNT son distintos a los encontrados entre las ECET y ECVT
(21, 23).

Escherichia coli toxigénicas en alimentos

Ademas de las E. coli enterotoxigénicas (ECET) y verotoxigénicas (ECVT), otros grupos de E. coli
pueden causar gastroenteritis de origen alimentario: las E. coli enteropatogénicas clasicas (ECEP) y las
E. coli enteroinvasivas (ECEI) (33). Las ECEP y ECEI causan diarrea por mecanismos que no incluyen
la produccién de toxinas, por lo cual no son objeto de revisién en este trabajo (11, 47). Los brotes de
diarrea asociados con la consumicién de alimentos o bebidas contaminados por las ECET, ECEP y ECEI
en paises desarrollados son muy raros, mientras que los provocados por ECVT del serotipo O157:H7 son
relativamente frecuentes y siguen una progresion exponencial muy preocupante. En contraste, en los
paises en vias de desarrollo con malas condiciones higiénico-sanitarias, ECET, ECEP y ECEI son una
importante causa de diarrea, calculdndose que estos grupos de E. coli provocan del orden de 630 millones
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de casos de diarreaen el mundo y aproximadamente 775.000 muertes al afio, afectando fundamentalmente
a la poblacién infantil del Tercer Mundo. El agua contaminada es el principal vehiculo de transmision
de las enterocolitis, por consumicién directa o por su presencia en alimentos que son cocinados, lavados
o regados con agua (33). Personas sintomdticas y asintométicas son el principal reservorio de ECET,
ECEP y ECEI. Las bacterias se encuentran en el tracto intestinal y son eliminadas en las heces.
Manipuladores infectados debido a medidas higiénicas pobres o aguas contaminadas por aguasresiduales
de humanos son el origen de la contaminacién de los alimentos.

Elprincipal reservoriode ECVT esel tractointestinal del ganado bovino. Algunosestudios, empleando
técnicas inmunoldgicas y genéticas altamente sensibles, han demostrado que alimentos asociados con
brotes graves causados por ECVT O157:H7 pueden contener tan sélo 10 microorganismos por gramo.
Durante las operaciones de carnizacién, y fundamentalmente durante el desollado y la evisceracion,
llegan inevitablemente a las superficies de las canales y de las visceras cepas de E. coli procedentes de
la flora intestinal del animal. Lo mismo ocurre durante el ordefio, contamindndose casi siempre la leche
con bacterias intestinales. Si la cepa que llega es altamente patogena (O157:H7 VT*), la tinica forma de
evitar la toxoinfeccion alimentaria es calentar (68,3°C) la carne o pasteurizar la leche hasta matar las
bacterias. Especialmente peligrosas resultan las hamburguesas y la carne picada, ya que al encontrarse
los microorganismos en toda su masa no es suficiente con calentar la parte superficial (46, 52). La
mayoria de los estudios efectuados dltimamente sobre la presencia de E. coli patégenas en alimentos se
han centrado en ECVT, muy especialmente en las pertenecientes al serotipo O157:H7, y han sido
realizados casi todosen EE. UU., Canadd y Reino Unido. Se han aislado ECVT de entre €10,7% y €129%
de las muestras de carne de vacuno, de entre €l 0,9% y el 11% de las de carne de porcino y de entre 0%
y el 2% de las de carne de pollo. En estos paises se estima que aproximadamente entre el 1% y €l 3% de
las muestras de carne de vacuno contienen ECVT O157:H7 altamente virulentos. Las cepas de este
serotipo también se han aislado de carne de porcino y aves, pero en general se acepta que la presencia
en carne de origen no bovino es debida, en la mayor parte de los casos, a una contaminacién secundaria
producida como consecuencia de entrar en contacto y compartir los mismos utensilios de manejo en las
carnicerias (32, 46, 57, 63, 66).

En el verano de 1994 hemos realizado un estudio prospectivo sobre la presencia de E. coli
toxigénicas en hamburguesas y carne picada fresca de ternera que estaba a la venta en distintos
establecimientos comerciales de la ciudad de Lugo (datos no publicados). En dicho estudio hemos
examinado 72 muestras y hemos aislado E. coli toxigénicas en el 39%: LT-I* (0%), LT-1I* (5%), VT1*
(1%), VT2*(3%),CNF1*(0%) y CNF2 (37%). Los altos porcentajes de aislamiento de ECNT productoras
de CNF2 (41% en hamburguesas y 28 % en carne picada) y la falta de deteccién de ECNT CNF1*indican,
sin lugar a dudas, que al menos una parte muy importante de la contaminacién microbiana es endégena;
no procede de los manipuladores sinodel propio animal. Las ECNT no se han asociado con gastroenteritis
deorigenalimentario y tedricamente no son enteropatdgenas para seres humanos, peroresultan excelentes
marcadores del origen de lacontaminacién microbiana en los alimentos. Con este fin, fueron investigadas
por primera vez en este estudio y los datos encontrados no pueden ser mas satisfactorios ya que se
confirma algo que se suponia pero que no era ficilmente demostrable con los marcadores existentes
(especialmente el serotipo O:K:H): que la mayoria de las E. coli presentes en la carne de los animales
proceden del contenido intestinal de los mismos. Al comparar la incidencia de las E. coli toxigénicas en
carne de vacuno y en la flora intestinal de terneros y vacas de explotaciones ganaderas de la provincia



106 BLANCOET AL. MicrosioLoGia SEM

de Lugo, sorprende el bajo nivel (3%) detectado de cepas VT* en alimentos, sobre todo si se compara
con lasaltasincidenciasregistradas enlafloraintestinal de terneros (42%) y vacas (30%). Dalaimpresién
de que las cepas VT* tuvieran menos posibilidades de contaminar y sobrevivir en la carne que las cepas
CNF2*. Las E. coli toxigénicas se detectaron en 10 (53%) de las 19 muestras con més de 10° E. coli por
gramo y en 10 (23%) de las 43 muestras con menos de 10% E. coli por gramo. La presencia de E. coli en
los alimentos en cifras suficientemente elevadas (>10%g) se utiliza para indicar la posibilidad de
contaminacién fecal y 1a posible presencia de otros microorganismos enteropatégenos como, por ejemplo,
salmonelas. Pero como enteropatégeno que puede ser, las reducidas cifras generalmente aceptables
adquieren un nuevo significado, ya que solamente la presencia de una bacteria ECVT O157:H7 por
gramo representa un grave riesgo de infeccién. Las cepas CNF2+, LT* y VT* aisladas de carne picada y
hamburguesas presentaron serogrupos O tipicos de ECNT, ECET y ECVT aisladas del contenido
intestinal de vacas y terneros, lo que confirma su origen endégeno. La tinica cepa tipable VT* aislada en
este estudio presenté el serogrupo O116. Dicho serogrupo no fue encontrado entre las ECVT aisladas
de pacientes con colitis hemorrdgica o el SUH ni en Espaiia ni en otros paises. Desconocemos si dicha
cepa es realmente enteropatégena para seres humanos. A pesar de haber empleado un método selectivo
especialmente indicado para el aislamientode ECVT O157:H7 sorbitol-negativas, no hemos sido capaces
de identificarlos en ninguna de las 72 muestras examinadas. Este hecho no es sorprendente, sobre todo
sise tiene en cuenta la frecuencia con que hemos detectado estas cepas altamente patégenas en el contenido
intestinal del ganado bovino en Galicia. Concretamente, s6lo 4 (0,8%) de los 520 animales muestreados
eran portadores de E. coli O157:H7 VT* (6, 22, datos no publicados).
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Tendencias actuales en la conservacion refrigerada de frutos,
como marcadores de la calidad higiénica de
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Summary

Spore germination and growth rate of pathogens can be greatly reduced by cooling right after
harvest. Most tropical or subtropical crops, and even some temperate, fruits undergo from chilling injury
(CI) at temperatures considerably above their freezing point. Several procedures have been designed to
increase tolerance to CI. Prestorage temperature conditioning can reduce CI in subsequent cold storage.
Intermittent warming interrupting the chilling period by periods at nonchilling temperatures may
become a practical treatment to prolong the storage of chilling sensitive crops. Modified atmospheres
extend the postharvest life of fruit by reducing their respiration rate. The maintenance of fruit in good
physiological condition may result in considerable disease resistance. A direct effect against pathogens
is also possible at concentrations of O, lower than 1.8% or concentrations of CO, higher than 10%.

Key words: fruits decay, cold storage, chilling injury, modified atmosphere

Resumen

El enfriamiento inmediato de los frutos puede reducir notablemente la germinacién de esporas y el
crecimiento de patégenos. La mayoria de los frutos de origen tropical y subtropical e incluso algunos de
climas templados sufren dafios por frio (DF) cuando se almacenan a temperaturas considerablemente
superiores al punto de congelacién. Se han disefiado procedimientos para aumentar la tolerancia a los
DF. El acondicionamiento a media o alta temperatura previo al almacenamiento frigorifico puede reducir
los DF. El calentamiento intermitente alternando periodos de bajas y medias temperaturas puede ser un
tratamiento practico para prolongar el almacenamiento de frutos sensibles al frio. Las atmosferas
modificadas alargan la vida de los frutos reduciendo su intensidad respiratoria. Mantener los frutos en
buena condicion fisioldgica confiere considerable resistencia a las podredumbres. También es posible
un efecto directo contra patogenos con concentraciones de O, menores de 1,8% o concentraciones de CO,
superiores al 10%.

Correspondencia: José M. Martinez Javega. Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias.
46113 Moncada. Valencia. Tel.: 96-1391000. Fax: 96-1390240.
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Efectos de la temperatura en el crecimiento de microorganismos

Laresistencia al ataque fiingico de los frutos se reduce notablemente al empezar la maduracion, por
lo que es importante mantener los frutos en condicién vigorosa bajando la actividad respiratoria al
minimo que permita el normal funcionamiento celular (10). En el caso de frutos climatéricos es esencial,
ademas, atrasar y minimizar la crisis climatérica asociada al proceso de maduracién. El uso de bajas
temperaturas es el medio mds importante para conseguir esos objetivos. El enfriamiento no sé6lo exalta
la resistencia fisiolégica de los tejidos a la agresién, demorando la maduracién y senescencia, sino que
también influye directamente en el crecimiento de los hongos. A temperaturas iguales o inferiores a 0°C
s6lo puede observarse crecimiento significativo de hongos como Botrytis cinerea, Penicillium expansum,
Alternaria alternata o Cladosporium herbarum (10). En ciertas especies, el tiempo que transcurre entre
larecoleccién y la obtencién de 1a baja temperatura es decisivo para reducir las infecciones. Si es corto,
la fase de crecimiento exponencial de los microorganismos puede retrasarse y reducirse. De ahi que la
técnica de prerrefrigeracién con sistemas de aire forzado, agua o vacio, se oriente a la reduccion de los
tiempos de enfriamiento hasta alcanzar la temperatura préximaa0°C, incluso si el subsiguiente transporte
es a 5°C, pues de esta manera se puede suprimir mayor nimero de microorganismos, sobre todo de
esporas germinadas (10). Pero, no siempre se pueden utilizar temperaturas bajas en la frigoconservacion,
ya que algunos frutos son sensibles al frio; tras permanecer un tiempo por debajo de una temperatura
critica, se producen lesiones (picado, escaldadura, pardeamiento interno, etc.). La temperatura critica es
mds alta en los frutos de origen tropical y varia con la especie y variedad (3, 11, 21).

Reduccion de la sensibilidad al frio

Se haninvestigado diversos métodos parareducir la sensibilidad al frio y permitir el almacenamiento
a temperaturas inferiores a la critica. El acondicionamiento a medias temperaturas (15-25°C) durante
2-7 dias se hamostrado eficaz en aguacate (6), manzana (12), lima (22), naranja (13), sandia (20), papaya
(2), pomelo (13) y platano (9). La accién ejercida podria ser el aumento de la sintesis de dcidos grasos
insaturados, de poliaminas, o de escualeno (26). En el caso de limén y pomelo, esta técnica permite
aplicar posteriormente tratamientos de cuarentena por frio (16 dias a 2°C) para la desinsectacién
obligatoria en la exportacién a determinados paises (15). El acondicionamiento a alta temperatura
(30-40°C) y humedad (90-100%) durante 1-3 dias reduce la sensibilidad al frio, probablemente porque
se produce la sintesis de proteinas HSP (“heat-shock proteins”), alguna de las cuales modificaria las
propiedades de las membranas celulares, proporcionando la base de 1a tolerancia térmica (24). Este tipo
de acondicionamiento ha sido eficaz en la conservacién a baja temperatura de citricos, en los que ademas
se haregistrado un efecto térmico sobre Penicillium digitatum, la creacion de una barrera mecanica para
la penetracion de micelios producida por la biosintesis de lignina, asi como la presencia de sustancias
antifingicas (fitoalexinas), como las cumarinas (4, 17). También se han detectado efectos fungicidas
respecto a Alternaria alternata, Colletotrichum gloesporioides y Mucor sp. con el acondicionamiento
de manzanas, peras, aguacates, melocotones, cerezas y pepinos (7). Se han obtenido resultados
prometedores en la reduccién de lesiones por frio y/o podredumbres con la inmersién en agua caliente
(51°C-53°C durante 2-3 minutos) en citricos y drupéaceas (29). Los calentamientos intermitentes (5 a
48 horas a 20°C, 1 6 2 veces por semana) han sido eficaces en la reduccién de daiios por frio en ciruela
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(6), aguacate (18), pomelo (13), naranja (13) y mandarina (13, 16). Es importante optimizar la relacién
tiempo-temperatura para normalizar los desequilibrios reversibles del estrés de frio durante el periodo
de latencia (12, 26).

Algunos tratamientos quimicos previos, con calcio (en aguacate, melocotén, manzana) (1, 25),
escualeno (pomelos) (19), benzimidazoles (citricos, fruta de hueso) (26, 29), poliaminas (manzanas),
(27) o paclobutrazol (semillas de pepino) (28) han reducido las lesiones de frio en la conservacién
refrigerada posterior.

Utilizacion de atmodsferas modificadas

Lautilizacion de atmosferas modificadas 2-4% O, y 5-7% CO, disminuye notablemente larespiracion
y retrasa la maduracién y la pérdida de resistencia al ataque de microorganismos. La accién directa sobre
el patégeno solo es perceptible con concentraciones de O, inferiores al 2% y de CO, superiores al
10-15% (10). Atmosteras con bajo contenidoen O, (LO <1,8% y ULO <1,3%) exigen adecuada dotacion
de descarbonatadores para mantener niveles muy bajos de carbénico, alta estanqueidad y rapidez en el
enfriamiento y puesta a régimen de la cdmara. Se estan aplicando con €xito en frutos de pepita (5). La
adicion de CO, (10-15%) al aire, se usa en el transporte de cerezas y fresas para evitar ataques de Botrytis
cinerea y Monilia fructigena. Pretratamientos con CO, (10-40%) durante 2-7 dias, son eficaces en la
frigoconservacion convencional de aguacates, citricos y drupéceas (8, 23). Los pretratamientos con CO,
seguidos de conservacion en atmdsfera controlada pueden ser beneficiosos en manzanas, peras, kiwis
y otras drupaceas. La adicién de monéxido de carbono (CO) 10% a la atmdsfera con control de oxigeno
y carbdnico potencia el efecto fungicida, si bien las instalaciones plantean problemas de seguridad por
la toxicidad del CO (10).

Las envolturas plasticas individuales aplicadas antes de la frigoconservacion, disminuyen las
lesiones de frio en limones, naranjas, aguacates, pomelos o melones, debido al mejor mantenimiento de
la integridad de las membranas celulares bajo la microatmésfera de saturacién (14, 18). También
eliminan la contaminacién adyacente y ambiental. Sin embargo, la microatmdsfera de alta humedad
favorece el desarrollo de hongos como Alternaria, Botrytis o Geotrichum , y sobre todo de bacterias. En
conjunto, en algunos frutos como nectarinas o mangos el podrido total puede aumentar con el uso de
envolturas individuales (14). '
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Summary

Fresh fruits are susceptible of be attacked by several pathogenic fungi after harvest due to both their
high water and nutrients content and their loss of most of the intrinsic resistance that protected them over
their development while attached to the plant. Most rot pathogens can be controlled by various methods
such as refrigeration, controlled atmospheres and fungicides. Biological control strategies are emerging
as promising alternatives to the use of synthetic fungicides. Several factors must be considered for the
selection of biocontrol agents to be used against postharvest fruit diseases. Survivability of the antagonist
is a major factor to determine its usefulness. Antagonists must survive and be effective after their
exposure to both postharvest treatments and storage conditions. Several antagonistic microorganisms
have been found that can effectively inhibit postharvest diseases. Just as there is a diversity among
microorganisms, there is also a diversity of mechanisms by which they operate. Although in most cases
these mechanisms have not been satisfactorily elucidated, they are likely to involve antibiosis, nutrient
competition, stimulation of host defense, predation and parasitism. In many cases, probably more than
one mechanism operate. The marketing of some of these antagonists may be feasible and they could be
an alternative to synthetic pesticides.

Key words: biological control, postharvest diseases, antagonists

Resumen

La fruta fresca es susceptible al ataque de hongos patégenos después de su recoleccion debido a su
alto contenido en agua y nutrientes, y por la pérdida de la resistencia intrinseca que la protege durante
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su desarrollo en el drbol. La mayoria de las podredumbres fiingicas son controladas por varios métodos
tales como larefrigeracion, las atmdsferas controladas y los fungicidas. El control bioldgico surge como
una prometedora alternativa al uso de fungicidas sistémicos. En la lucha contra las enfermedades de
postcosecha de fruta deben ser considerados una serie de factores en la seleccion de los agentes de
biocontrol. Un factor importante en su efectividad es la capacidad de supervivencia. Los antagonistas
deben sobrevivir y ser efectivos después de la exposicion a los tratamientos de postcosecha y en las
condiciones de almacenamiento. Diversos microorganismos antagénicos presentan capacidad de inhibir
eficazmente las enfermedades de postcosecha. Al igual que existe diversidad en los microorganismos,
existe también diversidad en los mecanismos de accién. Aunque la mayoria de esos mecanismos no han
sido aclarados satisfactoriamente, probablemente implican antibiosis, competicién de nutrientes,
estimulacion de la defensa del huésped, depredacién y parasitismo. Es muy probable que, en muchos
casos, intervenga mas de un mecanismo. La comercializacién de algunos antagonistas es factible y puede
presentarse como una alternativa a los plaguicidas sintéticos.

Introduccion

La produccién fruticolaespafiola es muy importante y los problemasrelacionados con su conservacion
tienen un interés extraordinario. La problematica biotecnolégica motivada por esta alta produccion es
afrontada actualmente mediante: refrigeracion, atmdésferas modificadas, medios de transporte rapidos y
con tratamientos post-recoleccién a base de productos quimicos de sintesis.

La fruta de pepita, al ser un producto perecedero, precisa de una tecnologia lo mas adecuada posible
para su conservacion, preservandose en el tiempo sus caracteristicas organolépticas, asi como su
apariencia en frescura, color y tersura.

Los mohos son los principales agentes causantes de podredumbres en la fruta de pepita conservada
encamara frigorifica. Penicillium expansum esla especie mas importante, con un porcentaje del 70-80%
del total; en Espafia causa pérdidas econ6micas cercanas a los 1000 millones de pesetas anuales. La
utilizacion de productos quimicos de sintesis es el sistema mas usado para el control de las podredumbres
fiingicas. No obstante, actualmente cada vez son mayores las objeciones de orden higiénico-sanitario
que éstos plantean ya que los fungicidas se presentan como potenciales agentes oncogénicos.

Debido al grave problema que representan los residuos de productos quimicos parala salud humana,
los diferentes paises, y en especial los mas desarrollados, han establecido una serie de limites maximos
deresiduos (LMR) bastante restrictivos, en muchos casos por debajo de los recomendados por el «Codex
Alimentarius» (FAO/OMS).

La Unién Europea, sensible a esta problemadtica, determind en su Consejo del 27 de noviembre de
1990 (L 350/71) que una serie de plaguicidas que son perjudiciales para los consumidores, no podran ser
utilizados cuando presenten un riesgo para la salud humana. Asi mismo, en 1991 el Parlamento Europeo
votd a favor de la total prohibicién de los tratamientos con plaguicida de frutas y verduras en postcosecha,
tan pronto como se presentaran alternativas econdmicamente viables.

Existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos y efectivos métodos de control de las
enfermedades de postcosecha, que sean aceptados por el consumidor y que no supongan un riesgo para
la salud humana y el ambiente. El1 uso de técnicas no quimicas y tratamientos con fungicidas no selectivos
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serdn en el futuro respuesta para una parte de esta necesidad. La reduccién del inéculo fiingico en la
Central Hortofruticola, a través de unabuena desinfeccion y el uso de fungicidas no selectivos (carbonato
sédico, bicarbonato sédico, clorina activa y dcido sérbico), pueden disminuir de forma significativa el
riesgo a causa de enfermedades fiingicas.

Técnicas de conservacion y manejo que minimicen el dafio a la fruta, utilizando condiciones de
almacenamiento Gptimas para mantener la resistencia del huésped, serdn también de ayuda para suprimir
el desarrollo de las enfermedades fiingicas. Ademds de los métodos indicados, el control bioldgico se
presenta como una alternativa muy prometedora al control quimico.

El término Control biolégico o Biocontrol de enfermedades ha experimentado desde el comienzo
de su utilizacién cambios en cuanto a su contenido y definicién. La mdas aceptada actualmente es la
indicada por Baker (1), que define al control bioldgico como la reduccién del indculo o de 1a actividad
productora de enfermedad del patégeno, debido a uno 0 més organismos, incluida la planta huésped y
excluido el hombre. De esta definicién se desprenden un gran niimero de posibles vias a explorar en la
basqueda del control de las enfermedades de postcosecha de frutas y verduras (23). Estas son:

1. Uso de microorganismos antagénicos.
2. Uso de fungicidas naturales derivados de metabolitos de la planta.

3. Manipulaci6n de la resistencia en productos recolectados.

Microorganismos antagénicos como agentes de biocontrol

Para controlar las enfermedades de postcosecha mediante la utilizacién de microorganismos
antagénicos existen dos posibles vias. Podemos estimular y manejar antagonistas que ya existen sobre
la superficie del fruto, o bien podemos introducir artificialmente antagonistas contra los patégenos.

Sehademostrado que existen antagonistas naturales en la filosfera y rizosfera de plantas que pueden
suprimir el desarrollo de la enfermedad (2, 22). También se ha sugerido que ciertas poblaciones
microbianas sobre la superficie de plantas, pueden en realidad estar bajo el control genético de la planta.
Siéste esel caso, existe la posibilidad de que nosotros podamos manejar tales poblaciones con el objetivo
de modificar la genética del huésped (23).

Existen tres factores por los que la utilizacién de antagonistas introducidos artificialmente en el
ambiente de postcosecha puede constituir un drea excepcionalmente productiva. Primero, una de las
principales razones del fracaso de los agentes de biocontrol en el pasado ha sido la incapacidad para
controlar las condiciones ambientales. Bajo las condiciones de almacenamiento de los productos
recolectados, las condiciones ambientales estin controladas. Segundo, es a menudo dificil dirigir los
agentes de biocontrol hacia los lugares efectivos. Los productos recolectados no presentan este problema
ya que las dreas de aplicacién de los agentes de biocontrol son mas limitadas de lo que puedan ser las
plantas completas, haciendo ms facil dirigir tales agentes. Tercero, el alto valor que tienen los productos
recolectados puede hacer que la aplicacion de los agentes de biocontrol sea econémicamente factible,
aunque su coste sea superior a los procedimientos habituales.



118 VINAS MicrosioLocia SEM

Mecanismos de accion del antagonista sobre el patogeno

Conocer y comprender el modo de accién de los antagonistas es importante, por dos razones:

1. Permite un desarrollo mds seguro de los procesos de aplicacion de los antagonistas conocidos.

2. Proporciona una base segura para seleccionar nuevos antagonistas efectivos.

Modos de accion de los antagonistas

(i) Competencia por los nutrientes y/o el espacio. Los antagonistas estidn mejor adaptados a las
condiciones adversas del medio que los patégenos. El antagonista ha de mostrar un rdpido crecimiento,
y ha de ser capaz de utilizar nutrientes a bajas concentraciones. Tiene que sobrevivir y desarrollarse en
la superficie del fruto o en el lugar de infeccidn, a bajas temperaturas y pH o en condiciones osméticas
que no son beneficiosas para el crecimiento del patégeno. Normalmente inhibe al patégeno pero no lo
destruye.

(ii) Secrecion de antibiéticos. Se trata de un fenémeno frecuente en la naturaleza, que tiene un
papel importante en la proteccion de las enfermedades, antes y después de la recoleccion.

Un claro ejemplo de este mecanismo de accion es la produccién por Pseudomonas cepacia del
antibi6tico pirrolnitrina, que controla el desarrollo de algunos patégenos en diferentes frutos (17, 21).

(iii) Induccién de mecanismo de resistencia en el huésped. Durante la interaccion del agente de
biocontrol y el huésped se han observado procesos de desarrollo de resistencia en el huésped. Asi, cuando
se inocula una suspension de células de la levadura antagonista US-7 en la superficie del pomelo, la
produccién de etileno aumenta, fendémeno que no se observa cuando no hay antagonista en la herida (24).

Un antagonista efectivo puede inducir resistencia al huésped indirectamente provocando cambios
quimicos y/o osméticos a favor del antagonista favoreciendo el control del patégeno (17).

(iv) Interaccion directa con el patogeno. Los antagonistas fingicos como Trichoderma sp. atacan
a los patégenos Borrytis sp. (24). Igualmente, las bacterias inhiben el hongo produciendo la lisis de sus
esporas, tubos germinativos o hifas. Unejemplo es Bacillus pumilus que actia sobre los tubos germinativos,
incluso después de un tratamiento en autoclave lo que indica que el agente causal de la lisis no es una
enzima (3).

Ventajas del control bioldgico con antagonistas en relacion con otros sistemas

Las principales ventajas del control mediante antagonistas en relacién con otros sistemas de lucha
se pueden resumir en:
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1. Son mds scguros en comparacion con los principales productos quimicos utilizados actualmente,
ya que los microorganismos no se acumulan en los alimentos. Pero el ensayo de la inocuidad de algunos
microorganismos es muy caro y ésta ha sido hasta el momento una importante limitacin en la utilizacién
de algunos agentes en la lucha biolégica (9).

2. Los microorganismos utilizados como agentes de control, pueden ser més persistentes a lo largo
del tiempo que los productos quimicos, ya que los primeros no alteran de manera sustancial los
principales aspectos del patdgeno. Pero no se puede aplicar en todos los casos.

3.Losagentes microbianos producen un efecto insignificante en el balance ecoldgico, particularmente
porque no destruyen a los enemigos naturales de las especies patégenas, a diferencia de algunos plaguicidas
que ademas favorecen la aparicién de nuevas enfermedades (10). También pueden producir el efecto
“boomerang”, en el cual los patdgenos surgen con mds fuerza que antes de utilizar el pesticida (9).

4. La utilizacién de microorganismos en el control de las enfermedades es muy a menudo
comparable con los otros sistemas de lucha, incluidos los productos quimicos (11).

Caracteristicas de un antagonista ideal

A lahora de seleccionar un microorganismo como agente para el control bioldgico en postcosecha,
ademads de estudiar su poder inhibitorio se deben tener en cuenta muchas otras caracteristicas (23):

1. Estabilidad genética (2).

2. Efectividad a bajas concentraciones.

3. Poca exigencia en cuanto a requerimientos nutricionales (incluidas las bajas temperaturas y el

almacenamiento bajo condiciones controladas).

. Efectividad en un gran nimero de patégenos y para diversas frutas y vegetales.
. Capacidad de reproducirse en medios de crecimiento econémicos.
. Formulacién estable en el tiempo.
. Facilidad de aplicacién.
. No productor de metabolitos secundarios que sean téxicos para personas y animales.
. Resistencia a los plaguicidas.

10. Compatibilidad con otros tratamientos quimicos o fisicos.

11. No patogeno sobre el huésped.

Todo antagonista en potencia ha de tener pues la habilidad de colonizar y persistir con comodidad
a niveles efectivos, ser compatible con otras practicas, procesos y productos quimicos de postcosecha
y ser efectivo a bajas temperaturas y, en algunos casos, en condiciones de atmdsfera controlada. Ademas,
el organismo ha de ser producible a gran escala utilizando productos de bajo coste. Si se cumplen todas
las condiciones, los microorganismos serdn potencialmente comercializables.

NeBie JE N e WNT T S

Los antagonistas en atmosferas controladas

Las frutas estdn sometidas a un amplio margen de condiciones de almacenamiento para detener las
alteraciones fisiologicas y microbianas. Una variedad de ambientes son creados y mantenidos para
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conseguir este fin, incluyendo la refrigeracion y las atmdsferas modificadas/controladas. Aunque las
enfermedades de postcosecha pueden ser reducidas al modificar las condiciones de almacenamiento, 1os
tratamientos con fungicidas son todavia de gran importancia parareducir de forma eficaz las podredumbres
fingicas. El uso de microorganismos antagonistas como sustitutivos de los fungicidas bajo esas
condiciones presenta algunos retos y oportunidades tinicas, que a continuacién se tratan.

La composicién de las poblaciones microbianas epifiticas en los frutos recolectados a la entrada de
la central hortofruticola puede influir en su almacenamiento, y los tratamientos de pre-almacenamiento
pueden afectar profundamente a tales poblaciones.

Los patégenos varian en su adaptabilidad a las diferentes condiciones de almacenamiento. En la
seleccidn de los antagonistas es preciso elegir aquellos mejor adaptados a la supervivencia y crecimiento
sobre el fruto, y las superficies de vegetales y las heridas bajo condiciones de almacenamiento, y que
tengan una ventaja adaptativa sobre determinados patégenos especificos. Por ejemplo, Rhizopus stolonifer
es mas sensible a las bajas temperaturas que muchos microorganismos, por tanto, un antagonista bien
adaptado a estas temperaturas puede presentar ventajas contra este patdgeno.

La adaptabilidad de los patdgenos y antagonistas necesita ser examinada bajo condiciones
ambientales' especificas como las que se presentan en atmdsferas de almacenamiento controladas y
modificadas. Los nutrientes que se encuentran sobre la superficie de la planta pueden afectar a la
composicién y nimero de microorganismos epifiticos (18). Cuando los frutos y vegetales maduran en
almacenamiento, desprenden una serie de nutrientes, sustancias volatiles y otros compuestos secundarios
(7). Algunas de esas sustancias quimicas pueden actuar favoreciendo el crecimiento microbiano y otras
pueden ser biocidas o biolégicamente inertes. Si deseamos aplicar de forma efectiva antagonistas para
el control de las enfermedades de almacenamiento de frutas y vegetales, necesitamos entender los
cambios nutricionales/medio quimico que tienen lugar en las superficies de los productos almacenados,
y cOmo éstos afectan a las interacciones antagonista-patégeno-huésped.

Etapas de un programa de control biol6gico

Para definir un sistema biolégico que controle a una determinada enfermedad se han de considerar
muchos factores. Entre otros podemos citar la capacidad de mantenerse por si mismo en la planta, y en
qué condiciones ambientales se adaptard mejor y podra obtener unos niveles de poblacion suficientes
para competir con la microflora existente (4).

Para que un microorganismo se convierta en un agente de control biolégico y se puedacomercializar,
como un producto mds, han de seguirse una serie de investigaciones y pautas costosas:

(i) Aislamiento de los microorganismos. La primera fase del programa corresponde a la recogida
masiva de los posibles antagonistas, los cuales con posterioridad serdn ensayados con el fin de evaluar
su potencial capacidad inhibitoria frente a los principales patégenos.

El aislamiento de los microorganismos se realiza a partir de la planta a proteger o de su entorno mas
inmediato. Ya que en el biocontrol, los antagonistas residentes en la superficie de la fruta pueden tener
ciertas ventajas sobre los antagonistas casuales, tanto en el crecimiento, como en la colonizacién y la
supervivencia (2, 6). En el caso de las enfermedades de postcosecha este aislamiento se realiza tanto en
campo como durante el periodo de almacenamiento en la cimara frigorifica.
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(ii) Seleccién de los microorganismos. Una vez aislados los microorganismos, la fase siguiente se
corresponde con la seleccién de los mejores antagonistas mediante la realizacién de diversos sistemas
de evaluacién. Todos estos ensayos se basan en comprobar la capacidad de los microorganismos de
interferir el crecimiento del patégeno, o bien reducir el desarrollo de la enfermedad.

Mediante estos ensayos se pretende determinar la existencia de capacidad antagénica y una vez
descubierta ésta, se determina la concentraciéon minima inhibidora hacia los principales patégenos.

(iii) Pruebas posteriores. Después del ensayo de la capacidad inhibidora, el siguiente paso es
estudiar de forma exhaustiva los mecanismos de inhibicidn, la biologia de los microorganismos, su
adaptabilidad a las condiciones ambientales (en el caso de postcosecha: frio normal y atmdsfera
controlada), la compatibilidad de los antagonistas con otros tratamientos, etc.

Todos estos ensayos es recomendable hacerlos a pequeiia escala, para con posterioridad realizarlos
a escala comercial (14).

Finalmente se tendrd que estudiar la toxicologia del antagonista, asi como su estabilidad y las
diferentes formulaciones para su posterior aplicaciéon comercial.

Situacion actual del control bioldgico

Actualmente uno de los agentes microbianos mas utilizados en lucha bioldgica en campo, son
algunas cepas del género Trichoderma, ya que es un microorganismo de muy rapido crecimiento y con
pocos requerimientos nutricionales y ambientales.

La fruta almacenada en cdmaras frigorificas representa una buena oportunidad para la aplicacién
del control biolégico de las enfermedades en postcosecha, ya que la fruta se encuentra bajo condiciones
ambientales controladas, tanto en lo que respecta a 1a humedad relativa, como a la temperatura y a la
concentracion de gases.

La dosis y la frecuencia de aplicacién del antagonista dependen de su habilidad para interrumpir el
ciclo de la enfermedad, la supervivencia del antagonista, el tipo de propagulos utilizados (células
vegetativas, esporas, etc.) y los cambios en la susceptibilidad del fruto a la enfermedad. Los métodos de
aplicacién del antagonista pueden ser por bafio o ducha, previa a la entrada de la fruta en cdmara
frigorifica, de idéntica manera a los sistemas utilizados en el control quimico.

La bibliografia existente en el campo de la lucha biolégica de las enfermedades de postcosecha en
fruta de pepita es reducida. Recientemente han aparecido algunos estudios que abordan este tema
(Tabla 1), pudiéndose destacar los obtenidos en manzana y pera (12-15).

Todos coinciden en afirmar que la supervivencia del antagonista y su efectividad, después de
exponerlo a los tratamientos normales de postcosecha y bajo las condiciones ambientales de
frigoconservacion, son los factores que mayoritariamente determinan su utilizacién. También es muy
importante su capacidad para colonizar la superficie de la herida.

Aunque los trabajos mds avanzados en el control biol6gico de las enfermedades en postcosecha de
la fruta de pepita, realizadas por Janisiewicz, apuntan a la utilizacion de bacterias y en concreto del
género Pseudomonas (12-15). Otros estudios muy recientes, indican el interés de las levaduras como
buenos antagonistas, al ser éstos los microorganismos mas abundantes en la superficie de la fruta
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TABLA 1. Antagonistas eficaces en el biocontrol de podredumbres en fruta de pepita

Fruta  Podredumbre Agente causante Agente biocontrol Referencia

Manzana Azul Penicillium expansum Pseudomonas syringae 12
Pseudomonas cepacia 15
Cryptococcus sp. 20
Pichia guilliermondii 17

Gris Botrytis cinerea Pichia guillermondii 25,17
Pseudomonas cepacia 15
Candida laurenti 20
Acremonium breve 13
De Mucor  Mucor Pseudomonas cepacia 15
Pera Azul Penicillium expansum Pseudomonas cepacia 15
Gris Botrytis cinerea Pseudomonas cepacia 15

De Mucor  Mucor Candida albidus,

C. flavus y C. laurentii 20

almacenada en cdmara frigorifica (5, 8). A este respecto, Roberts (20, 21), ha obtenido unos resultados
muy prometedores con cuatro cepas de levaduras del género Cryptococcus, aisladas a partir de hojas y
frutos de manzanas y peras que conservan su capacidad antagdnica en las condiciones ambientales
propias de atmdsfera controlada frente a Botrytis cinerea. Asi mismo, estudios realizados con dos cepas
del género Candida (17) demuestran que éstas presentan cierta capacidad inhibitoria sobre Botrytis cinerea
aunque es casi nula sobre Penicilium expansum.

Perspectivas

Los microorganismos antagénicos se pueden considerar “fungicidas vivos” en el control de las
enfermedades de postcosecha de frutas. La trayectoria que se debe seguir desde el laboratorio a su
produccion comercial tiene varios obstaculos econémicos y bioldgicos.

El mercado potencial de los antagonistas es enorme, 1o que justifica la investigacién y desarrollo
necesario paralograr su comercializacién. Sin embargo, laespecificidad de un antagonista puede limitar
su comercializacién desde el punto de vista econémico, incluso aunque éste sea altamente eficaz. Pero
éste no es un serio inconveniente debido a que la creciente retirada de los fungicidas sintéticos del
mercado, ha hecho reconsiderar la utilizacién de nuevas alternativas. En los sistemas de postcosecha, la
investigacion sobre el manejo de poblaciones de antagonistas en frutos, especialmente en heridas, es
esencial para poder hacer predicciones sobre el comportamiento de los agentes utilizados en control
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biolGgico. Parece posible incrementar la efectividad de los antagonistas, mediante la aplicacién de
determinados nutrientes en los frutos y la manipulacién de las condiciones de almacenaje (16).
Igualmente, una vez identificados los factores clave que gobiernan la capacidad inhibitoria de los
antagonistas, se podria utilizar la ingenieria genética para mejorar el sistema, por ejemplo insertar los
genesresponsables de la produccién de metabolitos antifiingicos a otros microoganismos con una mayor
capacidad de supervivencia y colonizacién en fruta y en las condiciones de almacenamiento en
postcosecha.

Lacomercializacion de un antagonistarequiere de una especial tecnologia que combina los métodos
de control biol6gico y las técnicas de procesado del producto. Asi, Pusey et al. (19) fueron capaces de
incorporar el antagonista Bacillus subtilis en la cera comercial utilizada normalmente en la linea de
procesado del melocotén. En pruebas piloto, el control fue similar al control obtenido con el fungicida
benomilo.

En ocasiones, la integracién o pequefia modificacién de los procedimientos del proceso pueden
hacer al biocontrol mas atractivo y econdmico como alternativa de control. McLaughlin et al. (17)
demostraron que la adicién de cloruro célcico a la suspension de levaduras mejora la habilidad de las
levaduras para el control de varias enfermedades de postcosecha de manzanas. Este método modificado,
reduce la cantidad de biomasa de levaduras necesaria para el control.

El registro y etiquetado de los microorganismos antagdnicos para el control de las enfermedades
de postcosecha, plantea problemas para los responsables del registro de plaguicidas. Hay que evaluar la
toxicidad potencial y la patogenicidad de los antagonistas y de cada uno de los componentes que
constituyan la formulacién, aplicada a los alimentos. Todos los componentes tienen que ser inocuos para
el hombre.

(Cémo aceptard el consumidor la aplicacién de estos microorganismos antagénicos en los
alimentos? La presencia de microorganismos vivos en un alimento no es nuevo. Desde tiempos muy
antiguos, la adicién y fermentacién por microorganismos ha sido unimportante método de conservacion.
La incorporacién de microorganismos iniciadores (“starters”) en el procesado del pan y productos
lacteos es universalmente aceptada. Por lo que los consumidores no tendrdn ningtin inconveniente en la
utilizacion de los agentes microbianos, si éstos demuestran su inocuidad y son una alternativa eficaz a
los fungicidas sintéticos
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El mundo de los hongos ha despertado desde
antiguo la curiosidad de muy diversas personas,
debido a su variedad y miiltiples caracteristicas.
En el contexto de diferentes culturas, sus propie-
dades alucinogénicas han tenido una gran impor-
tancia, y lasiguen teniendo todavia, aunque hayan
perdido el valor esotérico que se les atribuia. Otro
tipo de interés es el que despiertan sus propieda-
des culinarias, por otra parte no exentas de riesgo.
Por ejemplo, y sin ir m4s lejos, en la peninsula
Ibérica existe una clara divisién entre culturas
micéfilas y micéfobas. Y llegamos asi hasta el
interés de los cientificos preocupados por descu-
brir su posicién taxondmica con respecto a los
demds organismos eucaridticos. Recientes estu-
dios de Mitchell L. Sogin, del Marine Biological
Laboratory, Woods Hole, MA, EE. UU., confir-
man la adscripcién de los hongos a un grupo
separado de organismos (distinto de las plantas y
de los animales) y, ademds, mas cercano filoge-
néticamente a los segundos que a las primeras. En
cualquier caso, el conocimiento sobre la diversi-
dad taxonémica de los agentes flingicos parece
estar en aumento continuo.

Desde el punto de vista del microbiélogo
clinico, los hongos han tenido siempre un signifi-

cado especial. Ha sido necesario estudiarlos pro-
fundamente para reconocerlos, identificarlos,
establecer la correspondencia etioldgica y buscar
la terapéutica. Con el aumento espectacular (y
dramitico, valgan aqui estos dos adjetivos, fre-
cuentemente confundidos en el “Spanglish” habi-
tual de nuestros articulos cientificos) del niimero
y tipos de los pacientes inmunodeprimidos, el
campo de la micologia clinica esta creciendo en
importancia y complejidad. Por una parte, hongos
que fueron en el pasado poco conocidos, o consi-
derados saprofitos inocuos, son hoy responsables
de infecciones graves. Por otra, hongos patégenos
que se consideraba que infectaban sélo lugares
especificos, como el tejido subcutidneo, causan
ahora enfermedades significativas en otras zonas
del cuerpo y, a veces, llegan a ser sistémicos.
La reciente publicacion del nuevo Atlas of
Clinical Fungi, dirigido por G. S. De Hoog y
J. Guarro, supone una contribucién esencial al
conocimiento, estudio e identificacién de los hon-
gos de importancia clinica. El libro, magnifica-
mente editado, es una impresionante obra que
redne la experiencia de los directores, y otros
especialistas, para conseguir una descripcién bre-
ve y precisa de los principales hongos de interés
clinico. Tal como explican los directores de la
obra, el reconocimiento de estos organismos, y su
creciente importancia patol6gica, hacen necesa-
rio profundizar en la experiencia y conocimientos
taxonémicos en el laboratorio de microbiologia
clinica, ya que la mayor parte de los hongos se



126 LIBROS

MicroBioLoGiA SEM

siguen clasificando todavia mediante criterios
morfolégicos. Unaidentificacidn incorrecta tiene
un efecto negativo sobre el conocimiento de las
micosis correspondientes, 1o cual, a su vez, afecta
el tipo de tratamiento a aplicar. Por otra parte, la
identificacién de patdgenos poco frecuentes se
hace a menudo por comparacién de los aislados
obtenidos con las listas publicadas en los princi-
pales manuales de micologia médica. Pero este
procedimiento cuenta con la dificultad de que
esas listas son incompletas.

El Atlas de hongos de importancia clinica
intenta resolver esas dificultades, o al menos
ayudar a superarlas. La obra se propone como
objetivo principal ilustrar la gran diversidad de
los agentes fiingicos patégenos. Aunque (como
advierten los directores) los agentes mas comu-
nes, como Candida albicans, Cryptococcus
neoformans o0 Aspergillus fumigatus, son tratados
brevemente (pero se remite a los interesados a los
manuales mas utilizados), los oportunistas raros,
con los que no suelen estar familiarizados los
clinicos, merecen en el libro una atencién espe-
cial.

El Atlas esté dividido en dos partes. La pri-
mera es similar a los manuales habituales, aunque
haciendo hincapié en el reconocimiento en el
laboratorio de los agentes etioldgicos. La expli-
cacion de los métodos de aislamiento e identifica-
cién es clara y concisa, proporcionando informa-
cién tan completa y autorizada que mejora la de
manuales mds extensos. Las especies mds co-
munes, 0 de mayor patogeneicidad, de cada género,
se describen con detalle, y aparecen ilustradas con
un dibujo a linea preciso e inconfundible. La
segunda parte describe los oportunistas raros, que
han sido citados en pocas ocasiones. Dado que los
clinicos pueden no estar familiarizados con esos
agentes, las ilustraciones consisten en el dibujo a

linea y una ldmina con varias fotografias de una
nitidez fuera de lo comiin, realizadas con el mi-
croscopio éptico y con el electrénico de barrido.
En este dltimo caso, con aumentos inferiores, por
lo general, a 10.000 x.

Cadahongo es descrito mediante las caracte-
risticas coloniales (generalmente, alos 10 dias de
incubacién, a temperatura ambiente, y en uno de
los medios de cultivo e identificacién recomenda-
dos). La microscopia del anamorfo (talo asexual)
y del teleomorfo (talo sexual) estdn descritas, en
algunas ocasiones, en paginas diferentes. Si se
hace asi, se aportan las referencias cruzadas. Se
dan también los sindnimos de los anamorfos y
teleomorfos cuando han sido citados en la bi-
bliografia médica reciente. La patogeneicidad de
las especies comprobadas se describe brevemente
en un capitulo introductorio sobre patologia cli-
nica, magnificamente expuesto. Por tltimo, para
cada hongo se da una breve bibliografia sobre
datos taxonémicos y textos de referencia para
ampliar conocimientos.

Como resumen, puede decirse que este Atlas
es una de las mejores obras que existen hoy en dia
en su género, que es la mds reciente (junto con la
de Davise Larone, Medically Important Fungi. A
Guide to Identification, 3rd. ed., American Society
for Microbiology, 1995), y, sin duda, que es una
de las mds importantes que se han escrito sobre el
tema. Es, en fin, una obra valiosa e imprescindible
no s6lo para cualquier interesado en microbiolo-
gia clinica, sino también para todas las personas
preocupadas, en general, por estudiar la gran
variedad de los microorganismos y, en particular,
por conocer el amplio y diverso mundo de los
hongos.

Ricard Guerrero
Universidad de Barcelona
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G. I. Barrow, R. K. A. Feltham (ed.)
Cambridge University Press, Cambridge, 1993,
3rd. ed. 331 pp. ISBN 0-521-32611-7

Esta tercera edicién del Manual for the
Identification of Medical Bacteria mantiene el
cardcter de compendio claro y conciso sobre la
diagnosis bacteriana de las ediciones anteriores.
La adicién de nuevos capitulos acerca de 1a teoria
y prictica de la taxonomia bacteriana, incluyendo
la utilizacién de los ordenadores en la identifica-
cién y la nomenclatura bacteriana, lo hace ain
mds apropiado como herramienta de consulta en
los laboratorios de diagnosis microbiolégica.

Kenneth J. Steel no vio aparecer la primera
edicion de su manual; muri6, a los 34 afios, unos
meses antes de su publicacién en 1965. Su colega
Samuel T. Cowan dedicé esa primera edicién a su
estimado colaborador y amigo. La amplia difu-
sién del manual, asi como su enorme utilidad
préctica, lo convirtieron en un cldsico de la
microbiologia médica. En 1974, S. T. Cowan,
reescribiendo algunos de los capitulos y afiadien-
do unos apéndices nuevos, volvid a publicar una
segunda edicion. En esta tercera edicion, G. L.
Barrow y R. K. A. Feltham recogen, con la ayuda
de 15 expertos en diferentes campos, los dltimos
conocimientos sobre clasificacién, nomenclatura
e identificacién de bacterias de interés médico.

La obra estd dividida en dos partes: bacterias
Gram-positivas y bacterias Gram-negativas. En
cada parte se describen los diferentes grupos
bacterianos y los géneros que los integran. Con
gran lujo de detalles, se presentan en las tablas los
caractéres fenotipicos que permiten identificar
cualquier cepa aislada. Al final del apartado dedi-

cado a cada género, resulta de gran ayuda un
escueto resumen de sus caracteristicas esenciales
para la diagnosis.

Ademas de las dos partes principales, la obra
se completa con otros capitulos de gran utilidad
practica. En algunos de ellos se discute la teoria y
la practica de la caracterizacion, identificacién y
taxonomia bacterianas. Otros dos capitulos tratan
sobre la utilizacién de los ordenadores y el siste-
madetarjetasen laidentificacién bacteriana. Para
finalizar, un dltimo capitulo sobre el control de
calidad hace que la obra sea de obligada lecturaen
ellaboratorio de microbiologia. Sin embargo, hay
que destacar la ausencia de los conceptos € infor-
maciones sobre la taxonomia molecular, que con
tanto auge, y tan buenos resultados, estd desa-
rrollandose en la actualidad, por lo que las técni-
casmoleculares para el andlisis de dcidos nucleicos
estdn a la orden del dia, incluso en la identifica-
cién y taxonomia bacterianas.

Los apéndices ocupan aproximadamente un
tercio de laextension total del libro, y constituyen
una inestimable ayuda para el trabajo en el labo-
ratorio de microbiologiamédica. Los apéndices A
a E resultan de gran utilidad en la preparacién de
medios de cultivos, de reactivos de laboratorio, de
colorantes para tinciones, e incluso en la realiza-
cién de pruebas bioquimicas basicas parala iden-
tificacién de cepas bacterianas. El apéndice F
contiene las pautas para la correcta utilizacién de
los ordenadores en microbiologia, en especial
para la clasificacion e identificacion. Los apéndi-
ces G al tratan de establecer las bases, de necesa-
rio cumplimiento por cualquier persona relacio-
nada con la microbiologia, de la nomenclatura de
taxones bacterianos. Un sucinto glosario de tér-
minos y cerca de 1500 referencias bibliograficas
completan los extraordinarios apéndices de esta
obra.

Jordi Mas-Castella
Universidad de Barcelona
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Limnology Now

A Paradigm of Planetary

Problems
R. Margalef (ed.)

Elsevier Science B. V., Amsterdam, the
Netherlands, 1994. 553 pp. ISBN 0-444-89826-3

Cuando una disciplina como la limnologia
tiene en su haber més de 100 afios de existencia,
un titulo como Limnology Now avanza por si solo
objetivo y contenido. Ambos quedan de manifies-
to en la presentacion de la obra (a cargo de R.
Margalefy M. Valls) segiinlacual el libro pretende
ofrecer el estado actual del conocimiento de la
limnologia en general y los objetivos y perspecti-
vas de los mds importantes aspectos de esta dis-
ciplina.

El libro esta formado por las contribuciones
de 25 autores, quienes a lo largo de 15 capitulos
desgranan su concepcién y experiencia de los
aspectos de lalimnologia en los cuales han centra-
do su actividad. El libro es fruto de la participa-
cion de los autores en los prestigiosos cursos de
Limnologia organizados por el Instituto Agro-
némico Mediterrdneo de Zaragoza a lo largo de
los tltimos afios.

Un libro realizado a base de las contribucio-
nes de diversos autores, aunque pierde en unidad
y ordenacién sistematica de los contenidos, suele
ganar en perspectiva y profundidad de las mate-
rias que trata. La variedad de autores, por otra
parte, permite cobijar una pluralidad de concep-
tos, de enfoques y de metodologias en las materias
que se someten a observacién y estudio experi-
mental, y en la interpretacién de los resultados.

No cabe duda de que una obra de este tipo va
dirigida a un piblico con conocimiento de la
materia. No obstante, no es cuestion de presuponer
en el estudiante, ya sea de licenciatura, ya sea
graduado, la ausencia de la suficiente madurez
intelectual que le permita sacar provecho de su

lectura. Nos hemos acostumbrado demasiado, en
muchos dmbitos de la ensefianza superior, a gra-
duarel nivel de conocimientos que hay que ofrecer
en una escalada absurda, a la par que c6moda, de
los contenidos. Sin saberlo, muchas veces se estd
poniendo limites a la curiosidad, lo que equivale
arebajar la capacidad intelectual y la facultad de
decisién personal.

La limnologia es definida por W. T.
Edmondson como un campo multidisciplinar en
el que intervienen todas las ciencias que contribu-
yen al entendimiento de la naturaleza de las aguas
continentales. Entre esas materias, enumera la
fisica, la quimica, las matematicas, la biologia y
las ciencias de la tierra. Ellargo camino recorrido
por la limnologia pasa desde su consideracion
inicial como ciencia que estudiaba los lagos, a su
estado actual, en el que incorpora el estudio de los
rios, corrientes y humedales. Margalef se refiere
alalimnologia como laramade laecologiaque ha
experimentado el mds rapido desarrollo a lo largo
de las tltimas décadas, desarrollo que no es tan
manifiesto en la variedad de temas que aparecen
en las revistas especializadas, como en la preocu-
pacién generada por la disminucién de 1a dispo-
nibilidad del agua y por la contaminacién debida
a diferentes agentes. En los aspectos aplicados
son varios los autores que subrayan que los pro-
gramas actuales en investigacién limnoldgica o-
bedecen a la presioén socia y econdmica para
solucionar esos problemas. Ejemplos de los mas
“populares” son el descenso de los acuiferos, la
contaminacién y el suministro de aguas.

Otro punto de interés a destacar en el libro es
el concepto en expansion de la ecologia global,
derivada de las sélidas conexiones detectadas
entre la biosfera y la totalidad del planeta. A este
respecto, se destaca el papel esencial de las aguas
continentales como nexo entre las partes terres-
tres y ocednicas del planeta. Es innegable que el
desarrollo de la ecologia global ha constituido un
estimulo para el progreso cientifico, al haber
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tomado en consideracidn las miltiples variables y
condiciones que interaccionan, y habiendo co-
nocido los problemas del efecto invernadero, la
lluvia 4cida, la pérdida de fertilidad del suelo, etc.
La multidisciplinariedad inherente al ejercicio de
esta ciencia destaca consecuentemente en el trata-
miento de los temas del libro.

Aunque el detalle de los capitulos sea largo,
puede servir de orientacién para que tanto el
especialista como el interesado “global” se forme
una idea del contenido de la obra, ya que los
titulos son suficientemente explicativos y los au-
tores conocidos: The place of epicontinental waters
in global ecology (Margalef), Phytoplankton:
which, and how much? (Capblancq, Catalan),
Prokaryotology for the limnologist (Pedrés-Ali6,
Guerrero), Macrophytes, taking control of an
ancestral home (Duarte, Planas, Pefiuelas),
Interannual variability in limnic ecosystems:
origin, patterns, and predictability (Catalan, Fee),
Transports processesin lakes: a review (Imberger),
The structure and dynamics of lotic ecosystems
(Ward), The tamed river (Prat, Ward), Seasonal
rhythm and secular changes in Spanish reservoirs
(Armengol, Toja, Vidal), Chemical composition
of lakes in crystalline basins (Psenner, Catalan),
The high north: present and perspectives (Pla-
nas), Tropical South America: present and
perspectives (Tundisi), Austral rivers of South
America (Bonetto), Parched continents: our
common future? (Comin, Williams), Not Politics,
but Ecology (Vallentyne) y What is limnology?
(Edmonson).

Todos estos temas, juntos, constituyen ese
paradigma de los problemas planetarios a que
alude el subtitulo del libro, por lo que ningiin
biblogo, sean cuales fueren sus intereses, genera-
les o especificos, deberia perder la oportunidad de
adentrarse en la lectura de esta magnifica obra.

Carmen Chica
Redaccién de Microbiologia SEM

Biostabilization of

Sediments

W. E. Krumbein, D. M. Paterson,

L. J. Stal (ed.)
Universitit Oldenburg-Verlag, 1994. 526 pp.
ISBN 3-8142-0483-2

Los biofilms son acumulaciones laminares
de microorganismos sobre una superficie, en la
que también se encuentran gran cantidad de
polimeros de origen microbiano. Dichos polimeros
forman un entramado que retiene las células con
materia organica y compuestos inorganicos, suje-
tando todo el conjunto al substrato.

Wolfgang E. Krumbein, uno de los directo-
res del libro, considera que los biofilms son am-
bientes acudticos estabilizados y bien
estructurados, a una temperatura en la que el agua
es normalmente liquida y fluida. Los biofilms
pueden originarse en ambientes muy distintos y
sus efectos sobre el medio son variados, por lo que
son estudiados por cientificos de diferentes dis-
ciplinas. Intervienen en la regulacién del flujo de
substancias quimicas y de gases entre la columna
de agua y la atmésfera. Los biofilms costeros,
que constituyen los tapetes microbianos,
contribuyen a la estabilizacién de los sedimentos
litorales.

Este libro trata de los biofilms como
estabilizadores de sedimentos. Una parte del mis-
mo contiene las ponencias presentadas en un
simposio sobre tapetes microbianos celebrado en
Oldenburg (Alemania), en 1993, para conmemo-
rar el 500 aniversario del nacimiento de
Theophrastus Bombastus von Hohenheim, es
decir, Paracelso. Este famoso médico y alquimista
del Renacimiento describié la accién de los
mucilagos en la formacién de rocas. En algunos
capitulos se rememoran los primeros estudios
llevados a cabo en tapetes microbianos y el debate
surgido a finales del siglo XIX entre Huxley y



130 LIBROS

MicroBioLoGiA SEM

Haeckel sobre los componentes del mucilago que
recubre el fondo de los océanos.

El libro presenta también, en cuatro seccio-
nes, un estudio muy completo de la composicién
y del potencial biomineralizador de los tapetes
microbianos y otros biofilms. En la primera sec-
cion, dedicada a la ecofisiologia y estructura, se
tratan temas como la respuesta a los cambios
ambientales de las comunidades microbianas de
los sedimentos poco profundos, las relaciones
ecofisiolégicas que intervienen en la estabiliza-
cién,lamineralizacion de tapetes de cianobacterias
en aguas termales, etc.

Lasegunda seccin estd dedicada ala estabi-
lidad de los sedimentos. Comprende estudios
detallados sobre resuspension y estabilizacion de
sedimentos con biofilms; sobre la influencia de
los acontecimientos a microescala en la cohesién
a macroescala de los exopolimeros; sobre la pre-
cipitacién de carbonato célcico, inducida por bac-
terias, que determina la litificacion de los tapetes
microbianos; sobre los tapetes microbianos en su
calidad de constructores de estructuras superfi-
ciales sedimentarias; sobre la existencia en la
actualidad de diversos tipos de estromatolitos
vivos; etcétera.

La tercera seccion recoge el estudio detalla-
do de la bioestabilizacién de sedimentos en am-
bientes litorales del Mar del Norte, sometidos a
diferentes impactos ambientales y a un cambio

climético potencial. Este trabajo fue subvencio-
nado por la Unién Europea (Programa MAST).
Creemos muy adecuado que se haya incluido
aqui. Con frecuencia, los resultados de muchos
proyectos de investigacién no alcanzan difusién
mas que en informes burocraticos. Descripciones
y resultados muy interesantes duermen archiva-
dos en los despachos de los organismos que han
concedido las subvenciones.

La cuarta y tltima secci6n del libro describe
una detallada metodologia del estudio de la mi-
crobiologia, bioquimica y potencial de estabiliza-
cién de los biofilms y tapetes microbianos, asf
como las técnicas de medida de la fuerza de
cohesion y potencial de bioestabilizacién contra
las fuerzas de erosion.

Este excelente libro interesard a bidlogos
marinos, ec6logos y gedlogos; a ingenieros de
costas, ec6logos microbianos y paleontélogos; a
todas las personas, en fin, interesadas en conocer
las miltiples interrelaciones existentes entre la
biota y el substrato geoldgico. Pocas veces un
libro realizado a partir de una reunién cientifica y
de un proyecto de investigacion ha resultado tan
completo para los expertos, interesante para los
profanos y oportuno para las personas dedicadas
al fomento y administracion de la ciencia.

Mercé Piqueras
Redaccion de Microbiologia SEM
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Cuadernos de
Microbiologia

Publicacién periédica patrocinada por
Biocheck, S. A.

En octubre de 1994 sali6 a la luz el primer
nimero (ndmero 0) de una nueva publicacion
sobre microbiologia, patrocinada por Biocheck,
S. A. (la direccién de la empresa es: c/Sabadell,
41. 08191 Rubi. Barcelona). El nombre de “Cua-
dernos” es muy adecuado; cada nimero se com-
pone actualmente de ocho pdginas, que pueden
coleccionarse dentro de unas tapas que la misma
empresa editora proporciona.

No es costumbre hacer en este espacio (sec-
ci6n de libros, de nuestra revista) la recension de
publicaciones periédicas, y menos si tienen ca-
ricter comercial, como en este caso. Sinembargo,
creemos que la originalidad y 1a posible utilidad
de Cuadernos de Microbiologia merecen el co-
mentario, para que la conozcan los socios de la
SEM que no la hayan recibido previamente. Esta
publicacién no deja de ser, en principio, un cata-
logo de los aparatos y material de laboratorio
distribuidos por la empresa editora.

Como expresa el editorial del nidmero 1,
“Cuadernos” se sitia mds alld de la pura informa-
cién comercial. Incluye algunos articulos cortos
de fondo, que en los dos primeros nimeros (el 0,
octubre 1994; y el 1, febrero 1995) tratan temas
tan variados como “Nuevo sistema miniaturizado

paralaidentificacion de Listeria monocytogenes™,
“Resumen de normas ISO para medios de cultivo
y reactivos preparados en laboratorio”, “La salud
y el trabajo”, “El microbi6logo y la industria
alimentaria”, etc. Ademds, el microbi6logo, en-
contrard en sus paginas servicio bibliografico
muy actualizado, bolsa de trabajo, calendario de
congresos, jornadas cientificas, ferias, etc., y una
seccion de correo del lector. Esta dltima es una
tribuna en la que los lectores pueden dar a conocer
opiniones, solicitar informaciones, expresar pro-
blemas, etc.

La presentacion es sencilla y los nimeros
pueden guardarse en su cubierta de anillas en
cualquier estanteria del laboratorio. El aspecto
visual es agradable. Sin embargo, tenemos que
hacer una observacion a los editores: deberian
estar atentos a poner en cursiva, y escribir siempre
correctamente, los nombres de géneros y especies
bacterianos. Habria que cuidar éste y otros aspec-
tos (que no son detalles o manias de caracter
académicos) relacionados con la microbiologia
bésica y aplicada. Ello contribuird a hacer que la
publicacién no sea sélo un folleto iitil para anun-
ciar productos y materiales de gran utilizacién en
el laboratorio, sino una herramienta més para
mejorar la calidad de la ensefianza, estimular la
investigacion y potenciar la aplicacién de la cien-
cia microbioldgica.

Niria Gaju
Universidad Auténoma de Barcelona
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XV Congreso Nacional de Microbiologia

Madrid, 25-28 de septiembre de 1995

Organizado por: Departamento de Microbiologia II. Fac. de Farmacia, UCM
Departamento de Microbiologia III. Fac de Biologia, UCM

Sede del Congreso: Facultades de Medicina y Farmacia
Universidad Complutense de Madrid

Secretarfa del Congreso: Departamento de Microbiologia II
Fac. de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid
Plaza de Ramén y Cajal, s/n. Ciudad Universitaria
28040 Madrid
Tel.: 91-3941834/91-3941744. Fax: 91-3941745.

Hace cincuenta aiios se cre6 la Sociedad Espariola de Microbiologia. Para celebrar todo lo
positivo que ha habido en nuestra actividad y, sobre todo, para mirar hacia el futuro con la
conviccién de que la Microbiologia en Espafia seguira representando un territorio de actividad
cientifica y profesional de vanguardia, se estd trabajando desde hace meses para ofrecer un
Congreso en el que todos aquellos que desarrollan estudios microbianos se sientan representados.
Esperamos vernos honrados con vuestra presencia.

César Nombela Cano
Presidente del Comité Organizador

XV Congreso Nacional de Microbiologia

Apellidos, NOMDBIE .......coeieeeeiiireeerer sttt s e tsaese e e e
Direccion

Palabras clave (méximo 5)

Cuota de inscripcién: [ socio de l1a S.E.M. c.ouieevereeeeereesiesseseens 28.000 PTA
(J socio menor de 28 aiios (justificar) ............ 17.000 PTA
[ no socio de 1a S.EM. c..coevrveeeerveeerrrererenirnne 35.000 PTA
[ recargo después del 30-6-1995 ................... 5.000 PTA
Adjunto [ un talén nominativo n® a favor del XV Congreso Nacional de

Microbiologia o [ copia del resguardo de transferencia a la Cuenta Corriente 0049-2196-231-4008934
del Banco Central Hispano, por un importe total de PTA:
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ERRATUM

Ensayos in vitro del comportamiento antagénico de
Trichoderma spp. frente a especies patdégenas de la zona
horticola de La Plata, Argentina

Cecilia Moénaco,*!2 Analia Perelld,! M. Cristina Rolldn?

' Comisién de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires
2Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, Universidad Nacional de La Plata, Argentina

Volumen 10 (4), pagina 426, en la Tabla 1, linea 2 deberia leerse Sclerotinia sclerotiorum.
Pagina 426, en la Tabla 1 linea 3 deberia leerse Sclerotium rolfsii.
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PREMIO

Asociacion Benéfico-Docente Profesor Vicente Callao

Se convoca un premio al mejor trabajo biografico sobre la vida del Profesor
Vicente Callao Fabregat, destacando sobre todo sus actividades cientificas y valores
humanos, con motivo del 25 aniversario de su fallecimiento.

La dotacién de dicho premio es de 250.000 PTA.

Los trabajos deberdn ser remitidos a la direccién de esta Asociacién
Benéfico-Docente, en el Departamento de Microbiologfa, Facultad de Farmacia,
Universidad de Granada, Campus de Cartuja, 18071 Granada.

El plazo de recepcién termina el dia 31 de octubre de 1996.

El Presidente
Prof. Alberto Ramos Cormenzana

Science, Culture & Communication for the 21st Century

8th International Conference of the
International Federation of Science Editors

9-13 July 1995, Barcelona (Catalonia, Spain)

Venue e School of Biology Organized by e International Federation
University of Barcelona of Science Editors
Av. Diagonal, 645 e Catalan Research Foundation
E-08028 Barcelona
Spain

Secretariat/IFSE-8. Apartado 16009. E-08028 Barcelona. Spain
Tel.: 34-3-4482373. Fax: 34-3-3341079. E-mails: guerrero@porthos.bio.ub.es, guerrero@servicom.es
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Normas para los autores

Microbiologia SEM (la revista cientifica de la Sociedad Espafiola de Microbiologia, SEM) acepta articulos
y notas de investigacién originales dentro del campo de la microbiologia y, ocasionalmente, articulos de revisién.
Textos en inglés (preferentemente) o espafiol. La aceptacién corresponde al Consejo Editorial. Sélo se admitirdn
trabajos inéditos que no estén pendientes de publicacién en cualquier otra revista. Los originales publicados en
Microbiologia SEM podrén ser reproducidos siempre que se indique su origen.

PRESENTACION DE LOS ORIGINALES. Los articulos estaran escritos a méquina, a doble espacio, en
hojas UNE A-4 por una sola cara, numeradas correlativamente y con un amplio margen en la parte izquierda. No
deberdn exceder de 16 pdginas impresas, incluyendo tablas y figuras (lo que corresponde aproximadamente a 25
hojas mecanografiadas). Los articulos incluirdn una primera pdgina en la que se indicar4 por este orden: Titulo del
articulo, nombre y apellido del autor o autores, centro en el que se harealizado el trabajo y direccién completa del
mismo, asf como de tres a cinco “palabras clave”. En los articulos en espaiiol se deberd incluir una versién inglesa
del titulo. Los articulos constardn de: Restimenes en inglés y en espaiiol (de no més de 250 palabras cada uno),
Introduccién, Materiales y métodos, Resultados, Discusion, Agradecimientos y Bibliografia. Las secciones de
Resultados y Discusidn se podran juntar en una sola.

Las abreviaturas, simbolos y siglas deberdn seguir las recomendaciones de la Comisién IUPAC-IUB sobre
nomenclatura bioquimica. Deberd emplearse siempre el Sistema Internacional de Unidades (SI).

La bibliografia serd citada en el texto mediante nimeros y se dispondra numerada y en orden alfabético de
acuerdo con los ejemplos que se ofrecen a continuacién:

Miller, J. H. (1972). Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY.

Seeberg, E., Nissez-Meyer, J., Strike, P. (1976). denV gene of bacteriophage T4 determines aDNA glycosilate
specific for pyrimidine dimers in DNA. J. Virol. 35, 790-797.

Tomasz, A. (1984). Building and breaking in the cell wall of bacteria - The role for autolysins. In Nombela,
C. (ed.), Microbial Cell Wall Synthesis and Autolysis, pp. 3—12. Elsevier Science Pub., Amsterdam.

Lasreferencias a tesis doctorales, originales no aceptados todavia o comunicaciones presentadas a congresos,
deben incluirse en el texto del articulo de acuerdo con los siguientes ejemplos: (Garcia, P. et al. 1985, en
preparacién), (Smith, T. 1985. Tesis doctoral University of Massachusetts, Amherst) o (Sudrez, A., Gonzilez, F.
1975. Res. V Congr. Nac. Microbiol., p. 1845).

Las fotografias, que deberdn estar preparadas para su reproduccién directa, se limitaran a las estrictamente
necesarias para la comprensién del trabajo y serdn de calidad suficiente para asegurar una buena reproduccién.
Deberan estar numeradas al dorso, indicando el apellido del primer autor a lapiz. Los textos de las mismas irdn
mecanografiados a doble espacio y en hoja aparte. En los articulos en espaiiol las figuras incluirdn asimismo un
texto en inglés. El tamafio de las fotografias no excederd de 13 x 20 cm. Las dimensiones de los rétulos deberédn
ser las adecuadas para ser legibles en caso de que se reduzca la fotografia. La presentacién de dibujos en tinta china
y papel vegetal seguird las mismas normas. No se admitirdn fotograffas en color.

Las tablas se enviardn en hojas aparte, numeradas independientemente de las figuras, con niimeros ardbigos
y deberdn llevar el correspondiente titulo explicativo. Los autores deberdn indicar a ldpiz en el margen del texto
la situacién aproximada en donde deben aparecer las tablas y figuras.

NOTAS. Las Notas, que no deberdn exceder de seis pdginas mecanografiadas, incluyendo figuras y tablas,
tienen por objeto la presentacién de observaciones experimentales, descripcién de técnicas o modificaciones
metodoldégicas de interés. Su redaccién se efectuard ateniéndose a las normas previamente descritas para los
articulos, pero suprimiendo las divisiones con encabezamiento. Los resimenes no serdn superiores a 50 palabras.
Sélo incluirdn, como méaximo, dos figuras y una tabla, o viceversa.

ARTICULOS DE REVISION. Los articulos de Revisién versaran sobre temas de microbiologia de gran
interés, y suredaccidn se solicitard a especialistas. Sin embargo, si algiin autor estd interesado en publicar articulos
de Revisidn, éstos tendrdn que ser supervisados. Los originales deberdn comprender aproximadamente de 12 a 20
péginas (incluidas figuras y tablas), mecanografiadas a doble espacio.

CORRECCION DE PRUEBAS. Los autores recibirén pruebas de imprenta, que deberdn estar de vuelta en
la redaccién en el plazo de una semana. Transcurrido dicho plazo sin devolucién de las pruebas, éstas serdn
publicadas tal como han sido enviadas a los autores. Las correcciones se limitardn a errores tipogréficos,
gramaticales o de datos incorrectos. Modificaciones més importantes, que impliquen recomposicién del texto,
deberdn ser abonadas por los autores. Se enviardn 25 separatas gratuitas por articulo; si se desearan més, deberd
indicarse por escrito cuando se devuelvan la pruebas corregidas. Las separatas adicionales serdn facturadas a precio
de coste.

El articulo, original y dos copias en papel, se enviar4 a la siguiente direccién: Microbiologia SEM. Apartado
16009, 08080 Barcelona, o al miembro del Consejo Editorial de larevista que esté médsrelacionado con el contenido
del articulo. Posteriormente, caso de ser aceptado, se pedird también una versién en disco de ordenador.
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Instructions to authors

Microbiologia SEM (the official journal of the Spanish Society for Microbiology, SEM) publishes original
research articles, research notes and reviews covering all aspects of microbiology. All submissions should be
written in English (preferably) or Spanish. The decision to accept manuscripts is made by the Editorial Board.
Submission of an article to this journal is understood to imply that it has not previously been published and that
is not being considered for publication elsewhere. Consent is given for reproducing publication of this journal if
accredited as the source.

ORGANIZATION AND FORMAT OF THE MANUSCRIPTS. Type every portion of the manuscript
double-space with wide margin at the left on UNE A-4 format sheets. Only one side of the sheet should be used
and the pages should be numbered sequentially. Articles must be restricted to a maximum of 16 printed pages,
including figures and tables (this corresponds to approximately 25 typewritten pages).

The front page should include title, name(s) of the author(s), institution affiliation(s) and complete
address(es). Three to five “key words” would also be included. Articles should be divided into: Abstracts in English
and in Spanish (not exceeding 250 words each), Introduction, Materials and methods, Results, Discussion,
Acknowledgments, and References. Results and Discussion can be combined.

Abbreviations and symbols should follow the recommendations of the [TUPAC-IUB Commission and the
Systéme International d’ Unités (SI) is to be used throughout.

Cite each listed reference by numbers in the text. References should be numbered and arranged in alphabetical
order as indicated in the following examples:

Miller, J. H. (1972). Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
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