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Introduccién

1. EMBUTIDOS FERMENTADOS

La busqueda de soluciones para la conservacion de los alimentos ha estado ligada desde
la prehistoria a la evoluciéon humana, y ain hoy es un reto para la humanidad. Entre los
métodos de conservacion mas utilizados desde la antigiedad destacan el secado y la
fermentacion.

La fermentacion representa, probablemente, uno de los procesos biotecnolégicos mas
antiguos. Esta técnica, que se ha utilizado desde la Prehistoria para la conservacion de
alimentos durante periodos prolongados de tiempo, consume poca energia y da lugar a un
producto de elevada calidad (Molly et al., 1997).

La fermentacion de alimentos se desarrollé de forma empirica durante muchos siglos, sin
que se conocieran sus fundamentos cientificos. Actualmente, sabemos que en los procesos
fermentativos tiene una participacion decisiva la microbiota presente en cada producto; los
microorganismos fermentadores no so6lo participan en la estabilidad microbiolégica del alimento
fermentado, sino que también contribuyen a sus propiedades organolépticas.

Los embutidos fermentados son productos tradicionales de la Europa central y meridional que se
originaron probablemente en la cuenca mediterranea. La historia de la conservacion de la carne
a través de la fermentacion ha sido estudiada en detalle por Leistner (1986) y Zeuthen (1995).
Sabemos, por ellos, que en la Roma imperial era frecuente el consumo de embutidos y de
jamones, algunos llegados de los valles pirenaicos y, en especial, de la Cerdafia. Los romanos
ya conocian que la carne picada adicionada de sal, azlcar y especias se convertia en un
producto sabroso y de larga vida si se preparaba y curaba de forma apropiada. No obstante, el
consumo del cerdo bajo esta forma de conservacion alcanzé mayor predicamento a partir del
siglo IX. Es frecuente encontrar, datados en esas fechas, documentos que especifican las
donaciones de embutidos, en forma de pagos o tributos, y las técnicas que deben emplearse
para la conservacion de las carnes del cerdo, ya sean curadas o cocidas.

Aparentemente, el clima templado con viento y lluvias moderadas de los paises mediterraneos
favorece la curacion de los embutidos. En otros paises europeos, sin embargo, la forma
tradicional de preservacion de la carne consistié en el salado y secado de la carne sin picar. En

Alemania, la manufactura de embutidos fermentados comenzé hace sélo unos 160 afos y
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mayoritariamente se trata de embutidos fermentados ahumados; en Italia, Francia y Espafia, en
cambio, predominan los embutidos picantes y secados al aire.

El intercambio cultural y gastrondmico entre todos los pueblos de Europa ha hecho que el
repertorio de embutidos que se puede encontrar en el mercado sea muy amplio.

En Esparfia, los embutidos definidos por el pimentén (chistorra, chorizos, lomo adobado)
son de consumo frecuente en zonas geogréaficas en las que estas técnicas de elaboracidon eran
extrafias. Paralelamente, la sobrasada, caracteristica de las Islas Baleares, se elabora y se
consume en toda la peninsula.

Algo semejante ha sucedido con los patés, pasteles de higado de cerdo tipicamente
franceses y de escasa presencia en la historia de la gastronomia espafiola, pero ahora de uso
habitual. De Italia se ha incorporado el salami y la mortadela. Esta Gltima se elabora en nuestro
pais, muchas veces con recetas propias. Como conserva ahumada los ingleses han aportado el
bacon, mientras que de Alemania ha llegado una larga serie de embutidos que se han
incorporado, de pleno derecho, al panorama culinario espafiol. Frankfurts, bratwust, cervelas,
son algunas de estas salchichas que se elaboran, siguiendo el modelo aleman, en todas partes

del mundo.

1.1. EL SECTOR CARNICO

El sector carnico constituye hoy dia un sector de primer orden dentro del conjunto de la
industria alimentaria, como demuestra el hecho que de los 66.242 millones de euros de gasto
alimentario en Espafia durante el afio 2002, un 24,9% correspondieron a la carne y sus
derivados, muy por encima de sectores como la pesca (13,9%) o el lacteo (12,1%) (AICE,
2004). Segun los datos de la FIAB (Federacion de Industrias de la Alimentacion y Bebidas) el
sector carnico estd compuesto por 4.568 empresas que representan el 13,5% del total de
industrias elaboradoras de alimentos y bebidas (Cruz, 2004).

La produccion total de carne en el 2002 fue de 5,53 millones de toneladas. El incremento
registrado fue superior al de otros afios y se situé en torno al 4% respecto a los niveles
registrados en el 2001. De la produccién total registrada en el 2002, el 58% correspondio a la
carne de cerdo, con un total de 3,15 millones de toneladas. Estos niveles suponen el 58% del
total de la produccién carnica nacional y el 16% de la produccién final agraria (Cruz, 2004). A lo
largo de los doce ultimos afios la produccion se ha duplicado, convirtiendo a Espafia en un

fuerte productor mundial y en el segundo dentro de la UE, tras Alemania.

1.1.1. Produccion de elaborados carnicos

El sector de los elaborados carnicos esta compuesto por 4.568 empresas que generan en
torno a 50.500 puestos de trabajo. El nimero de empresas esta en continua evolucién por la
irrupcion en este mercado de nuevos operadores. Los cinco primeros grupos productores

acaparan el 22,5% del mercado, mientras que los diez mas importantes presentan una cuota
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conjunta del 28% (MERCASA, 2003) lo que indica el fuerte grado de atomizacidon que aun existe
en el sector. La mayoria de las empresas estdn apostando en estos momentos por la
diversificacion de las ofertas y por productos de mayor valor afiadido (Cruz, 2004). La situacion
del sector no es la misma en todo el territorio espariol. La provincia de Barcelona agrupa la
mayor concentracion de industrias de elaborados céarnicos (11% del total), seguida por
Salamanca, Girona, Valencia y Badajoz (An6énimo, 2001).

A lo largo del 2002, la produccién de elaborados carnicos en Espafia fue de 1.141.438 TM
(AICE, 2004). Como se aprecia en la Figura 1, la mayoria de los productos registran una
tendencia al alza en la produccién desde 1997, coincidiendo con la autorizacion para las
exportaciones de este tipo de productos y también con la adecuacién de la mayoria de empresas
espafiolas a las exigencias de la Unién Europea.

La partida mayor de elaborados la compone la de “otros productos curados por el calor”,
con un volumen de 329.323 TM, el 28% del total, seguida por la de jamones y paletas curados,

con 234.000 TM y la de embutidos curados, con 184.466 TM (Figura 1).
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Figura 1. Produccién de elaborados carnicos en Espafia (1994-2003).



Introduccioén

Dentro de los embutidos curados, la produccion de embutidos fermentados ligeramente
acidificados (EFLA) en Espafia se incrementa afo tras afo, debido a su facilidad de compra y a
que el consumidor aprecia cada vez mas los productos poco acidos en su dieta. Es dificil
encontrar datos sobre la produccion de EFLA, debido a la gran variedad que presenta este tipo
de productos, pero es el uUnico grupo de productos carnicos picados-curados que ha
experimentado un incremento de consumo comparado con el resto de productos fermentados.
Se conoce que la producciéon en Espafia de chorizos madurados en frio es de unas 21.750 TM y
la de fuet de unas 15.545 TM (vendas controladas segun el indice A.C. Nielsen, periodo octubre
1997 - noviembre 1998) y que la produccion de salchichén de Vic con denominacion de Origen
es de unas 5.000 TM/afo aproximadamente. Aunque los datos son escasos, es evidente la
importancia de estos embutidos poco &acidos, tanto por la superficie que ocupan en los

supermercados como por su promocién comercial.

1.2. CLASIFICACION DE LOS EMBUTIDOS

Des de un punto de vista tecnolégico, la denominacién de embutido seco o curado
engloba un determinado grupo de embutidos conocidos desde mucho tiempo atras. La gran
variedad que presentan se debe a los diferentes procesos de elaboracion, entre los que cabe
destacar dos avances tecnoldgicos:

e El desarrollo de la técnica de climatizacion que posibilita un control de la temperatura,
humedad relativa y velocidad del aire durante la elaboracién del embutido en cualquier
época del afio.

e La utilizacion de diversas sustancias o aditivos quimicos y microbianos para la elaboracion
de embutidos (colorantes, aromatizantes y saborizantes, reguladores del potencial redox,

cultivos iniciadores, etc.) que favorecen la aplicacidon de técnicas rapidas de fabricacion.

A lo largo de los afios los embutidos se han clasificado de diferentes maneras y las
clasificaciones oficiales varian de unos paises a otros. Las clasificaciones pueden basarse en
diferentes propiedades, como el contenido en humedad, contenido en proteina, cociente

humedad/proteina, etc.

Kinsman (1980) clasifica los embutidos en seis categorias:

Embutidos frescos.- Elaborados a partir de carne picada condimentada y usualmente
embutida en tripa natural. No estan curados ni ahumados. Se deben someter a un tratamiento
culinario antes de su consumo.

Embutidos cocidos.- Fabricados a partir de carne picada, condimentada, curada y embutida en
tripa. Estan cocidos pero no ahumados.

Embutidos cocidos y ahumados.- Obtenidos como los anteriores pero sometidos a un

proceso de ahumado sin ningun tipo de tratamiento térmico.
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Embutidos secos o0 semi-secos.- Estan elaborados con carne picada, condimentada y
embutida en tripa. Se someten a un proceso de secado al aire bajo condiciones controladas de
tiempo-temperatura-humedad. Pueden estar ahumados.

Especialidades carnicas.- Comprenden una gran variedad de productos que tiene en comun el
hecho de estar preparados a partir de carne curada o no, picada o triturada, condimentada y

normalmente cocidos mas que ahumados.

Roca e Incze (1990) basandose en el tiempo de fermentacion y maduracion del embutido,

proponen otra clasificacion para embutidos fermentados (Tabla 1).

Tipo de embutido Tiempo _o!e Contenido de Valor aw final
Producciéon agua
(?0)
Untable 3 - 5 dias 34 - 42 0,95 - 0,96
Lonchable:
maduracién corta 1 - 4 semanas 30 - 40 0,92 - 0,94
maduracioén larga 12 - 14 semanas 20 - 30 0,85 - 0,86

Tabla 1. Clasificaciéon de embutidos fermentados segin Roca e Incze (1990).

Licke (1998) propone una clasificacion des de un punto de vista microbioldgico que se

basa en la actividad de agua (a,) Y en el tratamiento de superficie (Tabla 2).

Tiempo de Aplicacion de

Categoria Curacion aw final Ahumado

Embutidos secos con mohos > 4 semanas <0,90 No

Embutidos secos con mohos >4 semanas <0,90 Si (durant_e' la
fermentacion)

Emput!dos S€ecos, sin >4 semanas <0,90 Si o No

crecimiento de mohos

Embutidos semi-secos <4 semanas 0.90-0.95 No

con mohos

Embutidos semi-secos sin <4 semanas 0.90-0.95 Si

crecimiento de mohos (10-20 dias) ’ ’ (con excepciones)

Embutidos fermentados <2 semanas 0.94-0.96 Si o No

frescos, para untar.

Tabla 2. Clasificacion de embutidos fermentados (Lucke, 1998).
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1.2.1. Clasificacién espafiola de embutidos.

Como en otros paises europeos, en Espafia se elaboran y consumen una gran cantidad de
productos carnicos tipicos originarios de cada una de las regiones. La importancia econémica de
los productos curados dentro del sector carnico espariol y la incorporacién de Esparfia a la U.E.
en el 1986, hicieron necesario la elaboracibn de una clasificacion y tipificacion,
fundamentalmente de los embutidos curados tipicos espafioles, con el objeto de clarificar el
sector.

Los derivados carnicos son productos alimentarios preparados total o parcialmente con
carnes, despojos, grasas y subproductos comestibles, procedentes de animales de abasto u
otras especies y, en su caso, de ingredientes de origen vegetal o animal, asi como condimentos,
especias y aditivos, siempre que estén autorizados, y se ajusten a las normas especificas de

calidad (B.O.E., 1984). Los derivados carnicos se clasifican en:

e Productos carnicos crudos adobados
¢ Embutidos crudos curados

e Productos carnicos tratados por calor
e Salazones carnicas

e Platos preparados carnicos

e Otros derivados carnicos

En la categoria de embutidos crudos curados se incluyen productos carnicos, troceados o
no, adicionados de sal y otras sustancias, que se someten a un proceso de maduracidon-secado
apropiado y, opcionalmente, ahumado.

Cuando su fabricacién depende de la accion de microorganismos (adicionados en forma de
cultivos iniciadores y/o presentes en las materias primas) estos productos se denominan
también embutidos fermentados. Podemos diferenciar 5 tipos diferentes en funciéon del origen

de las carnes y del grado de maduracién-secado.

Chorizo
Se denomina chorizo la mezcla de carnes picadas o troceadas de cerdo o cerdo y vacuno

y tocino y/o grasa de cerdo, con adiciéon de sal, pimentén y otras especias, condimentos y
aditivos autorizados, amasada y embutida en tripas naturales o artificiales, que ha sufrido un
proceso de maduracidon-secado, con o sin ahumado, que se caracteriza por su coloracion roja
(con la excepcién de los denominados chorizos blancos) y por su olor y gustos caracteristicos
(Orden de 27 de febrero de 1980; BOE 21/3/80). En el mercado existen numerosos productos
que responden a la definicion anterior. Flores (1999) los clasifica en funcion de:

- La forma: chorizo vela, rosario, herradura, etc.

- El calibre y tipo de tripa: chorizo, chistorra.

- Las caracteristicas sensoriales: chorizo ahumado, blanco, casero o picante.

- El tamafio y tipo de materia prima: chorizo de lomo, chorizo de Pamplona o chorizo de

Soria.
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Salchichén

Se denomina salchichdn a la mezcla de carnes picadas de cerdo, vacuno o cerdo y vacuno
y aditivos, amasada y embutida en tripas naturales o artificiales, que ha sufrido un proceso de
maduracion-secado que le asegura una buena estabilidad, asi como un aroma y un gusto
caracteristicos (Orden de 27 de febrero de 1980; BOE 21/3/80). En el mercado existe una gran
variedad de salchichdn que tienen diferentes denominaciones segun la forma, tripa, calibre,
origen geografico, caracteristicas geograficas, etc.: salchichén de Vic, salchich6n imperial,

salchichon de Aragon, fuet, “secallona” y “sumaia”.

Sobrasada

Son embutidos elaborados con carne de cerdo constituidos por una pasta homogénea de
carne y grasa con pequefios trozos de carne, facilmente diferenciables. Estan mezclados con
condimentos y tienen el pimentdn como ingrediente tipico, especias, ingredientes y aditivos
autorizados, embutidos en tripas naturales o sintéticas, que han experimentado un proceso de
maduraciéon-secado, sin ahumado, y que se caracterizan por su coloracién roja y su aroma y
gustos tipicos (Orden de 27 de febrero de 1980; BOE 21/3/80).

Lomo embuchado

Es un producto elaborado a partir del musculo ileo-espinal del cerdo (practicamente libre
de grasa externa), aponeurosis y tendones, salado adobado y embutido en tripas naturales o
artificiales permeables y que se ha sometido a un proceso de maduracion apropiado (Orden de
27 de febrero de 1980; BOE 21/3/80).

Morcoén

Son productos elaborados con recortes de cabeza de lomo y/o magro de cerdo, adobados
con sal, pimentén (como elemento -caracteristico), especias e ingredientes y aditivos
autorizados, y embutidos en vejigas o ciegos de cerdo. Estos embutidos se someten a un
proceso de maduracion-secado y dan lugar a un producto con caracteristicas sensoriales tipicas,

que se comercializa completamente curado (Orden de 27 de febrero de 1980; BOE 21/3/80).

Todos estos embutidos se han elaborado durante muchos afios de forma artesanal y por
tanto, han estado sujetos a problemas de produccion derivados de la falta de conocimiento
cientifico. Durante los Ultimos afios, la biotecnologia de alimentos se ha especializado en la
adaptacion de los procesos tradicionales para la produccidon industrial a gran escala. Los
microorganismos competitivos tipicos de los procesos modernos han sido aislados y
desarrollados como cultivos iniciadores, por su poder fermentador y acidificante; esto ha
permitido a la industria satisfacer la creciente demanda de los consumidores de productos
seguros con unos costes asequibles. Sin embargo, estas estrategias no son validas para todos
los tipos de productos. Los cultivos iniciadores que existen en el mercado no son lo mas
apropiados para la fabricacion de EFLA, ya que en estos productos es necesario conservar las

variedades regionales y las caracteristicas organolépticas y sensoriales tipicas.
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1.2.2. Embutidos fermentados ligeramente acidificados

Los EFLA forman un grupo de productos tradicionales espafioles con una gran diversidad
entre las diferentes regiones de origen y caracterizados por presentar un pH final que oscila
entre 5,3 y 6,2. En concreto se trata de chorizos de pequefio calibre y madurados en frio, fuets,
sobrasadas, xolic del Pallars (Ripoll, 1992), salchichones de tipo artesanal y en general

embutidos crudos curados poco acidificados.

1.2.2.1. Principales EFLA

1.2.2.1.1. Chorizo

El chorizo es el producto carnico fermentado mas consumido en el estado espafol. Existen
muchas variedades de chorizo, alrededor de 20, pero muchos de ellos son productos acidos. Los
chorizos de baja acidificacion son aquellos elaborados artesanalmente con magro y grasa de
cerdo, cloruro sodico, pimentén rojo, ajo y orégano. La mayoria de estos chorizos estan
madurados en frio y se caracterizan por no incorporar hidratos de carbono ni agentes curantes
entre sus ingredientes, aunque las especias afladidas a la formulacion aportan carbohidratos y
agentes nitrificantes. El contenido en grasa de este producto oscila entre 30-50% (Lois et al.,
1987). El proceso de secado se prolonga durante 21 dias a 10-15°C y un 80-95% de humedad
relativa, posteriormente y hasta unos 42 dias aproximadamente, se disminuye la temperatura
(6-12°C) y la humedad (75-90%) y en muchos casos el producto es ahumado (quemando
madera de roble dentro de la bodega o camara de secado). Los estudios sobre la evoluciéon y
composicion microbiana en estos productos artesanales son escasos. Dominguez-Fernandez y
Zumalacarregui-Rodriguez (1991) estudiaron los cambios oxidativos en chorizos madurados en
frio, observando valores méas elevados que Ilos obtenidos en chorizos elaborados
industrialmente. La evolucién del pH se caracteriza por un descenso durante la primera semana

del proceso hasta 5,4 y un posterior aumento hasta valores de 5,8-6,0.

1.2.2.1.2. Salchichén de Vic

El salchichén de Vic es un producto artesanal producido sin la adicion de cultivos
iniciadores. Al ser un producto fermentado poco acidificado, el pH no ayuda a prolongar la vida
atil del producto. Esto se consigue mediante una larga maduracion a baja temperatura.

Los aditivos utilizados en su fabricacion, ademéas del magro y la grasa de cerdo en
proporciéon 85:15, son sal, pimienta negra (en grano y molida) y nitrato potasico. Al no afiadirse
carbohidratos se limita el descenso de pH por accién microbiana.

El salchichén de Vic tiene un proceso de maduracion en frio que puede llegar a los 12
meses. Segun un estudio realizado en este tipo de producto (Ferrer y Arboix, 1986) la
microbiota predominante son las bacterias del acido lactico, con valores que alcanzan las 108 —
10° ufc/g a los dos meses, para disminuir al final del proceso hasta 10* ufc/g. La poblacién de
enterobacterias disminuye progresivamente y los cocos gram-positivos catalasa positivos se

mantienen alrededor de 10° ufc/g a lo largo del proceso disminuyendo al final a 102 ufc/g. El pH
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del producto va aumentando progresivamente durante todo el proceso de fabricacion con

valores de 5,88 al inicio y superiores a 6 en el producto final.

1.2.2.1.3. Fuet

El fuet es un producto tipico muy apreciado por sus peculiares caracteristicas
organolépticas. Como embutido es muy similar en su formulacion al salchichén, pero a
diferencia de éste, el fuet presenta un calibre inferior (30-40 mm) y una acidificacion menor,

con valores de pH de 5,4-5,6 al final del proceso.

1.2.2.1.4. Sobrasada

Otra especialidad regional que se enmarca dentro de los embutidos fermentados de baja
acidez es la sobrasada tipica de las Islas Baleares. Es uno de los productos que mas se ha
industrializado, alejandose asi de la sobrasada artesanal original y popularizandose su consumo.

La sobrasada es un embutido con un elevado contenido en grasa (40%), con pimentén
rojo y sal, madurada durante semanas en frio (8-15°C) y con valores de humedad entre el 60-
85%. Dado su elevado contenido en grasa, los valores iniciales de a,, son bajos (0,93) vy al final
del proceso disminuyen hasta 0,88-0,83. Algunos autores (Rossell6 et al., 1995) describen un
descenso acusado del pH en los primeros dias del proceso de elaboraciéon, hasta valores de 5,3
unidades; la mayor parte de las sobrasadas presentan pH finales mas altos que oscilan entre
5,4y 6,0.

La microbiota bacteriana tiene un papel importante en la maduracidon de este tipo de
embutidos, aun asi, existe poca informacién publicada sobre su composicion y evolucion.
Rossell6 et al. (1995) estudiaron las diferentes comunidades microbianas a lo largo del proceso
de maduracién de la sobrasada mallorquina constatando un predominio de las bacterias del
acido lactico, que presentaron valores de 10° ufc/g entre los 7 y 9 dias de maduracion,
manteniendo estos niveles hasta los 30 dias del proceso; a partir de aqui la poblacién de BAL
disminuia hasta 107 ufc/g. Los cocos gram-positivos catalasa-positivos presentaron valores de

10° ufc/g por lo que también parecen tener un papel importante en la maduracion del producto.

1.3. ELABORACION DE EMBUTIDOS FERMENTADOS

La base de la amplia variedad de embutidos crudos curados fermentados que existen en
el mercado radica en una tecnologia de fabricacién flexible que permite realizar muchas
modificaciones siempre que se mantengan las reducciones adecuadas de pH y a, (Leistner,
1992).

La obtencién de un embutido fermentado de calidad requiere un proceso fermentativo en
el que se produce un descenso del pH y una etapa de maduraciéon en la que se desarrollan el
aroma y textura tipicos como consecuencia de los numerosos procesos quimicos y enzimaticos
que tienen lugar. También es imprescindible la subsiguiente fase de desecacion, ya que en ella

se produce una reducciéon de la a, que en combinacién con la disminuciéon del pH hace que el
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embutido adquiera su capacidad de conservacién, ademas de la consistencia adecuada (Frey,
1983). En la Figura 2 se representan las etapas que constituyen el proceso de elaboracion de los

embutidos.

1.3.1. Picado de la carne y la grasa

Los embutidos crudos curados fermentados pueden tener un grado diverso de picado
(fino, medio o grueso). Si el picado es grueso, la carne y la grasa se desmenuzan en una
maquina picadora, mientras que para conseguir un picado medio o fino se recurre a la cutter,
sobre todo si las materias primas estan congeladas (Girard et al., 1991).

La operacion de picado influye decisivamente en el trabado de la masa y en la adecuada
consistencia al corte del producto final. Si la pasta se calienta demasiado por refrigeracién
insuficiente o por congelacion deficiente de la materia prima, las particulas de grasa se disponen
alrededor de la carne magra y el embutido conserva una consistencia excesivamente blanda
debido a que las particulas de carne no se han trabado convenientemente. Asimismo, resulta
muy perjudicada la cesion de agua al exterior durante la fase de desecacion, ya que la grasa se

distribuye en forma de pelicula alrededor de todo el embutido (Roca e Incze, 1990).

1.3.2. Mezclado con el resto de ingredientes y aditivos

Ademas de la carne y la grasa, los embutidos fermentados contienen o pueden contener
una serie de aditivos que cumplen diversas funciones durante el proceso de elaboracion y que

participan de las caracteristicas del producto final.

1.3.2.1. Sal comun

La adicion de sal es esencial para la elaboracion de embutidos crudos curados (Leistner,
1992). Ademas de ser un ingrediente que mejora el sabor, su importancia tecnoldgica radica en
su influencia sobre multiples reacciones de los procesos de maduracién y desecacion. Ademas,
adicionando sal se reduce el valor de la a,, con lo que se restringen las condiciones de
desarrollo de algunos microorganismos indeseables. La sal ejerce un papel primordial en la
ligazdén de la pasta, ya que interviene en la solubilizacion de las proteinas carnicas, permitiendo
que formen una pelicula adhesiva que propicia que las particulas de carne se intercalen entre las
particulas de grasa (Varnan y Sutherland, 1998). La cantidad de sal adicionada depende del tipo

de embutido y suele variar entre un 2 y un 3% en el producto final.

1.3.2.2. Nitratos y nitritos

El principal objetivo de la adicién de nitratos y nitritos a los embutidos crudos curados es
la inhibicibn de microorganismos indeseables como Clostridium botulinum, pero también
contribuyen en la formacién del color tipico de los productos curados (por formacion del
complejo nitrosomioglobina), en el desarrollo del aroma a curado (por reaccion de varios
componentes de la carne con el nitrito o el 6xido nitrico) y ejerce un efecto antioxidante
(actuando contra los productos generados en los procesos oxidativos de los componentes

lipidicos). Las cantidades legalmente autorizadas en Espafia son de 150 ppm para los nitritos y
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300 ppm para los nitratos. Ademas, las cantidades residuales de nitritos y nitratos en el
producto final no deben superar las 50 y 250 ppm, respectivamente (Real Decreto142/2002,
BOE 20/2/2002).

1.3.2.3. Glucidos

El descenso de pH tiene lugar por accion de los microorganismos presentes en la masa del
embutido crudo frente a los azlUcares que metabolizan hasta acidos (Roca e Incze, 1990). El
descenso de pH puede ser mas o menos pronunciado segun el tipo y la cantidad de azlcar
adicionado. La glucosa es asimilada rapidamente por casi todos los microorganismos, pero
también se utilizan lactosa, sacarosa u otros azUcares menos asimilables como el almidéon o

dextrinas para regular la velocidad de la acidificacion (Lucke, 1998).

1.3.2.4. Ascorbato

Sustancia antioxidante y coadyuvante del proceso de curado que ayuda a disminuir la
cantidad de nitrito residual puesto que favorece su transformacion a 6xido nitrico con lo que,
ademas, mejora la formacion y estabilizacion del color. La legislaciéon espafiola (Real
Decreto142/2002, BOE 20/2/2002) permite la adicién de acido L-ascorbico o ascorbato sédico

en dosis quantum satis (habitualmente 0,5 g/Kg).

1.3.2.5. Especias

Las especias son ingredientes vegetales con caracter aromatico que se utilizan
habitualmente en pequefias cantidades para conferir determinados sabores, aromas y colores a
os productos carnicos. Ademas de sus propiedades aromaticas, debidas a los aceites esenciales
y las oleorresinas que contienen, muchas especias son antioxidantes (como la pimienta negra y
el jengibre) y antimicrobianas (por ejemplo el ajo). Las proporciones de utilizacién de especias
en los embutidos fermentados son variables. Asi, por ejemplo, el ajo y el pimentdén se emplean
a razén de 2-6 g/Kg y 0,5-25 g/Kg, respectivamente, en chorizos, sobrasada y lomo
embuchado; La pimienta negra y blanca se adicionan en cantidades que oscilan entre 0,1y 4

g/Kg en los salchichones (Rodriguez-Rebollo, 1998).

1.3.2.6. Cultivos iniciadores

Los microorganismos desempefian un papel decisivo en la fabricacion de embutidos
fermentados, ya que estan directamente implicados en la reduccidon de nitratos a nitritos, el
descenso de pH, la formacion del aroma, la estabilidad del color y la capacidad de conservacion
del producto. Sin embargo, no todos los microorganismos presentes en las materias primas
contribuyen a la maduracién prevista, y algunos de ellos pueden derivarla hacia una direccién
indeseable. Para corregir posibles defectos en la maduracién del producto en numerosas
ocasiones se opta por utilizar cultivos de microorganismos seleccionados que influyen de
manera beneficiosa sobre la fermentacion del embutido ademas de inhibir el desarrollo de la
microbiota acompafiante que normalmente llega a la masa del embutido procedente de la

materia prima o en el transcurso de la fabricacion (Frey, 1983).
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Etapas del proceso Aditivos Condiciones del proceso

Recepcion materias
primas/ingredientes

Materias primas de calidad.
T2 interna carne: <7°C; pH < 5,8.

, . T2 carne<2°C
Refrigeracion

Sal i, a,: 0,955-0,965
-+ Agentes curantes...... 0-<300 mg KNOgy/o NaNO,/kg

Picado y Mezcla ;
y +AzUcares................. 0,3%

""" Especias

Embutido en tripas - Tripas Limpieza y preparacion de las
tripas.
Inoculacion | ...... Cultivo iniciad Cultivo de mohos certificado o
en superficie ultivo iniciador testado

Fermentacion 12-18°C 1-3 dias

T2<12°C HR: 70-80%

Maduracion/ Secado a,, final: <0,90
Envasado
Almacenaje <25°C

Figura 2. Diagrama de flujo de la elaboracion de un embutido. Adaptado de Licke (1998).
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Las especias, los aditivos, el azicar y la sal suelen agregarse a la masa béasica de carne y
grasa picadas, la mezcla se homogeniza por accién de una maquina amasadora para obtener
una distribucion adecuada de todos los componentes. La a, de la masa se ve reducida desde
0,99 hasta 0,96 por la presencia de la sal, los agentes de curado y los azucares y el nitrato y/o
nitrito ejercen su efecto inhibidor (Ordoéfiez et al., 1999). En el caso que se afadan cultivos
iniciadores, se hace al final del proceso, cuando el resto de ingredientes forman ya una masa
uniforme. Tras su adicibn se continla con el amasado para que la distribuciéon de los

microorganismos sea homogénea en toda la mezcla.

1.3.3. Embutido

Tras mezclar todos los ingredientes, la pasta debe introducirse en las tripas para
constituir las piezas de embutido. En esta operacion debe facilitarse la salida del aire del interior
de la tripa y comprimir y conformar la pasta. Las tripas deben ser permeables al vapor de agua

y pueden ser artificiales (fibrosas, de coldgeno) o naturales.

1.3.4. Fermentacion

Los embutidos se cuelgan a continuacion en camaras de aire acondicionado o natural, y
se mantiene a una temperatura variable (entre 12-25°C) y 90-95% de humedad relativa
durante un periodo de tiempo que puede variar entre 24 y 72 h. Durante esta etapa los
microorganismos, presentes en la carne o bien adicionados como cultivos iniciadores,
metabolizan los azlcares presentes y/o afiadidos a la masa a acido lactico principalmente y el
pH disminuye hasta valores proximos a 5.0, es decir, alrededor del punto isoeléctrico de las
proteinas carnicas (Demeyer, 1992). Esto reduce la capacidad de retencion de agua de la masa,
facilitando el secado posterior, ademas de promover la coagulacion de las proteinas céarnicas,
que aporta firmeza al producto final (Bacus, 1984).

Junto con la fermentacidn de azlcares, las proteinas musculares carnicas (actina y
miosina) empiezan a ser degradadas a péptidos, lo que se traduce en un aumento del nitrégeno
no proteico. Las principales responsables de esta degradacion son las proteasas musculares,
fundamentalmente la catepsina D.

Al mismo tiempo, se inicia la hidrdlisis lipidica o lipdlisis, fendmeno que se debe tanto a la
presencia de lipasas microbianas (Ordofiez et al., 1999), como de lipasas enddégenas de la
carne, destacando la lipasa acida liposomial (Garcia et al., 1992; Toldra, 1992).

También durante esta fase los cocos gram-positivos catalasa-positivos realizan la

reduccion de los nitratos a nitritos dando lugar a la formacion de la nitrosomioglobina.

1.3.5. Curado

Una vez finalizada la etapa de fermentacién, los embutidos se sitian en la camara de
curado, donde empieza el proceso de maduracion y, simultaneamente, el secado del producto.
Esta etapa implica el mantenimiento de los embutidos durante periodos variables de tiempo en
condiciones de humedad y temperaturas controladas (Chang et al., 1996). Los procedimientos

mas habituales suelen consistir en 5-10 dias a 18-22°C y humedad relativa entre el 80 y el 90%
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Yy, posteriormente, se mantienen a 12-15°C y una humedad relativa del 65-80% (Toldra, 1992).
La duracion de este ultimo periodo del curado es variable, en funcién de la clase de producto y
su diametro, pero suele oscilar entre unos 20 (curado rapido) y 90 (proceso tradicional) dias
(Flores, 1997). No obstante, todos estos parametros pueden variar considerablemente de un
embutido a otro, especialmente en los embutidos elaborados de forma artesanal.

La deshidratacién es un requisito esencial para conseguir la firmeza final de la masa del
embutido (Incze, 1992). Tras la fermentacién, la masa coagulada es todavia inestable y esta
debilitada por una capa intermedia de moléculas de agua. Para lograr la firmeza final de la masa
las moléculas de agua inmovilizadas que ocupan los espacios entre los agregados de proteinas
deben liberarse (Chang et al., 1996). Esto se consigue realizando una deshidratacidon continua
mediante el ajuste y control de las condiciones de secado de la camara de curado.

Paralelamente a la deshidratacion se producen los fendbmenos asociados a la maduraciéon
del producto. La proteolisis, iniciada durante la fermentacion, continda ahora con la actuacion
de las exopeptidasas, tanto enddégenas como de origen microbiano, que liberan pequefios
péptidos y aminoacidos libre (Verplaetse, 1994; Molly et al., 1997). La fraccion de nitrégeno no
proteico se enriquece, ademas, con el amoniaco procedente del metabolismo microbiano de los
aminoéacidos (Demeyer, 1992), provocando un ligero aumento del pH (Verplaetse et al., 1989).
Este incremento en el nitrégeno no proteico y los aminoacidos libres contribuye, aparte de al
sabor y aroma del producto final, a su desecaciéon, pues acelera la pérdida de agua (DeMasi et
al., 1990).

La lipdlisis, iniciada durante la fermentacidon, continla en esta fase de maduracion.
Ademas, los acidos grasos libres generados sufren diversas reacciones oxidativas que conducen
a la aparicion de sustancias volatiles y no volatiles que contribuyen al sabor y aroma del
embutido (Demeyer et al., 1986).

Por ultimo, durante esta fase tiene lugar la completa reduccion del nitrito residual de la
fermentacion, con lo que los valores finales suelen estar por debajo de los 10 mg/Kg de
producto (Incze, 1992).

1.3.6. Envasado

Una vez secados, los embutidos se envasan en cajas de cartdén o en bolsas de plastico (en

algunos casos al vacio). En ocasiones se venden ya loncheados y envasados al vacio.

1.4. MICROBIOLOGIA DE LA CARNE

La carne esté constituida fundamentalmente por el tejido muscular de los mamiferos que
en la préctica se limita a un pequefio niumero de especies de abasto. El misculo esta formado
por elementos miofibrilares contractiles y proteinas sarcoplasmaticas solubles.

Las caracteristicas microbioldgicas y la composicion quimica de la carne la convierten en
un excelente sustrato para los microorganismos (Hirooka et al., 1982). Desde un punto de vista

microbioldgico, la propiedad mas importante que presenta la carne es un elevado contenido en
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agua que se traduce en una actividad de agua (a,) de aproximadamente 0,99, lo que permite el
crecimiento de la mayor parte de microorganismos. El musculo contiene un 75% de agua con
una gran variedad de importantes sustratos de crecimiento y otros micro-nutrientes; por tanto,
el madsculo es un medio apto para el crecimiento de una gran variedad de microorganismos, en
especial aquéllos que se ven favorecidos por las condiciones de humedad.

El crecimiento de microorganismos de la carne tiene lugar a expensas de sus
componentes solubles: carbohidratos, acido lactico y aminoacidos.

Las propiedades redox de la carne ejercen una gran influencia en su microbiologia; el
factor central es la respiracion tisular que continua consumiendo oxigeno y produciendo CO,. En
los animales vivos la demanda de oxigeno esta compensada por el transportado por la sangre
por lo que la tensidon de oxigeno y el potencial redox del musculo vivo son grandes. Con la
muerte, finaliza el aporte sanguineo, el contenido de oxigeno y el potencial redox del musculo
disminuyen gradualmente, conduciendo a la produccidon y acumulacién anaerobia de acido
lactico. La acidez generada puede ser suficiente para reducir el metabolismo tisular, aunque
éste continda durante unos dias a una velocidad que supera a la que el oxigeno puede difundir
en la carne. Por tanto, la masa céarnica se convierte en anaerobia en unas horas post mortem,
cosa que se traduce en un color rojo mas brillante y en que no se origina acidez. Cuando la
carne se congela, se trata con calor o se sala, se inhibe la respiracion tisular; sin embargo,
persiste normalmente la suficiente actividad reductora como para mantener condiciones
anaerobias en el interior de cualquier trozo de carne de mas de 10 mm de grosor.
Consecuentemente, aunque en la superficie se desarrolle una microbiota aerobia, en la carne
s6lo pueden crecer microorganismos anaerobios o anaerobios facultativos.

En condiciones naturales, la carne presenta un pH postmortem cercano a la neutralidad
(6-6,5), muy proximo al pH 6ptimo de muchos microorganismos patdgenos y causantes de
alteracion. Un pH alrededor de 5,5 es muy desfavorable para el desarrollo de un gran nimero
de bacterias, y combinado con otros factores perjudiciales, como temperaturas bajas, puede
prevenir el crecimiento bacteriano casi en su totalidad. Sin embargo, algunas cepas de
Pseudomonas, Enterobacter y Micobacterium thermosphactum crecen a su maxima velocidad en
un rango de pH comprendido entre 5,5y 7,0 (Gill y Newton, 1977). El pH bajo, combinado con
las sales del curado es especialmente eficaz ante las bacterias que suelen desarrollarse en las
carnes curadas.

Dentro del amplio grupo de microorganismos de la carne pueden diferenciarse tres
categorias:

e Microorganismos alterantes de las propiedades organolépticas (microorganismos
deteriorantes).
e Microorganismos que pueden causar infecciones y toxiinfecciones alimentarias

(microorganismos patégenos).

e Microorganismos que conducen la fermentacion e influyen en determinadas caracteristicas
finales del embutido como la textura, el color, el aroma y el gusto (microorganismos de

interés tecnoldgico).
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Con la excepcidon de la superficie externa y de los tractos digestivo y respiratorio, los
tejidos animales sanos contienen pocos microorganismos; los mecanismos de defensa animal
controlan con eficacia los agentes infecciosos en los animales vivos sanos. Después del
sacrificio, y antes del eviscerado, las caracteristicas de la carne son las mismas que en vida; la
superficie del animal contiene una alto indice de contaminacion microbiolégica procedente del
suelo, del aire y del agua, mientras que en el musculo esquelético la contaminacién es
practicamente nula ya que s6lo pueden existir pequefos focos de contaminacién provenientes
del intestino, de alguna posible fisura, de los rifiones, de los nddulos linfaticos o del sistema
circulatorio (Lechowich, 1971). Los microorganismos deteriorantes y patégenos adquieren
importancia durante el eviscerado de la canal ya que es probable que muchos de estos
microorganismos de la superficie y de las visceras del animal, como Salmonella spp. u otras
enterobacterias, lleguen a entrar en contacto con el mdusculo. El riesgo mas elevado de
contaminacion se da en la manipulacion de la canal y en la entrada de la carne en los canales de
distribucidon. Aunque el transporte se realiza en condiciones de refrigeracién, las superficies de
corte van incrementando la carga microbiana.

La microbiota que va adquiriendo la carne es muy variada, pero la mayoria de los
microorganismos que provocan alteraciones se pueden agrupar dentro de los psicrétrofos
aerobios de los géneros Pseudomonas y Moraxella. También pueden encontrarse especies
anaerobias facultativas como enterobacterias psicrotrofas, Aeromonas spp. y Shewanella
putrefaciens, y microorganismos gram-positivos como Bochothrix thermosphacta (Danty et al.,
1983; Buchanan y Palumbo, 1985).

No es inusual encontrar en la carne microorganismos gram-positivos causantes de
infecciones y toxiinfecciones alimentarias: Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Yersinia
enterocolitica, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Campylobacter spp. Escherichia
coli enterohemorragica y Listeria monocytogenes (Lambert et al., 1991; Moreno et al., 1993).
También puede darse el crecimiento de una amplia variedad de mohos y levaduras, sobretodo
en las etapas de almacenamiento de la carne y secado de embutidos. Este tipo de
microorganismos pueden dar alteraciones de las caracteristicas organolépticas. Destacan, por su

predominio, géneros como Penicillium y Mucor (mohos) y Candida y Debaryomyces (levaduras).

1.5. ECOLOGIA BACTERIANA DE LOS EMBUTIDOS FERMENTADOS

La microbiota de los productos carnicos curados-fermentados ha sido caracterizada tanto
en Espafia (Hugas et al., 1993; Santos et al., 1998) como en Europa (Schillinger y Licke, 1987;
Montel et al., 1989) y se ha comprobado que no existen grandes diferencias entre los diferentes
productos de diversos paises europeos a nivel de especies bacterianas. Asi, dentro de las
bacterias del acido lactico (BAL), Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus y Lactobacillus
plantarum son las especies bacterianas mas descritas. En cuanto a los cocos gram-positivos

catalasa-positivos (CGC+), encontramos estafilococos coagulasa negativos (ECN) y algunas
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especies del género Kocuria; Staphylococcus xylosus es la especie de mayor prevalencia en los
embutidos fermentados (Pirone y Manganelli, 1990; Comi et al., 1992; Rossi et al., 2001).

Las referencias bibliograficas que existen sobre la ecologia de los EFLA son escasas por
tratarse de productos de fabricaciéon local y con procedimientos, hasta hace relativamente poco,
totalmente artesanales. Existen algunos datos y referencias de productos parecidos fabricados
en ltalia como el salame felino (Vicini y Raczynski, 1977; Papa et al., 1990; Dellapina et al.,
1994) y embutidos fermentados secos italianos (Comi et al., 1992), todos ellos productos de
baja acidez. En productos espafioles existen algunas referencias bibliograficas sobre el
salchichén de Vic (Ferrer y Arboix, 1986), sobre sobrasada (Rossell6 et al., 1995) y sobre
chorizos madurados en frio (Lois et al., 1987). Dentro de las BAL, Lactobacillus sakei, L.
curvatus y L. plantarum son las especies mas descritas (Schillinger y Liicke, 1987; Hammes et
al., 1990, Montel et al., 1991; Hugas et al., 1993; Santos et al., 1998). Dellapina et al. (1994)
demostraron que mientras en embutidos fermentados &acidos los lactobacilos eran el género
predominante, en el salame felino éstos y los enterococos estan muy equilibrados. En cuanto a
los CGC+, S. xylosus es la especie prevalente en la mayoria de embutidos fermentados
tradicionales (Montel et al., 1992; Coppola et al., 1997; Rebecchi et al., 1998; Garcia-Varona et
al., 2000).

Para la obtencion de embutidos madurados, la mezcla de carne especias y aditivos se
somete a un proceso de curado/fermentacion. La fermentacion llevada a cabo por la microbiota
de la carne o por los contaminantes del entorno fabril llega a alcanzar generalmente un pH de
4,8-5,0 una vez finalizada la fermentacion, asegurando asi una estabilidad microbiolégica
satisfactoria ademas de un rapido incremento de la firmeza (Klettner y Rodel, 1978). Para
conseguir esto, se afiade un 0,4-0,8% de carbohidratos de fermentacion rapida, como por
ejemplo glucosa o glucono-8-lactona. EI pH baja mas rapidamente si la mezcla con el
carbohidrato afiadido se inocula con un cultivo iniciador de la fermentacion.

Normalmente la formulacion inicial de los embutidos contiene un 2,4-3% de cloruro
sodico por lo que la a, de la mezcla inicial del embutido crudo es de 0,965-0,955 dependiendo
del contenido graso de la formulacion. Esta actividad de agua inhibe o dificulta el crecimiento de
muchos microorganismos indeseables y/o patégenos mientras que favorece el desarrollo de las
BAL y los CGC+. A parte de su efecto sobre la microbiota, el cloruro sddico interactda con la
estructura miofibrilar y solubiliza proteinas formando asi una pelicula viscosa alrededor de las
particulas de la carne, hecho que contribuye al gusto caracteristico de los embutidos.

Los agentes curantes, nitritos y nitratos, se utilizan para conferir a los productos carnicos
su color, aroma y estabilidad microbiolégica caracteristicos. El nitrato actia como reserva de
nitrito (si existen microorganismos capaces de reducirlo) pero ejerce un escaso efecto
bacteriostatico o bactericida per se, por lo que puede ser sustituido por concentraciones
inferiores de nitrito en la mayoria de productos carnicos. El efecto bacteriostatico del nitrito
depende del pH de la carne. Cuando el pH baja una unidad, el efecto bacteriostatico aumenta

unas 10 veces, llegando a su maximo efecto alrededor de un pH de 5,0.
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El proceso de elaboracion del embutido es una etapa critica, ya que el picado, amasado y
embutido de la masa céarnica influiran de forma decisiva en la calidad microbiol6gica del
producto final (Fraizer y Westhoff, 1993). Segun la teoria de los obstaculos (Leistner y
Hechelmann, 1993), la estabilidad y seguridad de la mayoria de alimentos se basa en una
combinacion de diferentes factores o barreras antimicrobianas. La calidad de un alimento se
consigue manteniendo las barreras de seguridad y calidad en el rango 6ptimo. La combinacion
de diferentes barreras conduce a una alteracion multiple de la homeostasis de los
microorganismos, de forma que se consigue una conservacion mas efectiva de los alimentos. Se
han identificado mas de 40 barreras potenciales Utiles en la conservacion de los alimentos. La
mas importantes que se usan, bien como proceso o como aditivos, son: la alta temperatura, la
baja temperatura, la actividad de agua (ay), la acidez (pH), el potencial redox, los conservantes
(nitrito, acidos organicos, etc.), los microorganismos competitivos (BAL, etc.). Otras barreras
que se han identificado son la tension de oxigeno, el envasado en atmoésfera modificada, la alta
presion, la irradiacion, la ultrasonicacion, etc.

El parametro mas importante en la elaboracion de embutidos es el control de la
temperatura en el secado, ya que es determinante para evitar que la contaminacion microbiana
aumente. La temperatura en las etapas iniciales de fabricacion de estos productos no deberia
sobrepasar los 10°C + 1°C, dado que entre los 10-12°C se puede dar el crecimiento de
Clostridium botulinum.

La enterotoxina de Staphylococcus aureus constituye un peligro en los embutidos,
especialmente en aquellos elaborados rapidamente por fermentacibn a temperaturas
relativamente altas. Pero la toxina no se forma durante el almacenaje del producto acabado, ya
que la actividad de agua es suficientemente baja como para prevenir el crecimiento microbiano
y la formacién de toxina. El peligro se da en el proceso de fermentacion, cuando la a, es aun
elevada. La enterotoxina pre-formada llegara al producto acabado donde los estafilococos
mueren progresivamente a medida que la fermentacion se ralentiza y el secado disminuye la a,,.

Las enterobacterias constituyen una familia de notable importancia desde un punto de
vista higiénico y sanitario. Se encuentran en la carne y los embutidos procedentes del intestino
del animal y se consideran, con frecuencia, una contaminacion de origen fecal. Dentro de esta
familia destaca el género Salmonella, cuyas especies se hayan distribuidas por el agua, el suelo
y los animales. Durante el proceso de fermentacion, y debido a los obstaculos o barreras que

suelen aplicarse, los recuentos de enterobacterias suelen disminuir gradualmente.

1.5.1. Las bacterias del acido lactico

Las bacterias del acido lactico (BAL) son el grupo bacteriano de mayor importancia en el
proceso de elaboracion de los embutidos fermentados. Estos microorganismos, especialmente el
género Lactobacillus, son los responsables de la produccién de acido lactico durante la
fermentacion, provocando asi una disminucion del pH. Las BAL se desarrollan rapidamente

durante el proceso fermentativo y evolucionan desde 10%-10* ufc/g hasta 108-10° ufc/g al final
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de la fermentacion, manteniéndose en estos niveles al final de la maduracion (Hugas et al.,

1993).

1.5.1.1. Taxonomia

Las BAL forman un grupo natural de bacterias gram-positivas, anaerobias aerotolerantes,
normalmente no moviles, no formadoras de esporas, catalasa negativas (algunas cepas
presentan una pseudo-catalasa), con morfologia de coco, coco-bacilo o bacilo, que fermentan
carbohidratos para formar principalmente &cido lactico, con un contenido en G+C inferior a 55
mol%, pertenecientes, por tanto, a la subdivision Clostridium de las eubacterias gram-positivas.

Aunque taxondmicamente forman un grupo bastante heterogéneo, los géneros incluidos
son Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Vagococcus,

Leuconostoc, Weissella, Oenococcus, Pediococcus y Tetragenococcus (Vandamme et al., 1996).

1.5.1.2. Importancia de las BAL en la elaboracion de embutidos

Las BAL se encuentran normalmente en alimentos fermentados (carne, vegetales, frutas,
bebidas y productos lacticos) y también en los tractos respiratorio, intestinal y genital de
humanos y animales, en aguas fecales y en materias vegetales. Las BAL tienen una gran
importancia en alimentacidon y tecnologia alimentaria, sobretodo por su capacidad de inhibir el
crecimiento de microorganismos patdgenos y deteriorantes de alimentos. El efecto conservador
de las BAL durante la fabricacion y almacenaje de los alimentos fermentados se debe a la
produccién de altos niveles de &cido lactico y otras sustancias inhibidoras del crecimiento
microbiano. La produccion de altos niveles de acido lactico también contribuye en el gusto del
embutido crudo y ademas tiene un impacto positivo en la salud humana y animal.

Las BAL que mas frecuentemente se encuentran en carne y productos carnicos
pertenecen a los géneros Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus y Leuconostoc. Los
lactobacilos son el género de las LAB que predomina en los embutidos fermentados. Los
lactobacilos se utilizan en una gran variedad de alimentos y productos alimenticios (Bottazi,
1988). Lactobacillus plantarum estd asociado generalmente con fermentaciones carnicas y de
vegetales (Fernandez-Gonzalez, 1993; Hugas et al., 1993). Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus alimentarius y Lactobacillus curvatus
son esenciales para la fermentacion de embutidos preparados con adicién de sacarosa o leche
en polvo (Krockel, 1995). Estas especies se utilizan frecuentemente como cultivos iniciadores
para asegurar un flavor uniforme y una buena conservacion (Liepe, 1983). En embutidos
fermentados de forma natural, sin la adicion de cultivos iniciadores, Lactobacillus sakei y L.
curvatus predominan a temperaturas inferiores a 25°C, y por encima de los 25°C la especie
predominante es L. plantarum (Krockel, 1995). Los lactobacillos heterofermentadores y
Leuconostoc spp. suelen representar menos del 10% de las BAL en embutidos fermentados.
Estos ultimos son indeseables dado que pueden producir gas, peroxidos y limo (Licke, 1985).

Ademas de los &cidos lactico y acético, las BAL también son capaces de producir y

excretar otras sustancias, como ya se ha comentado, aunque en cantidades muy inferiores.
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Entre estas destacan el &cido férmico, &cidos grasos libres, amonio, etanol, perdxido de
hidrégeno, diacetilo, acetoina, 2,3-butanodiol, acetaldehido, benzoato, enzimas bacterioliticas,
bacteriocinas y antibidticos, ademas de diversas sustancias inhibidoras que no estan
completamente identificadas (Gilliland, 1986; Klaenhmmer, 1988; Daeschel,1989; Lindgren y
Dobrogosz, 1990; Schillinger, 1990, Piard y Desmazeud, 1991, 1992; Vanderbergh, 1993).
Algunas de estas sustancias tienen actividad antagonista respecto a diversos microorganismos
patégenos y deteriorantes de los alimentos, incluyendo lactobacilos psicréfilos y leuconostocs,
Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus. La inhibicion del crecimiento de microorganismos indeseables se
produce por eliminacion competitiva de los substratos esenciales, acumulacion de D-
aminoacidos, disminucién del potencial redox, congregacion, etc. No obstante, en algunos
casos, la antibiosis podria inhibir a otras cepas de BAL si deseables. Houle et al. (1989)
demostraron que la mezcla de cepas que crecen rapidamente (utilizadas como cultivos
iniciadores en la fermentacion de la carne) puede retardar el crecimiento de otras cepas por la

antibiosis causada por la produccién de bacteriocinas.

1.5.1.2.1. Productos primarios de la fermentacion de las BAL

Los niveles y proporciones de los productos finales de la fermentacion que se acumulan
dependen de las especies de BAL involucradas, la composicion quimica del ambiente de cultivo y
las condiciones fisicas que hay durante el proceso fermentativo (Kandler, 1983; Gilliland, 1986;
Condon, 1987; Lindgren y Dobrogosz, 1990). Los productos finales de la fermentacion de las
BAL de mas interés en la industria carnica son los acidos organicos, el perdxido de hidrégeno, el

dioxido de carbono, las aminas bidgenas y las bacteriocinas.

Acidos Organicos

El acido lactico es el principal producto final del catabolismo de los carbohidratos en las BAL. La
produccién de acido lactico es la responsable de la tipica disminucion del pH de la masa céarnica
después de unas horas de haber comenzado la fermentacion. La disminucién del pH tiene un

efecto positivo para la conservacion, textura y secado del embutido crudo.

En base al catabolismo de las hexosas, las BAL se clasifican en (Orla-Jensen, 1919):

Homofermentadoras (via glicolitica o de Embden-Meyerhof-Parnas): lactococos, pediococos,

estreptococos, lactobacilos homofermentadores. Metabolizan las hexosas principalmente a acido
lactico, con un rendimiento neto de 2 moles de ATP por mol de hexosa fermentado (Kandler,
1983).

Heterofermentadoras (via de las pentosas fosfato): leuconostocs, lactobacilos

heterofermentadores. En la fermentacién de hexosas y pentosas el acido lactico comprende el
70% de los productos catabdlicos finales, junto con cantidades equimolares de CO, y acetato o
etanol. El rendimiento neto es de un mol de ATP por mol de hexosa.

Heterofermentadoras facultativas: lactobacilos heterofermentativos facultativos. Algunas BAL

homofermentativas disponen de fofocetolasa, una enzima inducible de la via de las pentosas
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fosfato, que les permite tener un patron de productos finales heterofermentativo que
comprende acido férmico, acido acético y etanol (Cogan et al., 1989) estos productos se forman
cuando existen niveles relativamente bajos de fructosa 1,6-difosfato, un activador esencial de la
lactato-deshidrogenasa, particularmente cuando las bacterias crecen en concentraciones

limitantes de glucosa o lactosa (Thomas et al., 1979).

En los embutidos fermentados es importante evitar una fermentacion heterolactica, ya
que puede provocar la aparicion de agujeros en la masa del embutido, falta de cohesiéon y
gustos &cidos y/o picantes. Las especies de BAL predominantes mas competitivas en la
fermentacion son L. sakei y L. plantarum, heterofermentadoras facultativas (Reuter, 1971).

Las BAL pueden vivir y desarrollarse a un pH relativamente bajo porque disponen de un
sistema de transporte simultaneo de acido lactico y protones al exterior celular que, ademas de
contribuir a la homeostasis del pH interno, proporciona energia (Michels et al., 1979; Tseng y

Montville, 1993).

Peréxido de hidrégeno

Las BAL producen perdxido de hidrdgeno como mecanismo de proteccion ante el oxigeno
que se acumula en el medio de crecimiento. Su acciéon bactericida se debe a su efecto altamente
oxidante, que provoca la peroxidacion de los lipidos de la membrana (Haugaard, 1968; Morris,
1979), incrementando la permeabilidad (Kong y Davidson, 1980). También destruye las
estructuras moleculares basicas de los acidos nucleicos y las proteinas de la célula (Dahl et al.,
1989; Piard y Desmazeaud, 1991). Ademas, el perdoxido de hidrégeno también puede reaccionar
con otros componentes para formar otras sustancias inhibidoras adicionales. La acumulacion de
este compuesto en la masa céarnica no solamente puede inhibir el crecimiento de algunos
microorganismos, sino que también puede provocar reacciones de enranciamiento de las grasas

del embutido provocando olores desagradables.

Di6éxido de Carbono y Aminas Bidégenas

El dioxido de carbono es un producto final de la fermentacion de hexosas por las BAL
heterofermentadoras. Diversas especies y cepas de BAL, incluyendo algunas cepas
homofermentadoras, también son capaces de producir diéxido de carbono a partir de otros
sustratos, como el malato y el citrato (Fleming et al., 1986; London, 1990), gluconato (London,
1990), lactato (London, 1990), lactosa (Cogan, 1986) y aminoéacidos como arginina (Poolman,
1993), histidina y tirosina.

Las reacciones de descarboxilaciéon de aminoacidos no solo causan deterioro debido a la
acumulacion de diéxido de carbono, sino que también resultan en la formacion de aminas
biégenas (Fleming et al., 1986; Poolman, 1993; Buckenhiiskes, 1993). Estos compuestos se
consideran indeseables debido a sus potenciales efectos toxicos (Silla-Santos, 1996).

Algunas BAL tienen una reconocida acitividad aminoacido descarboxilasa en determinadas
condiciones, es decir, la capacidad para formar aminas biégenas a partir de sus aminoacidos
precursores (tirosina, histidina, ornitina, lisina, fenilalanina y triptéfano). Ademas de la

disponibilidad de sustratos, durante la elaboraciéon de productos carnicos fermentados se dan las
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condiciones fisico-quimicas adecuadas para la formacion de aminas (presencia de cofactores
como vitaminas del grupo B, pH, a, y temperatura de maduracién). La actividad descarboxilasa
microbiana puede provenir de los propios microorganismos fermentadores, de la microbiota
banal y/o de los microorganismos contaminantes de las materias primas. Se ha observado una
gran variabilidad en la naturaleza y la cantidad de aminas biégenas formadas, tanto por parte
de las diferentes especies bacterianas como para las cepas comprendidas en una mismas
especie (Hernandez-Jover et al., 1997a y b; Bover-Cid et al., 1998). Actualmente, se considera
que la correcta aplicacion de medidas higiénicas y unas condiciones tecnoldgicas apropiadas
(formulacién, temperatura, humedad relativa, etc.) son el mejor método para el control de la
actividad aminoacido descarboxilasa de los microorganismos que se desarrollan durante la
fermentacion y para, en definitiva, reducir el riesgo de acumulacién de niveles téxicos e

higiénicamente inaceptables de aminas biégenas.

Bacteriocinas

Algunas BAL (principalmente lactobacilos y enterococos) tienen la capacidad de sintetizar
bacteriocinas, sustancias con actividad antibacteriana de naturaleza proteica y por tanto
biodegradables, que pueden inhibir el crecimiento de algunos patdgenos y otras bacterias
estrechamente relacionadas filogenéticamente con las bacterias productoras. Asi por ejemplo,
se ha demostrado que la bacteriocina sakacina K producida por Lactobacillus sakei CTC494 es

capaz de inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes en salchichon (Hugas et al., 1995).

1.5.1.3. Impacto de las BAL en la salud humana. Enterococos

Las BAL se consideran organismos GRAS (“generally recognise as safe”) en la produccion
de alimentos. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha cuestionado el estatus GRAS de uno de
los géneros de bacterias lacticas: los enterococos.

Los enterococos son microorganismos ubicuos que habitan el tracto gastrointestinal de
humanos y animales. Con frecuencia se encuentran en productos carnicos fermentados,
pudiendo alcanzar recuentos de hasta 10° ufc/g (Marchesino et al., 1992; Dellapina et al., 1994;
Teuber et al., 1999) debido a su tolerancia al cloruro sbédico y al nitrito que le permite
sobrevivir, e incluso multiplicarse, durante la fermentacién (Giraffa, 2002). Los enterococos se
han utilizado desde hace afios en la produccion de alimentos por su importante contribucion al
desarrollo del aroma en quesos, como probidticos en alimentacion humana y animal y como
cultivos bioprotectores, productores de bacteriocinas, en productos lacteos y carnicos (Trovatelli
et al., 1987; Centeno et al., 1996; Coppola et al., 1998; Aymerich et al., 2000). Sin embargo,
su presencia en los alimentos es motivo de controversia, ya que algunos autores los consideran
microorganismos indeseables, indicadores de contaminacion fecal y responsables del deterioro
de productos carnicos (Bell et al.,, 1984; Franz et al., 1999). Esta controversia se ha visto
ademas acentuada por la desafortunada relevancia clinica que en las Ultimas décadas han
adquirido los enterococos. Estos se han convertido en la tercera causa de enfermedades
nosocomiales causando infecciones del tracto urinario, bacteremia y endocarditis (CDC NNIS

System, 1998). La mayor parte de infecciones nosocomiales por enterococos estan causadas
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por Enterococcus faecalis, responsable del 80% de los casos, seguido por Enterococcus faecium
que se asocia a un 15-20% de las infecciones restantes (Morrison et al., 1997).

Los mecanismos de virulencia de los enterococos no se conocen con exactitud pero si se
han descrito una serie de factores de virulencia que incluyen la adherencia al tejido hospedador,
invasion, formacion de abcesos, resistencia y modulacion de los mecanismos de defensa del
hospedador, secrecién de citolisinas y produccion de feromonas codificadas en plasmidos (Wirth
1994; Jett et al., 1994; Dunny et al., 1990; Lowe et al., 1995; Singh et al., 1998a; Haas y
Gilmore, 1999; Shankar et al., 1999; Franz et al., 1999; Eaton y Gasson, 2001). La adherencia
al tejido hospedador estd mediado por adhesinas. Una de las adhesinas mas conocidas es la
sustancia agregante (AS), una proteina de superficie inducible por feromonas que media la
union de la célula donante a células aceptoras libres de plasmidos y promueve la agregacion
celular (Waters y Dunny, 2001). Otras adhesinas identificadas en enterococos son el antigeno A
de E. faecalis (EfaA) y la proteina de superficie Esp, que participan en la adhesion celular a
superficies bidticas y abidticas y en la formacién de biofilms (Lowe et al., 1995; Shankar et al.,
2001). Otro factor de virulencia descrito es la gelatinasa gelE, una zinc-endopeptidasa que
hidroliza la gelatina y otros péptidos bioactivos. Este factor de virulencia se ha encontrado
mayoritariamente en enterococos aislados de pacientes con endocarditis, por lo que parece
contribuir en la virulencia de estos microorganismos (Singh et al., 1998b).

Otra caracteristica que contribuye a la patogenicidad de los enterococos es su resistencia
a una gran variedad de antimicrobianos, que dificulta en gran medida el tratamiento médico de
las infecciones por enterococos (Murray, 1990; Mundy et al., 2000). El principal motivo de
preocupacion son los enterococos resistentes a vancomicina, ya que este antibiético es una de
las ultimas opciones de terapia antimicrobiana en algunas infecciones por bacterias gram-
positivas (Rubin et al., 1992; Wegener et al., 1999). El descubrimiento de genes de resistencia
a vancomicina y otras resistencia a antibiéticos en plasmidos y transposones (Leclercq, 1997;
Morrison et al., 1997) ha incrementado esta preocupacion. El intercambio génico mediante
conjugacion (Clewell et al., 1990; Franz et al., 1999) puede propagar las resistencias a
antibiéticos, y también los genes que codifican factores de virulencia, entre la poblacion de
enterococos 0 a otras bacterias patégenas. La transferencia génica ha sido demostrada, al
menos in vitro, entre cepas de la misma especie (Cocconccelli et al., 2003), entre especies
diferentes de enterococos (Nicas et al., 1989; Boyle et al., 1993) y entre enterococos y
bacterias de otros géneros como Listeria monocytogenes (Leclercq et al., 1989) vy
Staphylococcus aureus (Noble et al., 1992, Tenover et al., 2004).

Los enterococos de origen alimentario no se han relacionado, hasta ahora, como causa
directa de infecciones clinicas (Adams, 1999) aunque si es cierto que se han encontrado genes
que codifican factores de virulencia en cepas aisladas de alimentos (Eaton et al., 2001; Franz et
al., 2001; Semedo et al., 2003) aunque en menor frecuencia que en las cepas de origen clinico.

Los enterococos resistentes a antibidticos estdn ampliamente distribuidos en alimentos
crudos (Giraffa, 2002), asi como también se han aislado de productos lacteos, alimentos
preparados, productos carnicos y entre cepas utilizadas como probidticos (Quednau et al., 1998;
Teuber et al., 1999; Giraffa et al., 2000; Baumgartner et al., 2001; Peters et al., 2003;
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Temmerman et al., 2003). Este hecho podria contribuir a incrementar la prevalencia de
patdégenos en alimentos con multiples resistencias a antibiéticos con el consecuente impacto

sobre la salud humana.

1.5.2. Cocos gram-positivos catalasa-positivos

Simultaneamente al crecimiento de las BAL, se produce el desarrollo de otro grupo
microbiano de gran importancia en los embutidos: los cocos gram-positivos, catalasa-positivos
(CGC+). Este grupo incluye micrococos y estafilococos coagulasa negativos (ECN), siendo éstos
ultimos los mas abundantes ya que crecen mejor en anaerobiosis. Los recuentos de este grupo
de microorganismos en los embutidos fermentados parten de una situacién inicial de 10° — 10*
ufc/g has alcanzar niveles que oscilan entre 10° y 10° al final del proceso de fermentacion.

Es en este grupo microbiano donde reside la base de la peculiaridad que caracteriza a los
EFLA. Segun Montel et al. (1998), en los productos carnicos fermentados de pH elevado
especies de Staphylococcus de elevada capacidad lipolitica podrian incrementar el grado de
lipdlisis en este tipo de embutidos. La acidificacion parece ser un factor limitante en el desarrollo
del aroma dado que a valores de pH inferiores a 5,0 las reacciones metabdlicas bacterianas se

ven desfavorecidas.

1.5.2.1. Taxonomia

Los CGC+ pertenecian a la familia tradicionalmente conocida como Micrococcaceae. Esta
familia se consideraba dividida en 4 géneros: Micrococcus, Staphylococcus, Stomatococcus y
Planococcus. Gracias al avance que han experimentado las técnicas taxonémicas moleculares en
los dltimos afios, actualmente se considera que no existe tal familia, y las especies englobadas
en el género Micrococcus se han reclasificado en 5 géneros (Stackebrandt et al., 1995):
Kytococcus, Nesterenkonia, Dermacoccus, Kocuria y Micrococcus (Tabla 3). Considerando estos
antecedentes, parece mas acertado denominar cocos gram-positivos catalasa-positivos al grupo
que incluye bacterias gram-positivas, aerobias facultativas, catalasa-positivas y con actividad
nitrato-reductasa; algunos de los CGC+, ademas, toleran concentraciones importantes de
cloruro sédico. Del mismo modo que las BAL, aunque en menor proporciéon, pueden hidrolizar la

glucosa produciendo gas y acido.

Descripcion del género Kocuria (Stackebrandt et al., 1995)

El género Kocuria esta formado por bacterias cocoides, gram-positivas, catalasa-positivas,
no encapsuladas, que no forman endosporas.

Son microorganismos quimioorganotrofos, de metabolismo estrictamente respiratorio.
Aunque son bacterias aerobias, las cepas de una especie, K. kristinae, pueden ser anaerobias
facultativas. No son haldfilas, normalmente crecen en medios con un 10% de NacCl, si bien K.
varians crece mejor con un 7,5% de NaCl. Mesofilas. Su contenido en G+C del ADN varia entre
66-75 mol%. La especie tipo es K. rosea.

Las especies mas descritas en embutidos fermentados son K. varians y K. kristinae
(Fischer y Schleifer, 1980; Comi et al., 1992).
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Especie Especie reclasificada G+C (mol%o) Género
M.luteus M.luteus 70-76

M. lylae M. lylae 69 Micrococeus
M. varians Kocuria varians 66-72

M. kristinae Kocuria kristinae 67 Kocuria

M. roseus Kocuria rosea 66-75

M. halobius Nesterenkonia halobia 70-72 Nesterenkonia
M. sedentarius Kytococcus sedentarius 68-69 Kytococcus

M. Dermacoccus 66-71 Dermacoccus

nishinomiyaensis  nishinomiyaensis

Tabla 3. Reclasificacion de las especies del género Micrococcus (Stackebrandt et al., 1995).

Descripcion del género Staphylococcus

El género Staphylococcus estd compuesto por bacterias esféricas, de 0,5-1,5 um de
didametro, gram-positivas, no moviles, no esporuladas, anaerobias facultativas. Son
microorganismos quimioorganotrofos, presentan metabolismo respiratorio y fermentativo. Son
catalasa-positivos y, normalmente, oxidasa negativos. Generalmente presentan actividad
nitrato-reductasa. Son susceptibles a la lisis por lisostafina pero no por lisozima (Schleifer y
Kloos, 1975). Normalmente crecen en medios con un 10% de NaCl (S. carnosus puede crecer
con un 15% de NaCl). Su temperatura 6ptima de crecimiento esta comprendida entre 30-37°C.
El contenido en G+C del ADN varia entre 30-38 mol% (Stackebrandt et al., 1995).

Estudios taxondmicos recientes han demostrado que el género Staphylococcus puede ser
dividido en, al menos, 38 especies y 21 subespecies, consistentes en 6 especies coagulasa
positivas o coagulasa variables y 32 especies coagulasa negativas (Tabla 4).

Los estafilococos estan ampliamente extendidos por la naturaleza y forman parte de la
microbiota de la piel y de las membranas de las mucosas de mamiferos y aves. Frecuentemente
también se aislan de alimentos, agua y polvo. Algunas especies coagulasa positivas, como S.
aureus, son patdgenos oportunistas de humanos y animales (Holt et al., 1994).

La especie de mayor prevalencia en embutidos fermentados es S. xylosus aunque
también se han descrito otras especies como S. carnosus, S. simulans, S. saprophyticus, S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri y S. equorum (Fischer y Schleifer, 1980; Simonetti y
Cantoni, 1983; Seager et al., 1986; Coppola et al., 1996; Garcia-Varona et al., 2000), todos

ellos estafilococos coagulasa negativos (ECN).
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. condimenti
. delphini

. epidermidis
. equorum

felis

. fleurettii

. gallinarum

. haemolyticus
. hominis

hyicus

. intermedius
. kloosii
lentus
lugdunensis
lutrae
muscae
nepalensis
pasteuri

. pulvereri

. schleiferi

. sciuri

. simulans
. succinus

. vitulinus
. warneri
. Xylosus

. piscifermentans

. saccharolyticus
. saprophyticus

Subespecie

anaerobius
aureus

capitis
ureolyticus

carnosus
utilis

cohnii
urealyticum

equorum
linens

hominis

novobiosepticus

bovis
saprophyticus
coagulans
schleiferi
carnaticus
rodentium
sciuri

casei
succinus

Coagulasa

+
+

Referencia
Schleifer et al., 1985

De la fuente et al., 1985
Rosenbach, 1884
Kloos y Schleifer, 1983

Kloos y Schileifer, 1975
Bannerman y Kloos, 1991
Devriese et al., 1983

Schleifer y Fischer, 1982
Probst et al., 1998
Schileifer et al., 1982

Hajek et al., 1986

Schleifer y Kloos, 1975
Kloos and Wolfshohl, 1991
Probst et al., 1998

Varaldo et al., 1988
Schleifer y Kloos, 1975

Schleifer et al., 1985
Place et al. 2003
Igimi et al., 1989

Vernozy-Rozand et al., 2000
Devriese et al., 1983
Schleifer y Kloos, 1975

Kloos y Schileifer, 1975
Kloos et al., 1998
Devriese et al., 1978

Hajek, 1976

Schleifer et al., 1985
Schleifer et al., 1983

Freney et al., 1988

Foster et al., 1997

Hajek et al., 1992

Spergser et al., 2003
Chesneau et al., 1993
Tanasupawat et al., 1992
Zakrzewska-Czerwinska et al., 1995
Kilpper-Balz y Schleifer, 1984

Hajek et al., 1996
Shaw et al., 1951
Igimi et al., 1990
Freney et al., 1988

Kloos et al., 1997
Kloos et al., 1997
Kloos et al., 1997
Kloos y Schleifer, 1975

Place et al., 2002
Lambert et al., 1998
Webster et al., 1994

Kloos y Schleifer, 1975
Schleifer y Kloos, 1975

Tabla 4. Especies y subespecies del género Staphylococcus y clasificacion en funciéon de la
produccién de coagulasa (en plasma de conejo); +: =90% de las cepas son positivas; -: 290%
de las cepas son negativas; v: 11-89% de las cepas son positivas. Fuente: Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zelikulturen GMBH (http://www.dsmz.de/bactnom/bactname.htm) y
Holt et al.,1994) actualmente también denominado Macrococcus caseolyticus.
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1.5.2.2. Importancia de los CGC+ en la elaboracion de embutidos

El papel que desempefian estos microorganismos en los procesos fermentativos carnicos
se centra principalmente en tres aspectos:
e La actividad catalasa, que degrada los peréxidos.
e La actividad nitrato y nitrito-reductasa, convirtiendo los nitratos a nitritos y éstos
a oxido nitrico.

e La actividad proteolitica y lipolitica.

Actividad catalasa

La catalasa es una enzima que forma parte de la estructura biomolecular de los CGC+. Su
importancia radica en que descompone los peréxidos que se forman durante la hidrolisis de los
carbohidratos en presencia de oxigeno por accién de las flavinoxidasas o las NADH peroxidasas
de las BAL y, en menor medida de los CGC+ (Kandler, 1983). Los perodxidos inhiben el
crecimiento de patégenos en el embutido, pero también son responsables de alteraciones del
color por oxidacion del pigmento, asi como de las reacciones de enranciamiento lipidico que

ocasionan defectos en las caracteristicas organolépticas del producto final.

Actividad nitrato y nitrito reductasa

El nitrato se adiciona a la masa carnica por su capacidad para fijar y conseguir el color
tipico de los productos curados mas que por sus caracteristicas antioxidantes y antimicrobianas.
Para ser efectivo, el nitrato afiadido debe ser reducido a nitrito. Los CGC+ utilizan el nitrato
como aceptor final de electrones en la cadena respiratoria. Este hecho provoca la reduccién de
nitrato a nitrito, que conjuntamente con un medio acido, favorece la trasformacién del nitrito a
6xido nitroso por medio de microorganismos presentes en el embutido (incluyendo microbiota
nitrato-reductora y algunas cepas de bacterias lacticas) y éste se descompone originando 6xido
nitrico. El 6xido nitrico formado reacciona con la mioglobina (pigmento muscular) de la carne
para producir el deseado pigmento rojo tipico de los productos curados: el nitrosopigmento o

nitrosomioglobina (Palumbo y Smith, 1977).

Actividad proteolitica y lipolitica

La presencia de numerosas lipasas y proteasas favorece la liberacion de acidos grasos
volatiles, sustancias aromaticas, ruptura de triglicéridos, formacion de péptidos, aminoacidos y
otros compuestos, incidiendo de forma notable en el aroma del producto. Estos efectos son mas
remarcables en el género Staphylococcus, ya que sus especies disponen de un mayor namero
de proteasas y lipasas que las del género Kocuria, pueden crecer en medios con una elevada
concentraciéon de NaCl y, lo que es mas importante, pueden seguir realizando funciones

lipoliticas y proteoliticas aun en ausencia de oxigeno (Comi et al., 1992).
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Figura 3. Interacciones entre BAL y CGC+ que se establecen durante la fermentacion de los

productos carnicos (Buckenhlskes, 1993).

Ademas de las actividades descritas, los CGC+ también producen acidos organicos dado
que pueden metabolizar carbohidratos, provocando una disminucién del pH, que contribuye a la
fijacion del nitrosopigmento y a la inhibicion de microorganismos patégenos (Miralles et al.,
1996). La disminucion del pH, sin embargo, no es tan acusada como en el caso de las BAL. Los
dos grupos microbianos son importantes durante la fermentacion de la carne y, de hecho, son
las interacciones que se establecen entre las actividades metabdlicas de las BAL y los CGC+ las
que determinan el desarrollo de las caracteristicas tipicas de los embutidos fermentados, tanto
desde el punto de vista de su cualidad sensorial, como en referencia a la estabilidad y la
seguridad microbioldgica. De forma esquematica, la Figura 3 muestra la complejidad de estas

interacciones.

1.5.2.3. Impacto de los CGC+ en la salud humana: ECN

La importancia tecnoldgica que los CGC+, tanto ECN como Kocuria spp., tienen en la
elaboracion de embutidos es indiscutible. No obstante y de forma similar al caso de los
enterococos, los ECN, anteriormente considerados microorganismos comensales no patdégenos,

se han convertido en importantes patdégenos causantes de infecciones nosocomiales, sobretodo
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en pacientes inmunodeprimidos (Jarvis y Martone, 1992). Los ECN, especialmente S.
epidermidis, se han identificado como la tercera causa mas comun de infecciones nosocomiales
y la causa mas frecuente de bacteremia nosocomial (Pittet et al., 1994; Spencer, 1996; CDC
NNIS System, 1998).

La terapia antimicrobiana de las infecciones por ECN puede ser complicada ya que estos
microorganismos son frecuentemente resistentes a una gran variedad de antibi6ticos (Agvald-
Ohman et al., 2004). Los ECN presentan una elevada prevalencia de resistencia a meticilina
(Sidebottom et al., 1988; Hedin y Hambraeus, 1991). La especie mas problematica es S.
epidermidis resistente a meticilina, que junto a S. aureus resistente a este antibidtico, se han
convertido en importantes patégenos nosocomiales (Mulligan et al., 1993). La mayoria de ECN
resistentes a meticilina son resistentes también a otros antimicrobianos (Paulsen et al., 1997) y
ademéas pueden ser reservorios de genes de resistencia a antibidticos que pueden ser
transferidos a otros estafilococos (Archer et al., 1994; Wieders et al., 2001). La transferencia de
estos elementos a especies patdégenas, como S. aureus, es motivo de preocupacién ya que
puede disminuir las opciones terapéuticas dificultando asi el tratamiento de las infecciones
causadas por estos patdgenos

Los ECN de origen alimentario no se han establecido, en ningun caso, como origen de
infecciones nosocomiales. En los alimentos, su problematica se centra en dos aspectos basicos:
la transferencia de resistencias a antimicrobianos y su potencial enterotoxigénico.

La transferencia de cepas resistentes a antimicrobianos desde animales a humanos es un
problema cada dia mas importante. Se considera que el uso intensivo de agentes
antimicrobianos en la ganaderia podria contribuir a crear un reservorio animal de
microorganismos resistentes a antibidticos (Tenover y Hughes, 1996; Tenover y McGowan,
1996). Desde este reservorio, las cepas resistente o los genes de resistencia pueden
diseminarse entre los humanos via cadena alimentaria (Swartz, 2002; OMS, 2002).

Las enterotoxinas estafiloc6ccicas son una familia de nueve tipos serologicos de
enterotoxinas termoestables que causan gastroenteritis por consumo de alimentos
contaminados (Balaban y Rasooly, 2000). Si bien los ECN no suponen el mismo riesgo que S.
aureus, importante patégeno oportunista humano y principal responsable de intoxicaciones
alimentarias (Le Loir et al., 2003), a diferencia de éste los ECN suelen estar presentes en
numeros elevados en los embutidos fermentados por lo que las cepas enterotoxigénicas si
pueden ser un riesgo potencial para la salud humana. Se han descrito cepas de ECN productoras
de enterotoxinas (Bautista et al., 1988; Jay, 1992; Rodriguez et al., 1996; Udo et al. 1999,
Padmapriya et al., 2003), pero hasta la fecha, Staphylococcus intermedius (coagulasa positivo)
es la unica especie, ademas de Staphylococcus aureus, que se ha relacionado claramente con
brotes de toxiinfecciones estafilocéccicas. AUn asi, es imprescindible que las cepas de ECN
seleccionadas para su uso como cultivos iniciadores no produzcan enterotoxinas (Rodriguez et
al., 1996).
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1.6. SEGURIDAD BIOLOGICA DE LOS EMBUTIDOS FERMENTADOS

La seguridad bioldgica, tanto bidtica como abidética, de los EFLA ha sido poco estudiada y
se conoce poco sobre el efecto inhibidor del proceso tecnolégico sobre el desarrollo de
microorganismos patégenos contaminantes de la carne fresca y sobre la acumulacién de aminas
biégenas.

Los embutidos fermentados presentan una seguridad biolégica igual o incluso superior a
otros productos carnicos que reciben un tratamiento térmico durante su manufactura o antes
del consumo. Sin embargo, se han descrito brotes de salmonelosis, Staphylococcus aureus
enterotoxigénicos, y recientemente, infecciones por cepas enterohemorragicas de Escherichia
coli por consumo de embutidos fermentados (Liucke et al., 1998). En los EFLA (donde el pH es
superior a 5,3) se pierde una de las barreras de seguridad, la acidez, facilitando asi el desarrollo
de ciertos microorganismos patégenos. Segun Leistner (1986), cuando un obstaculo se ve
reducido, debe ser compensado aumentando otro de los obstaculos (por ejemplo, disminuyendo
la temperatura de fermentacion). Este punto debe ser tenido en cuenta cuando se disefia un

sistema de Analisis de Puntos Criticos (APPCC) para la manufactura de este tipo de embutidos.

1.6.1. Enterobacterias: Salmonella y Escherichia coli

Durante el proceso de fermentacidon de los embutidos, el recuento de enterobacterias
normalmente permanece constante o se incrementa como maximo un ciclo logaritmico. Los
factores que favorecen el crecimiento de enterobacterias y por tanto, de Salmonella y E. coli,
incluyen una elevada actividad de agua, un pH inicial alto, una baja concentracion de
carbohidratos fermentables, un bajo nimero de lactobacilos en la mezcla de carne inicial, el uso
de nitratos o niveles muy bajos de nitritos como agentes curantes (Hechelmann et al., 1974;
Lucke et al., 1998).

Salmonella es el principal agente etiolégico de enfermedades de origen alimentario (Mead
et al., 1999, Haeghebaert et al., 2002). La Legislacidon Espafiola exige ausencia de Salmonella
en 25 g de producto (Orden 21/6/77, B.O.E. 11 y 12/7/77), pero son raros los casos de
salmonelosis por ingestion de embutidos fermentados.

Schillinger y Licke (1988) afirman que la disminucion rapida del pH a niveles inferiores a
5,3 durante la fermentacion es suficiente para inhibir el crecimiento de Salmonella. Durante el
secado, las enterobacterias, incluyendo Salmonella, se inactivan lentamente (Kleemann y
Bergann, 1996). La inhibicién de Salmonella durante la maduracién de embutidos depende en
gran medida del tipo de producto. En embutidos ahumados de tipo europeo se da una reduccién
de uno a dos ciclos logaritmicos (Holley et al., 1988), pero la reduccién puede oscilar desde
menos de un ciclo logaritmico hasta aproximadamente 4 ciclos logaritmicos. Salmonella se da
con mayor frecuencia en embutidos frescos o poco fermentados que en embutidos secos mas
acidos (Lucke et al., 1998).

El departamento de Agricultura de los Estados Unidos ha descrito en dos ocasiones
presencia de Salmonella en dos tipos de embutidos fermentados (lebanon bologna y cervelat,

1995 y 1997). La incidencia de Salmonella en 110 muestras procedentes de 40 fabricas de los
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Estados Unidos se estim6 en un 12 a 29% (Johnston et al., 1982). En Espafia no existen datos
sobre la incidencia de Salmonella en la mezcla inicial de carne fresca preparada para embutir,
pero en un estudio realizado en Inglaterra (Wall et al., 1994) se identificaron de 2 -11%
muestras con presencia de Salmonella en 25 g. Sin embargo, hasta el momento sélo se han
descrito tres casos de salmonelosis debido a embutidos fermentados. El primero tubo lugar en
Australia y el embutido implicado fue salami. Segun Leistner et al. (1982) el productor habia
combinado una dosis de nitrito muy baja (comudn en los embutidos de tipo italiano) con una
temperatura de fermentacion superior a 25°C. El segundo caso, un pequefio brote que tubo
lugar en Holanda, fue debido al consumo de Ilebanon bologna (van Netten, 1986).
Recientemente se ha descrito un brote de salmonelosis en Alemania debido al consumo de
embutidos fermentados. En la elaboracién de estos embutidos se emple6é un corto periodo de
fermentacion (tan sélo 4 dias) que permitié el desarrollo de Salmonella (Bremer, 2004).

Ademas de Salmonella, otra enterobacteria que tiene gran importancia en embutidos
debido a su elevada patogenicidad: Escherichia coli enterohemorragica (EHEC). A diferencia de
Salmonella, la dosis infectiva de EHEC es generalmente baja y no es necesario que se
multiplique en el embutido para causar una infeccion. Ademas, la inactivacion durante la
maduracion del embutido es lenta (aproximadamente un ciclo logaritmico en los experimentos
de Glass et al., 1992). Afortunadamente la prevalencia de EHEC es baja y limitada a carne de
cordero y vaca (Biilte et al., 1996). La legislacién espafiola establece un maximo de 10? ufc de

E. coli en los embutidos crudos curados (O. 21/6/77, B.O.E. 11y 12/7/77).

1.6.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus se encuentra frecuentemente en la carne fresca y en embutidos
fermentados, pero generalmente en niveles bastante bajos (Lucke et al., 1998). S. aureus es un
importante patégeno ya que combina la produccion de toxinas con una importante capacidad
invasiva y la resistencia a antibidticos. No tan solo estd relacionado con intoxicaciones
alimentarias sino que también es un patégeno nosocomial muy comdn y esta relacionado con
enfermedades de adquisicion comunitaria. El dramatico incremento de la prevalencia de S.
aureus resistentes a antibidticos, sobretodo a meticilina, en todo el mundo (Jacoby, 1996;
Witte, 1999) se ha convertido en un importante problema clinico, dado que las cepas multi-
resistentes disminuyen la utilidad de los antibiéticos en la medicina humana y limitan las
opciones terapéuticas (Ehlert, 1999).

S. aureus presenta una gran variedad de enzimas y toxinas que contribuyen a su
patogenicidad y un grupo de toxinas, las enterotoxinas, causan intoxicaciones alimentarias
(Balaban y Rasooly, 2000). Alin cuando son necesarios recuentos superiores a 10’ ufc/g de S.
aureus para generar niveles de enterotoxinas suficientes para causar una intoxicacion, la
legislacion esparfiola exige recuentos de S. aureus inferiores a 100 ufc/g (Orden 21/6/77, B.O.E.
11y 12/7/77).

El desarrollo de S. aureus ha sido estudiado durante la maduracion de diversos tipos de
embutidos. Este microorganismo se ve poco afectado por el contenido en sal y nitrito del

embutido, pero en condiciones anaerobias y a temperatura y pH bajos se dificulta
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considerablemente su crecimiento. Puede crecer a temperaturas de fermentacion elevadas
durante la fase estacionaria del desarrollo de las BAL pudiendo alcanzar niveles elevados en las
capas externas de los embutidos. Metaxopoulos et al. (1981a y b) demostré que el pH inicial y
la actividad de las BAL son parametros criticos para el control de S. aureus. En los embutidos
fermentados a no mas de 25°C durante 2-3 dias, con recuentos de S. aureus inferiores a 10%, el
riesgo de produccién de enterotoxinas es bajo (Holley et al., 1988a), incluso en embutidos no
ahumados (Metaxopoulos et al., 1981a y b; Holley et al., 1988b). Si la fermentacion se realiza a
23°C, la reduccion del pH a 5,3 en 2-3 dias es un punto critico para estos productos. Esto
normalmente se consigue afiadiendo lactobacilos o Pediococcus pentosaceus como cultivo
iniciador junto a un 0,3% de carbohidratos de fermentacion rapida. También es muy importante
ajustar la a,, inicial por debajo de 0,955 y realizar la maduracion a temperaturas inferiores a
15°C hasta que la a, haya descendido a valores inferiores a 0,90. A temperaturas de
fermentacion de 15°C, no se ha observado crecimiento de S. aureus, independientemente de la

formacion de acido (Licke et al., 1998).

1.6.3. Listeria monocytogenes

Durante los ultimos afios Listeria monocytogenes se ha establecido como un importante
patdégeno alimentario. Aunque existen otras vias de transmision, los alimentos son la fuente
mas importante de listeriosis. La elevada prevalencia de L. monocytogenes en alimentos unido
al elevado porcentaje de casos fatales de listeriosis sugiere que este microorganismo representa
un importante peligro para la salud humana, especialmente para los grupos de alto riesgo como
inmunodeprimidos, personas de la tercera edad y mujeres embarazadas (Anénimo, 1999a).

Una gran variedad de carnes y productos carnicos, incluyendo embutidos fermentados,
estan contaminados con Listeria spp. Dado su amplia distribucién en carne y su habilidad para
crecer a baja temperatura y a relativamente baja a, (>0,93), L. monocytogenes podria
representar un peligro para los consumidores de embutidos fermentados. Sin embargo, no
existe ninguna evidencia epidemiolégica de brotes de listeriosis causados por el consumo de
embutidos fermentados. Durante la fermentacién y secado de los embutidos, L. monocytogenes
que es ubicuota, psicrotrofa y relativamente resistente a los agentes curantes, puede sobrevivir
(Johnson et al., 1988; Junttila et al., 1989) aunque los niveles en producto final suelen ser
bajos (<10 a 100 cfu/g). La condiciones de control de Salmonella y S. aureus suelen ser
efectivas también para prevenir el crecimiento de L. monocytogenes (Licke et al., 1998).
Durante la maduracién, Listeria spp. muere, pero sélo lentamente. El uso de lactobacilos
formadores de bacteriocinas con actividad anti-Listeria como cultivos iniciadores reduce los
recuentos de Listeria aproximadamente un Log al inicio de la fermentacién (Foegeding et al.,
1992; Hugas et al., 1995).

1.6.4. Bacterias formadoras de esporas

Los embutidos fermentados pueden contener un elevado numero de esporas de Bacillus
spp. provenientes en su mayor parte de las especias adicionadas. Aunque muchas especies de

Bacillus son responsables de sintomas de deterioro, como por ejemplo proteolisis, parece que
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las condiciones de baja a,, bajo pH y ausencia de oxigeno son suficientes para controlar sus
efectos en los embutidos fermentados (Liicke et al., 1998).

Los clostridios, entre ellos Clostridium botulinum, pueden controlarse manteniendo un pH
y a, bajos, independientemente de la adiciébn de nitrito. No existe evidencia practica ni
epidemioldgica del crecimiento y producciéon de toxinas de los clostridios durante la maduracién
y almacenamiento de embutidos fermentados. La toxina botulinica ha sido detectada so6lo si el
embutido se elaboraba sin glucosa adicionada y se mantenia a elevadas temperaturas (32.2°C)
durante largo tiempo (Christiansen et al., 1975).

La legislacion espafiola establece un méaximo para clostridios sulfito-reductores de 102
ufc/g (O. 21/6/77, B.O.E. 11y 12/7/77).

1.6.5. Mohos y micotoxinas

Los mohos colonizan la superficie de aquellos embutidos no ahumados y secados al aire.
También pueden crecer en embutidos ahumados almacenados en condiciones de humedad y
temperatura elevada. En los embutidos fermentados con mohos, Penicillium spp. predomina y
las especies aisladas con mayor frecuencia son P. verrucosum, P. chrysogenum, P. frequentans,
P. nalgiovense y P. variabile. Aspergillus spp. puede competir con Penicillium spp. pero sélo en
temperaturas de almacenamiento elevadas y baja a,, (Lucke, 1998).

Las aflatoxinas y otras toxinas de Aspergillus se han detectado s6lo en embutidos
madurados a elevadas temperaturas y humedades relativas altas, condiciones que no suelen
prevalecer en la practica comercial (Alvarez-Barrea et al., 1982). Normalmente, la maduracion y
secado de los embutidos fermentados se realiza a temperaturas de 15°C o inferiores, de forma
que Aspergillus spp. es desplazado por Penicillium spp. y Scopulariopsis spp. (Incze et al.,
1976). En cuanto a las toxinas de Penicillium, pequefias cantidades de citreoviridina y
rugulosina pueden formarse en la capa mas externa del embutido (Scheuer, 1995). Aunque los
niveles que se han detectado en embutidos inoculados experimentalmente han sido pequerfios y
limitados a no mas de unos pocos milimetros bajo la superficie, el crecimiento de mohos no
deseables en embutidos fermentados debe ser evitado, no sélo para evitar el riesgo de
micotoxinas y formacion de antibidticos, sino también para evitar defectos en la apariencia y las
caracteristicas organolépticas. En los embutidos madurados con mohos, el crecimiento de
mohos no deseados puede ser inhibido inoculando la superficie con una cepa no téxica
apropiada. En otros embutidos fermentados, el crecimiento de mohos se inhibe por otros
meétodos, como por ejemplo, sumergiendo los embutidos en soluciones de sorbato potasico o
primaricina al final del periodo de fermentacion (Licke et al., 1998). Sin embargo, el uso de
primaricina para la preservacion de los embutidos fermentados esta prohibido en muchos paises

dado que este antimicrobiano se usa también en quimioterapia humana.

1.6.6. Virus y parasitos

Los virus presentes en el ganado en el momento del sacrificio normalmente no afectan a
los humanos. La mayoria de estos virus (virus de la enfermedad de pies y boca, fiebre aftosa)

son sensibles a los acidos y normalmente se inactivan durante la fermentacion de los embutidos
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(McKercher et al., 1982; Panina et al., 1989). Los agentes causantes de la fiebre porcina
africana, de la enfermedad vesicular porcina y coélera porcino se inactivan muy lentamente
durante la maduraciéon de los embutidos y pueden llegar a detectarse incluso transcurridos tres
meses (McKercher et al., 1982). Por lo tanto, la carne y los embutidos fermentados de zonas
donde prevalecen dichas enfermedades no deben ser exportadas. No obstante, no hay
evidencias epidemioldgicas que demuestren que los embutidos fermentados sean un vector de
transmision de agentes virales.

Toxoplasma es uno de los parasitos que regularmente se encuentra en cerdo (Licke,
1998). Afortunadamente, los cistos de Toxoplasma se inactivan rapidamente durante la
manufactura de los embutidos.

El nematodo Trichinella spiralis es un parasito de humanos y cerdos, por lo que el
consumo de productos crudos de carne de cerdo puede acarrear un serio riesgo si no se toman
las medidas adecuadas. La inspeccion rutinaria del diafragma de las canales de cerdo parece ser
bastante efectivo para la proteccion del consumidor. Ademas, las larvas de Trichinella se
destruyen a baja a,, que puede obtenerse mediante procesos de congelacion, salazéon o
desecacion. Un embutido fermentado con a,, inferiores a 0,90 muy dificilmente contendra larvas

de Trichinella (Lucke et al., 1998).

1.6.7. Aminas biégenas y nitrosaminas

Los alimentos fermentados pueden contener cantidades considerables de aminas biégenas
que, no solo pueden ser precursoras de nitrosaminas, sino que también pueden causar
trastornos como la intoxicacién histaminica (intoxicacion escombroidea), crisis hipertensivas
debido a la interaccion entre alimentos y medicamentos IMAO y migrafias de origen alimentario
en individuos sensibles (Brink et al., 1990; Barddcz, 1995; Mariné-Font et al., 1995).

En los embutidos fermentados, el pH acido que se da durante la fermentacidon parece
estimular la sintesis y actividad aminoacido descarboxilasa, tanto de la microbiota responsable
de la fermentacion, como de los microorganismos contaminantes presentes en las materias
primas (Halasz et al., 1994; Maijala et al. 1995). Se han descrito valores medios de
aproximadamente 100 mg de histamina/Kg de peso seco y valores maximos de 300 mg de
histamina/Kg de peso seco en este tipo de embutidos (Vandekerkhove, 1977; Wortberg y
Woller, 1982; Sheuer y Rddel, 1995; Eerola et al., 1998). Los diferentes estudios sobre aminas
biégenas en productos carnicos crudos curados fermentados indican que, en general, la tiramina
es la amina que primero alcanza mayores concentraciones (hasta un maximo de 1000 mg/Kg de
peso seco) al finalizar la fermentacion/maduraciéon del producto. Le siguen, en tiempo y
cantidad, las diaminas putrescina y/o cadaverina. Los contenidos de histamina y demas aminas
aromaéticas suelen ser bastante bajos, aunque determinados productos pueden presentar
contenidos de estas aminas incluso superiores a los de tiramina. Los niveles descritos de aminas
biégenas raramente provocan intoxicacidn escombroidea o sintomas de migrafia (Luthy y
Schlatter, 1983) pero dado que se han descrito embutidos fermentados de alta calidad con
valores de aminas bidégenas extremadamente bajos, parece plausible establecer medidas de

control que permitan evitar la acumulacién de aminas durante la elaboracion de estos
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productos. El uso de materias primas de alta calidad, cultivos iniciadores apropiados,
formulaciones y condiciones de maduracion apropiadas, la formacion de aminas biégenas puede
ser minimizada. Dado que algunas cepas de BAL y CGC+ son capaces de descarboxilar ciertos
aminoacidos (Bover-Cid et al., 2000) es necesario analizar la actividad aminoacido-
descarboxilasa de las cepas seleccionadas como cultivos iniciadores previo a su utilizacion.

Las nitrosaminas son compuestos estables que se forman bajo ciertas condiciones por la
interacciéon del nitrito con aminas secundarias (Scanlan, 1995). Las nitrosaminas volatiles han
sido las mas estudiadas, y entre éstas la N-nitrosodimetilamina, N-nitrosopirrolidina y N-
nitrosopiperidina se encuentran con relativa frecuencia en distintos alimentos: productos
carnicos, conservados en salazén y nitritos o ahumados, pescado ahumado, algunos quesos,
especias y bebidas alcohdlicas (Tricker y Preussman, 1991; Scanlan, 1995). Aunque se ha
demostrado que las nitrosaminas son cancerigenas en animales de laboratorio, en realidad no
se conoce con exactitud la concentracion de nitrosaminas que en humanos puede provocar
efectos mutagenos (Scanlan, 1995).

Las aminas biégenas presentes en los alimento se han descrito en numerosas ocasiones
como potenciales precursores de nitrosaminas, especialmente las poliaminas y las diaminas
(Warthesen et al., 1975; Scanlan, 1995). Par la formacidon de nitrosaminas en alimentos a partir
de aminas biégenas se requiere la coincidencia de ciertas condiciones especiales: la presencia
de agentes nitrosantes (nitritos, nitratos y/o 6xido de nitrogeno), valores de pH relativamente
acidos y, en algunos casos, también son necesarias temperaturas elevadas (Scanlan, 1995).
Durante el procesado de los embutidos fermentados pueden darse las condiciones necesarias
para la formaciéon de nitrosaminas, puesto que para su elaboracion se utilizan sales curantes
(nitratos y nitritos) que pueden reaccionar con las aminas biégenas.

Las concentraciones de nitrosaminas en productos carnicos suelen ser bajas (excepto en
bacon) y en muchos casos incluso no detectables (Scanlan, 1995; Eerola et al., 1997). Para
prevenir la formacién de nitrosaminas se ha planteado la posibilidad de reducir los niveles de
nitritos adicionados y la exclusion de nitratos como agentes curantes, aunque cierta cantidad de
estos compuestos es necesaria, no s6lo por su efecto antimicrobiano, sino también para el
desarrollo del color tipico de los productos curados. Actualmente, el contenido en nitrato de los
embutidos crudos-curados raramente supera los 100 mg KNOz/Kg (Lucke et al., 1998).
Igualmente, la adicién de ascorbato parece inhibir las reacciones de nitrosaciéon, con lo que

ayuda a prevenir la formacién de nitrosaminas (Scanlan, 1995).
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1.7. NUEVAS TECNICAS DE CONSERVACION DE PRODUCTOS
CARNICOS

La seguridad alimentaria en carne y productos carnicos esta bajo escrutinio por la opinién
publica debido, sobretodo, a las recientes crisis alimentarias (Encefalopatia espongiforme
bovina, dioxinas, etc.). Los sistemas de aseguramiento de la calidad vigentes (APPCC) no
aseguran suficientemente una ausencia de riesgos microbiolégicos en los productos listos para
el consumo, y de hecho, se han dado casos de intoxicaciones alimentarias en productos carnicos
de empresas con una excelente planificacion y cumplimiento de los sistemas APPCC (Anénimo,
1999b).

Las demandas de los consumidores de alimentos con menos conservantes y el desarrollo
de nuevos sistemas alimentarios para satisfacer estas demandas, hacen necesario la aplicacion
de nuevas barreras u obstaculos para evitar el crecimiento de patdégenos. La combinacién de las
técnicas tradicionales (temperatura, a,, etc.) y las nuevas técnicas de conservacién podria
establecer una serie de barreras mas efectivas contra los microorganismos alterantes y
patégenos sin afectar a la microbiota no alterante.

Entre las nuevas tecnologias disponibles, las de mayor proyeccion en la industria
alimentaria son: el tratamiento por alta presion hidrostatica (HHP), la descompresion
instantanea controlada, los campos magnéticos oscilantes (calentamiento 6hmico,
calentamiento dieléctrico, microondas), la luz pulsada y la irradiacion.

Actualmente, la irradiacion con haz de electrones acelerados y sobretodo la HHP, son las

técnicas que ofrecen posibilidades reales para su uso en carne y productos carnicos.

1.7.1. HHP como método de higienizacion de embutidos fermentados

Desde que en 1992 se comercializara el primer alimento tratado por HHP en Japdn, esta
nueva técnica de conservacion ha adquirido una relevancia especial. En Espafia actualmente,
existe una empresa de productos carnicos (Esteban Espufia, S.A.) que dispone desde hace
varios afios de un piloto de altas presiones con el que estan comercializando distintos grupos
carnicos. Ademas, la empresa Hyperbaric del grupo Nicolds Correa comercializa un piloto
industrial para la industria carnica del que han vendido varias unidades a otras empresas
espariolas.

Actualmente los tratamientos comerciales mas interesantes a nivel higiénico-sanitario y
coste comprenden una combinacion de presiones entre 400-600 MPa, a temperaturas entre 5-
90°C durante 10-30 minutos (Mozhaev et al., 1994). La inversion inicial del equipo es elevada,
no obstante el coste del tratamiento es razonable (0,1 € por kg) ya que los cambios de presion
son practicamente instantaneos, uniformes y sin pérdidas de energia.

La mayor ventaja de la HHP radica en que a tratamientos a temperaturas inferiores a
50°C, la inactivacién microbiana puede ser realizada con o sin cambios en el color y el flavor del

alimento; aunque en la practica esto depende de las condiciones tecnoldgicas y del tipo de
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alimento. La carne fresca puede ver alterado su color y oxidarse mas rapidamente cuando se
trata por HHP a 400 MPa, mientras que el jamoén cocido mantiene el color y la textura (Carlez et
al., 1995; Schoberl et al., 1997; Garriga et al., 2003).

Diversos autores han demostrado que el nivel de inactivacion bacteriana depende de
varios factores como el tipo de microorganismo, la fase de crecimiento del mismo, el nivel de
presion, la temperatura, el tiempo de proceso, el pH y la composicion del alimento o la
dispersion del medio, asi como la presencia de sustancias antimicrobianas (Kalchayanand et al.,
1998). Las bacterias gram-negativas y las células en fase exponencial son, respectivamente,
mas sensibles que las bacterias gram-positivas y las células en fase estacionaria (Hoover et al.,
1989). Las células microbianas que sobreviven a la presurizacion pueden estar dafiadas de
forma sub-letal en su pared y membrana celular.

La resistencia de los microorganismos a la presion es generalmente mayor en alimentos
que en soluciones tamponadas, y aumenta cuando disminuye la actividad de agua. Diversos
estudios han mostrado la sensibilidad a la presion. Diferentes estudios han mostrado la
sensibilidad a la presidon de varios microorganismos presentes de forma natural o inoculados en
carne fresca. Carlez et al. (1994) proceso carne fresca picada a 200-300 MPa retrasando el
crecimiento microbiano de 2 a 6 dias durante el posterior almacenamiento de la carne a 3°C (en
aire o al vacio). El procesado a 400 y 500 MPa inactivd completamente los microorganismos
ensayados (Pseudomonas spp., Lactobacillus spp. y coliformes), y redujo la flora total que se de
3 a 5 log ufc/g. Sin embargo, después de un periodo de latencia que dependié de la intensidad
de la presion, se detectaron células de Pseudomonas spp. que pudieron recuperar su viabilidad.

El procesado con altas presiones frecuentemente combinado con otros procesos como el
pre-envasado en vacio, podria ser aplicado de manera util a un amplio tipo de carnes y

productos céarnicos, incluyendo productos curados.
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2. IDENTIFICACION Y TIPIFICACION
DE MICROORGANISMOS MEDIANTE
TECNICAS MOLECULARES

El andlisis microbiolégico de alimentos es necesario para asegurar tanto la seguridad
como la calidad de los alimentos. Los métodos microbiolégicos convencionales estan basados en
medios de cultivo especificos para aislar y enumerar las células bacterianas viables. Estos
meétodos son sensibles, de bajo coste y proporcionan informacién cualitativa y cuantitativa sobre
el nimero y naturaleza de los microorganismos presentes en las muestras de alimentos. Sin
embargo, los métodos convencionales requieren varios dias para la obtencidon de resultados ya
que se basan en la habilidad de los microorganismos de multiplicarse y formar colonias visibles.
Ademas, la preparacion del medio de cultivo, la inoculacién de las placas, el recuento de las
colonias y la caracterizacion bioguimica hacen de estos métodos técnicas muy laboriosas. La
industria alimentaria requiere de métodos rapidos para obtener la informacién adecuada sobre
la posible presencia de patdgenos en las materias primas y en el producto final, para el control
del proceso de elaboracion y para la monitorizacion de las practicas de higiene y limpieza.

Los métodos rapidos constituyen un area en constante evolucion dentro del campo de la
microbiologia aplicada. Estos métodos tratan de conseguir la deteccién y el recuento de
microorganismos en un corto periodo de tiempo, la caracterizacion de los aislados mediante el
uso de técnicas microbiolégicas, quimicas, bioquimicas, biofisicas, de biologia molecular,
inmunoldgicas y seroldgicas (Fung, 1995). Los métodos rapidos alternativos pueden dividirse en

las siguientes categorias (De Boer y Beumer, 1999):

¢ métodos convencionales modificados y automatizados;
e bioluminiscencia;

¢ métodos de recuento de células;

e impedimetria;

e meétodos inmunolégicos;

e técnicas de acidos nucleicos.
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En la Tabla 5 se detallan las principales caracteristicas de diferentes métodos rapidos.

Limite de deteccion

Método (cfu/ml o g) Tiempo? Especificidad®
Técnicas de plaqueo 1 1-3 dias Buena
Bioluminiscencia 10* 30 minutos No
Citometria de flujo 102%-10° 30 minutos Buena
DEFT® 10%-10* 30 minutos No
Impedimetria 1 6-24 h Moderada/Buena
Métodos inmunoldégicos 10° 1-2 ht Moderada/Buena
Técnicas de acidos nucleicos 10° 6-12 h¢ Excelente

Tabla 5. Caracteristicas de algunos métodos rapidos. # Tiempo necesario para la obtencion de
los resultados. PPosibilidad de detectar grupos especificos de microorganismos. ‘Técnica de filtro
de epifluorescencia directa. 9Tras una etapa de enriquecimiento. Adaptado de de Boer y
Beumer, 1999.

Entre todos estos métodos unos de los que han tenido mayor auge son las técnicas de
acidos nucleicos. En los ultimos afios, la garantia de la calidad en la industria alimentaria ha
supuesto la aceptacion e implementacion de una gran variedad de métodos moleculares para
conseguir una deteccion rapida y sensible de microorganismos, especialmente de los

microorganismos patégenos con mas incidencia en alimentos.

2.1. TECNICAS DE ACIDOS NUCLEICOS PARA LA DETECCION DE
MICROORGANISMOS

En la década pasada se observd un incremento significativo en el desarrollo de métodos
moleculares para la detecciéon y caracterizacion de microorganismos en alimentos. Estos
métodos se basan en la hibridacion de un ADN diana con una sonda de ADN especifica.
Dependiendo de la especificidad deseada en la deteccidn (de género, de especie o de cepa),
pueden utilizarse como diana diferentes regiones del genoma (Scheu et al., 1998).

La reciente secuenciacion de un numero importante de genomas bacterianos y el
desarrollo de las técnicas analiticas tendrdn un gran impacto en nuestra habilidad para
comprender, manipular, detectar, explotar o combatir las bacterias (Pennisi, 1999). El
incremento exponencial de las bases de datos de secuencias de ADN permite el disefio de
mejores sondas y el perfeccionamiento de los métodos de deteccidon y cuantificacién (Olsen et
al., 1995).
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2.1.1. Hibridacién de acidos nucleicos

La hibridacion de acidos nucleicos tiene lugar entre un molécula de ADN o ARN presente
en el organismo diana y una sonda de ADN que presenta la secuencia complementaria a la
secuencia diana. La sonda de ADN normalmente consta de 18 a 30 nucledtidos. La especificidad
de un ensayo de hibridacién depende de la secuencia nucleotidica de la sonda. El primer paso en
este método molecular es la lisis celular y frecuentemente también la purificacion de los acidos
nucleicos para que puedan hibridarse con la sonda de ADN. Una vez se ha formado el hibrido,
pueden utilizarse diferentes técnicas de deteccidon. La mayoria de estas técnicas son similares a
las que se utilizan para la deteccion de antigeno-anticuerpo en los inmunoensayos. La
hibridacion directa utiliza sondas de ADN marcadas para la hibridaciéon con el &cido nucleico
contenido en la muestra. Las sondas para hibridacion directa suelen estar marcadas
radiactivamente o con moléculas fluorescentes.

Las sondas que no se hibridan con el ADN diana se eliminan facilmente por inmovilizacion
del ADN o de la sonda, previamente a la hibridacion. Para ello se utilizan como soportes sélidos
membranas de nylon o de nitrocelulosa y particulas de polimeros. Entre éstas técnicas destacan
la técnica de transferencia Southern (mas comunmente conocida como Southern blot) y la
técnica de dot blot, en las que el acido nucleico diana se inmovilizan en una membrana tras su
separacion en un gel de electroforesis (Southern blot) o de una solucién (dot blot) (Barbour and
Tice, 1997). La hibridacién indirecta ofrecen una mayor sensibilidad, mediante la inmovilizacion
de las sondas y la union posterior del acido nucleico diana a la fase sélida, seguido de la
hibridacion de una sonda reportera (reporter) a una secuencia adyacente en la misma molécula
de ADN diana. Tras un paso de lavado para eliminar la sonda no unida a la diana se procede a la
deteccion del reporter que suele ser colorimétrica o mediante quimioluminiscencia.

Se han comercializado ensayos de hibridacién para algunos patdgenos de alimentos. El
sistema Gene-Trak utiliza sondas especificas para ARN ribosémico diana en las bacterias y un
sistema colorimétrico para la deteccion especifica de los hibridos sonda-diana. En este sistema
es necesaria una fase de enriquecimiento previo para obtener la sensibilidad analitica requerida.

Una de las principales desventajas de los métodos de hibridacién es que es necesario un
nimero relativamente alto (generalmente 10%-10°%) de células diana para obtener resultados
fiables en un medio con un elevado nimero de microorganismos no diana (Wernars y
Notermans, 1990). La hibridaciéon con colonias bacterianas en placas de agar se usa con
frecuencia en microbiologia de los alimentos y existen métodos para la deteccidon de patégenos
en alimentos basados en la hibridacién en colonia (Moseley et al., 1980; Hill et al., 1983; Datta
et al., 1987).

2.1.2. Métodos de amplificacion: PCR

Los métodos de amplificacién de acidos nucleicos presentan una sensibilidad muy superior
a las técnicas de hibridacion. Aunque existen varios métodos de amplificacibn, como por
ejemplo la reaccibn en cadena de la Ligasa (LCR), el de mayor aplicacion en el andlisis

microbioldgico de alimentos es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
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A finales de los afios 1980, la PCR fue presentada como una prometedora técnica para la
amplificacion enzimatica de secuencias diana de acidos nucleicos utilizando una pareja de
cebadores especificos y una DNA polimerasa termoestable (Mullis et al., 1986; Saiki et al.,
1988). La PCR se consider6 como una técnica extremadamente sensible, teéricamente capaz de
realizar sucesivas amplificaciones a partir de una sola copia inicial de ADN diana. En los afios
1990 se describieron los primeros métodos para la deteccién de microorganismos patégenos en
alimentos mediante la PCR (Border et al., 1990; Besessen et al. 1990).

La amplificacion de ARN se ha conseguido con el desarrollo de técnicas como la PCR de
transcripcion inversa (reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) NASBA (nucleic
acid sequence-based amplification; Compton, 1991), la replicacion de secuencia autosostenida
(self-sustained sequence replication, 3SR; Guatelli et al., 1990) y el sistema de amplificacién de
la transcripcion (Transcription-based amplification system TAS, Kwoh et al., 1989). Estas
técnicas estan basadas en la conversion inicial del ARN a ADN copia (ADNc) mediante la
transcriptasa inversa. En el caso de la RT-PCR, el ADNc se amplifica mediante una PCR
estandar, mientras que en las otras técnicas la amplificacién se realiza una transcripcién in vitro
del ADNc mediante una ARN polimerasa. En el NASBA y en la 3SR, se utiliza la ribonucleasa H
para la degradacion del ARN del duplex ARN: ADN; en el TAS, el duplex se desnaturaliza por
accion del calor. ElI promotor para la ARN polimerasa se liga a uno (NASBA) o ambos (3SR)
cebadores de la reaccion (Rijpens y Herman, 2002).

Las técnicas mas utilizadas para la amplificacion del ADN y el ARN son la PCR y la RT-PCR
respectivamente. Dependiendo de las circunstancias especificas (regién del gen, sistema de
deteccién, muestra de alimento), los limites de deteccion conseguidos por la mayoria de
sistemas de PCR se encuentran entre las 10 y 10* ufc/g (Scheu et al., 1998).

La comparacion de los métodos de PCR con los métodos tradicionales de cultivo en la
deteccion de microorganismos patdgenos en alimentos indica que la PCR es una técnica de
mayor sensibilidad (Allman et al., 1995). Esto puede ser debido a que células no viables que no
son cultivables si pueden ser, en cambio, detectadas mediante técnicas de acidos nucleicos
(Pedersen y Jacobsen, 1993). La diferenciacion entre células cultivables y no cultivables, pero
aun viables, puede realizarse mediante un enriquecimiento previo. En el caso de
microorganismos no cultivables, la viabilidad puede ser probada mediante aislamiento de ARN

seguido de RT-PCR (Bej et al., 1991; de Wit et al., 1991).

2.1.2.1. Reaccidén en cadena de la polimerasa

2.1.2.1.1. Concepto y etapas

La PCR es un procedimiento para la amplificacion de secuencias de ADN especificas
basado en el mecanismo de replicacion del ADN celular. Desde su aparicion se ha aplicado en
biologia molecular, en diagndsticos médicos y en la deteccidon de patégenos en alimentos (Jones
y Bej, 1994; Rijpens y Herman, 2002), pero su interés como método de analisis de

microorganismos responsables del deterioro de alimentos y de microorganismos que intervienen
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en los procesos de fermentacion en biotecnologia alimentaria es muy reciente (Scheu et al.,
1998).

La PCR se basa en la reiteracion ciclica de tres etapas (Figura 4):

1. Desnaturalizacién del ADN

Durante la desnaturalizacion la doble cadena de ADN se abre y se separa en dos cadenas
sencillas. Todas las reacciones enzimaticas se inhiben (por ejemplo, la fase de extensién de una
ciclo previo). La desnaturalizacion se consigue aplicando temperaturas superiores a 90°C,

habitualmente 95°C (Innis y Gelfand, 1990).

2. Unién especificas de los cebadores

Los cebadores son oligonucledtidos sintéticos que presentan movimiento browniano.
Continuamente se forman y se rompen puentes de hidrégeno entre la cadena sencilla del ADN y
el oligonucledtido. La unién se produce por complementariedad de bases; cuando el cebador se
hibrida con la secuencia complementaria, se forman puentes de hidrégeno mas estables y en
esta pequefia porcion de ADN de cadena doble se une la polimerasa, que comienza a copiar la
cadena de ADN. Se necesitan un minimo de dos cebadores que, unidos cada uno a una cadena
diferente, delimitaran la secuencia que se desea amplificar. La temperatura a la que se realiza la
union (T,) es critica para controlar la especificidad de la reaccion y depende exclusivamente de

la composicion de bases, tamafio y concentracién de los cebadores (Innis y Gelfand, 1990).

3. Extensiéon

La ADN-polimerasa es una enzima que reconoce la unidn de cebadores a las cadenas de
ADN de la muestra. Cuando el cebador se une a la secuencia complementaria, se establece una
fuerza de atraccion entre éste y el ADN debida a los puentes de hidrégeno que se forman y que
superan a las fuerzas que se oponen a la atraccion. Cuando los cebadores se sitlan en
posiciones no complementarias, no se establecen los suficientes puentes de hidrogeno como
para superar la alta temperatura a la que tiene lugar esta etapa (68-72°C), por lo que no se da
la extension del fragmento (Rodriguez, 1996).

Las bases complementarias a la secuencia de ADN de la muestra son acopladas al
extremo 3’ del cebador; la polimerasa lee la cadena de ADN de la muestra en direccion 3'-5’ y
dispone los desoxinucledsidos trifosfato (dNTPs) en la cadena molde de ADN en direccién 5’-3'.

La polimerasa que lleva a término la extensidon debe ser termoestable y no inactivarse
durante la desnaturalizacion. Se utiliza la Taq polimerasa, enzima procedente de Thermus
aquaticus, microorganismo que habita en aguas termales y géiseres y que por tanto dispone de
una ADN-polimerasa que resiste temperaturas superiores a 90°C. La actividad de estas enzimas
requiere la presencia de iones magnesio (Mg?*); la concentracién de este i6n es un parametro
importante para la optimizacion de la PCR y suele estar comprendida entre 0,5 y 2,5 mM (Innis

y Gelfand, 1990).
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Figura 4. Reaccion en cadena de la polimerasa

Después de cada ciclo se obtiene como resultado la duplicacion de la secuencia del ADN
diana delimitada por la pareja de cebadores. Las nuevas copias generadas sirven como nuevos
patrones en los ciclos posteriores, de forma que la cantidad de ADN generado se incrementa de
forma exponencial. En la PCR se generan 2" copias de la secuencia de ADN diana, siendo n el
numero de ciclos del proceso; una amplificacion tipica, de entre 20 y 40 ciclos, generaréa entre 1

millén y 1 billén de copias del fragmento de ADN diana que exista a la muestra original.
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2.1.2.1.2. Diseino de cebadores

Un punto clave en la determinacion de microorganismos por PCR es la disponibilidad de
cebadores especificos. Hoy en dia, gracias a los avances en las técnicas de secuenciacion de
acidos nucleicos y al desarrollo de los equipos y reactivos para la sintesis rapida de
oligonucledtidos, es posible conseguir cebadores especificos para los diferentes
microorganismos.

En funcién de la especificidad deseada (de género, de especie o de cepa) se pueden
utilizar diferentes regiones del genoma como dianas. La eleccion de la mejor diana para la
identificacion de taxones especificos depende de la heterogeneidad que existe dentro del taxdn
y la distancia filogenética de los otros taxones (Rijpens y Herman, 2002). Aunque las zonas
altamente conservadas de los genes 16S y 23S ARN ribosomal (ARNr) se han utilizado para el
estudio de las relaciones filogenéticos entre taxones bacterianos alejados, son las regiones mas
variables de estos genes las mas utiles para la diferenciacion de géneros y especies por lo que
son muy utilizadas como dianas en PCR especificas de género y en ocasiones también de
especie (Rijpens y Herman, 2002). Para el desarrollo de sondas especificas de especie para la
deteccion de microorganismos muy proximos filogenéticamente se prefieren las regiones
espaciadoras intergénicas 16S-23S ARNr, ya que las regiones no codificantes estan bajo una
presion selectiva minima durante la evolucién y por tanto presentan muchas mas variacion que
los genes que tienen roles funcionales (Barry et al., 1991). En los ultimos afios, la region
espaciadora 16S-23S ARNr se utilizado con éxito como fuente de sondas de ADN especificas
(Rijpens y Herman 2002). Para la identificaciéon de BAL se han descrito sondas especificas a
nivel de 16S y 23S ARNr (Hensieck et al., 1992; Hertel et al., 1993; Ehrmann et al., 1994;
Frahm et al., 1998; Guarneri et al., 2001) y de la regién espaciadora 16S-23S ARNr (Tilsala-
Timisjarvi y Alatossava, 1997; Berthier y Ehrlich, 1998). Estas mismas dianas se han utilizado
en la deteccion por PCR especifica a nivel de especie en CGC+ (Gory et al., 1999; Forsman et
al., 1997).

Las dianas mas comunes para la identificacion de algunos microorganismos patdégenos
son genes que determinan la produccién de toxinas, como la verotoxina en Escherichia coli
verotoxigénica (VTEC) (Willshaw et al., 1985; Bilte, 1991), enterotoxina B en Staphylococcus
aureus (Notermans et al., 1985), hemolisina en Listeria monocytogenes (Datta et al., 1988),
neurotoxina tipo A en Clostridium botulinum (Fach et al., 1993) y toxina colérica en Vibrio
cholerae (Koch et al., 1993).

De forma alternativa, se pueden utilizar como diana para PCR fragmentos de ADN
desconocidos, escogidos al azar (Fitts et al., 1983; Gopo et al., 1988; Scholl et al., 1990; Olsen
et al.,, 1991). Estos fragmentos pueden formar parte de un gen de vital importancia o de una
secuencia de ADN sin funcién esencial. Sin embargo, no se tienen datos sobre su estabilidad y
variabilidad genética.

No todos los cebadores descritos en la bibliografia internacional se han validado
adecuadamente para determinar su especificidad. Muchos de ellos deberian probarse sobre un
panel adecuado de las bacterias mas relevantes antes de su uso rutinario en laboratorios (ISO

Validacion métodos alternativos). No obstante, un sistema de PCR especifico adecuadamente
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evaluado puede ser una valiosa herramienta de identificacion, especialmente en bacterias

atipicas fenotipicamente (Rijpens y Herman, 2002).

2.1.2.2. Limites de la PCR

2.1.2.2.1. Diferenciacidon entre microorganismos viables y no viables

Los productos de amplificacion que se obtiene en la PCR s6lo demuestran que la
secuencia diana delimitada por los cebadores escogidos esta presente en la muestra original.
Pero esto no implica que los microorganismos detectados estén vivos. Mientras que el ADN de la
muestra esté intacto puede ser amplificado mediante la PCR; por tanto, los acidos nucleicos de
microorganismos muertos pueden dar falsos positivos si lo que se desea es detectar la presencia
de microorganismos viables (Scheu et al., 1998).

La presencia de ARN intacto como signo de metabolismo activo puede ser un indicador de
la viabilidad de los microorganismos. Se puede utilizar ARN ribosémico (ARNr) o como diana de
la RT-PCR ya que la degradacion celular va acompafiada de la desaparicion de los ribosomas
(Silva et al., 1987) y por tanto la deteccién de una diana de este tipo es indicativo de viabilidad.
Sin embargo, estudios recientes (Nogva et al., 2000) indican que la utilizaciéon de ARN debe
cumplir ciertas premisas: el gen diana debe expresarse continuamente, el producto de la
transcripcién debe ser relativamente inestable y, finalmente, se debe identificar una region
especifica en el gen diana. Por tanto, cuando sea posible, es preferible el uso de ADN como
diana, ya que, ademas, la degradacion del ADN de células muertas en alimentos parece ser
rapida (Nogva et al., 2000).

Una forma de prevenir la detecciéon de microorganismos no viables es realizar un paso de
propagacioéon previo a la PCR. De esta forma es posible, no sélo incrementar la sensibilidad del

meétodo, sino que también limita la deteccién a las células cultivables (Josephson et al., 1993).

2.1.2.2.2. Inhibicién de la PCR

Uno de los problemas mas importante del uso de técnicas de PCR en matrices
alimentarias es la inhibicibn de la reaccion que puede concluir en resultados falsos negativos
motivados por varias razones:

*  Presencia de sustancias quelantes de los iones Mg?* necesarios para la PCR.
= Degradacion de las dianas de acidos nucleicos y/o cebadores por accién de
nucleasas (DNasa, RNasa).

= Inhibicién de la ADN-polimerasa.

Debido a esto, es necesario monitorizar el ensayo de PCR para verificar su fiabilidad. Para
este propdsito se incluyen controles positivos de amplificacion, en la misma reaccién (control
interno) o en una reaccién por separado (control externo). El control interno consiste en ADN
exoégeno que se afiade a cada reaccion de PCR y que también es reconocido por los cebadores,

de manera que se amplifica de forma simultanea al ADN diana de la muestra (Ulrich et al.,
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1993; Kolk et al., 1994). La inhibicidon de la reaccidon puede detectarse si no se produce sefial de

amplificacion a partir del ADN de control (o si esta sefial es muy débil).

Sustancias inhibidoras de la PCR

Se ha demostrado que muchas sustancias pueden inhibir de forma directa la actividad de
la ADN-polimerasa (Demeke y Adams, 1992; Ahokas y Erkkila, 1993; Katcher y Schwartz,
1994; Wiedbrauk et al., 1995). Rossen et al. (1992) investigaron la influencia de diferentes
alimentos homogeneizados (jamoén cocido, salami, ensalada de pollo, diferentes tipos de queso)
demostrando que el grado de inhibicion depende en gran medida del tipo de alimento. Hay
estudios que demuestran que determinados componentes del alimento como aceite, sal,
carbohidratos y aminoéacidos, no tienen ningln efecto inhibitorio; en cambio, hidrolizados de
caseina afiadidos a la mezcla de PCR en concentraciones superiores al 0,1% p/v pueden causar
problemas, debido presumiblemente a la coagulacion de la proteina durante la PCR. Los iones
Ca®" han sido identificados como posible causa de inhibicion en la deteccién de L.
monocytogenes en leche (Bickley et al., 1996). Algunos caldos de enriquecimiento pueden ser
tolerados, incluso cuando se afiaden directamente a la mezcla de PCR. Otros componentes
quimicos de medios de cultivo, como el citrato amonico de hierro, las sales biliares, la esculina y
la acriflavina requieren una diluciéon previa (1/10-1/50) para no inhibir la reaccién. Los
detergentes idnicos (sarkosyl, dodecil sulfato sddico, desoxicolato s6dico) también pueden tener

efectos inhibitorios (Weyant et al., 1990).

Prevencién de la inhibicién

Se han descrito diferentes métodos para eliminar las posibles sustancias inhibidoras de
las matrices alimentarias. Uno de los procedimientos mas sencillos consiste en la dilucion de la
muestra de alimento (Wang et al., 1992); el problema de esta técnica es que no sélo se atenla
la inhibicién sino que también se disminuye la sensibilidad de la PCR si la cantidad de ADN diana
se convierte en un factor limitante. Otro método consiste en separar las bacterias de la matriz
alimentaria antes de realizar la extraccion del ADN. Esto se puede conseguir preparando un
subcultivo de la muestra de alimento en medio sdlido selectivo y utilizando las colonias
bacterianas aisladas para realizar la PCR (Furrer et al., 1991; Goldsteyn Thomas et al., 1991).
Otras formas de captura de microorganismos para evitar los inhibidores presentes en las
muestras son la centrifugacion diferencial o la separacion inmunomagnética (IMS)
(Widjojoatmodjo et al., 1992; Fluit et al., 1993; Kapperud et al., 1993, Olsvik et al., 1994).

La purificacion del ADN por filtracion en gel o por columnas de intercambio aniénico
también puede ser una buena solucién a los problemas de inhibicion. Estos métodos tienen
como principio basico la unién del ADN a una matriz para lavar y eliminar las sustancias
contaminantes y posteriormente eluir el ADN purificado. Hay sistemas de este tipo
comercializados, pero tiene el inconveniente de ser procesos largos (Khan et al., 1991).

Un método rapido y simple para eliminar inhibidores de la ADN-polimerasa es la
utilizacion de Chelex® 100, una resina quelante que tiene una gran afinidad por los iones

metalicos polivalentes. Esta resina también tiene un efecto protector del ADN, ya que quela los
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iones metélicos que catalizan la ruptura del acido nucleico (Singer-Sam et al., 1989). También
se ha observado una mejora de la lisis de bacterias gram-positivas con la utilizacion de Chelex®
100 (Walsh et al., 1991). El efecto quelante puede incrementarse si se realiza un calentamiento
en condiciones alcalinas para desnaturalizar el ADN de la muestra y asi incrementar la sefial de
amplificacion (Poli et al., 1993).

Para evitar la inhibicibn en muestras que presentan actividad proteasa enddégena puede
ser muy Uutil la adicién de albimina sérica bovina (BSA) (Powell et al., 1994). La adicién de BSA
a la mezcla de PCR consigue disminuir entre 10 y 1000 veces la inhibicion (Kreader, 1996).
Algunas de las sustancias inhibidoras de la PCR contienen grupos fendlicos que se unen a
proteinas (entre ellas, la polimerasa) formando puentes de hidrogeno con el oxigeno del enlace
peptidico. La BSA captura estas sustancias y de esta forma previene su union y la subsiguiente

inhibicién de la polimerasa.

2.1.2.2.3. Contaminacion de la PCR. Precauciones para evitarla

Debido a su gran sensibilidad, la PCR es especialmente susceptible de contaminacién por
lo que se deben extremar las precauciones para evitar falsos positivos. La contaminacion puede
darse de muestra a muestra, pero la fuente mas comun es el DNA remanente de una
amplificacion previa de la misma diana.

Una de las medidas mas importantes para la estrategia de control de contaminacion es la
separacion fisica de la pre-PCR y la post-PCR; los puestos de trabajos deben estar localizados en
lugares diferentes (Kwok y Higushi, 1989). Todos los reactivos utilizados en la PCR deben
prepararse, alicuotarse y almacenarse en areas libres del producto de amplificacion. Otras
medidas estan basadas en procesos de esterilizacién de la pre- y post-amplificacion. Longo et
al. (1990) describieron el uso de uracil DNA-glycosilasa (UNG) y desoxiuridin trifosfato (dUTP)
en lugar de desoxitimidin trifosfato (TTP). El UNG cataliza la eliminaciéon del uracilo del ADN
mono Yy bicatenario que se ha sintetizado en presencia de dUTP; los polinucledtidos
apirimidinicos son subsecuentemente escindidos a elevadas temperaturas en condiciones
alcalinas (durante la fase inicial de desnaturalizacion de la PCR). La radiacion ultravioleta de
onda corta se ha descrito como un proceso de esterilizacion pre-amplificacion (Sarkar y
Sommer, 1990; Cimino et al., 1991), aunque la luz UV también puede utilizarse para la
esterilizacion de superficies de laboratorio, pipetas, etc. Segun Sarkar y Sommer (1990), la
radiacion UV es menos efectiva si el fragmento de ADN es menor de 300 pares de bases.

La centrifugaciéon es una fuente importante de contaminacion entre muestras, pero puede
evitarse con el uso de tubos de centrifuga con sistema anti-aerosol (microtubo Safe-Lock®
Eppendorf, Hamburgo, Alemania). También se recomienda el uso de puntas para pipetas con
filtro y utensilios de vidrio y pléastico estériles (Rijpens y Herman, 2002).

Para ensayos muy sensibles de PCR se puede utilizar una capa de aceite mineral encima
de la reacciéon de PCR, incluso en aquellos termocicladores que no lo precisa, ya que disminuye
los problemas de contaminacion. Se recomienda también el uso de hipoclorito sddico para la

limpieza y desinfeccion. Este compuesto destruye tanto las bacterias como los acidos nucleicos,
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mientras que el etanol y otros desinfectantes son activos sélo ante las bacterias y no sobre sus
acidos nucleicos (Rijpens y Herman, 2002).

Finalmente, siguiendo estrictamente las precauciones, los problemas de contaminacion
pueden evitarse con métodos de 30 ciclos de amplificacion. Cuando se aplican sistemas de PCR
de >35-40 ciclos o PCR anidada, es casi imposible evitar las contaminaciones ocasionales,
especialmente en laboratorios de rutina; estos sistemas de PCR tan sensibles deben restringirse

a bacterias y alimentos para los que no existen otras alternativas (Rijpens y Herman, 2002).

2.1.2.3. PCR cuantitativa: PCR a tiempo real

La cantidad de producto de una PCR aumenta exponencialmente durante los primeros
ciclos, pero se nivela en los ultimos ciclos, por lo que no refleja la cantidad inicial de la muestra
de ADN. Por tanto la mayoria de ensayos de PCR convencional sélo proporcionan resultados
cualitativos, limitando su uso a aplicaciones donde s6lo es necesario determinar la presencia o
ausencia de una molécula especifica de ADN o ARN. Para compensar estas limitaciones, se han
desarrollados una serie de técnicas de PCR basadas en la cuantificacion indirecta mediante PCR
y numero mas probable (MPN-PCR) o en la cuantificacion directa por PCR utilizando un estandar
o competidor que puede ser interno (PCR cuantitativa competitiva) o externo (PCR cinética
cuantitativa)(Rijpens y Herman, 2002).

La alternativa de mayor éxito en PCR cuantitativa es la PCR a tiempo real en la que el
producto de la amplificacion es detectado a medida que se va acumulando. La cantidad de
producto generado es proporcional al incremento en la sefial que se produce ciclo tras ciclo y
que puede ser monitorizado. Un ciclo basico de amplificaciéon por PCR puede dividirse en tres
fases: exponencial, lineal y meseta. La informacidon cuantitativa en la PCR proviene so6lo de
aquellos pocos ciclos en los que la cantidad de ADN aumenta de forma logaritmica hasta
alcanzar la fase de meseta. Con frecuencia tan so6lo 4-5 ciclos de los 30-40 que comprenden la
PCR se encuentran en la fase logaritmica/lineal de la curva. El progreso de la reaccion de PCR se
mide mediante datos adquiridos a intervalos regulares y las unidades de fluorescencia relativa
se representan graficamente como una funcién del numero de ciclos en el eje de las abscisas en
un grafico tipico (McKillip and Drake, 2004). Actualmente existen diferentes sistemas quimicos
para la detecciobn po PCR cuantitativa. La sefial de fluorescencia, que es proporcional a la
cantidad de producto amplificado, puede ser generada mediante una estrategia de deteccion
inespecifica, independiente de la secuencia diana (agentes intercalantes fluorescentes) o
mediante una deteccidn especifica (sondas de hidrélisis y sondas de hibridacién).

El sistema SYBR Green (agente intercalante fluorescente) esta basado en la unién no
especifica del fluor6foro SYBR Green | que se une al surco menor del ADN bicatenario. El SYBR
Green | sélo es fluorescente cuando esta unido, y esta unién caracteristica es utilizada para
monitorizar el proceso de amplificacion mientras que el producto de PCR se va generando. La
confirmacion de la secuencia del producto amplificado se realiza mediante un andlisis de la
curva de fusion. Una vez finalizada la PCR se va incrementando lentamente la temperatura de la
camara térmica y se mide la fluorescencia de cada tubo o reaccion. Tan pronto como el ADN

bicatenario comienza a desnaturalizarse, el fluor6foro SYBR Green | se libera resultando una
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disminucion de la fluorescencia. Dado que cada ADN bicatenario tiene su propia temperatura de
fusion, dependiendo ésta de su contenido en guanina-citosina (GC), el analisis de la curva de
fusion puede compararse con el andlisis del tamafo del producto de PCR en un gel de agarosa
(Rijpens y Herman, 2002). Este sistema esta comercializado por Applied Biosystems (Foster
City, California, EE.UU.) y Roche Diagnostics (Mannheim, Alemania).

Las sondas de hidrdélisis y las sondas de hibridacion estan basadas en el fendmeno de la
transferencia de fluorescencia resonante (FRET; Stryer, 1978), en el que la energia de un
fluoréforo donador excitado se transfiere a un fluoréforo aceptor (a distancias de hasta 70-100
A). Cuando donador y aceptor estan proximos los niveles de fluorescencia generados son muy
bajos o casi indetectables. Cuando éstos se separan, se emite una sefial fluorescente detectable

a la longitud de onda apropiada.
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Figura 5. Proceso del método de la nucleasa 5’ (Tagman™) de PCR a tiempo real.

En las sondas de hidrdlisis se utiliza la actividad nucleasa 5 —3’ de la Taq ADN-polimerasa
para digerir la sonda que esta marcada con un fluoréforo reportero (reporter) y un fotocromo
extintor de fluorescencia (quencher) (Holland et al., 1991). La fluorescencia del reporter esta
eficientemente mitigada por el quencher presente en la misma molécula de sonda. Como la Taq
ADN-polimerasa extiende la cadena de ADN desde el cebador, se desplaza y escinde la sonda,

separando el fotocromo reporter del quencher (Figura 5). Como resultado de la hidrélisis de la
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sonda y de la consecuente separacion de los dos fotocromos, la intensidad de la fluorescencia
aumenta. El proceso térmico ciclico de la PCR resulta en una amplificacion exponencial del
producto de PCR y de la intensidad de fluorescencia. Esta técnica estd comercializada como

sistema TagMan™ (Applied Biosystems).

Las molecular beacons™ son sondas de hibridacién formadas por oligonucleétidos que son
complementarias a la secuencia de ADN diana contenidas en el gen a estudio (Tyagi y Kramer,
1996). Estas sondas presentan una estructura en forma de horquilla flanqueada por secuencias
repetidas invertidas complementarias; disponen de un fluoréforo en un extremo y de un extintor
de fluorescencia (quencher) en el otro, ambos unidos a los extremos 3’ y 5’ respectivos por
enlaces covalentes (Figura 6). En la configuracién de horquilla original, el extintor préximo al
fluoréforo impide la emision de fluorescencia por parte de éste. Cuando la sonda forma un
hibrido perfecto con una secuencia perfectamente complementaria pierde su forma de horquilla,
el extintor se aleja del fluoréforo y éste emite fluorescencia detectable (McKillip y Drake, 2004).
Aungue atn no se utilizan de forma rutinaria en sistemas alimentarios, las molecular beacons™
ofrecen muchas ventajas, incluyendo la deteccion y confirmacion simultanea del acido nucleico
diana cuando se incorporan en reacciones de PCR que incluyen cebadores especificos de

secuencia (McKillip y Drake, 2004).
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Molecular
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Figura 6. Estructura de una sonda Molecular Beacon.

2.1.2.4. Implementacién de la PCR

La PCR en la deteccidn de microorganismos y su potencial especificidad (que depende de
los cebadores empleados) es indudable, la industria alimentaria ha tardado en aceptar esta
técnica como “método rapido”. Esto podria ser debido a la falta de criterios de estandarizacion

para la validacion de los métodos de preparaciéon de las muestras, componentes de la reaccion y
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condiciones de amplificacion para la deteccion de microorganismos en varias matrices
alimentarias (Hines, 1999; Jaykus, 2003; McKillip y Drake, 2004). La composicion del alimento
afecta directa y significativamente a la sensibilidad del ensayo de PCR. Cada matriz alimentaria
presenta dificultades propias dependiendo de su composicion que deben ser solucionadas en
funcién de su naturaleza. De hecho, existen muchos factores que afectan a la eficiencia de la
purificacion de la muestra de ADN a partir de la matriz alimentaria y por tanto también afecta a
la robustez de la PCR (McKillip y Drake, 2004).

Existen varios factores que deben ser considerados antes de adaptar una nueva

alternativa o método rapido (Fung, 1995; Notermans et al., 1997):

1. Exactitud (Precision). Los resultados falsos-positivos y falsos negativos deben ser
minimizados o preferiblemente cero. El método debe ser tan sensible como sea posible y el

limite deteccion lo mas pequefio posible.

2. Validacion. Los métodos de analisis alternativos deben ser validados utilizando técnicas
estandar y evaluandolos en estudios de colaboraciéon. Estos estudios deben realizarse
preferentemente en muestras de alimento contaminadas artificialmente. En los EE.UU. los
programas de evaluacion que lleva a cabo la AOAC (Association of Analytical Chemists)
Internacional tienen una amplia aceptacion. En Francia la AFNOR (Association Francais de
Normalisation) tiene una posicién similar. Para tratar estos problemas la Unién Europea ha

iniciado el Proyecto Europeo MICROVAL.

3. Rapidez. Los métodos rapidos de detecciéon de patdgenos y toxinas deberian ofrecer
resultados precisos en pocas horas o 1 dia. Sin embargo, muchos sistemas de deteccion
necesitan un enriquecimiento de la muestra, ya que necesitan un minimo de 10%-10°

organismos /ml para obtener resultados fidedignos (de Boer y Beumer, 1999).

4. Automatizacion. La capacidad de analizar muchas muestras al mismo tiempo es
imprescindible en los métodos rapidos, aunque también es importante la posibilidad de formatos

mas simples para el uso en pequefios laboratorios.
5. Matriz de la muestra. Los nuevos sistemas deben funcionar bien en las diferentes matrices
a analizar. La microbiota acompafiante, los componentes de la matriz, etc. Pueden interferir con

el método e invalidar el resultado.

6. Coste. Reactivos, costes operacionales, instrumentos, etc. La financiacion inicial de métodos

rapidos puede ser elevada, porque muchos sistemas requieren instrumentacion cara.

7. Simplicidad. Los métodos deben ser faciles de realizar y manipular.

8. Disponibilidad. Los reactivos y suministros deben ser de rapida disponibilidad.
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9. Soporte técnico. El entrenamiento, servicio técnico y respaldo por parte de la compafia que

desarrolla el método es esencial.

10. Requerimientos de espacio. Los instrumentos deben ser preferiblemente de tamafio

reducido.

2.2. TIPIFICACION MOLECULAR DE MICROORGANISMOS

A nivel de especie bacteriana, existe suficiente diversidad genética como para poder
identificar los diferentes clones. Un clon bacteriano se define como los aislados genéticamente
relacionados y que son indistinguibles entre si mediante una serie de métodos moleculares de
tipificacion, o bien, aislados que son tan similares que presumiblemente derivan de un ancestro
comun (Tenover et al., 1995). En un inicio, los diferentes aislados de una misma especie se
diferenciaban mediante serotipado y/o biotipado (estudiando sus propiedades metabdlicas y /o
fisiolégicas). Utilizando métodos moleculares de tipificacion se puede obtener informacion que
va mas alla del biotipo y el serotipo, pudiendo incluso identificar si diferentes aislados son una
misma cepa (Farber, 1996). Una cepa puede definirse como el aislado o grupos de aislados que
pueden diferenciarse de otros pertenecientes al mismo género y especie utilizando
caracteristicas fenotipicas y/o genotipicas (Tenover et al., 1995).

Los criterios generales para la evaluacién de sistemas de tipificacion incluyen factores
como la reproducibilidad, la capacidad para tipificar diferentes microorganismos, el poder de
discriminacion, la facilidad de interpretacion de los resultados y de realizacion de la técnica
empleada. En el pasado, toda tipificacion de microorganismo a nivel de subespecies se realizaba
analizando uno o varios marcadores fenotipicos. Los métodos fenotipicos son aquéllos que
detectan caracteristicas que estan expresadas por los microorganismos e incluyen técnicas
como el biotipado, el serotipado, el fago-tipado, tipado de bacteriocinas, etc. El problema de
muchos de estos métodos incluye la no reproducibilidad, la falta de poder discriminatorio y la
falta de capacidad para tipificar las cepas. En la Tabla 6 se describen las caracteristicas mas

relevantes de los principales métodos de tipificacion de bacterias.

El genotipado, que incluye un andlisis directo del ADN cromosémico o extracromosémico,
presenta muchas ventajas sobre los métodos tradicionales de tipificacion mediante caracteres
fenotipicos (Versalovic, et al., 1993; Farber, 1996). La mayor de ellas es sin duda el gran poder
discriminatorio que presentan los métodos de genotipado, capaces de diferenciar dos cepas muy
préximas filogenéticamente (Farber, 1996). Otras ventajas del genotipado son:

- el ADN bacteriano siempre puede ser extraido, por lo que todas las cepas son tipificables
(con la excepcion del ADN plasmidico),
- las estrategias analiticas Ide os métodos genotipicos son similares y pueden ser aplicadas

a ADN de cualquier origen,
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- en general, el ADN gendmico es una caracteristica estable y su composicion es
independiente de las condiciones de cultivo o métodos de preparacion, y

- permite un andlisis estadistico de los datos.

Sistema de Proporcion de Poder de Interpretacion

tipificacion cepas tipificables Reproducibilidad discriminacion de los resultados Facilidad técnica

Métodos fenotipicos

Biotipado Todas E-D E A A
Prueba de

susceptibilidad a Todas D E A B-A
antimicrobianos

Serotipado La mayoria C D C-A D-C
Tipado de Variable D D D-C E- D

bacteriéfagos
Electroforesis de

enzimas Todas A c A D-C
multilocus

Métodos genotipicos

Anédlisis del perfil Variable D-C c c R
plasmidico
Andlisis de
restriccién con Todas B c E A

endonucleasas

Ribotipado Todas A D-C B-A D-C
Electroforesis de Todas A A A D-C
campo pulsante

PCR-ribotipado Todas B-A C A B-A
PCR —restriccion Todas A C A B-A
RAPD Todas C B-A B B-A
AELP Todas C B-A D D
Analisis de la

secuencia Todas A A A D
nucleotidica

Tabla 6. Caracteristicas de los sistemas de tipificacion de bacterias. Adaptado de Farber,

(1996). A: Excelente; B: Muy bueno/a; C: Bueno/a; D: Moderado/a; E: Bajo/a.
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Los métodos moleculares de tipificacion mas comunmente utilizados en microbiologia de
los alimentos incluyen el analisis de la restriccion del ADN cromosomico, el andlisis del perfil
plasmidico, ribotipado, electroforesis de campo pulsante y los métodos basados en la PCR como

la amplificacion aleatoria del ADN polimdrfico (RAPD, randomly amplified polimorphic DNA).

2.2.1. Analisis del perfil plasmidico

El tipado de pldsmidos es uno de los métodos genotipicos mas antiguos y simples, y el
Unico que analiza tan sé6lo ADN extracromosémico. Los plasmidos son pequefios fragmentos de
ADN de doble cadena superenrollado, que son diferentes del ADN cromosémico. Los plasmidos
multicopia se replican de forma autbnoma y generalmente codifican productos y/o funciones

que modifican el fenotipo de la célula. Su tamafio oscila desde 1,5 kb hasta unas 300 kb.

Aislado A Aislade B

e 2o

Extraccian de ADN plasmidica Marcadar de
A (2] B
* Lisis Moletulas ©
*Meutralizacion _I_I_.ﬂ_i—l_[_:l_ { - )
«Eliminacidn del ADN cromosdmico -
«Concentracidn dal ADN plasmidico = =
.- [
Electraforesis en gel de agarosa [ |
o -
Tincidn con bromuro de etidioy
exposicion a luz ultravioleta — (+)

Figura 7. Representacién esquematica de un analisis de perfiles plasmidicos.

Para el analisis del perfil plasmidico, los plasmidos se extraen de cada aislado bacteriano
y se separan mediante electroforesis en gel de agarosa para determinar su niumero y tamario
(Figura 7). No obstante, plasmidos del mismo tamafio pueden tener secuencias nucleotidicas
diferentes. Para solventar este inconveniente los plasmidos pueden tratarse con enzimas de
restriccion. Si los plasmidos digeridos son diferentes, seran cortados en diferentes regiones, por

lo que se obtendran varios fragmentos de ADN que migrardan de forma distinta en el gel de
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agarosa. El analisis del perfil plasmidico se ha utilizado tanto en microbiologia de alimentos
(Garriga et al., 1996) como en microbiologia clinica como herramienta epidemiolégica (Pfaller y

Hollis, 1989; Sloos et al., 2000).

2.2.2. Andlisis de la restriccién del ADN cromosémico

El andlisis de la restriccion del ADN cromosémico fue uno de los primeros métodos
genotipicos que se utilizaron para la tipificacion de microorganismos. Generalmente se refiere al
analisis de la restriccion con endonucleasa (REA) o andlisis de microrestriccion del ADN (Farber,
1996). En este método el ADN cromosémico se aisla del organismo, se corta con enzimas de
restriccion de corte frecuente, y los fragmentos de ADN se separan por electroforesis en gel de
agarosa en funciéon de su tamafio (el movimiento relativo de las moléculas de ADN en un campo
eléctrico es inversamente proporcional a su tamafo). Los fragmentos obtenidos, que
normalmente presentan tamafios entre 1.000 y 20.000 pb, se visualizan mediante luz UV tras
su tincidén con bromuro de etidio, un colorante fluorescente que se intercala entre las bases de
los acidos nucleicos y fluoresce cuando se expone a la luz UV (Figura 8 ).

Dada la estabilidad del ADN cromosémico y la alta especificidad de las enzimas de
restriccidon, se obtienen patrones de bandas reproducibles. Las diferencias en los patrones de
bandas entre diferentes aislados se denomina polimorfismo de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP, restriction-fragment length polimorphism). Las variaciones en los patrones de
bandas entre cepas son debidos a diferencias basicas en la composicién de bases del ADN v,
entre otras cosas, la sustituciéon de un par de bases puede ser debida a la insercién o deleccién
de ADN o a la reorganizacién de fragmentos de ADN (Farber, 1996). El mayor inconveniente de
este método radica en la complejidad de los patrones de bandas que se obtienen (Maslow et al.,
1993). Sin embargo el uso de enzimas apropiados y de condiciones especificas hacen de ésta

técnica una valiosa herramienta para el genotipado de microorganismos.

2.2.3. Ribotipado

El ribotipado consiste en el uso de sondas de acidos nucleicos para el reconocimiento de
los genes ribosomales. EI ARN ribosomal (ARNr), presente en todas las bacterias, constituye
aproximadamente el 82% del total del ARN en una célula bacteriana tipica y estd compuesto por
tres especies denominadas ARNr 23S, 16S y 5S. Los genes que codifican para el ARNr estan
muy conservados, incluso bacterias muy distantes filogenéticamente presentan genes de ARNr
muy similares. Mientras que de la mayoria de genes bacterianos existe una sola copia, pueden
existir de 2 a 11 copias del operdn rrn en una sola célula microbiana. Cuanto mas copias del
operdn rrn presente una especie bacteriana mas discriminativo sera el ribotipado para esa
especie en concreto (Farber, 1996).

En la practica el ribotipado se realiza a partir del aislamiento de ADN cromosémico vy,
como en el RFLP, se emplea una enzima de restriccion para cortar el ADN en pequefios
fragmentos. Tras una electroforesis en gel de agarosa, el ADN se transfiere electroforéticamente

0 por capilaridad a una membrana de nylon o de nitrocelulosa (Lipuma y Stull, 1991;
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Richardson et al., 1991; Bingen et al., 1994). Generalmente se utilizan sondas marcadas que
contienen secuencias de los genes ARNr 23S, 16S y 5S de E. coli (tanto la naturaleza como tipo
de marcaje de las sondas son variables). Cada fragmento de ADN bacteriano que contenga el
gen ribosomal sera marcado, creando un patrén que contendra aproximadamente de 1 a 15
bandas y que podra ser comparado facilmente con los patrones de otras cepas. Para el marcaje
de las sondas se utilizan sistemas no isotdpicos de marcaje (quimioluminiscencia) y también

sondas marcadas radiactivamente (Bingen et al., 1994).
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Figura 8. Representacion esquemética del andlisis del analisis de restriccion del ADN con

endonucleasas (REA).

Una de las mayores ventajas del ribotipado es que, gracias a la gran similitud que
presentan los genes ribosomales, pueden utilizarse sondas universales. El ribotipado presenta,
ademas, una gran reproducibilidad y puede ser automatizado (Riboprinter™ Characterization
System).

Ademas de los métodos tradicionales de ribotipado, existen diferentes variaciones
metodoldgicas (Schmidt, 1994). En lugar de usar ARNr como sonda se pueden utilizar otras

sondas marcadas para identificar moléculas de ADN complementarias. Entre otras, se utilizan
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sondas que contienen genes de toxinas (Swaminathan y Matar, 1993), secuencias de insercion

(Mazurec, 1993) o ADN de bacteri6fagos (Samadpour et al., 1993).

2.2.4. Electroforesis de campo pulsante

La electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE, pulsed- field gel electrophoresis) es un
método de genotipado muy discriminativo y reproducible por lo que se considera la técnica de
referencia para la tipificaciéon de microorganismos a nivel molecular (Fernandez-Cuenca, 2004).
En la Figura 9 se puede apreciar un esquema del analisis tipico mediante PFGE. El uso de la
PFGE ayuda a paliar algunos de los problemas que presenta el andlisis mediante enzimas de
restriccion (andlisis de microrestriccion), como la complejidad de los patrones de bandas. En la
PFGE, una forma de analisis de macrorestriccion, se utilizan enzimas de restriccion de corte
infrecuente. De esta forma, los patrones que se obtienen presentan un nimero pequefio (entre
5y 20) de fragmentos de gran tamafno (de 10 a 800 kb) perfectamente separados. Se conocen
muchos factores que afectan a la resolucién de fragmentos de ADN de gran tamafo durante la
separacion por PFGE: la fuerza de campo eléctrico, la forma y angulo del campo, tipo y

concentracion de agarosa, el tiempo del pulso, la fuerza idnica y la temperatura (Farber, 1996).

Células

| | Meolde

it :-«-1' 5 - Solucion " 2 .

o L. 4 iic

\ I/ \‘ :, : de lisis 1 n m
v Células y agarosa Bloques de agarosa

I I 1 conel ADN
LR I | .2
Electroforesisen  p " I | "III] I “ I “ fe— : _-_ _.'.‘.

campo pulsante

w IO L il i
endomucleasas

Figura 9. llustracion esquematica de la PFGE.

Hay dos factores principales que afectan a la PFGE. El primero de ellos se refiere al
tamafo de los fragmentos de ADN que se obtienen; fragmentos de tamafios superiores a 25 kb
no se separan o bien la separacién obtenida es muy pobre por lo que se necesita una variaciéon
de la electroforesis convencional para su separacion. Esta modificacibn comprende cambios

periddicos en la orientacion del campo eléctrico a través del gel. Esto puede realizarse mediante
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muchas técnicas diferentes, pero las mas comunes son la electroforesis de inversién de campo y
los métodos basados en la alternancia del angulo del campo, como la electroforesis de campo
eléctrico homogéneo de contornos limitados (contour clamped homogeneous electric field
electrophoresis, CHEF).

El segundo factor Unico para PFGE es el corte al azar del ADN; debido a que la PFGE
trabaja con fragmentos de ADN de gran tamafio se necesita una metodologia especial que evite
el corte del ADN en fragmentos aleatorios. Para evitarlo, el ADN se prepara incrustando los
microorganismos intactos en bloques de agarosa. Las células contenidas en los bloques se lisan
y a se tratan con proteinasa K para digerir las proteinas celulares. A continuacién los bloques se
tratan con el inhibidor de proteasas, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Tras varios lavados
con Tris-EDTA para eliminar los tres compuestos anteriores, el ADN se digiere in situ con
enzimas de restriccién de corte infrecuente y se somete a la electroforesis de campo pulsante
(Farber, 1996). Algunos de los problemas mas frecuentes que se dan en la PFGE incluyen la lisis
celular inadecuada o la digestion incompleta de las proteasas que concluyen en una restriccion
incompleta del ADN. Ademas, la produccion de DNasas por parte de algunos organismos (como
por ejemplo Campylobacter jejuni) ocasiona la degradaciéon del ADN antes de la PFGE (Gibson et
al., 1994).

La PFGE se ha aplicado a una gran variedad de organismos y se ha convertido en el
método genotipico de eleccidn por ser una técnica con un gran poder de discriminacion,
reproducible y capaz de tipificar a cualquier microorganismo (Tenover et al., 1995). La PFGE se
ha utilizado para el estudio de brotes epidémicos de origen alimentario (Proctor et al., 1995
Welinder-Olsson et al., 2004), en epidemiologia clinica (Miragaya et al., 2002) y en la

monitorizacion de cultivos iniciadores afiadidos a alimentos (Di Maria et al., 2002).

2.2.5. Técnicas de tipificacion basadas en la PCR

Las técnicas de tipificacion basadas en la amplificacion de acidos nucleicos mediante PCR
se fundamentan en el mismo principio general comun: la amplificaciéon de genes o secuencias de
ADN polimorficas y la separacion electroforética de los productos de amplificacion (van Belkum,
1994; Olive y Bean, 1999). Las técnicas de PCR se pueden utilizar conjuntamente con otros
métodos moleculares, como la restriccidn enzimatica, la hibridacién con sondas especificas o la
secuenciacion de acidos nucleicos. Por lo general, las técnicas de tipificacion basadas en la
amplificacion de acidos nucleicos mediante PCR poseen un elevado poder de discriminaciéon, son
menos laboriosas, mas rapidas y mas flexibles que la PFGE, y permiten trabajar con un mayor

numero de muestras (van Belkum, 1994; Olive y Bean, 1999).

2.2.5.1. Amplificacién al azar de ADN polimodrfico (RAPD)

La amplificacion al azar de ADN polimodrfico (RAPD, randomly amplified polymorphic DNA)
es una de las técnicas mas utilizadas para la tipificacion de microorganismos en alimentos, tanto
patégenos (Tansel et al., 2003; Betancor et al., 2004) como microorganismos de interés

tecnolégico (Cocconcelli et al., 1997; Rossi et al., 2001; Di Maria et al., 2002). Es una técnica
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sencilla y rapida que presenta un gran numero de ventajas (Tabla 7). Se diferencia de la PCR
convencional en que los cebadores utilizados presentan secuencias de nucledtidos aleatorias de
corta longitud (8-12 nucleétidos) y se hibridan con regiones inespecificas del genoma en
condiciones de baja astringencia (temperatura de hibridacion a 30-45°C y concentraciones de
MgCl, superiores a 2mM) (Welsh y McCelland, 1990). Generalmente se utiliza un solo cebador
que puede, tedricamente, tener muchos sitios complementarios en todo el genoma y dado que
las condiciones son poco astringentes pueden unirse en diferentes sitios, aun cuando la
homologia no sea completa. Cuando se dan 2 uniones adecuadas, aunque sean imperfectas, en
sitios separados entre 200 y 2000 pb entre si y en la orientacion correcta (5 —3’) en cadenas
opuestas del ADN, la secuencia comprendida entre ambos sitios puede ser amplificada (Farber,
1996). Cada fragmento de ADN amplificado dara lugar a la aparicion de una banda en el gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio (Figura 10). Las diferencias en los patrones de bandas o
polimorfismo entre cepas puede ocurrir como resultado de la delecciéon de un sitio uniéon del
cebador, por la insercion de ADN que desplaza el sitio de unién demasiado lejos como para que
se de la amplificaciéon o a inserciones o delecciones de ADN que cambian el tamafio de un

segmento del ADN sin impedir su amplificacion.

ALK muestra 1

1 z 3

B
4 5 4
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1T 5
b B g
Froducta A Producto & —_
Electroforesis
ADH muestra 2 — —_
4 & & — —
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1 2 - 5 | C 000650006 000000050000a00d

D Marcador de peso molecular
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DRAPD MUEstra 2
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i

Froducto B
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Figura 10. RAPD analisis de dos muestras de ADN. Para que se de la amplificacion los
cebadores deben unirse al ADN en la orientacion adecuada y a una distancia apropiada unos de
otros. Las flechas de color rosa representan multiples copias del cebador de secuencia
arbitraria. La direccion de la flecha indica la direccién de la sintesis del ADN. Los numeros
representan las diferentes localizaciones del ADN muestra en las que el cebador se une.
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Aunque existen muchas ventajas para la utilizacion de RAPD para el genotipado de
microorganismos uno de los mayores inconvenientes de esta técnica es su baja reproducibilidad.
Esto se debe a que es muy sensible a pequefias variaciones metodologicas, como el
procedimiento de extracciéon de ADN, el tipo de termociclador, la concentracion de ADN, la
temperatura de hibridacién de los cebadores, la concentraciéon de iones Mg®*, etc. (Tyler et al.,
1997). No obstante el método puede ser reproducible si se trabaja bajo condiciones
cuidadosamente controladas (Farber, 1996). En general la técnica de RAPD tiene un poder de
discriminacion inferior al de la PFGE, aunque puede incrementarse con la utilizacion de varios

cebadores y mediante la optimizacion de las condiciones de PCR (Fernandez-Cuenca, 2004).

2.2.5.2. PCR-ribotipia

La PCR-ribotipia aprovecha la heterogeneidad de las regiones espaciadoras que separan
los genes ribosomales 16S y 23S (van Belkum, 1994; Olive y Bean, 1999). En los organismos
procariotas las tres subunidades del operdn rrn (16S, 23S y 5S) estan separadas por regiones
espaciadoras que pueden presentar una gran variabilidad tanto en la secuencia como en el
tamarfio a nivel de género y especie (Campbell et al., 1993; Swaminathan y Matar, 1993). De
esta forma, tras la amplificacién del ADN, se obtiene multiples bandas que corresponden al
distinto tamafio de las regiones espaciadoras de los diferentes operones rrn que presentan las
bacterias (Farber, 1996). En este método, en lugar de utilizar cebadores arbitrarios se utilizan
cebadores para amplificar los genes que codifican el ARNr. Esta técnica es reproducible aunque
posee un poder de discriminacion bajo, que puede incrementarse con la utilizaciéon de enzimas
de restriccion (Farber, 1996). En el estudio realizado por Vila et al. (1996) se observd que el
analisis de los patrones de restriccion de los amplificados de los genes ribosomales (ARDRA) y/o
las regiones espaciadoras que separan los genes 16S y 23S es una técnica con un poder de

discriminacion bastante inferior a las técnica de RAPD y PFGE.

2.2.5.3. PCR-RFLP

La técnica de PCR-RFLP se basa en la digestion con enzimas de restricciéon de productos
de amplificacion de genes o secuencias de ADN polimdrficas (van Belkum, 1994; Olive y Bean,
1999). Con esta técnica se estudia una region muy limitada del genoma, con frecuencia genes
de virulencia (Samadpour, 1995), por lo que su poder de discriminacién y reproducibilidad
suelen ser algo inferiores al de los métodos de tipificacion citados anteriormente.

En este método, se realiza una PCR utilizando cebadores que amplifican una region de
virulencia en particular. El amplicén resultante se digiere con endonucleasas de restriccion, que
se escogen en funcidon de la composicidon conocida de bases de la regidon diana. Los productos
obtenidos se separan electroforéticamente en un gel de agarosa que se tifie con bromuro de
etidio. Las principales ventajas de esta técnica son su rapidez, su simplicidad y su
reproducibilidad. El poder de discriminacion es inferior al de la PFGE aunque puede aumentarse

utilizando varias enzimas de restriccion.
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2.2.5.4. Rep-PCR

La amplificacién de elementos repetitivos (rep-PCR, repetitive element PCR fingerprinting)
es otra técnica de tipificacion en la que se utilizan cebadores que hibridan con secuencias de
ADN repetidas (secuencias rep) o presentes en multiples copias en los genomas de la mayoria
de bacterias gram-negativas y gram-positivas (Lupski y Weinstoc, 1992). Se han identificado
tres familias de secuencias repetitivas: las secuencias repetitivas palindrémicas extragénicas
(secuencias REP) de unas 35-40 pb, las secuencias consenso repetitivas intergénicas de
enterobacterias (secuencias ERIC) de 124-127 pb y los elementos BOX de 154 pb (Versalovic et
al., 1994). Estas secuencias estan localizadas en diferentes regiones intergénicas a lo largo de
todo el genoma y en ambas orientaciones, dependiendo de la especie o cepa que se trate. La
amplificacion por PCR de las regiones gendémicas situadas entre estos elementos repetitivos
genera fragmentos de varios tamafos, dependiendo de la longitud de la regién gendmica
comprendida entre las diferentes secuencias repetitivas. Los productos de PCR pueden ser
separados electroforéticamente en un gel de agarosa para obtener diferentes patrones de
bandas.

La técnica de REP-PCR (amplificacion de secuencias REP) se caracteriza por su simplicidad

(no requiere el uso de enzimas de restriccion ni técnicas electroforéticas especiales), rapidez
(menos de 24 h) y su relativo bajo coste, una vez que se dispone de un termociclador.
Los patrones de bandas suelen ser sencillos, aunque en algunos microorganismos como
Escherichia coli, la interpretacion de los patrones es algo mas dificultosa debido a la proximidad
que existe entre algunas bandas y al mayor niumero de bandas (Fernandez-Cuenca, 2004). Esta
técnica posee un poder de discriminacién y reproducibilidad inferiores a los de la PFGE, aunque
para algunas bacterias, se ha visto que la REP-PCR presenta un poder de discriminacion similar
al de la PFGE (Vila et al., 1996). Estudios realizados por Tenover et al. (1994) y Van Belkum
(1995) indican que la rep-PCR es tan discriminativa como RAPD y la PFGE para tipificar
Staphylococcus aureus.

La amplificacion de secuencias ERIC mediante PCR (ERIC-PCR) es otra técnica de
tipificacion utilizada para estudiar la relacion clonal en diversas bacterias. Los patrones de
bandas que se obtiene suelen ser menos complejos que los generados mediante REP-PCR
(Fernandez-Cuenca, 2004).

La rep-PCR ademas de permitir el estudio de la diversidad intraspecifica, también tiene
utilidad en la identificacion y clasificacion de microorganismos y en el estudio epidemiolégico de
microorganismos patdégenos (van Belkum et al., 1995; Louws et al., 1996; Versalovic et al.,
1997; Deplano et al., 2000; Dasen et al., 2003).

2.2.5.5. AFLP

El estudio del polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP, amplified
fragment lenght polimorphism) es un método de reciente desarrollo para el genotipado de
microorganismos. Esta técnica se fundamenta en la amplificacion mediante PCR de fragmentos
de restriccion (generados a partir de ADN cromosémico) a los que previamente se les ha unido

unos adaptadores que hibridan con cebadores especificos (Vos et al., 1995) (Figura 11). Existen
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variaciones metodolégicas del AFLP dependiendo del niumero de cebadores (normalmente se
utilizan 1 6 2), del tipo de marcaje de los cebadores (radiactivo o fluorescente) y del niumero de
enzimas de restriccion utilizadas (1 6 2). Los protocolos de AFLP mas utilizados suelen emplear
2 enzimas de restricciéon y cebadores fluorescentes. Las ventajas mas interesantes de este
meétodo son su elevada sensibilidad y su excelente poder de discriminacion. La técnica de AFLP
suele ser menos discriminativa que la PFGE, aunque para algunos microorganismos como
Enterococcus faecium, se ha observado que el poder de discriminacién de ambos métodos son
muy similares (Antonishyn et al., 2000). En cepas de Salmonella enterica serovar enteritidis, se
ha observado que la técnica de AFLP es mucho mas discriminativa que la PFGE (Desai et al.,
2001).
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Figura 11. Representacion esquematica del analisis del polimorfismo de la longitud de

fragmentos amplificados (AFLP).

Entre los principales inconvenientes de esta técnica hay que destacar su laboriosidad, el
elevado coste del equipo, la obtenciéon de patrones de bandas complejos (entre 30 y 50
fragmentos de distinto tamafio) y el andalisis de los mismos con programa informéatico adecuado
(Fernandez-Cuenca, 2004). Todo esto hace que el AFLP se utilice fundamentalmente en centros

de referencia.
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2.2.5.6. Tipificacion de secuencias multilocus

La tipificacion de secuencias multilocus (Multilocus sequence typing, MLST) es una técnica
de tipificacion basada en Ila amplificacion y secuenciacion de genes constitutivos
(housekeeping), generalmente genes ribosomales y/o genes relacionados con factores de
virulencia (Vazquez y Berrén, 2004). El MLST esta basado en los principios del analisis de
isoenzimas (multi locus enzime electrophoresis), pero difiere en que detecta variaciones en
diferentes locus de forma directa, por secuenciacion del ADN de fragmentos internos (de
aproximadamente 500 pb) de 7 genes constitutivos. Para cada gen, las diferentes secuencias
existentes en una misma especie bacteriana son asignadas como alelos distintos y, para cada
aislado, los alelos de cada uno de los 7 loci definen el perfil alélico o secuencia tipo (ST) (Maiden
et al., 1998). Esto permite caracterizar de modo inequivoco los diferentes aislados de una
especie con la ventaja adicional que la secuencia de ADN es un dato objetivo facilmente
intercambiable entre diferentes laboratorios.

El principio del desarrollo del MLST se encuentra en algunos trabajos de genética de
poblaciones que intentaron correlacionar la informacién obtenida mediante secuenciacion de los
genes analizados (Smith et al., 1999; Feil et al., 1996). En este proceso se obsevd que algunas
regiones especificas de los genes analizados eran responsables de la mayor parte de la
variabilidad observada, mientras que el resto del locus presentaba un alto grado de
conservacion. Asi se decidié analizar en cada gen un solo fragmento interno de entre 450-500
pb cuyo nivel de variabilidad, combinado, entre los genes analizados, proporcionaba un alto
grado de discriminacién.

Existen bases de datos para cada microorganismo en el que se ha desarrollado MLST,
accesibles a trevés de internet (http://mist.net) y también se han disefiado programas
informaticos especificos para la aplicacion en MLST (Chan et al., 2001)

El principal inconveniente de esta técnica es su laboriosidad, el elevado coste del equipo y
el requerimiento de personal con experiencia, por lo que sdlo se utiliza en centros especializados

o laboratorios de referencia.

La gran variedad de métodos genotipicos de tipificacion que existen en la actualidad ha
permitido aumentar nuestra capacidad de discriminar entre microorganismos y se han
convertido en una valiosa herramienta en el area de epidemiologia molecular. La investigacion
alimentaria también se ha beneficiado en gran medida de estas técnicas, no s6lo como ayuda en
la investigacion de brotes epidémicos de origen alimentario, sino también en los estudios de
trazabilidad de la diseminaciéon de patégenos alimentarios durante el procesado de los
alimentos, de gran ayuda en la implementacion de los programas de APPCC (analisis de puntos
criticos) (Farber, 1996). Estos métodos de genotipado también se han utilizado con éxito en la
monitorizacién de la capacidad de colonizacién de microorganismos utilizados como cultivos
iniciadores y en el estudio del desarrollo de las poblaciones microbianas en embutidos y quesos
(Veyrat et al., 1999; Gardiner et al., 1998; Di Maria et al., 2002).
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Aun existen muchos temas para resolver en la tipificaciobn molecular como por ejemplo la falta
de una referencia con la que evaluar los métodos de tipificacion, la falta de estandarizacion de
los protocolos de laboratorio y la clasificacion de las cepas mediante genotipado (Farber, 1996).
Un aspecto muy importante es el que afecta a la interpretaciéon de las diferencias de los
patrones de bandas de diferentes cepas. En una discusion realizada por Tenover et al. (1995)
respecto a la interpretacion de los patrones de restriccion obtenidos mediante PFGE las cepas se

clasifican en muy relacionadas filogenéticamente, posiblemente relacionadas o diferentes,

basandose en diferencias de 2 a 3, de 4 a 6 o0 mas de 7 fragmentos, respectivamente.

Método

Ventajas

Desventajas

Andlisis del perfil plasmidico

Rapido y sencillo

Los resultados pueden
estandarizarse utilizando
marcadores de peso molecular.

De aplicacion universal

Los plasmidos pueden ser
inestables

Algunos organismos no contienen
plasmidos o presentan muy
pocos.

Plasmidos diferentes pueden
tener el mismo tamafio

Los fragmentos genémicos de
restriccion generalmente son muy

REA Rapido, de coste asequible y de NUMErosos y poco s_eparados
- R Se deben ensayar diferentes
sencilla realizacion - S
enzimas de restriccion
Una sola sonda puede utilizarse Tecpl(_:a mas laboriosa y larga
S - (maltiples pasos) y menos
par tipificar todas las eubacterias. Lo T .
. discriminativa que otros métodos
- Se obtienen patrones P
Ribotipado . . genotipicos.
reproducibles y con un numero B .
Poco util en bacterias que tan
adecuado de fragmentos . . .
. s6lo contiene 1 6 2 operones rrn.
Puede automatizarse
Util para estudios taxonémicos y Mas laboriosa y larga que otros
epidemiolégicos métodos genotipicos
PEGE Muy reproducible y Coste elevado (equipamiento
discriminatoria especializado)
Produce entre 10 y 15 bandas
visibles
Baja reproducibilidad sin una
estandarizacion adecuada
- . . Tan s6lo determina posibles
Rapido y sencillo de realizar - ] ~
- X diferencias en una pequefia
No se requieren marcajes roporcion del genoma cuando se
RAPD isotépicos ni el uso de prop g

endonucleasas de restriccion.
No requiere el conocimiento
previo de la secuencia de ADN.

utiliza un solo cebador.

La comparacién de bandas del
mismo tamafio pero de diferente
intensidad puede ser
problematico

Tabla 7. Ventajas y desventajas de varios métodos genotipicos de tipificacion (Farber, 1996).
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En la actualidad el estudio de los patrones de bandas generados mediante métodos de
tipificacion genotipicos se realiza mediante un andlisis computerizado de los datos utilizando
algoritmos para el analisis de grupos o clusters. El andlisis de clusters es una técnica que se
emplea para encontrar grupos dentro de una serie compleja de datos. Cuando se deben
comparar un elevado numero de patrones de bandas el analisis computerizado de los mismos es
imprescindible. Existen una gran variedad de programas informaticos disefiados para el analisis
de este tipo de datos, entre los que destaca el programa GelCompar (Applied Maths, Kortrij,
Belgium; Vauterin y Vauterin, 1992), unos de los més utilizados. Estos programas normalizan
los patrones de bandas obtenidos en funcién de marcadores de pesos moleculares incluidos en
los geles (Versalovic et al., 1994; Rossbach et al., 1995; Schneider y de Bruijn, 1996).

La eleccion del método genotipico mas adecuado depende de muchos factores (Tabla 8),
entre los que destacan los de tipo técnico (técnica rapida, poco laboriosa, facil de interpretar y
con un elevado poder de discriminacion y reproducibilidad) y econdémico (bajo coste)
(Fernandez-Cuenca, 2004).El método de tipificaciéon molecular ideal deberia ser poco laborioso,
de coste asequible, relativamente répido, con posibilidad de andlisis estadistico y
automatizacion, atil para la tipificacion de todas las cepas posibles, reproducible y con un alto
poder de discriminacién (Farber, 1996). Aunque este método ideal no existe la rapida evolucién
que experimentan las técnicas moleculares en la actualidad permite que este objetivo esté cada

dia mas proximo.
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3. OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente tesis doctoral fue el estudio de la calidad higiénico-
sanitaria de los embutidos fermentados ligeramente acidificados asi como el conocimiento y
caracterizacion de las principales comunidades bacterianas de interés tecnoldgico en este tipo
de productos. Para la consecucion de los objetivos planteados el estudio se estructuré en 4
bloques principales: identificacion de las principales especies bacterianas de interés tecnolégico
y estudio de la calidad microbiolégica e higiénico-sanitaria de los embutidos fermentados (1),
desarrollo de técnicas moleculares para la identificacion de patégenos alimentarios en productos
carnicos (2), estudio de la biodiversidad genética y caracterizacion tecnoldgica e higiénico-
sanitaria de las principales comunidades microbianas de interés tecnolégico en los embutidos
fermentados (3) y estandarizacidn y mejora higiénico-tecnolégica de los embutidos poco

acidos.

3.1. ldentificacién de las principales especies bacterianas de interés
tecnoldégico y estudio de la calidad microbiolégica e higiénico-

sanitaria de los embutidos fermentados ligeramente acidos.

Se realiz6 un estudio de los parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos de embutidos
fermentados ligeramente acidificados adquiridos en comercios locales para evaluar la calidad
higiénico-sanitaria de los mismos. Asimismo, se desarrollaron técnicas de PCR especifica de
especie para la deteccion directa de muestra de las principales especies de BAL y CGC+ en

estos embutidos.

3.2. Desarrollo de técnicas moleculares para la identificacion de

patégenos alimentarios en productos carnicos.

Consisti6 en el desarrollo de técnicas rapidas para la enumeracion de Listeria
monocytogenes y para la deteccidon simultanea de éste patdégeno y Salmonella spp. en

productos carnicos.

71



Objetivos

3.3. Estudio de la biodiversidad genética y caracterizacion tecnoldgica
e higiénico-sanitaria de las principales comunidades microbianas
de interés tecnoldégico en los embutidos fermentados

ligeramente acidos

3.3.1 Bacterias lacticas
Se identificaron y tipificaron 250 aislados de BAL de embutidos fermentados ligeramente
acidificados. De cada aislado, se estudi6é su capacidad antagonista contra L. monocytogenes, la

actividad aminoacido descarboxilasa y la susceptibilidad a antibiéticos.

3.3.2. Enterococos
Se evalu6é la biodiversidad presente en 106 enterococos aislados de embutidos
fermentados ligeramente acidificados a nivel de especie y cepa asi como la incidencia de

factores de virulencia y la susceptibilidad a antibi6ticos de las cepas.

3.3.3 Cocos gram-positivos catalasa-positivos.

Para el estudio de la comunidad de CGC+ se caracterizaron 240 aislados de embutidos
fermentados ligeramente acidificados a nivel de especie y cepa y se determinaron propiedades
de interés tecnoldgico (proteolisis y lipolisis) y aspectos higiénico-sanitarios (produccion de

aminas, genes de enterotoxinas y susceptibilidad a antibidticos) de las cepas.

3.4. Estandarizacién y mejora higiénico-tecnoldgica de los embutidos
fermentados ligeramente acidos.

Tras el estudio pormenorizado de las comunidades microbianas de los EFLA se escogieron
2 cepas de L. sakei y 2 cepas de S. xylosus con caracteristicas Optimas para su uso como
cultivos iniciadores en la elaboracion de dos tipos de embutidos fermentados ligeramente
acidificados, chorizo y fuet. Para el estudio de la efectividad y utilidad de las cepas propuestas
se elaboraron diversos lotes de embutidos en los que se inocularon microorganismos patégenos
(L. monocytogenes, Salmonella spp. y S. aureus). Como complemento al uso de cultivos
iniciadores se evalu6 la efectividad del tratamiento de la alta presion hidrostatica en la mejora

higiénico tecnoldgica de los embutidos fermentados ligeramente acidificados.

72



MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

4. MATERIALES

4.1. MUESTRAS DE EMBUTIDOS FERMENTADOS LIGERAMENTE
ACIDIFICADOS

Los productos seleccionados para la realizacion del presente trabajo de investigacion
fueron embutidos crudos curados fermentados adquiridos en comercios de las provincias de
Girona y Barcelona. Se seleccionaron Unicamente productos que presentaron un pH
comprendido entre 5,3 y 6,4 que constituyeron dos tipos principales de productos: embutidos
elaborados con pimienta negra (fuet y salchichén) y embutidos elaborados con pimentén y ajo

(chorizo).

4.2. CEPAS BACTERIANAS

En la Tabla 8 se recopilan todas las cepas utilizadas y su procedencia.

Especie Cepa Origen/Procedencia
Bacillus pumilus CECT1541 Embutidos fermentados
Enterococcus faecium CTC492, CTC496 Embutidos fermentados
CECT410 Equivalente a ATCC19434
Enterococcus faecalis CECT481 Equivalente a ATCC19433, DSMZ20033
CECT184 Equivalente a ATCC 27285
CECT795 Equivalente a ATCC 29212
Kocuria varians CECT230, LMG14231 Equivalente a ATCC15306, DSMZ20033
Kocuria rosea CECT52 Equivalente a ATCC186, DSMZ20447
Lactobacillus curvatus CTC 435, CTC371 Embutidos fermentados
Lactobacillus plantarum CTC 305, CTC300 Embutidos fermentados
Lactobacillus sakei CTC 494, CTC232 Embutidos fermentados
Lactococcus lactis LMG 2350 Leche
Listeria grayi CECT931 ATCC 19120.
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Especie Cepa Origen/Procedencia
Listeria innocua CTC1014 Productos carnicos
CECT910 ATCC 33090
CECT4030 NCTC 12210
Listeria ivanovii CECT913 ATCC 19119
Listeria monocytogenes CTC1010, CTC1011, Productos carnicos
CTC1034 Embutidos fermentados
CECT911, ATCC 19112
CECT932 ATCC 35152
CECT933 ATCC 19113
CECT934 ATCC 19114
CECT935 ATCC 13932
CECT 936 CCM 5879
CECT938 CCM 5881
CECT4031 ATCC 15313
Listeria seeligeri CECT917 ATCC 35967
Listeria welshimeri CECT919 ATCC 35897
CTC1013 Productos carnicos
Micrococcus luteus CECT410 Equivalente a ATCC19434, DSMZ20477
Pediococcus acidilactici F Productos carnicos
Pediococcus pentosaceous CTC745 Productos carnicos
Salmonella London CTC1003 Productos carnicos
Salmonella Schwarzengrund CTC1015 Productos carnicos
Salmonella Derby CTC1022 Productos carnicos
Staphylococcus aureus CTC1008 Embutidos fermentados
CECT794 Equivalente a ATCC27664
CECT976 Equivalente a ATTCC13565 (sea+)
CECT5191 Equivalente a ATTCC14458 (seb +)
CECT4465 Equivalente a ATTCC19095 (sec +)
CECT4466 Equivalente a ATTCC23235 (sed +)
CECT5192 Equivalente a ATTCC27664 (see +)
Staphylococcus carnosus DSM20501/ LTH2102  Coleccion alemana de productos carnicos
Staphylococcus saprophyticus CECT235 Equivalente a DSMZ20229
Staphylococcus simulans CECT4538 Equivalente a ATCC 27848, DSMZ20322
Staphyloccocus warneri CECT236, Equivalente a ATCC 27836, DSMZ 20316
CIT863 Productos carnicos
Staphylococcus xylosus CTC 3001, CTC3050, Embutidos fermentados
CECT237 ATCC 29971, DSMZ20266

Tabla 8. Cepas de coleccidon. Especie, denominacion y procedencia.

CTC- IRTA. Coleccion del Centre de Tecnologia de la Carne (Monells, Girona). LMG- Laboratory of Microbial
Gene Technology Collection. Universidad de Agricultura de Noruega. DSMZ- German collection of
microorganisms and cell culture. CECT- Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. CIT- Coleccion INRA. Theix
(Francia).LTH- Institut fur Lebensmitteltechnologie Collection. Universidad de Hohemheim. Stuttgart.
Alemania. NCTC- National Collection of Type Cultures. Londres, Reino Unido. CCM: Czech Collection of
Microorganisms, Republica Checa.
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4.2.1. Conservacion de las cepas de coleccidén

Las BAL se cultivaron en caldo MRS (apartado 4.3.1., M3), los CGC+ en MSA (apartado
4.3.1., M4), Salmonella spp. y E. coli en TSBYE (apartado 4.3.1, M17). La incubaciéon de las
BAL se realiz6 a 30°C durante 15-20 horas y las demas especies a 37°C durante 15-20 horas. El

cultivo crecido se repartio en viales, se afiadié un 20% de glicerol estéril y se almacené a -80°C.

4.3. MEDIOS DE CULTIVO, SOLUCIONES Y TAMPONES

4.3.1. Medios de cultivo

M1. ID
Solucién salina utilizada para la homogeneizacion de las muestras y en la realizacién de

las diluciones decimales.

g/L
Bactopeptona 1,0
(Difco Lab., Detroit, Michigan, EE.UU:)
Cloruro sédico 8,5
(Merck, Darmstadt, Alemania) pH: 7,0+ 0,2

M2. Agua de peptona (PW. Merck, Darmstadt, Alemania)
Medio base al que se pueden afadir carbohidratos e indicadores para estudios de
fermentacion. En este trabajo se utilizé para la homogeneizacion y dilucion de las muestras

carnicas y también en la investigacion de Salmonella spp. en 25 g de muestra.

g/L
Bactopeptona 10,0
Cloruro sédico 5,0
Na,HPO,4. 12H,0 9,0
KH,PO, 1,5 pH: 7,0+ 0,2

M3. MRS. (De Man, Rogosa, Sharpe; Lactobacilli MRS Broth. Merck, Darmstadt, Alemania)
Medio de enriquecimiento para el crecimiento abundante de BAL. Puede ser liquido (Caldo
MRS) o so6lido (Agar MRS). También puede prepararse MRS soft, disminuyendo a 7 g/L el

contenido en agar del medio.

g/L
Proteosa peptona n°3 10,0
Extracto de carne 5,0
Extracto de levadura 5,0
Glucosa 20,0
Tween 80 1,0
Citrato de hidréogeno diamonio 2,0
Acetato sddico trihidrato 5,0
Sulfato de magnesio 0,1
Sulfato de manganeso 0,05
Monohidrégeno fosfato de potasio 2,0
Agar 15 pH: 6,5%0,2

77



Material y Métodos

M4. Agar Sal Manitol (MSA, Difco Laboratorie, Detroit, Michigan, EE.UU.)
Medio selectivo para el aislamiento de CGC+. La selectividad de este medio se basa en la
elevada tolerancia a la salinidad de este grupo de microorganismos. También puede preparase

caldo MSA con los mismos componentes pero sin la adicion del agar.

g/L
Proteosa peptona n°3 10,0
Extracto de buey 1,0
D-manitol 10,0
Cloruro sédico 75,0
Agar 15,0
Rojo Fenol 0,025 pH: 7,4+ 0,2

M5. Agar nutritivo, Plate Count Agar (PCA, Merck, Darmstadt, Alemania)

Medio de uso general.

g/L
Peptona 7,0
Glucosa 5,0
Fosfato dipotasico 5,0
Agar 15,0 pH: 6,9 £ 0,2

M6. Agar Base Baird- Parker (BP, Biomerieux, Marcy I'Etoile, Francia )

Medio selectivo y diagndstico para el aislamiento y recuento de Staphylococcus aureus en

alimentos.
g/L
Glicina 12,0
Piruvato sédico 10,0
Proteasa peptona 10,0
Extracto de carne 5,0
Cloruro de litio 5,0
Extracto de levadura 1,0
Agar 15,0 pH: 6,9 + 0,2

Se suplementé con RPF (fibrinégeno de plasma de conejo) (Biomerieux Marcy I'Etoile,

Francia).

M7. Agar- Violeta Cristal -Rojo Neutro- Bilis -Glucosa (VRBG, Merck, Darmstadt, Alemania)
Medio selectivo con glucosa para la deteccion y recuento de enterobacterias en productos

alimentarios. El medio es selectivo debido a la presencia de sales biliares y cristal violeta.

g/L
Peptona de carne 7,0
D (+) —glucosa 10,0
Cloruro sédico 5,0
Extracto de levadura 3,0
Sales biliares 1,5
Rojo neutro 0,03
Cristal violeta 0,002
Agar 13,0 pH: 7,3+ 0,2
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M8. Caldo Base de enriquecimiento de Listeria (UVM, Oxoid, Hampshire, Reino Unido)

Medio selectivo para Listeria spp.

g/L
Proteosa peptona 5,0
Triptona 5,0
Polvo "Lab-lemco" 5,0
Extracto de levadura 5,0
Cloruro sédico 20,0
Fosfato disédico 12,0
Fosfato potéasico 1,35
Esculina 1,0 pH: 7,4+ 0,2

Se suplementé con UVM-I (RS0142, selective suplements, OXOID, Hampshire, reino

Unido) que contiene acido nalidixico y clorhidrato de acriflavina.

M9. Caldo Half Fraser (HF; Oxoid, Hampshire, Reino Unido)

Medio selectivo para el aislamiento de Listeria spp. en alimentos y muestras ambientales.

g/L
NacCl 20,0
Na,HPO, 12,0
Extracto de carne 5,0
Proteosa peptona 5,0
Digerido pancreatico de caseina 5,0
Extracto de levadura 5,0
LiCl 3,0
KH,PO, 1,35
Esculina 1,0 pH 7,2+ 0,2

Se le afiadi6 el suplemento Fraser de media concentracion (SR166E, Oxoid) que contiene citrato

férrico amonico, acido nalidixico y acriflavina.

M10. Agar Verde Brillante (BGA; Difco lab, Detroit, Michigan, EE.UU.)

Medio selectivo para la investigacion de Salmonella spp. en alimentos.

g/L
Proteosa peptona 10,0
Extracto de levadura 3,0
Lactosa 10,0
Sacarosa 10,0
Cloruro sédico 5,0
Verde brillante 0,0125
Rojo fenol 0,08
Agar 20,0 pH: 7,0+ 0,2
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M11. Agar Xilosa Lisina Descarboxilato (XLD, Merck, Darmstadt, Alemania)

Medio de aislamiento diferencial selectivo para Salmonella spp.

g/L
Extracto de levadura 3,0
Xilosa 3,75
L-lisina 5,0
Descarboxilato sédico 2,5
Lactosa 7,5
Sacarosa 7,5
Cloruro sédico 5,0
Tiosulfato sédico 6,8
Citrato férrico amodnico 0,8
Rojo fenol 0,08
Agar 15,0 pH: 7,4 + 0,2

M12. Agar Base Kanamicina Esculina Azida (KAA, Oxoid)

Medio selectivo y diferencial para el aislamiento de enterococos en alimentos. Se utiliza
con el suplemento kanamicina SR092E (Oxoid) de forma que la presencia de sulfato de
kanamicina (del suplemento) y azida sddica inhibe la microbiota competitiva. La hidrélisis de la
esculina por los presuntos enterococos ennegrece los alrededores de las colonias debido a la

formacion de compuestos fendlicos con el hierro.

g/L
Triptona 20,0
Extracto de levadura 5,0
Cloruro sédico 5,0
Citrato s6dico 1,0
Esculina 1,0
Citrato férrico amoénico 0,5
Azida sédica 0,15
Sulfato de kanamicina 0,02
Agar 15 pH: 7,0+ 0,2

M13. Medio Base Rappaport Vassiliadis Semi-Solido Modificado (MSRV)

Medio utilizado para observar la movilidad de las cepas de Salmonella spp.

g/L
Triptona 4,59
Hidrolizado de caseina 4,59
Cloruro sédico 7,84
Fosfato potasico 1,47
Cloruro magnésico 10,93
Oxalato verde de malaquita 0,037
Agar 2,7 pH: 5,2 +0,2

Se suplementé con un vial de suplemento selectivo MSRV (SR161, Oxoid).
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M14. Caldo Tetrationato (TT, Oxoid)

Material y Métodos

Caldo de enriquecimiento selectivo para el aislamiento de Salmonellae en alimentos y

heces.

g/L
Peptona de caseina 2,5
Peptona de carne 2,5
Sales biliares 1,0
CaCO3 10,0
Na,S,03 30,0
Solucion yodo-yoduro:
lodo 6,0
Kl 5,0
Agua destilada 20 ml

M15. Agar Palcam (Merck, Darmstadt, Alemania)

Medio selectivo diferencial para la deteccion de Listeria monocytogenes.

g/L
Peptona 23,0
Almidén 1,0
Cloruro sédico 5,0
Agar 13,0
D(-)manita 10,0
Citrato de amonio y hierro 111 0,5
Esculina 0,8
Glucosa 0,5
Cloruro de litio 15,0
Rojo de fenol 0,08 pH: 7,0+ 0,2

Se afiadié el suplemento selectivo Palcam SR0150 (Oxoid), que contiene polimixina,
clorhidrato de acriflavina y ceptacidina.

M16. Caldo Triptona Soja (TSB, Difco).

Medio de uso general muy nutritivo para el crecimiento de bacterias.

g/L
Digerido pancreatico de caseina 17,0
Digerido pancreatico de harina de soja 3,0
Cloruro sodico 5,0
Fosfato de potasio dibasico 2,5
Dextrosa 2,5 pH:7,3+£0,2

M17. Caldo Triptona Soja y Extracto de levadura (TSBYE)
Medio liquido de uso general y muy nutritivo para el crecimiento de bacterias. Se prepardo
a partir del TSB comercial (M16, Difco), al que se afadié el extracto de levadura y el agua

destilada necesaria.
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g/L
Digerido pancreatico de caseina 15,0
Digerido pancreatico de harina de soja 30,0
Cloruro sodico 5,0
Fosfato de potasio dibasico 2,5
Extracto de levadura 6,0 pH: 7,3+ 0,2

M18. Agar Triptona Soja (TSA).
Medio general para el desarrollo de una gran variedad de microorganismos. Se prepar6 a

partir del TSB comercial (M16, Difco), al que se afiadio6 el agar.

g/L
Triptona 15,0
Peptona de soja 5,0
Cloruro sédico 5,0
Fosfato de potasio dibéasico 2,5
Agar 15,0 pH: 7,3+ 0,2

M19. Caldo Triptona Soja y Extracto de levadura (TSAYE)
Medio general para el desarrollo de una gran variedad de microorganismos. Se preparé a
partir del TSB comercial (M16, Difco) al que se le afiadi6 el agar y el extracto de levadura.

También puede prepararse TSAYE soft, medio con un menor contenido en agar (7 g/L).

g/L
Digerido pancreatico de caseina 15,0
Digerido pancreatico de harina de soja 30
Cloruro sddico 5,0
Fosfato de potasio dibasico 2,5
Extracto de levadura 6,0
Agar 15,0 pH: 7,3+ 0,2

M.20. Agar Sulfito-polimixina-sulfadiazina. (SPS, Merck)
Medio selectivo para clostridios sulfito-reductores, utilizado para el aislamiento y

deteccion de Clostridium botulinum y Clostridium perfringens en alimentos y otros materiales.

g/L
Peptona 15,0
Extracto de levadura 10,0
Citrato férrico 0,5
Sulfito sédico 0,5
Sulfato polimixina B 0,01
Sulfadiacina sédica 0,12
Agar 14,0 pH: 7,0 £ 0,2
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M21. Agar Mueller Hinton (MHA, Oxoid).
Medio recomendado para la prueba de susceptibilidad a antimicrobianos de varias

especies microbianas mediante la técnica de difusion en disco.

g/L
Extracto de carne 300,0
Hidrolizado de caseina 17,5
Almidoén 1,5
Agar 17.0 pH: 7,4+ 0,2

M22. Agar tributirina (Oxoid)

Medio utilizado para el estudio de la capacidad lipolitica de las cepas bacterianas.

g/L
Tributirina (Gliceril tributirato) 10,0
Extracto de levadura 3,0
Peptona 5,0
Agar 15,0 pH: 7,5+ 0,2

M23. Agar caseinato calcico (segun Frazier y Rupp, modificado para microbiologia, Merck).
Medio rico en proteinas utilizado para el estudio de la capacidad proteolitica de las cepas

bacterianas.

g/L
Peptona de carne 4,0
Extracto de carne 2,0
Peptona de caseina 2,0
Caseinato célcico 3,5
Cloruro célcico dihidrato 0,2
Citrato tripotasico monohidrato 0,35
Hidrégenofosfato disddico 0,105
Dihidrégenofosfato potasico 0,035
Cloruro sddico 5,0
Agar 13,0 pH: 7,0 £ 0,2
4.3.2. Tampones y soluciones
T1. Tampon STE
Sacarosa (Merck, Darmstadt, Alemania) 6,7% (p/v)
Tris (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) 50 mM
EDTA (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) 1 mM

pH: 8,0

Se esterilizé por filtracion (filtro de 0,45 um de didmetro) y se almacend en refrigeracion.

T2. Tampoén ET

EDTA (Roche Diagnostics) 250 mM
Tris (Roche Diagnostics) 50 mM
pH: 8,0

Se autoclavé 15 minutos a 121°C y se almacené en refrigeracion.

83



Material y Métodos

T3. Solucién SDS

Dodecil sulfato sédico 20%
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EE.UU.) (p/Vv)
Tris (Roche Diagnostics) 50 mM
EDTA (Roche Diagnostics) 20 mM
pH: 8,0

Se esterilizé por filtracion (filtro de 0,45 pum de didmetro) y se almacend a 30°C.

T4. Solucién de Lisozima

Se disuelvié la lisozima (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, Ind., EE.UU.) a una
concentraciéon de 20 mg/ml en Tris-HClI 25 mM pH 8,0. Se prepar6é el mismo dia de su
utilizacion.
T5. Solucién de Lisostafina

Se disuelvio6 la lisostafina (Sigma) a una concentracion de 10 mg / ml en acetato sédico

(pH 4,5) previamente autoclavado. Se alicuoté y almacené a -20°C.

T6. Solucién de Mutanolisina

Mutanolisina (Sigma-Aldrich, Sant Louis, EE.UU.) 2U/ul
Tris (Roche Diagnostics) 20 mM
pH: 8,2

Se disolvié la mutanolisina en Tris-HCI 20mM, se alicuoté y almacend a -20°C.

T7. Solucién de Ribonucleasa

Es importante que la RNasa, que se utiliza en el aislamiento del ADN, esté libre de
DNasas. Para conseguirlo, se disuelve RNasa pancreatica (Ribonucleasa A, Roche) a una
concentracion de 10 mg/ml o 100 mg/ml en acetato soédico 0,01 M (pH 5,2). Se calienta a
100°C durante 15 minutos y a continuacion se deja enfriar lentamente a temperatura ambiente.
Se ajusta el pH adicionando 0,1 volimenes de Tris-HCI 1M (pH 7,4). Se alicuota y almacena a -
20°cC.

T8. Tampon TE

EDTA(Roche Diagnostics) 1 mM
Tris (Roche Diagnostics) 10 mM
pH: 8,0

Se autoclavé durante 15 minutos a 121°C y se almacené en refrigeracion.
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T9. Solucién de TE-fenol

Se licud el fenol redestilado (Sigma-Aldrich) a 60°C. Posteriormente se mezclaron 250 ml
de fenol con el mismo volumen de tampén TE (T8) y con 0,375 gramos de hidroxiquinolina
(0,1% p/v de la fase del fenol). Se dejo reposar para obtener la separacion de las fases polar y

organica y se conservo en refrigeracion en un recipiente de vidrio topacio (protegido de la luz).

T10. Tampédn de lisis enzimatica para bacterias gram-positivas

Tris (Roche Diagnostics) 20mM
EDTA (Roche Diagnostics) 2mM
Tritén® X-100 (Sigma-Aldrich) 1,2%
pH: 8,0

Se autoclavé durante 15 minutos a 121°C y se almacené en refrigeracion.

T11. Suspension de Chelex® 100.
Se resuspendieron 0,3 g de Chelex® 100 (BioRad, Munich, Alemania) en 5 ml de agua
bidestilada estéril. La suspensiéon se agité con un agitador magnético a velocidad moderada para

mantener la resina en suspension.

T12. Tampoén TAExX50

Tris (Roche Diagnostics) 242 g
EDTA (Roche Diagnostics) 0,5M
Acido acético glacial (Sigma-Aldrich) 57,1 mi
pH: 8,0

Se autoclavé durante 15 minutos a 121°C y se almacend en refrigeracion.

T13. Solucién transportadora |

Sacarosa 40% (p/v)
EDTA 50 mM
Tris-HCI 20mM
Azul de bromofenol 0,25% (p/v)

T14. Solucion transportadora 11

Sacarosa 40% (p/v)
EDTA 50 mM
Tris-HCI 20mM
Xilen cianol FF 0,25% (p/v)

La diferencia que existe entre ambas soluciones transportadoras es la migracion que
realizan los colorantes en los geles de agarosa. El azul de bromofenol migra aproximadamente a
la misma velocidad que el ADN bicatenario de 300 pb de longitud; la velocidad de migracién del

xilen cianol FF es muy similar a la del ADN bicatenario de 4 kb de longitud.
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4.3.4. Oligonucledtidos

Microorganismo diana Cebador *R/F Secuencia (5’-37) Gen Diana/Posicion Referencia
. . Ls R ATGAAACTATTAAATTGGTAC Regién espaciadora 16S/23S . .
Lactobacillus sakei 16S F GCTGGATCACCTCCTTTC Extremo 3’ gen ARNr 16S Berthier y Ehrlich (1998)
. Lc R TTGGTACTATTTAATTCTTAG Regién espaciadora 16S/23S . .
Lactobacillus curvatus 16S F GCTGGATCACCTCCTTTC Extremo 3’ gen ARNr 16S Berthier y Ehrlich (1998)
. Lpl R ATGAGGTATTCAACTTATG Region espaciadora 16S/23S . .
Lactobacillus plantarum 16S F GCTGGATCACCTCCTTTC Extremo 3’ gen ARNr 16S Berthier y Ehrlich (1998)
Enterococcus faecium Ef R CACACAATCGTAACATCCTA gen ARNr 23S Frahm et al. (1998)
16S F GCTGGATCACCTCCTTTC Extremo 3’ gen ARNr 16S Berthier y Ehrlich (1998)
Entl F TACTGACAAACCATTCATGATG
Enterococcus spp. Ent2 R AACTTCGTCACCAACGCGAAC Gen tuf Ke et al.(1999)
. EFM1 F GCAAGGCTTCTTAGAGA .
Enterococcus faecium EEM2 R CATCGTGTAAGCTAACTTC Gen ddl de E. faecium Dutka-Malen et al. (1995)
. EFK1 F ATCAAGTACAGTTAGTCTT .
Enterococcus faecalis EFK2 R ACGATTCAAAGCTAACTG Gen ddl de E. faecalis Dutka-Malen et al. (1995)
Lactococcus lactis Lac F GCTGAAGGTTGGTACTTGTA ARNr 16S (V1) Klijn et al. (1991)
23S R AGTGCCAAGGCATCCACC Extremo 5’ 23S rRNA Berthier y Ehrlich 1998
Pediococcus acidilactici/ Pda F CTGAATGAGATTTTAACACGAA 16s rRNA (V1) Cai et al. (1999)
pentosaceus 23S R AGTGCCAAGGCATCCACC Extremo 5’ 23S rRNA Berthier y Ehrlich (1998)
StaphvIococeUS Carnosus Scal F GAACCGCATGGTTCTGCAA gen ARNr 16S Gory et al. (1999)
phy Sca2 R CCGTCAAGGCGTGCACAGT gen ARNr 16S Este estudio
Staphvloccocus warneri Swa F TAGTGAAAGGCGGCTTTGCTG gen ARNr 16S Gory et al. (1999)
phy Sta2 R CCGTCAAGACGTGCACAGT gen ARNr 16S Este estudio
Kocuria varians Kva R CACGTTTACCTCCCCGGATC >mzq_www%_qmmv_o: de Este estudio
Kva2 F GGTTTGTCGCGTCTTCTGTG ARNF 165 (V3-559-578pb)- Este estudio
Sxyl FA F AAGTCGGTTGAAAACCTAAA Este estudio
Sxyl FB F AAAATCGGCTGAAAACCTAAA L, . Este estudio
Staphylococcus xylosus Sxyl RA R CATTGACATATTGTCTTCAG Region espaciadora 16S/23S Este estudio
Sxyl RB R CATTGACATATTGTATTCAG Este estudio
. Sil F ATTCGGAACAGTTTCGCAG L, .
Staphylococcus simulans Sill R ATTGTGAGTAATCGTTTGCC Region espaciadora 16S/23S Forsman et al. (1997)
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Determinacion Cebador *R/F Secuencia (5’-3°) Gen Diana Referencia

Deteccion de vanC1l-F F GGTATCAAGGAAACCTC

enterococos vanCl+ vanC1-R R CTTCCGCCATCATAGCT vanCl Dutka-Malen et al. (1995)

Deteccion de vanC2/C3-F F CTCCTACGATTCTCTTG

enterococos vanC2/C3+  vanC2/C3-F R CGAGCAAGACCTTTAAG vanc2/C3 Dutka-Malen et al. (1995)
L. mecAl F TGGCTATCGTGTCACAATCG

Deteccion del gen mecA MecA2 R CTGGAACTTGTTGAGCAGAG mecA Vannuffel et al. (1995)
L. seal F GGTTATCAATGTGCGGGTGG

Deteccion del gen sea sea2 R CGGCACTTTTTTCTCTTCGG sea Mehrotra et al. (2000)
. sebl F GTATGGTGGTGTAACTGAGC

Deteccion del gen seb seb2 R CCAAATAGTGACGAGTTAGG seb Mehrotra et al. (2000)
. secl F AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG

Deteccion del gen sec sec2 R CACACTTTTAGAATCAACCG sec Mehrotra et al. (2000)
L. sedl F CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG

Deteccion del gen sed sed2 R ATTGGTATTTTTTTITCGTTC sed Mehrotra et al. (2000)
L. seel F AGGTTTTTTCACAGGTCATCC

Deteccion del gen see see2 R CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC see Mehrotra et al. (2000)

Construccion del CIA iacLipl F ACAGAAACATCGGTTGGCATCTATTAACACTGCTGC CIA Este estudio

iacLIp2 R TAACTTGATGCCATCAGGCCTCTCAGCTTATCCTG CIA Este estudio
Construccion del CIA iac139 F ATCGCCACGTTCGGGCAATCTATTAACACTGCTGC CIA Este estudio
iac141 R TCGCACCGTCAAAGGAACCTCTCAGCTTATCCTG CIA Este estudio

Amplificacion del gen P1-for F CCRTARTCIGGIATIGCRAARTCIGTRTG Lucas y Lonvaud-Funel (2002)

tyrdc de BAL P2-rev R GAYATIATIGGIATIGGIYTIGAYCARG y

Amplificacion del gen tdcC1 F CTGGTGGGATTGCTATTC Este estudio

tyrdc de L. curvatus tdcC2 R TTCGTTCATTTCCACAAGG Este estudio

Tabla 10. Otros oligonucleétidos utilizados para la deteccién de genes de interés y para la construccidon de un control interno de amplificacién (CIA); la

zona subrayada en los cebadores para la construccion del CIA es homodloga al gen de ACCg8 de Brassica napus. (*) F: cebador directo; R: cebador

inverso.
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5. METODOS

5.1. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LAS MUESTRAS

Para el analisis microbiolégico de las muestras de embutido se siguieron las
recomendaciones de Pascual-Anderson (1992). La porcion de muestra restante se congeld (a
-20°C) para, posteriormente, proceder al analisis de los parametros fisico-quimicos y de la

determinacién de aminas biégenas.

5.1.1. Preparacion de la muestra

Para iniciar el estudio microbiolégico de los embutidos es necesario preparar las
soluciones madre que serviran de punto de partida para las diferentes determinaciones. Una vez
retirados los extremos y la tripa de las muestras, se extrajo asépticamente una porcion
representativa de la muestra (10-20 g), se introdujo en una bolsa estéril y se afiadié ID (M1) en
una proporcion 1:10. La homogeneizacién se realizé en un triturador de paletas (Stomacher
Lab-Lender, Modelo 400. Cooke Laboratory Products, Alexandria, Va., EE.UU.) durante 2
minutos. A partir de esta solucion madre se preparé una bateria de diluciones decimales
seriadas que se mantuvieron en refrigeraciéon hasta su utilizacion para la siembra. De la misma
forma se prepararon dos diluciones madre mas a partir de 25 g de muestra con UVM (M8) y 25
g de muestra con agua de peptona (M2) que se utilizaron en el recuento de Listeria
monocytogenes y en la investigacion de Salmonella spp. en 25 g de muestra, respectivamente.

Para la determinacion del niUmero de microorganismos o unidades formadoras de colonias
(EFC) por gramo de muestra se utilizaron métodos de recuento en placa: en profundidad o en
superficie, segun el tipo de microorganismo. Las siembras en superficie se realizaron
manualmente y/o mediante siembra automatica en espiral (Whitley Automatic Spiral Plater,
WASP. Don Whitley Scientific Limited, Shipley, Reino Unido) segun la concentracién de
microorganismos esperada. El recuento de las placas sembradas en espiral se realizd
automaticamente con el sistema contador de colonias Protos (Synoptics Ltd, Cambridge, Reino
Unido). Los resultados se expresaron como log;o (ufc/g), y para su célculo, a partir del niumero

de colonias, se tuvieron en cuenta la dilucion y la cantidad de in6culo sembrado en cada caso.
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5.1.2. Recuento de bacterias del acido lactico

Para el recuento de BAL se realizé la siembra automatica en espiral de 50 ul de las
diluciones apropiadas por duplicado en placas de MRS (M3). También se realiz6 de forma
manual a partir de 100 pl de la dilucion adecuada y con la ayuda de un asa de vidrio estéril. Las

placas sembradas se incubaron a 30°C durante 48-72 h en una estufa de anaerobiosis.

5.1.3. Recuento de cocos gram-positivos catalasa-positivos

La enumeracion de CGC+ se realizo, del mismo modo que en las BAL, mediante siembra
manual y automatica en espiral en placas de MSA (M4) a partir de las diluciones decimales

adecuadas. La incubacién se realizé a 30°C durante 48-72 h en aerobiosis.

5.1.4. Recuento de enterococos

En este caso se utilizé la técnica de siembra en profundidad en el medio KAA (M12) de las
diluciones apropiadas por duplicado. Se transfirié 1 ml de la dilucién mas adecuada a una placa
de Petri estéril y se afiadieron 15 ml de medio KAA licuado y atemperado a 48-50°C. Se mezcl6
con suavidad para homogeneizar medio e inéculo. Se dejo solidificar las placas y posteriormente
se incubaron a 37°C durante 48 h en condiciones de anaerobiosis.

Las colonias de enterococos presentaron un color negro y un halo de precipitado del
mismo color. Para comprobar que las colonias que presentaron la morfologia descrita eran
realmente enterococos se pasaron a placas de agar nutritivo (M5) para facilitar su crecimiento
(y evitar falsos negativos) y se incubaron a 37°C durante 24 h. Para la confirmacién se utiliz6 el
método Strepto B (BioMérieux, Marcy L'Etoile, Francia) basado en la aglutinacién de particulas
de latex recubiertas de los antigenos especificos para la identificacion de los enterococos, con

antigenos del grupo D de Lancefield.

5.1.5. Recuento de Enterobacteriaceae

Se realiz6 mediante la técnica de siembra en profundidad en medio VRBG (M7) de las
diluciones apropiadas por duplicado. Se pipeteé 1 ml de la dilucion en placa de Petri estéril y se
afadieron 15 ml de medio VRBG licuado y atemperado a 48-50°C. Después de mezclar
perfectamente medio e indéculo, se dejoé solidificar el agar. Las placas se cubrieron con 10-15 ml
adicionales del mismo medio (doble capa), a fin de evitar el crecimiento excesivo y la extension
de las colonias, lo que facilita su recuento. Las placas se incubaron a 30°C durante 24 h en
condiciones de aerobiosis. En este medio, las colonias de Enterobacteriaceae son de color
purpura, claramente visibles, y rodeadas de un halo del mismo color de las sales precipitadas.
Para la confirmacién se realiz6 la prueba de la oxidasa (Bactident® Oxidase, Merck). Esta
prueba se basa en la reduccion del reactivo NaDI (1-naftol+ dimetilparafenilendiamina) por el
sistema citocromooxidasa/citocromo ¢ de las bacterias con formaciéon de la molécula de
condensacion, aul de indofenol. Todos Is géneros de la familia Enterobacteriaceae son oxidasa-

negativos.
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5.1.6. Recuento de Staphylococcus aureus

A partir de las diluciones decimales apropiadas se sembré 0,1 ml en medio Baird-Parker
con RPF (M6). Se realizé una siembra en superficie manualmente, diseminando el inéculo con
un asa de vidrio estéril hasta su absorcion en el medio. Las placas se incubaron a 37°C durante
48 h. En este medio las colonias de S. aureus presentan un color negro brillante con un halo de

precipitacion.

5.1.7. Investigacion de Salmonella spp.

En los alimentos, a consecuencia del origen de la contaminacion, las Salmonellae estan en
recuentos bajos y acompafiadas de otras Enterobacteriaceae y/o de microorganismos de
propiedades muy similares a Salmonella spp. Por eso es necesario enriquecer la muestra en
varios medios selectivos para conseguir el aislamiento de esta especie bacteriana. La
investigacion de Salmonella spp. en 25 g de muestra se realizé segun la norma ISO 6579:1990

(An6nimo, 2002) modificada.

Se partié de una dilucion madre, preparada con 25 g de embutido y 225 ml de agua de
peptona (M2) que se homogeneizé en el stomacher durante 2 minutos. EI homogeneizado
carnico se traspas6 asépticamente a matraces estériles de 500 ml, por duplicado. Se incub6 a
37°C entre 16 y 20 h.

Se inoculé 1 ml del pre-enriquecimiento en tubos de caldo TT (M14) y se incubd a 37°C
durante 24 h . Paralelamente, para observar la movilidad, se dispusieron 3 gotas (100ul) del
pre-enriquecimiento en placas de MSRV (M13) y se incub6 a 42°C durante 24 h. La presencia de
un halo de crecimiento alrededor de las gotas inoculadas indica la movilidad de la colonia y la
presunta presencia de Salmonella spp. en la muestra.

Las colonias que indicaron movilidad en MSRV, asi como todos los tubos de TTN se
sembraron en placas de BGA (M10) que se incubaron a 37°C durante 24h. Las colonias
caracteristicas (colonias rosa palido) se confirmaron mediante pruebas bioquimicas: prueba de
fluorescencia (MUCAP test, Biolife Italina), prueba de la catalasa (con H,0,), prueba de la
oxidasa (Bactident Oxidase, Merck), APl 20E (Biomerieux) o bien por PCR (apartado 5.5.2.2.2).

5.1.8. ldentificacidn y recuento de Listeria monocytogenes

A partir de la soluciéon madre, que se prepard con 25 gramos de muestra y 225 ml de
medio PW (M2) se prepararon dos diluciones decimales sucesivas para realizar la técnica del
namero mas probable (sugerido por la FDA para la enumeracion de L. monocytogenes en
alimentos; Andénimo, 1992). Se prepararon tres series de tres tubos con 10 ml de medio HF
(M9) una serie para cada dilucion. Los tubos de cada serie se inocularon con 1 ml de la
correspondiente dilucidon y se incubaron a 37°C durante 24-48 h. Los tubos que presentaron
crecimiento, se sembraron sobre placas de agar Palcam (M15) que se incubaron a 30°C durante
48 h. En este medio las colonias de L. monocytogenes presentan un color gris verdoso con un

halo negro alrededor debido a que las cepas de Listeria spp. hidrolizan la esculina del medio a
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6,7-dihidroxicumarina, que reacciona con los iones Fe®" originando el ennegrecimiento del
medio.
Las colonias sospechosas se confirmaron mediante PCR (apartado 5.5.2.2.2) y/o mediante API

Listeria (Biomerieux).

5.1.9. Recuento de clostridios sulfito-reductores

Se realizé en medio SPS (M20) distribuidos en tubos, que se licu6é y atempero a 48-50°C.
A partir de la serie de diluciones decimales se sembrd, por duplicado, 1 ml de cada dilucién en
los tubos de SPS. La pipeta se introdujo hasta el fondo del tubo y se deposité el inéculo
lentamente. Una vez realizada la siembra, se cubrid la superficie de los tubos con parafina
estéril para crear condiciones anaerobias. Una vez solidificado el medio se incub6é a 37°C
durante 24h. Transcurrido este tiempo, las colonias de clostridios sulfito-reductores aparecen de

color negro debido a la formaciéon de sulfuro ferroso a partir del sulfito

5.1.10. AISLAMIENTO Y CONSERVACION DE LAS CEPAS

A partir de las placas de MRS, MSA y KAA de las muestras de embutido se procedi6 al
aislamiento de algunas colonias para su posterior estudio y caracterizacion.

Del conjunto de colonias que crecieron en las placas de MRS, MSA y KAA se seleccionaron
al azar un total de 12 colonias por muestra de embutido. Algunas muestras presentaron
recuentos bajos de enterococos (menos de 10 colonias por placa de KAA); en estos casos se
recuperaron todas las colonias posibles. De cada una de estas colonias se realizaron siembras
en estria por agotamiento y, posteriormente se obtuvo un cultivo puro en caldo MRS de las BAL,

0 en TSBYE de los CGC+ y enterococos.

Las cepas seleccionadas fueron observadas al microscopio para comprobar que
presentaban la morfologia propia de su grupo microbiano. En las cepas de enterococos, ademas,
se comprobé su capacidad para aglutinar el latex (Slidex Strepto B, BioMérieux) y en los CGC+
se comprobd la presencia de la enzima catalasa. Esta enzima reacciona con el peréxido de
hidrégeno creando efervescencia debido a la degradacion del peréxido a agua y oxigeno. Una
porcion de cultivo puro o una colonia de la cepa objeto de estudio se pone en contacto con 30 pl
de H,0,. La aparicion de burbujas indica que la reacciéon es positiva y que el microorganismo es

catalasa-positivo.

Después de un cultivo de noche de las colonias se procedié a su acondicionamiento para
la congelacion. Se transfirié una alicuota del cultivo a un tubo de 1,5 ml (Rubilabor S.L.,
Barcelona) con un 40% de glicerol estéril (Panreac) como agente crioprotector. Las cepas se
conservaron a -80°C hasta su utilizacion para la identificacion y caracterizacion fenotipica y

genotipica de cada aislado.
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5.2. ANALISIS FISICO-QUIMICO DE LAS MUESTRAS?

El pH se determind mediante la lectura directa del potencial eléctrico creado en la
membrana de un electrodo de vidrio especialmente disefiado para la medida de los valores de
pH de muestras de alimento soélidas (modelo Xerolyt, Crison Instruments, S.A., Barcelona) y
conectado a un pHmetro (modelo 2001, Crison Instruments S.A., Alella, Barcelona).

La actividad de agua (a,) se midié con el criometro awk-10 (Nagy, Gaufelden, Germany)
o0 con Novasina Thermoconstanter TH-500 (Novasina, Switzerland) a 25°C.

La humedad y el contenido en grasa, proteina y fosfatos se determinaron segun los
meétodos oficiales espafoles para el andlisis de productos carnicos (B.O.E. 207:2022, 1979).

El contenido en nitratos y nitritos se evalué en un autoanalizador segmentado de flujo

continuo (Technicon Ltd., Dublin, Irlanda).

5.3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS AISLADAS

5.3.1. Determinacion de la actividad antagonista contra Listeria
monocytogenes

La determinaciéon de la actividad antagonista contra L. monocytogenes de las cepas de
BAL aisladas de los embutidos fermentados ligeramente acidificados se realizé mediante el
método descrito por Tagg et al. (1976). Se utilizé la cepa Listeria monocytogenes CTC1011 y
como control positivo la cepa CTC494, productora de sakacina k.

Se realiz6 un cultivo de noche de las cepas de BAL en medio MRS (M3) y de L.
monocytogenes CTC1011 en medio TSBYE (M17). Se transfiri6 1 ml del cultivo de BAL a tubos
de 1,5 ml (Rubilabor) y se centrifugd a 12.000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante
obtenido se pasteurizdé a 80°C durante 10 min y se neutralizé con NaOH 5 M, hasta obtener un
pH de 6,5. Se prepararon tubos con 7 ml de TSBYE soft (M17) que se licuaron y atemperaron a
50°C. Estos tubos se inocularon con 50 pL del cultivo de noche de L. monocytogenes CTC1011 y
se vertieron sobre placas de Petri preparadas con 15 ml de TSBYE. A continuacion se realizé una
segunda capa con los 7 ml de medio TSBYE soft licuado y atemperado. Sobre esta capa se
dispusieron 10 pL del sobrenadante pasteurizado y se incub6 a 30°C durante 24-48 h. Las cepas
con actividad antagonista presentaron un halo de inhibicion del crecimiento de L.
monocytogenes alrededor de la gota de sobrenadante depositada. Finalmente, se midid (en

mm) el diametro de los halos obtenidos.

5.3.2. Determinacioén de la actividad proteolitica

Para el estudio de la actividad proteolitica de las cepas de CGC+ se utiliz6 un medio rico
en proteina, el agar caseinato calcico (M23). Las cepas con actividad proteolitica presentan un

halo transparente alrededor de su crecimiento debido a la presencia de peptidasas que

1 El anélisis fisico-quimico de las muestras fue realizado por Angel Valero en la Unitat de Quimica

Alimentaria i Bromatologia del Centre de Tecnologia de la Carn (CTC- IRTA).
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hidrolizan las proteinas del medio. La determinacién se realizé a partir de un cultivo de noche en
caldo TSBYE (M17). La incubacion del cultivo se realizé6 a 37°C y con agitacion a 150 rpm. Se
inocul6 10 ul de cada cultivo de noche en placas de agar caseinato calcico y se incubaron a 30°C
durante 2-4 dias. Se midieron (en mm) los diametros de los halos transparentes que

aparecieron alrededor de las gotas de cultivo depositadas.

5.3.3. Determinacioén de la actividad lipolitica

El estudio de la actividad lipolitica de las cepas de CGC+ se realiz6 en el medio agar
tributirina (M22). Las cepas que con actividad lipolitica presentan un halo transparente
alrededor de su crecimiento debido a la presencia de lipasas que hidrolizan el gliceril tributirato
del medio. La determinacion se realizé a partir de un cultivo de noche en caldo TSBYE (M17) de
las cepas de CGC+ que se incubd 37°C con agitacion a 150 rpm. Se inoculé 10 pl de cada
cultivo de noche en placas de agar tributirina y se incubaron a 37°C durante 2-4 dias. Se
midieron (en mm) los didmetros de los halos que aparecieron alrededor de las gotas de cultivo

depositadas.

5.3.4. Determinacidén de la susceptibilidad a antimicrobianos

La prueba de susceptibilidad a antimicrobianos se realizé en base al método de difusion
en disco descrito por Charteris et al. (1998) con algunas modificaciones. Se realizé un cultivo de
noche de las cepas de CGC+ y de enterococos en TSBYE (M17) a 37°C, con agitaciéon a 150 rpm
para los CGC+ y condiciones anaerdbicas para los enterococos. El cultivo de noche de las cepas
de BAL diferentes de enterococos se realizd en caldo MRS (M3) a 30°C y condiciones de
anaerobiosis. Se prepararon tubos con 8 ml de MHA (M21) licuado y atemperado a 50°C que se
inocularon con 0,2 ml del cultivo de noche de las cepas de CGC+ y enterococos. Para las BAL se
utilizé 8 ml de agar MRS (M3) licuado y atemperado que se inocul6é de la misma forma con el
cultivo de noche de cada cepa de BAL. Se realizé una sobrecapa con los 7,2 ml del MHA o agar
MRS inoculados sobre placas de Petri con 15 ml de MHA o agar MRS, respectivamente. Una vez
solidificadas las placas, se dispusieron los discos de antibidtico (Oxoid) sobre la superficie del
medio inoculado y las placas se incubaron a 30°C (las placas de MRS de las BAL) y a 37°C (las
placas de MHA de enterococos y CGC+). Para las cepas de enterococos y del resto de BAL se
ensayaron los antibiéticos ampicillina (10 pg), cloramfenicol (30 ug), ciprofloxacina (5 ug),
gentamicina (120 pg para enterococos, 10 ug para el resto de BAL), eritromicina (15 pg),
linezolid (30 pg), nitrofurantoina (300 pg), penicilina G (10 unidades), quinupristin/dalfopristin
(15 pg), rifampicina (5 pg), teicoplanina (30 pg), tetraciclina (30 pg) y vancomycin (30 pg).
Para los CGC+ se ensayaron, ademas de los anteriores, amoxicilina (10 pg), cefotaxima (30
Hg), clindamicina (2 pg), imipenem (10 pg), meticilina (5 pg) y sulfonamidas (300 pg). Los
resultados se interpretaron segun las directrices del National Commitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, 2002). Enterococcus faecalis CECT795 y Staphylococcus aureus CECT794 se

utilizaron como cepas controles para la monitorizacién del ensayo.
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5.3.5. Determinacion de la actividad aminoacido-descarboxilasa?

La capacidad aminogénica de los aislados se determiné mediante la deteccidon de las
aminas bidgenas en medio de cultivo descrito por Bover-Cid y Holzapfel (1999). La base del
medio fue triptona, extracto de carne y levadura (0,5% cada uno) a los que se incorpordé cloruro
sodico (0.25%), glucosa (0,05%), sulfato de manganeso (0.005%), sulfato de hierro (0.004%0),
sulfato de magnesio (0.02%), citrato de amonio (0.1%), Tween 80® (0.1%), piridoxal 5’-
fosfato como cofactor de la reaccion de descarboxilacion y los diferentes aminoacidos
precursores (L-tirosina base libre, monoclorhidrato de L-histidina, monoclorhidrato de L-
ornitina, monoclorhidrato de L-lisina y eventualmente L-triptéfano y L-fenilalanina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo. EE.UU.) a una concentracion del 1,0%. Las aminas biégenas se
determinaron mediante cromatografia liquida de alta eficacia. La separacién de las diferentes
aminas se realizé6 mediante una columna de fase reversa (fase estacionaria) y seguidamente (de
forma automatica) se procedié a la derivatizacion post-columna de las aminas separadas con

orto-ftalaldehido y a la inmediata deteccion fluorimétrica de los derivados.

5.4. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE ESPECIES BACTERIANAS

La identificacion bioquimica de una seleccion de cepas de CGC+ se realiz6 mediante el
sistema APl STAPH (Biomerieux) que permite la identificacion de las especies de
Staphylococcus, Kocuria y Micrococcus a partir de pruebas bioquimicas estandarizadas y
miniaturizadas. Las diferentes pruebas se agrupan en galerias y se presentan en forma
deshidratada. La identificacion se basa en la capacidad de las cepas para hidrolizar o no los
compuestos que contienen las diferentes pruebas de la galeria y que se traduce en un perfil
numérico con la ayuda de una tabla de lectura. Se prepar6é un inéculo con APl STAPH Médium
(Biomerieux) a partir de un cultivo de noche del microorganismo a estudio, hasta conseguir una
turbidez de 0,5 en la escala de McFarland (que se corresponde con una D.O. de 0,125 medida a
una longitud de onda de 550 nm) con el que se inoculé las diferentes pruebas de las galerias. La
incubacion se realizé a 35-37°C durante 18-24 h. El perfil numérico obtenido se introdujo en el

programa APILAB (Biomerieux) y asi se identifico la especie de la cepa bacteriana ensayada.

5.5. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS CEPAS AISLADAS

El estudio de las comunidades microbianas de los embutidos fermentados ligeramente
acidificados se realiz6 mediante técnicas moleculares. Las cepas aisladas se caracterizaron a

nivel de especie mediante PCR especifica de especie y a nivel de cepa mediante RAPD-PCR vy el

2 El anélisis de las aminas biégenas de las muestras fue realizado por el Departament de Nutrici6 i

Bromatologia de la Facultad de Farmacia de la Universitat de Barcelona.
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andlisis de los perfiles plasmidicos. También se desarrollaron métodos para la deteccion de

especies patdgenas y de interés tecnoldgico en embutidos a partir de muestra.

5.5.1. Tratamiento pre-PCR de las muestras de embutido

Dada la complejidad de la matriz alimentaria objeto de estudio y las caracteristicas de los
microorganismos diana (las BAL y los CGC+ necesitan una lisis enzimatica para la ruptura de la
pared celular) se estudiaron diferentes tratamientos de la muestra para evitar las posibles
inhibiciones de la PCR y para asegurar un ADN de buena calidad. Para el estudio de las especies
microbianas de interés tecnolégico (BAL y CGC+) se optd por el aislamiento del ADN bacteriano
y para la deteccion de patégenos (Salmonella y Listeria monocytogenes) se ensayaron
procedimientos mas sencillos como la filtracion y la purificacion del ADN con el método basado

en la resina Chelex® 100.

5.5.1.1. Extraccion del ADN bacteriano de las muestras de embutido

Todas las muestras se aislaron por duplicado mediante dos metodologias: el método de
Anderson y McKay (1983) modificado y el kit comercial Dneasy Tissue Kit (ref. n°©69506,
Qiagen, Hilden , Germany).

La extraccion se realiz6 a partir del homogeneizado filtrado de embutido con o sin
enriquecimiento. Dos porciones de 10 g de muestra se homogeneizaron con 90 ml de MRS (M3)
y 90 ml de caldo MSA (M4) en el stomacher Lab-Lender durante 1 min. Se traspasaron una
alicuota de 1,.5 ml de cada homogeneizado a tubos de 1,5 ml (Rubilabor) y el resto del
homogeneizado se incub6 a 30°C durante 24 h, en condiciones de anaerobiosis el
homogeneizado con caldo MRS) y en agitacion (140 rpm) el homogeneizado con caldo MSA.
Tras la incubacion, se transfiri6 una alicuota de cada homogeneizado a un tubo de 1,5 ml
(Rubilabor).

Para la extraccion del ADN gendmico de las cepas de coleccion se utilizaron 2 métodos,
uno basado en el método de Anderson y Mckay (1983) y otro basado en columnas de
intercambio aniénico (Dneasy Tissue Kit, Qiagen). Los cultivos de las cepas se realizaron en el
medio apropiado para cada especie (MRS para BAL, TSBYE para el resto de microorganismos).

La incubacién se realizdé a 30-37°C (segun la especie) durante 16-20 h.

5.5.1.1.1. Aislamiento del ADN cromosomico. Método de Anderson y Mckay (1983)
modificado
1. Centrifugar 1,5 ml del cultivo bacteriano en tubos de 1,5 ml (Rubilabor) durante 10 min a
8000 x g.
2. Eliminar el sobrenadante y se resuspende con 1 ml de tampén STE (T1). Se centrifuga 5
min a 14.000 x g.

3. Eliminar el sobrenadante y se resuspende con 380 pul de STE (T1).
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Material y Métodos

Afadir 96 pl de solucién de lisozima (T4) y 10 pl de solucién de mutanolisina (T6). Para el
aislamiento de CGC+, ademas de las soluciones anteriores, también se adiciona 1 ul de
solucion de lisostafina (T5).

Incubar en un bafio a 37°C un minimo de 30 min.

Afadir 48 ul de tampén ET (T2)

Anadir 28 pl de solucion SDS (T3). Se mezcla suavemente inmediatamente después de la
adicién del SDS. Si las células se han lisado correctamente la solucién debe aclararse y
quedar totalmente transparente.

Anadir 10 pl de RNasa 10 mg/ml (T7) y se incuba 30 min a 50°C.

Afadir 600 pl de solucion TE-fenol (T9) y se centrifuga a 14.000 x g durante 5 min. La fase
superior se recoge y se traspasa a otro tubo de 1,5 ml. Se afiade 300 pl de TE-fenol (T9) y
300 pl de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1. Centrifugar 5 min a 14000 tg.
Traspasar la fase superior a un nuevo tubo y adicionar 600 ul de solucién cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1). Centrifugar a 14.000 x g durante 5 min.

Recoger la fase superior y se traspasa a un nuevo tubo de 1,5 ml. Se afiade 1 pl de NaCl 5M
por cada 10 ul de soluciéon recuperada.

Adicionar 2-2,5 volumenes de etanol frio y se mezcla por inversion del tubo.

Mantener a -80°C durante un minimo de 30 min.

Centrifugar 5 min a 14.000 x g.

Eliminar el sobrenadante y lavar con 1 ml de etanol al 70%.

Centrifugar 5 min a 14.000 x g.

Eliminar el sobrenadante y secar a 60°C durante 10 min.

Afadir 25 pl de agua destilada estéril (pH 8,0) para resuspender el ADN obtenido. Dejar
resuspender 30 min a temperatura ambiente

Almacenar a -20°C.

5.5.1.1.2. Aislamiento del ADN cromosémico. Dneasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden,

Alemania)

(Protocolo para el aislamiento de bacterias gram-positivas)

Los kits de Qiagen para la purificacion del ADN cromosémico se basan en el uso de

columnas de intercambio anidénico. Los grupos dietilaminoetilo (DEAE, -CH,CH,N(C,Hs),) de la

columna, cargados positivamente, interactian con los grupos fosfato del ADN que presentan

carga negativa. La purificacion consiste en 5 pasos basicos: lisis celular, unién del ADN a la

columna, lavado, elucién del ADN y precipitacion del ADN con etanol.

Se centrifuga 1,5 ml de cultivo bacteriano durante 10 min a 8.000 x g.

Resuspension del precipitado con 180 ul de tampon de lisis enzimatica (T10) al que se le
afade 20 mg/ml de lisozima (T4). Afadir 10 pl de soluciéon de mutanolisina (T6). Para el
aislamiento de cocos gram-positivos catalasa-positivos se adiciona, ademas, 1 pl de solucién
de lisostafina (T5).

Incubar = 30 min a 37°C.
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4. Anadir 25 pl de proteinasa K (20 mg/ml; Qiagen) y a continuacion 200 pl de Tampdén AL
(Qiagen). Agitar con agitador.

Incubar 30 min a 70°C.

Afadir 4ul de RNasa (100 mg/ml; T7). Incubar 2 min a temperatura ambiente.

Afadir 200 pl de etanol (96-100%). Mezclar bien con el agitador.

e I

Pipetear toda la mezcla dentro de la mini-columna. Centrifugar a 8.000 x g durante 1 min.

Descartar el tubo colector con el liquido obtenido.

9. Colocar la mini-columna en un nuevo tubo colector de 2 ml (Qiagen). Afadir 500 pl de
tampén AW1 (Qiagen). Centrifugar a 8.000 x g durante 1 min.

10. Descartar el tubo colector con el liquido obtenido.

11. Colocar la mini-columna en un nuevo tubo colector de 2 ml (Qiagen). Afadir 500 pl de
tampon AW2 (Qiagen).

12. Centrifugar a 14.000 x g durante 3 min.

13. Descartar el tubo colector con el liquido obtenido. La mini-columna no puede entrar en
contacto con el liquido que contiene etanol; si esto pasara, debe repetirse la centrifugaciéon
a 14.000 x g durante 1 min.

14. Colocar la mini-columna en un tubo de 1,5 ml. Pipetear 200 pl de tampdn AE directamente a
la membrana. Incubar a temperatura ambiente durante 1 min.

15. Centrifugar a 8.000 x g durante 1 min y recoger el efluyente.

16. Repetir el paso de eluciéon (14 y 15).

17. Anadir 40 ul de NaCl 5M y 980 pl de etanol frio. Mezclar por inversiéon del tubo.

18. Mantener a -80°C durante un minimo de 30 min.

19. Centrifugar 5 min a 14.000 x g.

20. Eliminar el sobrenadante y lavar con 1 ml de etanol al 70%.

21. Centrifugar 5 min a 14.000 x g.

22. Eliminar el sobrenadante y secar a 60°C durante 10 min.

23. Afadir 25 ul de agua destilada estéril (pH 8,0) para resuspender el ADN obtenido. Dejar

resuspender 30 min a temperatura ambiente

24. Almacenar a -20°C.

La cuantificacion del ADN obtenido se realiz6 mediante el GeneQuant RNA/DNA Calculator

(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden).

5.5.1.2. Extraccion del ADN con la resina Chelex® 100

Para la deteccion de microorganismos como Salmonella spp. y Listeria monocytogenes,
que se lisan facilmente, sin la necesidad de tratamiento enzimatico, se emplearon técnicas de
extraccién de ADN més sencillas y rapidas, como la purificacién del ADN con la resina Chelex®
100 y/o el método basado en la filtracién de la muestra. La muestra de partida fueron los
enriquecimientos de los embutidos en agua de peptona (para la deteccion de Salmonella spp.
mediante PCR) y en caldo HF (para la detecciéon y enumeracion de Listeria monocytogenes

mediante PCR) incubados durante 48 h a 37°C.
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1. Centrifugar 5 min a 9500 x g, 2 ml del enriquecimiento en PW (M2) o en caldo HF (M9) o
bien 1ml de cada enriquecimiento (para la deteccion simultanea de Salmonella spp y L.
monocytogenes) en tubos de 2 ml (Rubilabor)

Eliminar el sobrenadante.

Resuspender el precipitado en 200 pl de suspensién de Chelex® 100 (T11) agitando el tubo
con el agitador. Es importante conseguir la resuspensién completa del precipitado.

Incubar a 56°C durante 20 min. Agitar a alta velocidad durante 10 s.

5. Incubar a 100°C durante 8 min. Agitar a alta velocidad durante 10 s e inmediatamente
enfriar en hielo.

6. Centrifugar durante 5 min a 14.000 x g y 4°C; transferir cuidadosamente 50 pul del
sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 ml (Rubilabor).

7. Almacenar el sobrenadante a -20°C.

5.5.1.3. Método de filtracion para la purificacion del ADN

El método de filtracion se utiliz6 para la detecciéon y cuantificacion de Listeria
monocytogenes en embutidos fermentados. Se partié del homogeneizado en PW (M2) o caldo
HF (M9) realizado a partir de 10 g de la muestra. Se in6culo 1 ml de tres diluciones sucesivas de
la muestra en una serie de tres tubos con 10 ml de caldo HF (técnica del nimero mas
probable). Los tubos inoculados se incubaron durante 40 h a 30°C con agitacion (150 rpm). Los
tubos de caldo HF que mostraron crecimiento se sometieron al tratamiento por filtracion para la

posterior confirmacién de Listeria monocytogenes mediante PCR.

1. Filtrar el cultivo bacteriano (en caldo HF) con filtros de nylon de 25 pm de diametro
(Miracloth®, Calbiochem, La Jolla, Ca., EE.UU.)

2. Traspasar 1,5 ml del cultivo filtrado a un tubo de 1,5 ml (Rubilabor) y centrifugar durante

10 min a 2400 x g.

Eliminar el sobrenadante.

Lavar el precipitado con 1 ml de PW (M2) y centrifugar a 14.000 x g.

Eliminar el sobrenadante y repetir el paso 4.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 50 ul de agua bidestilada estéril.

N o o~ w

Almacenar a -20°C.

5.5.2. Ildentificacibn de microorganismos y genes bacterianos de
interés mediante PCR

La identificacion de los microorganismos patégenos y de las especies de interés
tecnolégico en los embutidos fermentados se realiz6 mediante la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR). La primera fase de la identificacion se realiz6 a partir de la muestra directa
tras un tratamiento adecuado para evitar la presencia de posibles inhibidores de la reaccion.
También se identificaron por PCR las cepas de BAL, enterococos y CGC+ que se aislaron de las

muestras comerciales de embutidos fermentados.
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5.5.2.1. Seleccion y disefio de cebadores

En esta tesis doctoral se han utilizado cebadores descritos en la bibliografia y se han
disefiado nuevos cebadores para aquellas bacterias o genes que, por la falta de referencias o
bien por sus peculiares caracteristicas, no se disponia de cebadores adecuados (Tablas 9 y 10).

El disefio de los cebadores se realizé a partir de las secuencias de los genes seleccionados
presentes en el GeneBank® del NCBI (National Centre for Biotechnology Information, EE.UU.).
El GeneBank® es una base de datos, una coleccion de todas las secuencias de ADN disponibles
que forma parte de la Internacional Nucleotide Sequence Database Collaboration que esta
formada por el DNA DataBank of Japan (DDBJ), el European Molecular Biology Laboratory
(EMBL Hinxton, Reino Unido) y el propio GenBank del NCBI.

En algunos casos fue necesaria la secuenciacion del gen seleccionado para el disefio de
cebadores adecuados, como por ejemplo en el disefio de cebadores para la deteccion de S.
xylosus y en el disefio de cebadores para la deteccién del gen tyrdc en bacterias del &cido
lactico.

Para el analisis de las secuencias se utilizaron diferentes herramientas bio-informaticas
tales como el software Clustal-W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html; EMBL, Hinxton,
Reino Unido) y el software Blast-n 2.2.6. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ ; NCBI, EE.UU).

Todos los cebadores, tanto los seleccionados de trabajos anteriores como los disefiados
en esta tesis doctoral, se han analizado mediante las diferentes herramientas bioinformaticas

disponibles para comprobar su especificidad y evitar las posibles reacciones cruzadas.

5.5.2.2. Optimizacién de las condiciones de PCR

Los termocicladores utilizados para la realizacion de la PCR fueron los modelos 2400 y el
GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems, Foster City, Ca., EE.UU.). El programa de

amplificacion tipico consisti6 en:
Fase de desnaturalizacion inicial: 5 min a 94°C
Fase ciclica (que se repite un numero apropiado de ciclos optimizado para cada reaccion):
e Desnaturalizacién: 1 min a 94°C
e Unidn de los cebadores: 1 min a la temperatura adecuada (T,), segun la pareja de
cebadores utilizados

e Extension: 1 min a 72°C.

Extension final: 5 min a 72°C.

La mezcla estandar de PCR (25 ul por reaccion) que se utilizé esta detallada en la Tabla 11.
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Concentracién Volumen

Reactivo Stock (uh) Concentracion final
Agua bidestilada estéril _ 18,15-18,35 _
pH 7,0

. 2 . -
Tampon. de PCR (R_oche Diagnostics, 10X 2.5 1X
Mannheim, Alemania)
MgCl, (Roche Diagnostics) 50 mM 0,75 1,5 mM
EII;ILPS glnwtrogen,CarIsbad, Ca., 25 mM cada 02 200 uM
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) nucleétido cada nucleétido
Cebador directo e inverso (Roche 10 uM cada 1 cada 0,4 uM
Diagnostics) cebador cebador cada cebador
Taqg ADN polimerasa (Roche Diagnostics) 5U/ pl 0,2 1U/ 25 pl
ADN muestra 20 —100 ng/ pl 1 20 —100 ng /25 pl

(M Con el agua se enrasa la mezcla hasta el volumen final de 25 pl. (%) El tamp6n de PCR 10X se adquirio
junto con la Tag ADN polimerasa en Roche Diagnostics y contiene: 500 mM KCI, 100mM Tris-HCI (pH
8,3), La concentracion final de estos componentes en la mezcla de PCR fue de: 50 mM KCI, y10 mM Tris-
HCI.

Tabla 11. Componentes, voliumenes y concentraciones de una mezcla de PCR estandar.

La optimizacion de las condiciones de PCR para los diferentes andlisis realizados supuso,
en ocasiones, la modificaciéon de las condiciones estandares descritas. Cada sistema de PCR se
probdé en diferentes cepas para comprobar su sensibilidad y en especies bacterianas proximas

filogenéticamente para asegurar su especificidad.

5.5.2.2.1. Deteccién de microorganismos de interés tecnolégico mediante PCR

La deteccién por PCR de BAL y CGC+ se empled para la investigacion de la presencia de
estas especies en las muestras de embutido y para la identificacion de las cepas aisladas de los
embutidos. Se emplearon las condiciones estandar (con modificaciones en algunos casos, Tabla

12) y el programa de amplificacion descrito anteriormente.
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Microorganismo diana Cebadores Ne ciclos Ta TAQ Tamafio
9 M=) (°0o) (U/reaccion) amplicon (bp)

Lactobacillus sakei Ls — 16S 30 45 1 293
(0,48)

Lactobacillus curvatus Lc -16S 25 51 1 305
(0.48)

Lactobacillus plantarum Lpl — 16S 30 51 1 269
(0.,48)

Enterococcus faecium Ef-16S 20 55 2
(0,48) 676 / 578

Multiplex Enterococcus EFM1-EFM2 20 4 1 550 (E. faecium)

faeuu_m/ Enterococcus EFK1-EFK2 941 (E. faecalis)

faecalis (0,4)

Lactococcus lactis Lac — 23S 20 59 2 2060
(0,48)

Pediococcus Pda — 23S 20 55 2 2023 /1767

acidilactici/pentosaceus (0,48)

Staphylococcus carnosus Sta2 — Sca 35 65 1 305
(0,48)

Kocuria varians Kva — Kva2 35 67 2 3362
(0.,48)

Staphylococcus warneri Sta2 — Swa 20 72 2 289
(0,48)

SxylIFA-SxyIFB

Staphylococcus xylosus SxyIRA-Sxyl RB 35 58 1 417 / 317 /217
0.4)

Staphylococcus simulans Sim1 — Sim2 30 55 1 220
©0.4)

Staphylococcus Epil — Epi2 30 55 1 240

epidermidis (0,4)

Tabla 12. Condiciones de PCR para la deteccion de

temperatura de anillamiento (T,) y tamafo del producto de

cebador (uM).

5.5.2.2.2. Deteccién de microorganismos patégenos en embutidos

BAL y CGC+; Numero de ciclos,
PCR. (*) Concentracion final de cada

La puesta a punto de los sistemas de PCR para la deteccion de Salmonella spp. y Listeria

monocytogenes se realizé en el marco del proyecto europeo “Validation and standardisation of

diagnostic polymerase chain reaction for detection of foodborne pathogens” (FOOD-PCR, QLK1-

CT-1999-00226).

En este proyecto,

se validaron sistemas de deteccibn de patégenos

alimentarios mediante PCR en laboratorios de toda Europa. La Unidad de Microbiologia y

Biotecnologia Alimentarias del Centre de Tecnologia de la Carn (IRTA) participd en la validacion

de los sistemas de PCR para la deteccion de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes.
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Salmonella spp.

REACTIVO

CONCENTRACION

FINAL

Tampoén de PCR
b 1X

(Invitrogen)
dNTPs (Invitrogen) 200 uM
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) cada nucleétido
MgCl, (Invitrogen) 1,5 mM
Cebadores139-141 (Roche 0,4 uM
Diagnostics) cada cebador
BSA (1 mg/ml) 1 mg/ml
CIA Salm 100 copias
PIaFlnum® Taq ADN 10U/ 20 ul
polimerasa (Invitrogen)
ADN muestra 2 ul
Volumen final 20 pl

Listeria monocytogenes

CONCENTRACION

Material y Métodos

PROGRAMA DE AMPLIFICACION

Desnaturalizacion inicial:
95°C

38 ciclos de:

Desnaturalizacién: 30 s a 95°C

Unién cebadores: 30 s a 64°C
Extensiéon: 30 s a 72°C

1 min a

Extension final: 4 min a 72°C.

Tamarfo del producto de PCR: 284 pb

Tamarno del producto de

amplificacion del CIA: 404 pb

REACTIVO FINAL
Tampoén de PCR

b 1X
(Invitrogen)
dNTPs (Invitrogen) 150 uM
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) cada nucleétido
MgCl, (Invitrogen) 2,5 mM
C(_abador _L|pl—L|p2 (Roche 0,3 uM
Diagnostics)
BSA (1 mg/ml) 1 mg/ml
ClAList 100 copias
PIaFlnum® Taq ADN 1 U/ 50 yl
polimerasa (Invitrogen)
ADN muestra 2 ul
Volumen final 50 pl

PROGRAMA DE AMPLIFICACION

Desnaturalizacion inicial: 2 min a

94°C

40 ciclos de:
Desnaturalizaciéon: 30 s a 95°C
Unién cebadores: 30 s a 55°C
Extension: 1 min a 74°C

Extensioén final: 5 min a 74°C

Tamarno del producto de PCR: 274 pb

Tamarfio del producto de
amplificacion del CIA: 406 pb
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Multiplex—PCR para la deteccion simultanea de Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes.
REACTIVO CONCEII\IJELACION PROGRAMA DE AMPLIFICACION
Tampoén de PCR 1X
(Invitrogen) Denaturalizacién inicial: 2 min a 94°C
dNTPs (Invitrogen) 150 pM )
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) cada nucledtido 40 ciclos de:
] Desnaturalizacién: 30 s a 94°C
MgCl, (Invitrogen) 1,5mM Unién cebadores: 30 s a 63°C
ioNn- [o
Cebadores 139 ,141, Lip1, 0,3 uM Extension: 30 s a 74°C
Li S .
p3 cada cebador Extension final: 5 min a 74°C.
BSA (1 mg/ml) 1 mg/ml
Tamarfio de los productos de PCR:
CIASalm 100 copias Salmonella: 284 pb
. L. monocytogenes: 215 pb
Pla_tlnum® Taq ADN 0,75 U/ 20 ul .
polimerasa (Invitrogen) Tamario del producto de
ADN muestra 2 ul amplificacion del CIA: 404 pb
Volumen final 20 ul

5.5.2.2.3. PCR para la deteccion de genes relacionados con factores de virulencia y

resistencia a vancomicina en enterococos.

Las condiciones de PCR aplicadas fueron las descritas en la reaccion estandar (Tablall).

La deteccion de los genes de resistencia a vancomicina se realiz6 mediante 2 sistemas de

multiplex-PCR, uno para la deteccién de los genes vanA y vanB y otro para los genes vanCl y

vanC2/C3.
Gen Ta Tamarno
diana Cebadores o0y amplicon (pb)
esp espl-esp2 61 933
agg aggl-agg2 56 1.553
gelE gelE1-gelE2 60 419
efaAfs efaAfsl- 55
efaAfs2 705
efaAfm1- 50 735
efaAfm efaAfm2
vanA'y vanAl-vanA2 57 732 (vanA)
vanB vanBl-vanB2 635 (vanB)
vanC1F-
vanCly vanC1R 55 822 (vanC1)
vanC2/C3 vanC2/C3F- 439 (vanC2/C3)
vanC2/C3R
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PROGRAMA DE AMPLIFICACION

Desnaturalizacioén inicial: 2 min a 94°C

30 ciclos de:

Desnaturalizacion: 1 min a 94°C
Unién de los cebadores: 1 min a Ta
Extension: 1 min a 74°C

Extensioén final: 5 min a 74°C

(*) Excepto en los multiplex—PCR para la
deteccion de los genes vanA-vanB y vanC1-
vanC2/C3 en que el niumero de ciclos fue

25.
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5.5.2.2.4. PCR para la deteccion de genes de enterotoxinas y resistencia a meticilina

en CGC+

La deteccion de las enterotoxinas estafilocOccicas se realizé con los cebadores descritos
por Mehrotra et al. (2000). Estos autores disefiaron un sistema de multiplex-PCR para la
deteccion simultanea de las enterotoxinas A, B, C, D, y E. Sin embargo, el uso de un ndmero
excesivo de cebadores puede originar interferencias en la amplificacion. Para evitar problemas
en la PCR y para facilitar la identificacion posterior de los productos de PCR se realizaron 3
sistemas de PCR para la identificacion de las genes de enterotoxinas (sea, seb, sec, sed y see)
en las cepas de CGC+ aisladas de embutidos. Las condiciones utilizadas fueron las descritas en

la Tabla 11, excepto por la concentracion de los cebadores sed1l- sed2 que fue de 0,8 uM cada

uno.

Gen Cebadores Tamanio PROGRAMA DE AMPLIFICACION:

diana amplicon (pb)

sea seal-sea2 102 Desnaturalizacion inicial: 5 min a
94°C

seb y sed sebl-seb2 164 (seb) 35 ciclos de:

sed1l-sed2 278 (sed) Desnaturalizacion: 2 min a 94°C

Unién de los cebadores: 2 min a 57°C
Extensién: 1 min a 72°C

sec y see secl-sec2 451 (sec)

seel-see2 209 (see) Extension final: 7 min a 72°C

Para la deteccion del gen de resistencia a meticilina (mecA) se utilizaron las condiciones
estandar de PCR descritas en la Tabla 11. El producto de amplificacién del gen mecA fue de 310

pb. El programa de amplificacion aplicado fue:

Desnaturalizacion inicial: 2 min a 94°C
30 ciclos de:

Desnaturalizacion: 1 min a 94°C
Unidn de los cebadores: 1 min a 56°C
Extensién: 1 min a 72°C

Extension final: 5 min a 72°C

5.5.2.2.5. Detecciéon del gen tyrdc en BAL

La deteccion del gen de la tirosin descarboxilasa (tyrdc), enzima que cataliza la
descarboxilacién del aminoacido tirosina produciendo tiramina, se realiz6 a partir de las
condiciones de PCR estandar descritas en la Tabla 11 con los cebadores P1-for/P2-rev, que
permiten la amplificacion del gen tyrdc de las bacterias lacticas. El producto de amplificacion

obtenido fue de 800 pb. El programa de amplificacién consiti6é en:

Desnaturalizacion inicial: 10 min a 94°C
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30 ciclos de:

Desnaturalizacion: 1 min a 94°C
Unidn de los cebadores: 1 min a 45°C
Extensién: 1 min a 72°C

Extension final: 10 min a 72°C

5.5.2.2.6. Deteccién del gen tyrdc en L. curvatus

Se disefié un sistema de PCR para la deteccion especifica del gen tyrdc en L. curvatus.
Se realiz6 a partir de las condiciones de PCR estandar con los cebadores tdcCl y tdcC2. El
producto de amplificacion del gen tyrdc fue de 372 pb. El programa de amplificacién consistio

en:

Desnaturalizacion inicial: 2 min a 94°C
35 ciclos de:

Desnaturalizacion: 1 min a 94°C
Unién de los cebadores: 1 min a 58°C
Extensién: 1 min a 72°C

Extension final: 5 min a 72°C

5.5.2.2.7. Amplificacion del gen ARNr 16S

Se utilizaron las condiciones estandar descritas en la Tabla 11, utilizando los cebadores

BSF8 y BSF1541 (Tabla 10). El programa de amplificacién consistio en:

Desnaturalizacion inicial: 2 min a 94°C
30 ciclos de:

Desnaturalizaciéon: 1 min a 94°C
Unidn de los cebadores: 1 min a 50°C
Extensiéon: 1,5 min a 74°C

Extension final: 5 min a 74°C

5.5.2.2.8. Amplificacion de la region espaciadora 16S-23S ARNr

Se utilizaron las condiciones estandar (Tabla 11) con los cebadores 16S y 23S (Tabla 9). El

programa de amplificacién consistié en:

Desnaturalizacion inicial: 2 min a 94°C
30 ciclos de:

Desnaturalizacion: 1 min a 94°C
Unidn de los cebadores: 1 min a 55°C
Extensién: 1 min a 72°C

Extension final: 5 min a 72°C
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La amplificacidon de la region espaciadora 16S-23S ARNr se utilizé para la identificacion a
nivel de especie de los aislados de CGC+ y también para la posterior secuenciacion del

fragmento amplificado.

5.5.2.2.9. Amplificacion del gen sodA

Se utilizaron las condiciones estandar excepto por la concentracion de los cebadores
sodAl y sodA2 que fue de 0,6 uM para cada oligonucleétido. El programa de amplificacion

aplicado fue:

Desnaturalizacion inicial: 2 min a 94°C
30 ciclos de:

Desnaturalizaciéon: 1 min a 94°C
Unidén de los cebadores: 1 min a 50°C
Extension: 1 min a 72°C

Extension final: 5 min a 72°C

5.5.2.3. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR

Los fragmentos de ADN pueden separarse mediante electroforesis en geles de agarosa. La
concentracion de agarosa depende del tamafio de los fragmentos de ADN a separar. Se
utilizaron concentraciones de agarosa del 2% para fragmentos menores de 200 pb, del 1,8%
para fragmentos entre 200 y 300 pb, del 1.5% para fragmentos entre 300 y 500 pb y del 1%
para aquellos fragmentos mayores de 500 pb.

El gel se preparé con Agarosa (BioRad, Munich, Alemania) y tampén TAE 0,5X y se
calenté en un horno microondas hasta la fusién y completa disolucién de la agarosa. Una vez
atemperado el gel de agarosa (aproximadamente a 60°C) se afadié 0,1ug/ml de bromuro de
etidio (Sigma) y se dejo solidificar en un molde adecuado.

A las muestras de ADN (tras la amplificacién por PCR) se les afadié 1-2 ul de solucidn
transportadora (1ul de soluciéon transportadora por cada 20-25 ul de volumen de muestra). Se
utilizé solucion transportadora | 6 11 (T13 y T14) dependiendo del tamafo del fragmento de ADN
a separar; en fragmentos mayores de 500 pb se utilizé la solucién transportadora | (T13) y en
fragmentos menores de 500 pb la solucién transportadora 11 (T14).

Los marcadores de peso molecular utilizados para la estimacion del tamafio de los
fragmentos de ADN fueron el marcador 1Kb DNA ladder y el 100 bp DNA ladder (Invitrogen,
Carlsbad, Ca., EE.UU.). La electroforesis se realiz6 a 5V/cm en tampon TAE 0,5X. El gel se
visualizé con luz UV en el transiluminador LKB2011 Macrovue (Pharmacia LKB, Uppsala,

Suecia), se fotografié y se archivo.
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5.5.2.4. Disefio de un control interno de amplificacion (CI1A)

Se disefiaron CIA para los sistemas de PCR para la deteccion de Salmonella spp. y L.
monocytogenes. EI ADN quimérico consistié en un fragmento de la regiéon codificante del gen
ACCg8 de Brassica napus (nimero de acceso X77576) flanqueado por las secuencias de los
cebadores especificos de Salmonella o L. monocytogenes. El disefio se realizd6 mediante dos
pasos de PCR. En la primera reaccion de PCR, 50 ng de ADN de B. napus se amplific6 con
oligonucleétidos quiméricos (ipcLipl y ipclip2, Tabla 10) que contenian las secuencias de los
cebadores de Salmonella o L. monocytogenes en el extremo 5’. El programa de amplificacion
consistié en: 2 min a 94°C, 40 ciclos de 40 s a 94°C, 40 s a 55°C y 1 min a 74°C y una
extension final a 72°C durante 5 min. Se realizé una dilucién (1: 10.000) del producto de PCR
en agua bidestilada estéril y se utiliz6 como muestra en la segunda PCR realizada con los
cebadores correspondientes 139-141 o Lipl-Lip2 y las condiciones descritas en la secciéon
2.5.2.2.2. El producto resultante se purific6 mediante QlAquick PCR purification kit (Qiagen) y

se cuantificéd por densidad 6ptica a 260 nm utilizando el GeneQuant Il (Pharmacia Biotech).

5.5.3. Secuenciacién de ADN

La secuenciacion de ADN se ha utilizado para la identificacion de microorganismos y para
el disefio de cebadores especificos para su posterior uso en la identificacion por PCR. De esta
forma, se realizd la secuenciacion parcial del gen ARNr 16S, del gen sodA, de la region

espaciadora 16S-23S del ARNr y del gen tyrdc de las cepas microbianas a estudio.

5.5.3.1. Amplificacién del fragmento o gen a secuenciar

El primer paso para la secuenciacion de los fragmentos de ADN o genes seleccionados
consistié en la amplificacion de éstos por PCR. Los genes empleados fueron el ARNr 16S, el
sodA, la region espaciadora del 16S-23S ARNr y el gen tyrdc; la amplificacion se realizé segun

las condiciones descritas en el apartado 5.5.2.2.

Tras la PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa para la separacion del
fragmento o fragmentos de ADN obtenidos Cuando en la PCR se obtuvo un Unico fragmento,

éste se purificéd sin necesidad de electroforesis en gel de agarosa utilizando el kit QlAquick PCR

(Qiagen).

5.5.3.2. Extraccion del ADN del gel de agarosa. Geneclean® 11
Para la obtencién del fragmento de ADN deseado del gel de agarosa se utilizd el kit
GeneClean® Il (BIO 101, Q-BlOgene, Carslbad, EE.UU.)
1. Escindir la banda de ADN del gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio con la ayuda de
un bisturi y iluminando con luz UV.

2. Determinar el peso de la porcidon de agarosa y traspasarla a un tubo de 1,5 ml (Rubilabor)
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Afadir 3 volimenes de solucion de Nal (BIO 101) e incubar en un bafio a 45-55°C durante
1 min.

Agitar el contenido del tubo pipeteando o por inversion. Continuar la incubacién hasta la
completa disolucion de la agarosa (3-5 min).

Resuspender la resina Glassmilk® (BIO 101) agitando durante 1 min en posicion vertical.
Anadir 5 pl de Glassmilk a la solucion del ADN en Nal y agitar para la resuspension de la
resina.

Incubar en hielo durante 5 min. Agitar cada 1-2 min para asegurar que el Glassmilk
permanezca en suspension.

Centrifugar a 14.000 X g durante 5 s. Descartar el sobrenadante.

Afadir 500 pl de New Wash (BIO 101) previamente preparado. Resuspender el precipitado
pipeteando con suavidad.

Centrifugar a 14.000 X g durante 5 s. Descartar el sobrenadante.

Repetir los pasos 9 y 10.

Centrifugar una vez mas a 14.000 X g durante 5 s y retirar el resto de sobrenadante para
evitar una mayor dilucion final del ADN.

Secar al aire el precipitado durante 5-10 min para eliminar el etanol residual.

Anadir 5 pul de TE (T8) o agua bidestilada estéril (pH 8) y resuspender el precipitado
pipeteando cuidadosamente.

Centrifugar a 14.000 X g durante 30 s y retirar el sobrenadante que contiene el ADN vy

disponerlo en un nuevo tubo de 1,5 ml.

5.5.3.3. Purificacién del producto de PCR. QlAquick PCR purification Kkit

(Qiagen)

Este kit se utilizé cuando el producto de PCR fue un Unico fragmento de ADN y por tanto

no fue necesaria la electroforesis en gel de agarosa para su separacion. Este kit esta disefiado

para purificar fragmentos (con tamarfios comprendidos entre 100 pb y 10 kb) de cebadores,

nucledtidos, polimerasa y sales.

a pr NPk

Afadir 5 volumenes de buffer PB a un volumen de la muestra de PCR y mezclar.
Colocar la columna QIAquick spin en un tubo colector (Qiagen).
Aplicar la muestra en la columna para unir el ADN. Centrifugar 30-60 s.

Descartar el liquido obtenido. Colocar la columna en el mismo tubo colector.

Para lavar el ADN, afadir 0,75 ml de tampdén PE (Qiagen) a la columna y centrifugar
durante 30-60 s.

Descartar el liquido obtenido y colocar la columna de nuevo en el mismo tubo colector.
Centrifugar la columna 1 min adicional (para eliminar el etanol residual del tampén PE).
Colocar la columna QIlAqgick en un tubo de 1,5 ml (Rubilabor)

Para eluir el ADN, afiadir 40 ul de H20 (pH 7.0-8.5) al centro de la columna y centrifugar

durante 1 min.
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5.5.3.4. Reaccidn de secuenciacion
El ADN se secuencid utilizando el BigDye™ Terminator cycle sequencing kit (Applied

Biosystems, Foster City, Ca., EE.UU.).

MEZCLA PARA LA REACCION PROGRAMA DE AMPLIFICACION:
ADN muestra 10 ng 3 minutos a 94°C
BigDye Terminator Mix 3ul
oLy a 25 ciclos de:
Cebadores 10 s a 96°C
5 s a 50°C
4 min a 60°C

Agua bidestilada estéril hasta un volumen final de 10 pl

El secuenciador utilizado fue el ABI PRISM 310 (Applied Biosystems; Foster City, Ca.
EE.UU.)®

5.5.4. Genotipado de las cepas aisladas de los embutidos fermentados

La tipificacion genotipica de las cepas de BAL, enterococos y CGC+ aisladas de embutidos
fermentados ligeramente acidificados se realiz6 mediante el analisis del perfil plasmidico de las
cepas y mediante RAPD-PCR. La elecciéon de estas técnicas se debi6 al elevado niumero de cepas
que debian analizarse (594 en total) y a que estas técnicas ya se habian utilizado con éxito en
anteriores proyectos del grupo de investigacion. Ambas técnicas son rapidas y sencillas y
permiten un grado de discriminacion adecuado para el estudio de la diversidad intraespecie en

las comunidades microbianas de los embutidos.

5.5.4.1. Determinacion del perfil plasmidico
(Método de Anderson y McKay, 1983, modificado).

1. Centrifugar 1,5 ml del cultivo bacteriano en tubos de 1,5 ml (Rubilabor) durante 10 min a
8000 x g.

2. Eliminar el sobrenadante y resuspender con 1 ml de tampdén STE (T1). Se centrifuga 5 min
a 14.000 x g.

3. Eliminar el sobrenadante y resuspender con 380 pl de STE (T1).

% La secuenciacion del ADN se realiz6 en la Unitat de Biologia Molecular, Serveis Técnics de Recerca de la

Universitat de Girona, por Viceng Oliveras.
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Afadir 96 ul de solucion de lisozima (T4) y 10 pl de solucion de mutanolisina (T6). Cuando
se trate de cepas de CGC+, ademas de las soluciones anteriores, también se adiciona 1 pl
de solucion de lisostafina (T5).

Incubar en un bafio a 37°C un minimo de 30 min.

Afadir 48 ul de tampén ET (T2)

Anadir 28 pl de solucion SDS (T3). Se mezcla suavemente inmediatamente después de la
adicién del SDS. Si las células se han lisado correctamente la solucién debe aclararse y
quedar totalmente transparente.

Anadir 28 pl de NaOH 3M preparada en el mismo momento y mezclar de forma suave
durante 10 min. Con esta solucion se aumenta el pH de la preparaciéon consiguiendo la
desnaturalizacion del ADN cromosdmico mientras que el ADN plasmidico se mantiene intacto
debido a su estructura circular cerrada covalentemente (ccc) y super enrollada.

Anadir 50 pl de Tris-HCI 2M y agitar de forma suave durante 3 min. En este paso vuelve a
disminuir el pH de la preparacion, de forma que el ADN cromosdmico desnaturalizado
coagula y precipita mientras que el ADN plasmidico se mantiene intacto.

Anadir 72 pl de NaCl 5M que favorece la precipitacion de todos los componentes celulares
no plasmidicos.

Afadir 800 pl de solucion TE-fenol (T9) y se centrifuga a 14.000 x g durante 5 min. La fase
superior se recoge y se traspasa a otro tubo de 1,5 ml. Se afiade 400 pl de TE-fenol (T9) y
400 pl de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Centrifugar 5 min a 14000
Xd.

Traspasar la fase superior a un nuevo tubo y adicionar 800 ul de solucién cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1). Centrifugar a 14.000 x g durante 5 min.

Recoger la fase superior y traspasarla a un nuevo tubo de 1,5 ml.

Adicionar 2,5 voliumenes de etanol frio y se mezcla por inversion del tubo.

Mantener a -80°C durante un minimo de 30 min.

Centrifugar 5 min a 14.000 x g.

Eliminar el sobrenadante y lavar con 1 ml de etanol al 70%.

Centrifugar 5 min a 14.000 x g.

Eliminar el sobrenadante y secar a 60°C durante 10 min.

Anadir 9 pl de TE (pH 8,0) y 1ul de solucion de ribonucleasa (10 mg/ml, T7) para
resuspender el ADN plasmidico obtenido y eliminar el ARN. Dejar resuspender 30 min a
37°cC.

Afnadir 1 pl de solucién transportadora |1 (T13).

Separar los plasmidos obtenidos en un gel de agarosa del 0,7% durante 2 horas a 80 mA.

5.5.4.2. RAPD-PCR

El genotipado mediante RAPD-PCR se realizé utilizando dos cebadores. Se probaron

cuatro cebadores (R1, R2, R5 y M3R, Tabla 9) considerando su capacidad para discriminar entre

cepas de la misma especie (de enterococos, lactobacilos y CGC+) y su reproducibilidad. Los

cebadores R5 y M13R2 resultaron ser los méas apropiados para la caracterizacion de las cepas de

las comunidades microbianas a estudiar.
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Las condiciones para la RAPD-PCR fueron las siguientes:

Reactivo

Concentracion final

Tampén de PCR (Roche
Diagnostics)

dNTPs (Invitrogen)
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

MgCl, (Invitrogen)

Cebador ( R5 6 M13R2)

Taq ADN polimerasa (Roche
Diagnostics)

ADN muestra

Volumen final

1X

200 uM
cada nucleétido

1,5 mM (M13R2)
2,5 mM (R5)

0,8 uM

1U/ 25 pl

100 ng/reaccioén

25 ul

Se utilizaron 2 programas de amplificacién diferentes, dependiendo del cebador utilizado:

Cebador R5

Desnaturalizacioén inicial: 5 min a 94°C

40 ciclos de:

Desnaturalizacién: 1 min a 94°C
Unién de los cebadores: 1,5 min a 29°C
Extensién: 2 min a 72°C

Extensioén final: 5 min a 72°C

Tras la amplificacion, 10 ul del producto de PCR se mezclé con 1 ul de solucién transportadora
1 (T13). Y se sometid a electroforesis en gel de agarosa para la separacion de los fragmentos de
ADN amplificados. Se utilizé geles de 1,5% de agarosa (BioRad, Hercules, Ca., EUA) tefiidos con
0,1 pg/ml de bromuro de etidio (Sigma Chemical Comp., Missouri, EE.UU.). En dos calles de
cada gel se dispuso el marcador de pesos moleculares 1 kb DNA ladder (Invitrogen, Merelbeke,
Bélgica) para la normalizacion del gel. La electroforesis se realiz6 a 80 mA durante 100 min. Los

perfiles de bandas obtenidos se visualizaron con luz UV y se digitalizaron utilizando el Gelprinter

Cebador M13R2

Desnaturalizacioén inicial: 5 min a 94°C
35 ciclos de:

Desnaturalizacién: 1 min a 94°C
Unién de los cebadores: 1 min a 38°C
Extensién: 1 min a 72°C

Extension final: 5 min a 72°C

photodocumentation equipment (TDI, Barcelona, Espafia).
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5.5.4.3. Analisis informatico de los patrones de bandas obtenidos

Los patrones de bandas obtenidos en la técnica de RAPD-PCR y los perfiles plasmidicos se
analizaron utilizando el programa informatico Fingerprinting Il Informatrix (BioRad, Hercules,
Ca., EUA). Este programa permite la conversion, normalizacién y andlisis de los patrones de
bandas obtenidos. Los perfiles de RAPD obtenidos con cada cebador se combinaron y
compararon utilizando el coeficiente Dice y el andlisis de grupos o clusters se realiz6é utilizando
el algoritmo UPGMA (método de pares o grupos no ponderados empleando medias aritméticas,

unweighted pair-group method with arithmetic average).

5.6. ELABORACION DE EMBUTIDOS

Se elaboraron dos tipos de productos, fuet y chorizo con la siguiente composicién:

Fuet g/kg Chorizo g/kg
Carne de cerdo (-42C) 500 Carne de cerdo (-42C) 500
Tocino 500 Tocino 500
NacCl 20 NaCl 20
Pimienta negra 2,5 Pimentén dulce 15
Dextrosa 1 Pimentdn picante 15
Nitrato sodico 0,1 Ajo en polvo 3
Nitrito potasico 0,1 Dextrosa

Ascorbato 0,5

La carne y el tocino de cerdo se trituraron hasta un tamafio de particula de 6 mm a
temperatura de refrigeracion (4-5°C) en una cutter (Tecmaq, Espafia). A esta mezcla se le
afiadieron las cepas de cultivos iniciadores seleccionadas (2. 10° ufc/g de mezcla, cada cepa)
y/0 los microorganismos patégenos (generalmente a niveles de 2 .10? ufc/g de mezcla) segun
las caracteristicas a evaluar.

La mezcla se homogeneizdé con el resto de ingredientes en una mixer (modelo 35P;
Tecnotrip S.A., Terrassa, Barcelona, Espafia), y la massa final se embuti6 en tripas artificiales
de colageno (Fribran, Sant Joan de les Abadesses, Girona) utilizando una maquina embutidora
(modelo H15, Tecnotrip, S.A.). Cada embutido presenté un peso aproximado de 250 g y un
diametro de 32 mm.

El proceso de fermentacion y maduracién se realiz6 en una camara climatica (modelo
MLR-350H. Sanyo Electric Co., Ora-Gun, Japén) a 12°C con una humedad relativa >95% al

inicio del proceso que disminuy6 hasta el 80% (al décimo dia) durante 21 dias.
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5.7. TRATAMIENTO DE ALTA PRESION

Las muestras de embutido, una vez finalizado el proceso de fermentacién y maduracion,
se envasaron al vacio en bolsas de poliamida-polietileno (Sacoliva, Espafia). El tratamiento por
alta presion consistio en 400 MPa a 17°C durante 10 min y se llevé a cabo en una unidad
industrial de presurizacion hidrostatica (Alstom, Francia) con una camara de 320 | de volumen y

280 mm de diametro. El fluido de presurizacion fue agua y el calor adiabatico generado fue 5°C.

5.8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realiz6 mediante dos programas
informaticos, el ya comentado Fingerprinting Il Informatrix (BioRad, Hercules, Ca., EUA) y el
SAS (SAS Institute Inc., 1988).

El programa SAS se utilizé para el estudio de las caracteristicas de las muestras. Para
determinar la significancia de las diferencias entre resultados se realiz6 el andlisis de la varianza
utilizando el método no-paramétrico one-way ANOVA. Las variables analizadas fueron los
recuentos microbianos y los parametros fisico-quimicos considerando los dos tipos de embutido
(fuet-salchichén y chorizo). Los datos se representaron mediante graficos de box-and-whiskers
(“caja y bigotes”). Este tipo de representacion grafica proporciona informacién sobre el minimo,
el maximo la mediana de la distribucion, el primer y tercer cuartil (25 por ciento y 75 por ciento
de los valores respectivamente). Los cuartiles delimitan los bordes de la caja, y los valores
minimo y maximo la longitud de los bigotes.

El programa Fingerprinting Il Informatrix se utiliz6 en el andlisis de los patrones de
bandas obtenidos en la determinacion de los perfiles plasmidicos y mediante RAPD-PCR. Los
datos se transforman a formato binario; la presencia de banda se representa por la unidad y su
ausencia por el cero y con ellos se construy6 la matriz de similitud utilizando el coeficiente Dice.
El andlisis de clusters y la construcciéon del dendograma se realiz6 mediante el algoritmo
UPGMA. Este programa informatico permite, ademas, el estudio de otro tipo de datos, como por
ejemplo caracteres fenotipicos (susceptibilidad a antibidticos, capacidad proteolitica y lipolitica,
la produccidbn de aminas bidgenas, etc.) o la presencia o ausencia de genes (como los
relacionados con factores de virulencia en enterococos) y su utilizacion simultanea con los
patrones obtenidos mediante las técnicas de genotipado para una caracterizacion global de los
organismos. Todos estos caracteres se tradujeron a valores numéricos antes de su utilizacion:
La presencia/ausencia de un determinado gen y la resistencia/sensibilidad a un determinado
antibidtico se representé con los valores “1”/”0”, respectivamente. Para el tratamiento de estos
datos mediante el programa Fingerprinting Il Informatrix se definié la matriz de similitud
utilizando el coeficiente Simple matching (Sm), el cual mide las coincidencias y diferencias entre
los fenotipos o caracteristicas estudiadas. De esta forma se obtuvo una matriz de similitud que

fue sujeta al analisis de grupos o clusters utilizando el algoritmo UPGMA.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. IDENTIFICACION DE LAS PRINCIPALES ESPECIES BACTERIANAS DE
INTERES TECNOLOGICO Y ESTUDIO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA E
HIGIENICO-SANITARIA DE LOS EMBUTIDOS FERMENTADOS
LIGERAMENTE ACIDOS.

ARTICULO |

Teresa Aymerich, Belén Martin, Margarita Garriga y Marta Hugas (2003)

Microbial Quality and Direct PCR Identification of Lactic Acid Bacteria and Non-pathogenic
Staphylococci from Artisanal Low-Acid Sausages.

Applied and Environmental Microbiology. 69, 4583-4594.

En este primer bloque del trabajo se estudiaron muestras de fuet y chorizo adquiridas en
comercios locales. Se evaluaron tanto las caracteristicas fisico-quimicas como microbiolégicas
de los productos para conocer la calidad microbiolégica de este tipo de embutidos. Todas las
muestras presentaron valores de pH comprendidos entre 5,3 y 6,4, aunque se establecid que
los fuets presentaban un pH significantemente mayor (5,94 de media) comparado con los
chorizos (5,52). El 70,6% de las muestras presentaron una buena calidad microbiolégica, ya
que no se detectaron los patégenos estudiados (L. monocytogenes, S. aureus y Salmonella
spp.) y los recuentos de enterobacterias y enterococos fueron inferiores a 10> y 104
respectivamente.

Para la deteccion de las principales especies de BAL y CGC+ en estos embutidos, se
desarrollaron técnicas de PCR especifica de especie. Las especies mas relevantes fueron L. sakei

y S. xylosus, detectadas en todas las muestras analizadas. El resto de especies presentaron
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diferencias con respecto al tipo de embutido. L. curvatus se detectdé en el 80% de fuets y en el
57% de chorizos. L. plantarum, en cambid, se detectd en un 50% de los fuets y en el 100% de
los chorizos. S. epidermidis y S. carnosus se detectaron sélo en el 11,8% y 5,9% de los
chorizos, respectivamente. Lactococcus lactis, S. warneri y S. simulans no se detectaron en
ninguna de las muestras.

La identificacidon de las principales especies de BAL y CGC+ directamente de las muestras
enriquecidas, sin aislamiento previo de las colonias, permitié reducir el trabajo y tiempo

empleado para la identificacion de la composicidon bacteriana de las muestras.
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6.2. DESARROLLO DE TECNICAS MOLECULARES PARA LA IDENTIFICACION DE
PATOGENOS ALIMENTARIOS EN PRODUCTOS CARNICOS.

ARTICULO 11

Belén Martin, Anna Jofré, Margarita Garriga, Marta Hugas y Teresa Aymerich (2004).
Quantification of Listeria monocytogenes in fermented sausages by MPN-PCR method.

Letters in Applied Microbiology 39, 290-295

ARTICULO 111

Anna Jofré , Belén Martin, Margarita Garriga, Marta Hugas, Maria Pla, David Rodriguez-Lazaro y
Teresa Aymerich (2005)

Simultaneous detection of Listeria monocytogenes and Salmonella by multiplex PCR in cooked
ham.

Food Microbiology 22, 109-115.

Para un control eficiente de la seguridad microbioldgica de los embutidos fermentados se
necesitan técnicas rapidas para la identificacién y/o recuento de los microorganismos patégenos
a estudiar.

En el presente trabajo, se desarroll6 una técnica para la enumeracién de L.
monocytogenes que combiné el método del nimero mas probable (NMP) y la identificacion
mediante PCR especifica validada en el proyecto europeo FOOD PCR. El método desarrollado se
compard con el recuento de L. monocytogenes mediante plaqueo en agar Palcam. Sélo el uso
del método de NMP-PCR permitié el recuento de L. monocytogenes en todas las muestras
analizadas. Esta técnica resultd ser un método util para la enumeraciéon de L. monocytogenes en
embutidos fermentados, incluso en muestras con bajos niveles de contaminacion. Se consiguio,
ademas, reducir el tiempo de analisis necesario; el recuento e identificacion se completd en 2
dias mientras que el método tradicional (1SO11290-2) requiere un minimo de siete dias para la
identificacion inequivoca de L. monocytogenes.

Para la deteccion de Salmonella spp. y L. monocytogenes se desarroll6 un sistema de
PCR-multiplex que permitid la identificacion de ambos patdégenos de forma simultanea en una
sola reaccidon. Para asegurar la deteccion de ambos patdégenos se realizaron enriquecimientos
independientes en agua de peptona y caldo Half Fraser de las muestras. Ademas, se disefiaron
controles internos de amplificacion (CIA) para monitorizar los ensayos y reducir al maximo la
posibilidad de obtener resultados falsos negativos. La PCR-multiplex desarrollada permitié la
deteccion simultdnea de ambos patdgenos a partir del enriquecimiento de las muestras y
también la confirmaciéon de colonias de L. monocytogenes y Salmonella spp. directamente de las

placas de agar, sin extraccion previa del ADN.
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6.3. ESTUDIO DE LA BIODIVERSIDAD GENETICA Y CARACTERIZACION
TECNOLOGICA E HIGIENICO-SANITARIA DE LAS PRINCIPALES
COMUNIDADES MICROBIANAS DE INTERES TECNOLOGICO EN LOS
EMBUTIDOS FERMENTADOS

ARTICULO IV

Teresa Aymerich, Belén Martin, Margarita Garriga, Sara Bover-Cid, Teresa Veciana y Marta
Hugas
Safety properties and strain typing of lactic acid bacteria from slightly fermented sausages

(enviado).

ARTICULO V

Belén Martin, Margarita Garriga, Marta Hugas y Teresa Aymerich.
Genetic diversity and safety aspects of enterococci from slightly fermented sausages.

Journal of Applied Microbiology (aceptado).

ARTICULO VI

Belén Martin, Margarita Garriga, Marta Hugas, Sara Bover-Cid, Teresa Veciana y Teresa
Aymerich.
Molecular, technological and safety characterization of gram-positive catalase-positive cocci

from slightly fermented sausages (enviado).

El estudio de la calidad microbioldgica de los EFLA se completdé con la caracterizacion de
las comunidades microbianas mas importantes en estos productos. Esta caracterizacion
consisti6 en la identificacion a nivel de especie de 250 aislados de BAL, 106 aislados de
enterococos y 240 aislados de CGC+ de muestras de fuet, chorizo y salchichdon. Posteriormente
se realizé una tipificacion molecular de los aislados mediante RAPD y analisis del perfil
plasmidico (s6lo en BAL y CGC+) y se estudiaron las principales caracteristicas de interés
higiénico-sanitario y tecnoldgico de las cepas. El objetivo final de esta caracterizacion fue
conseguir un detallado conocimiento de las comunidades asi como la evaluacion individual de
las cepas para su posible uso como cultivos iniciadores en la elaboraciéon de EFLA.

Mediante PCR especifica de especie se identific6 un 74% de los aislados de BAL como L.
sakei y un 21,2% como L. curvatus. El resto de cepas de BAL (4,8%) se identific6 mediante
secuenciacion del gen ARNr 16S como Leuc. mesenteroides. La variabilidad intra-especifica,
determinada por RAPD-PCR vy perfiles plasmidicos, fue elevada en L. sakei y Leuc.

mesenteroides (60,5% y 75%, respectivamente),y bastante inferior en L. curvatus (43,4%).
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La actividad aminoacido-descarboxilasa se asoci6é a la especie L. curvatus (el 67,9% de
los aislados de esta especie presentaron actividad aminoacido descarboxilasa). Mediante la
secuenciacion parcial del gen tyrdc de 2 cepas de L. curvatus productoras de tiramina (CTC6513
y CTC6677), se disefié una pareja de cebadores para la deteccion por PCR del gen tyrdc de L.
curvatus.

L. sakei y L. curvatus no presentaron grandes diferencias en cuanto a perfil de
resistencias a antibiéticos, excepto por la mayor prevalencia de resistencia a B-lactamicos en L.

sakei respecto a L.curvatus.

La identificacion de los aislados de enterococos se realizé mediante PCR-multiplex y por
secuenciacion de los genes ARNr 16S y sodA. E. faecium fue la especie de enterococos
predominante (51,9%) en los EFLA, seguida por E. faecalis (14,2%), E. hirae (13,2%), E.
durans (13,2%), E. casseliflavus/flavescens (5,7%), E. mundtii (0,94%) y E. gallinarum
(0,94%). El analisis numérico de los patrones de bandas obtenidos por RAPD-PCR permitio el
establecimiento de 60 perfiles diferentes indicando una gran varibilidad genética.

Todas las cepas de E. faecalis presentaron genes asociados a factores de virulencia
(efaAfs, esp, agg and gelE) y todos los aislados de E. faecium presentaron el gen efaAfm. E.
faecalis presentdé mayor resistencia a antibioticos que el resto de las especies de enterococos
estudiadas. Tan solo una cepa de E. faecium presento el genotipo vanA (que confiere resistencia
de alto nivel a la vancomicina) y todos los aislados de E. gallinarum y E. casseliflavus/flavescens
presentaron los genes vanCl y vanC2/C3 (que confieren resistencia de bajo nivel a la

vancomicina), respectivamente.

La identificacion de los aislados de CGC+ (mediante PCR especifica de especie y
amplificacion de la region intergénica 16S-23S ARNr) demostré que S. xylosus es la especie
predominante en los EFLA (80,8%) seguida por S. warneri (8,3%), S. epidermidis (5,8%), S.
carnosus (4,6%) y K. varians (0,4%). La combinacion de RAPD-PCR y perfiles plasmidicos
permitié la discriminacion de 208 perfiles diferentes a partir de los 240 aislados de CGC+
estudiados, indicando asimismo una gran diversidad genética, superior a la obtenida en las BAL
y los enterococos.

Un 23% de los aislados presentaron actividad proteolitica, siendo S. warneri la especie
con mayor porcentaje de cepas proteoliticas. El 45,8% de los aislados presentd actividad
lipolitica y S. xylosus fue la especie con mayor proporcién de aislados lipoliticos.

La tiramina fue la amina biégena producida en mayor cantidad por los CGC+, aunque sélo
por un pequefio porcentaje de aislados (4,6%). La amina bidgena mas comun fue la
feniletilamina, producida por un 10,8% de aislados, aunque a niveles mas bajos que la tiramina.

Todos los aislados de CGC+ fueron susceptibles al linezolid y a la vancomicina y mas de
un 70% fueron resistente a la penicilina G, a la ampicilina y a las sulfonamidas. Un pequefio
porcentaje de aislados fueron mecA™ (4,6%), presentando ademas resistencia a mdltiples
antibioticos. El potencial enterotoxigénico de las cepas de CGC+ fue muy reducido (3,3% de los

aislados), detectandose Unicamente el gen entC.
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En base a las propiedades estudiadas y a su prevalencia en embutidos fermentados, L.
sakei y S. xylosus se mostraron como las especie de eleccion para el uso como cultivo iniciador
en la produccion de embutidos fermentados. Por el contrario, E. faecalis fue la principal especie
de enterococo asociada a factores de virulencia y resistencia a antibiéticos, por lo que su

presencia en embutidos fermentados deberia ser evitada.
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6.4. ESTANDARIZACION Y MEJORA HIGIENICO-TECNOLOGICA DE LOS
EMBUTIDOS POCO ACIDOS

ARTICULO VII

Margarita Garriga, Begonya Marcos, Belén Martin, Marta Hugas, Sara Bover-Cid, Teresa Veciana
y Teresa Aymerich
Starter cultures and HHP in order to improve hygienic and sanitary properties of the slightly

fermented sausages. (Enviado)

El estudio pormenorizado de las muestras de embutidos fermentados ligeramente
acidificados y de las comunidades bacterianas de interés presentes en ellas permitio la seleccion
de 2 cepas de L. sakei (CTC6626 y CTC6469) y 2 cepas de S. xylosus (CTC6013 y CTC6169)
con caracteristicas tecnoldgicas e higiénico-sanitarias Optimas para su uso como cultivos
iniciadores en la elaboracion de estos embutidos. Para evaluar su efectividad como cultivos
iniciadores se elaboraron dos tipos de productos, chorizo y fuet, inoculados con
microorganismos patégenos (Salmonella spp., L. monocytogenes y S. aureus). De cada tipo de
producto se elaboraron dos lotes, uno de ellos adicionado de los cultivos iniciadores y el otro sin
la adicion de las cepas seleccionadas.

Para la monitorizacion de la implantacion de las cepas se utilizé las técnicas de RAPD-PCR
y perfiles plasmidico empleadas en la caracterizacion previa de las cepas de las comunidades
microbianas estudiadas. L. sakei CTC6626 y S. xylosus CTC6013 predominaron sobre L. sakei
CTC6469 y S. xylosus CTC6169 en los dos tipos de embutidos fabricados.

El uso de cultivos iniciadores permiti6 el control de L. monocytogenes, S. aureus,
Enterobacteriaceae y Enterococcus spp. asi como del contenido en aminas biégenas, ya que
consiguen una reduccion del pH hasta valores inferiores a 5,3 en el séptimo dia del proceso de
elaboracion de los embutidos fermentados ligeramente acidificados. En los dias posteriores de la
maduracion, el pH remonté hasta alcanzar los valores tipicos de este tipo de embutidos (=5,3).
Los recuentos de L. monocytogenes y S. aureus fueron inferiores en los lotes de fuet, debido a
la mayor proporcion de nitratos y nitritos presentes en el fuet en comparacién al chorizo. Los
recuentos de Salmonella spp. disminuyeron de forma significante durante la maduracion de los
embutidos, independientemente del uso de cultivos iniciadores.

El uso del tratamiento de alta presiéon (400 MPa) en los embutidos madurados consiguio la
ausencia de Salmonella spp. en los lotes tratados. También permitié la reduccion de los
recuentos de L. monocytogenes en los lotes elaborados sin cultivos iniciadores, aunque no
alcazaron valores tan bajos como los conseguidos con el uso de cultivos iniciadores. La
presurizacion de los embutidos madurados disminuy6 la acumulacion de tiramina y evitoé la

produccién de putrescina y cadaverina durante el almacenamineto del fuet sin cultivo iniciador.
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6.5. DISCUSION GENERAL Y CONSIDERACIONES FINALES

Este trabajo contribuye a un mejor conocimiento de los embutidos fermentados, en
concreto aquéllos caracterizados por una baja acidificacion. Los productos estudiados
comprendieron chorizos de pequefio calibre y generalmente madurados en frio, fuets y
salchichones de tipo tradicional, todos con un pH superior a 5,3. Se analizaron tanto parametros
fisico-quimicos como microbioldgicos para el estudio de este tipo de embutidos con el fin de

contribuir a la mejora de su calidad y salubridad.

Existen muy pocos estudios relacionados con productos céarnicos fermentados poco
acidos, pero si se ha demostrado que deficiencias de tipo higiénico pueden causar pérdidas de
hasta un 25% de la producciéon que, ademas de las graves consecuencias econdémicas que
conlleva, supone la pérdida de confianza del consumidor en este tipo de productos (Demeyer et
al., 2000).

La mayoria de embutidos tradicionales se elaboran sin la adicién de cultivos iniciadores
por lo que en el proceso de fermentacion participan microorganismos aportados por la
contaminacién natural de la materia prima e ingredientes utilizados. Esta microbiota no soélo
esta constituida por microorganismos de interés tecnoldgico para la elaboraciéon de los
embutidos (LAB y CGC+) sino que también pueden aparecer microorganismos patdégenos y
otros relacionados con el deterioro del producto.

La seguridad alimentaria es una de las principales preocupaciones de la Union Europea
(An6bnimo, 1999c) y también de los consumidores, por lo que el estudio de la calidad
microbioldgica (tanto a nivel higiénico como tecnoldgico) de este tipo de embutidos es crucial
para aportar a los productores una base para la estandarizacion de la produccion y la obtencion
de productos seguros y de alta calidad.

En ninguna de las muestras de embutidos analizadas se detecté la presencia de
Salmonella spp. Este patdégeno se encuentra con frecuencia en las canales de cerdo (Giovanacci
et al., 2001; Pala y Sevilla, 2004) y aunque se le considera responsable del 30% de las muertes
en intoxicaciones de origen alimentario (Mead et al., 1999) muy pocos brotes de salmonelosis
se han asociado con el consumo de embutidos fermentados (van Netten et al., 1986; Hartog et
al., 1987).

La presencia de S. aureus se detectd en un 5,9% de las muestras. Este microorganismo
esta considerado como uno de los principales causante de gastroenteritis por consumo de
alimentos contaminados (Balaban y Rasooly, 2000; Le Loir et al., 2003). Su importancia como
patégeno se debe a que combina la produccién de toxinas con una importante capacidad
invasiva y la resistencia a antibiéticos (Le Loir et al., 2003). S. aureus es endémico en el
entorno fabril carnico (Borch et al., 1996) por lo que su presencia en la carne de cerdo no es
infrecuente (Atanassova et al., 2001; Pala y Sevilla, 2004). La presencia de S. aureus y sus
enterotoxinas han producido varios brotes de intoxicaciones alimentarias por consumo de

embutidos fermentados contaminados, especialmente salami (Smith y Palumbo, 1980).
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L. monocytogenes, anteriormente considerada un patégeno emergente, se ha establecido
en los ultimos afios como un importante patdgeno alimentario. Aunque menos frecuente que
Salmonella spp. y S. aureus, su elevada prevalencia en alimentos unido a la severidad de la
listeriosis supone un importante riesgo para la salud humana, concretamente para los grupos
mas sensibles de la poblacion (Anénimo, 1999a). En este trabajo, L. monocytogenes se detecto
en un 17.6% de las muestras, aunque los recuentos no superaron los 4 NMP/g en ningln caso.
L. monocytogenes se caracteriza por su ubicuidad por lo que con frecuencia se aisla en plantas
de procesado de embutidos asi como en carnes y productos carnicos (Schuchat et al., 1991;
Ryser, 1999). Durante el proceso de elaboracion de embutidos L. monocytogenes, que es
psicrotrofa y relativamente resistente a los agentes curantes, puede sobrevivir (Johnson et al.,
1988; Junttila et al., 1989) aunque los niveles en el producto final suelen ser bajos. En estudios
europeos recientes se han detectado entre un 1-16% de Listeria en productos céarnicos
fermentados (AFSSA, 2000). Sin embargo, no se conoce ningun brote de listeriosis relacionado
con el consumo de embutidos fermentados. Actualmente, no existe norma microbioldgica para
este microorganismo en la legislacion espafiola, pero la Comisiéon Internacional de
Especificaciones Microbiolégicas de los Alimentos (ICMSF) ha establecido que 100 ufc de L.
monocytogenes por gramo de alimento es el limite aceptable para consumidores de bajo riesgo
(International Commission on Microbiological Specification for Foods, 1996; Ngrrung, 2000). El
gobierno de Estados Unidos, en cambio, mantiene una politica mas rigida con respecto a L.
monocytogenes y ha establecido un nivel de tolerancia cero en alimentos listos para el consumo
(Ryser, 1999).

De las muestras analizadas, el 94% cumplian las normas microbiolégicas establecidas en
las legislacién espafiola para este tipo de productos carnicos (BOE, 1977). Sin embargo, desde
un punto de vista higiénico mas estricto, la presencia de L. monocytogenes asi como recuentos
elevados de enterobacterias y enterococos (superiores a 10? y 10%, respectivamente) no son
deseables. Tanto enterobacterias como enterococos son microorganismos con un gran potencial
aminogénico y, dado que la mayoria de las muestras presentan recuentos bajos, pueden
considerarse parametros de calidad. Unas buenas practicas higiénicas de fabricacion y materias
primas de calidad s6n importante parametros para obtener embutidos sin L. monocytogenes y
con recuentos de enterobacterias y enterococos bajos. De esta forma, puede minimizarse el
riesgo para la salud de los consumidores.

En el estudio de las propiedades fisico-quimicas de las muestras, el pH fue la
caracteristica mas destacable. Se observd que estaba correlacionado con los recuentos de BAL,
CGC+ y enterococos de forma significativa. También el contenido en cloruro sédico pudo
correlacionarse de forma significativa con los recuentos de CGC+ y enterococos. Los recuentos
de enterobacterias no pudieron correlacionarse ni con pH ni con a,, aunque si se observd que
todas las muestras que presentaron microorganismos patégenos y mayores recuentos de
enterobacterias y enterococos mostraron valores de a,, superiores a 0,85.

Para un control eficiente de la seguridad microbiolégica de los embutidos fermentados se
necesitan técnicas rapidas para la identificacion y/o recuento de los microorganismos patégenos

a estudiar. También en el establecimiento de sistemas de andlisis y control de puntos criticos

262



Resultados y Discusion

(APPCC) la disponibilidad de técnicas rapidas agiliza los controles a realizar y de esta manera la
produccién no se ve entorpecida.

Tradicionalmente la identificacion de microorganismos patégenos se ha basado en
métodos de cultivo e identificacion bioquimica, pero estos procedimientos suelen ser largos y
laboriosos. Concretamente, el recuento de L. monocytogenes y la investigacion Salmonella spp.
suelen requerir entre una semana y 10 dias si se siguen los estandares de la ISO (ISO 11290-2
y I1SO 6579:2002; Andnimo 1998 y 2002a ). En los dltimos afos han aparecido un gran nimero
de métodos de PCR para la deteccion de microorganismos en muestras clinicas y alimentos
(Stone et al., 1994; Rijpens y Herman, 2002; Hoorfar y Cook, 2003; Malorny et al., 2003). El
principal inconveniente que presenta esta técnica radica en que algunos compuestos de los
alimentos asi como determinados componentes de los caldos de enriquecimiento pueden influir
en la efectividad de la PCR e incluso inhibir la reaccion (Rossen et al., 1992; Abu Al-Soud y
Radstrém, 2001; Lantz et al., 2000). Por eso, la implementacion de técnicas de PCR como
métodos de rutina en los laboratorios de diagndstico requiere un control para verificar la
exactitud de los resultados obtenidos. En este trabajo se han desarrollado técnicas de PCR para
la investigacion de Salmonella spp. en 25 g de muestra y para la identificacion y recuento de L.
monocytogenes en productos carnicos. Para evitar la presencia de inhibidores de PCR se
desarrollaron tratamientos pre-PCR de las muestras a analizar y se disefiaron controles internos
de amplificacion (CIA) para monitorizar los ensayos y reducir al maximo la posibilidad de
obtener resultados falsos negativos.

A nivel europeo, se ha desarrollado el proyecto FOOD-PCR (QLK-CT-1999-00226) con el
objetivo de validar métodos de PCR para la deteccién de patégenos en alimentos. A partir de las
técnicas validadas en este proyecto se desarrolld un sistema de PCR-multiplex que permitié la
identificacion de Salmonella spp. y L. monocytogenes de forma simultanea en una sola reaccion.

Este método tiene aplicacion tanto en la identificacion de colonias de las placas de agar
como en la detecciéon directa de muestra de Salmonella y L. monocytogenes. En este dltimo
caso, la técnica requiere de un paso previo de enriquecimiento de la muestra. Aunque se intent6
un enriquecimiento simultaneo de la muestra en ambos patdgenos, el crecimiento de
Salmonella spp. superd siempre al de Listeria de forma similar a los resultados obtenidos por
Bailey y Cox (1992). El enriquecimiento por separado en agua de peptona y HF permitio
recuperar Salmonella spp. y L. monocytogenes, respectivamente. Posteriormente, la mezcla de
ambos caldos de enriquecimiento y la purificacion del ADN (mediante tratamiento con Chelex-
100) permitio la identificacion simultanea de ambos microorganismos por PCR.

Una estrategia importante para evaluar la validez de los resultados de PCR es el uso de
CIA (Hoorfar et al., 2003). El uso de un CIA facilita la interpretacion de los resultados negativos
de PCR, ya que siempre debe aparecer su sefial cuando la secuencia diana no esta presente. De
esta forma pueden detectarse fallos o inhibiciones de la PCR, por lo que su uso es de especial
importancia en muestras complejas como los productos carnicos.

En el presente trabajo, se desarroll6 una técnica para la enumeracion de L.
monocytogenes que combind el método del nimero mas probable (NMP) y la identificacion

mediante PCR especifica desarrollada en el proyecto europeo FOOD PCR (D’Agostino et al.,
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2004). El medio de enriquecimiento utilizado para el NMP fue Half Fraser (HF). Este medio
permite el crecimiento selectivo de Listeria spp., de gran importancia en aquellos alimentos que
como los embutidos fermentados se caracterizan por un elevado ndmero de microbiota
acompafante que puede interferir en el ensayo (Buchanan et al., 1989; Yu et al., 1995, Capita
y Alonso-Calleja, 2003). No obstante el medio HF inhibe la PCR por lo que fue necesario un
tratamiento previo a la reaccidon. Se ensayaron dos tratamientos pre-PCR: una técnica de
filtracion en filtro de nylon (25 pm de diametro de poro) y un tratamiento con la resina Chelex-
100. Con ambos métodos se consiguieron evitar los inhibidores presentes en el caldo HF. La
principal ventaja del uso de la técnica de NMP acoplada a PCR es la gran sensibilidad que se
consigue (pueden detectarse niveles de L. monocytogenes comprendidos entre 1-3 NMP/g de
muestra); ademas, en tan s6lo 2 dias se completa la enumeracién sin necesidad de equipos

adicionales y/o complejos.

El estudio de la calidad microbioldgica de los EFLA se completdé con la caracterizacion de
las comunidades microbianas mas importantes en estos productos. Las BAL y los CGC+ son los
principales grupos bacterianos de interés tecnoldgico en la fermentacion y maduracién de los
embutidos curados. Los recuentos de BAL y CGC+ de los embutidos estudiados fueron muy
similares, a diferencia de otros embutidos mas acidos en los que las BAL predominan (Hugas et
al., 1993). Un acusado predominio de las BAL respecto a los CGC+ se traduce en un producto
de menor aroma y gusto mas acido (Metaxopoulos et al., 2001) mientras que los embutidos con
recuentos elevados de CGC+ contienen mas compuestos aromaticos (Demeyer et al., 2000).
Segln Montel et al. (1998) en los embutidos fermentados de pH elevado, especies de
estafilococos de elevada capacidad lipolitica podrian contribuir a la formacién de compuestos
volatiles. El pH, ademas, es un factor limitante en el desarrollo del aroma, dado que a valores

inferiores a 5,0 las reacciones metabdlicas se ven desfavorecidas.

La elucidacion de la composicion de la microbiota tecnolégica de los embutidos se realizo
mediante técnicas moleculares. En una primera aproximacion, se procedio a la deteccion de las
principales especies de interés mediante PCR especifica de especie a partir de muestra directa
con o sin enriquecimiento. En una segunda estrategia se seleccionaron de forma aleatoria 250
cepas de BAL, 240 cepas de CGC+ y 106 cepas de enterococos de las muestras de EFLA y
posteriormente se procedid a su identificacion utilizando los sistemas de PCR desarrollados.

Tradicionalmente, la identificacion de BAL y CGC+ se ha realizado mediante métodos
bioquimicos. Este tipo de identificacion no sélo es laboriosa, sino que ademas no siempre es
fiable debido a la expresion variable de algunos caracteres fenotipicos (Kandler y Weiss, 1986;
Hastings y Holzapfel, 1987; Sierra et al., 1995). En los dltimos afios, el desarrollo de técnicas
moleculares ha facilitado en gran medida la identificacion de estos microorganismos. Métodos
como la secuenciacion del gen ARNr 16S (Kloos et al., 1997; Angeletti et al. 2001) y del gen
sodA (Poyart et al., 2000 y 2001), PCR especifica de especie (Dutka-Malen et al., 1995; Morot-
Bizot et al., 2003; Kwon et al., 2004) y PCR a tiempo real (Edwards et al., 2001; Furet et al.,

2004) se han utilizado con éxito en la identificacion de BAL y CGC+.
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En este estudio se disefaron sistemas de PCR para la deteccidon de 6 especies de BAL y 6
especies de CGC+. La identificacion por PCR directa de muestra requiri6 un paso previo de
enriquecimiento (en caldo MRS y MSA para la deteccion de BAL y CGC+, respectivamente) para
incrementar el nivel de deteccion. Mediante este procedimiento se detecté L. sakei y S. xylosus
en todos los embutidos analizados. De la misma forma, en todas las muestras se identific6 uno
0 mas aislados pertenecientes a estas especies.

L. plantarum s6lo fue detectado en muestra directa, ninguno de los aislados de embutidos
que posteriormente se identificaron pertenecieron a esta especie. L. curvatus se detectd en mas
muestras por PCR que en la seleccion de aislados. Esto parece indicar que, en estas muestras,
L. plantarum y L. curvatus presentaban recuentos inferiores a los de L. sakei, por lo que todos
los aislados pertenecieron a esta ultima especie. No obstante, el enriquecimiento en caldo MRS
parecié favorecer el crecimiento de L. plantarum y L. curvatus alcanzando niveles similares o
incluso superiores a los de L. sakei, facilitando asi su identificacion.

De forma contraria, S. warneri y K. varians no se detectaron directamente de las
muestras enriquecidas en caldo MSA y sin embargo se identificaron algunos aislados
pertenecientes a estas especies. El enriquecimiento de las muestras en caldo MSA parece
favorecer el crecimiento de S. xylosus respecto a S. warneri y K. varians, lo que dificulta la
identificacion de los ultimos en la muestra enriquecida.

Una seleccion de cepas de las placas de agar y su posterior identificacion permite la
deteccidon de aquellas especies que se encuentran en mayor numero en los embutidos. En la
deteccién por PCR directa, el enriquecimiento puede dar lugar al crecimiento diferencial de
determinadas especies o cepas. Esto permite que se detecten especies que, aunque estén
presentes en menor numero, crezcan eficazmente en los caldos de enriquecimiento. Como
inconveniente, las especies con un crecimiento menos competitivo pueden no detectarse.

La prevalencia de L. sakei y S. xylosus sobre otras especies de BAL y CGC+ obtenida
mediante las dos estrategias llevadas a cabo esta de acuerdo con los resultados de otros
estudios en embutidos del sur de Europa (Comi et al., 1992; Coppola et al., 1996; Hugas et al.

1993; Samelis et al., 1998; Garcia-Varona et al. 2000; Rossi et al., 2001).

Ademas de la identificacion de las especies bacterianas mas relevantes en los embutidos
se realizé una caracterizacion mas amplia de las comunidades microbianas que comprendié una
tipificacion molecular de las cepas y el estudio de caracteristicas de interés tecnoldgico e
higiénico-sanitario. El objetivo final de esta caracterizacion fue conseguir un detallado
conocimiento de las comunidades y la evaluacion individual de las cepas para su posible uso
como cultivos iniciadores en la elaboracion de embutidos.

Para la caracterizacion de la comunidad de BAL se estudiaron 250 aislados de muestras
de fuet, chorizo y salchichén. Mediante PCR especifica de especie se identificd un 74% de los
aislados como L. sakei y un 21,2% como L. curvatus. El resto de los aislados (4,8%) se
identific6 mediante secuenciacion del gen ARNr 16S como Leuc. mesenteroides. Estos

resultados son muy similares a los descritos por otros autores en embutidos fermentados
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similares del sur de Europa (Hugas et al., 1993; Samelis et al., 1994; Santos et al., 1998;
Parente et al., 2001).

La tipificacion molecular de los aislados se realiz6 mediante 2 técnicas, RAPD-PCR y perfil
plasmidico. El uso combinado de ambas metodologias permitié una identificacion detallada de
las cepas ya que se caracterizaron a nivel cromosémico y extracromosomico. La variabilidad
intra-especifica en L. sakei y Leuc. mesenteroides fue elevada (60,5% vy 75%,
respectivamente), y bastante inferior en L. curvatus (43,4%). Se identificaron aislados con
perfiles moleculares idénticos que se comprobd que presentaban las mismas caracteristicas en
cuanto a resistencia antibidticos y produccidon de aminas, por lo que se constaté que pertenecian
a la misma cepa. Sin embargo, no pudo agruparse todas aquellas cepas que presentaron
propiedades fenotipicas comunes en el mismo clister, hecho que parece indicar la existencia de
intercambio de material genético entre la comunidad de BAL. La transferencia genética
horizontal entre BAL se ha descrito tanto in vitro (Vogel et al., 1991) como en embutidos
fermentados (Hertel et al., 1995; Cocconcelli et al., 2003). Para un conocimiento mas
exhaustivo de los aislados se determiné su capacidad antagonista contra L. monocytogenes, su
potencial aminogénico y la susceptibilidad a antibidticos.

La produccién de bacteriocinas es una caracteristica interesante en aquellas cepas
seleccionadas para su uso como cultivo iniciador. Sin embargo, ninguno de los aislados
mostraron actividad antagonista contra L. monocytogenes y de hecho, la actividad
bacteriocinogénica entre lactobacillos es poco frecuente segun lo descrito en trabajos previos
(Schillinger y Licke, 1989; Garriga et al., 1993).

La produccién de aminas biégenas es un parametro importante a controlar, ya que éstas
suponen un riesgo toxicoldégico y por tanto, comprometen la seguridad y la calidad de los
embutidos. En este estudio, la producciéon de aminas bidgenas se asocid a la especie L.
curvatus. El 66% de los aislados de L. curvatus presentaron actividad aminoéacido
descarboxilasa, mientras que solo dos cepas de L. sakei (1.1%) produjeron alguna amina
biégena (triptamina y putrescina, respectivamente) a bajos niveles. Silla-Santos (1998) en un
estudio de lactobacilos aislados de embutidos fermentados espafioles no encontré ninguna cepa
productora de aminas biégenas. Sin embargo, Bover-Cid et al. (2001a) en un estudio de cepas
aisladas también de embutidos fermentados, describieron un 94.6% de L. curvatus y un 30.8%
de L. sakei productores de aminas bidégenas. De acuerdo con estudios anteriores, la producciéon
de feniletilamina y triptamina fue siempre menor y estuvo ligada a la produccién de elevadas
cantidades de tiramina (Bover-Cid et al., 2001a). De esta forma, la deteccidon del gen de la
tiramina descarboxilasa (tyrdc) en una cepa podria utilizarse como referencia de la produccién
de tiramina y/o feniletilamina y triptamina. Con esta premisa, y mediante la secuenciacion
parcial del gen tyrdc de 2 cepas de L. curvatus productoras de tiramina (CTC6513 y CTC6677),
se disefiaron una pareja de cebadores para la deteccion por PCR del gen tyrdc de L. curvatus.
Con anterioridad ya se habian descrito técnicas de PCR para la deteccion de BAL productoras de
tiramina (Lucas y Lonvaud-Funel, 2002; Coton et al., 2004), pero no para la amplificacion

especifica del gen tyrdc de L. curvatus.
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La ausencia de genes de resistencia a antibiéticos transferibles estd considerada como un
importante pre-requisito para la seleccion de cepas probidticas y cultivos iniciadores seguros
(Comisiéon Europea, 2003). La existencia de genes transferibles supone un riesgo ya que pueden
transferirse a microorganismos patégenos dificultando el tratamiento terapéutico de las
infecciones causadas por estos patdgenos. La mayoria de aislados estudiados en este trabajo
presentaron resistencias a pocos antibidticos. Todos los aislados presentaron resistencia a
vancomicina de acuerdo con los resultados obtenidos en estudios previos (Handwerger et al.,
1994; Hamilton-Miller y Shah, 1998; Danielsen and Wind, 2003) lo que confirma que en estas
especies de BAL (L. sakei, L. curvatus y Leuc. mesenteroides) la resistencia a vancomicina es
intrinseca. L. sakei y L. curvatus no presentaron grandes diferencias en cuanto a perfil de
resistencias a antibiéticos, excepto por la mayor prevalencia de resistencia a B-lactamicos en L.
sakei respecto a L. curvatus. Tan s6lo 8.8% de las aislados (mayoritariamente L. sakei)
presentaron resistencia a un numero elevado de antibidticos, incluyendo resistencias a
cloramfenicol y tetraciclina potencialmente transferibles (Comisiéon Europea, 2003; Danielsen y
Wind, 2003).

En base a las propiedades estudiadas y a su prevalencia en embutidos fermentados, L.
sakei se mostré como la especie de eleccién para el uso como cultivo iniciador en la producciéon
de embutidos fermentados.

El género Enterococcus, aunque numéricamente menos importante que los lactobacilos,
puede aparecer en recuentos de hasta 10° ufc/g en los embutidos fermentados (Teuber et al.,
1999; Aymerich et al., 2003). Su presencia en los embutidos fermentados es controvertida;
mientras algunos autores los consideran microorganismos indeseables, indicadores de
contaminacién fecal y responsables del deterioro de los productos carnicos (Franz et al., 1999)
durante afios se han utilizado como cultivos iniciadores en la produccion de quesos, en
prebidticos y como cultivos bioprotectores en productos lacticos y carnicos (Coppola et al.,
1998; Centeno et al., 1996; Aymerich et al., 2000).

El estudio de la comunidad de enterococos se realizé a partir de 106 aislados de EFLA.
Para su identificacion a nivel de especie se empled PCR especifica de especie (Dutka-Malen et
al., 1995) y la secuenciacion de los genes sodA (Poyart et al., 2000) y ARNr 16S. De esta forma
se identifico E. faecium como la especie predominante (51,9%) seguida por E. faecalis (14,2%),
E. hirae (13,2%), E. durans (13,2%), E. casseliflavus/flavescens (5,7%), E. mundtii (0,94%) y
E. gallinarum (0,94%). Reuter (1995) también identific6 a E. faecium como la especie mas
frecuente en productos carnicos, aunque en estudios mas recientes se ha descrito E. faecalis
como la especie predominante en alimentos de origen animal (Peters et al., 2003). Las otras
especies de enterococos descritas también se han identificado en productos de origen animal
aunque en menor proporcion que las dos anteriores (Devriese et al., 1995; Peters et al., 2003).

La tipificacion molecular de los aislados de enterococos se llevé a cabo mediante RAPD-
PCR. El andlisis numérico de los patrones de bandas obtenidos permitié el establecimiento de 60
perfiles diferentes que se agruparon en 8 clusters especificos de especie y cuatro cepas
independientes. Los distintos grupos y sub-grupos obtenidos no pudieron diferenciarse por las

propiedades estudiadas (resistencia a antibioticos y genes de virulencia), hecho que evidencia la
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existencia de mecanismos de transferencia genética en la poblacibn de enterococos. La
identificacion de aislados con el mismo perfil molecular dentro de una misma muestra y en
muestras de distinta procedencia podria explicarse por el hecho que diferentes productores
pueden obtener la carne de los mismos mataderos o salsa de despiece por lo que estas cepas
pueden tener un origen comun.

En los ultimos afios, los enterococos han adquirido relevancia clinica dado que se han
convertido en la 32 causa de enfermedades nosocomiales (CDC NNIS System, 1998),
especialmente E. faecalis, que ha sido implicado en el 80% de las infecciones por enterococos
(Morrison et al., 1997). Aunque hasta el momento no se ha demostrado la implicacién de
enterococos de origen alimentario en infecciones clinicas (Adams, 1999) si se ha cuestionado su
estatus GRAS y por tanto, su uso como cultivo iniciador o probiético. Los mecanismos de
virulencia de los enterococos no se conocen en su totalidad, pero si se han identificado genes
que codifican factores de virulencia (Dunny et al., 1990; Jett et al., 1994; Lowe et al., 1995;
Singh et al., 1998). En este estudio la incidencia de genes de virulencia fue mayor en E. faecalis
que en E. faecium de acuerdo con los resultados de diversos autores, tanto en alimentos como
en aislados clinicos (Eaton y Gasson, 2001; Franz et al., 2001; Semedo et al., 2003; Dupreé et
al., 2003). El resto de especies identificadas no presentaron ninguno de los factores de
virulencia estudiados.

Contribuye también a la patogenicidad, la resistencia de los enterococos a una gran
variedad de antibidticos (Murray, 1990; Mundy et al., 2000). Entre todas, la resistencia a
vancomicina es la mas preocupante, ya que este antibiético es una de las ultimas opciones
terapéuticas en el tratamiento de algunas infecciones por bacterias gram-positivas (Wegener et
al., 1999). De los 106 aislados estudiados s6lo una cepa de E. faecium presentd el gen vanA
(que confiere resistencia de alto nivel a vancomicina y teicoplanina). Las cepas de E.
casseliflavus/flavescens y E. gallinarum presentaron los genes vanC2/C3 y vanCl,
respectivamente. Estos genes confieren resistencia de bajo nivel s6lo a vancomicina y son
intrinsecas en estas especies de enterococos, por lo que no presentan el riesgo de transferencia
que se da en los genes vanA y vanB. Respecto a los otros antibiéticos estudiados, E. faecalis
presentd mayor incidencia de resistencia a antibiéticos que el resto de especies de enterococos.
E. faecium, sin embargo, presentd una mayor incidencia de resistencia a penicilina, tal como
mostraron Murray (1990) y Franz et al. (2001).

Aunque el riesgo potencial para la salud humana asociado a la presencia de enterococos
en embutidos fermentados es bajo, la produccion de embutidos sin enterococos con factores de
virulencia y resistencias a antibidticos es posible. Por tanto, estas caracteristicas pueden
considerarse no soélo un factor higiénico-sanitario de los EFLA sino también un parametro de
calidad de estos productos. Los factores de virulencia y la resistencia a antibidticos se
relacionaron principalmente con E. faecalis, por lo que esta especie debe ser evitada en los
embutidos y sustituida por E. faecium en el uso de enterococos como cultivos iniciadores y/o
bioprotectores.

La caracterizacion de la poblacion de CGC+ se realiz6 como en las anteriores

comunidades a partir de aislados de muestras de EFLA. En la identificacion de estos aislados se
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empled la amplificacién de la region intergénica 16S-23S ARNr y PCR especifica de especie. La
mayoria de aislados se identificaron como S. xylosus (80,8%) y en menor proporcién como S.
warneri (8,3%), S. epidermidis (5,8%), S. carnosus (4,6%) y Kocuria varians (0,4%). S.
xylosus predomina en la mayoria de embutidos del sur de Europa (Coppola et al., 1996; Garcia-
Varona et al., 2000; Rossi et al., 2001). Como en las BAL, la tipificacion molecular de los
aislados se realiz6 mediante RAPD-PCR y perfil plasmidico. En los CGC+, el estudio del perfil
plasmidico fue la técnica mas resolutiva ya que, a diferencia de las BAL, la mayoria de cepas
presentaron un elevado nimero de plasmidos. La diversidad genética fue muy elevada en todas
las especies de estafilococos estudiadas excepto en S. carnosus. En total, mediante la
combinacion de los resultados de RAPD-PCR vy los perfiles plasmidicos, se consiguié distinguir
208 perfiles moleculares diferentes. Por tanto, la diversidad genética de la comunidad de CGC+
fue mayor que la obtenida en los lactobacilos y enterococos estudiados. Como en los casos
anteriores, los clusters obtenidos no presentaron propiedades fenotipicas que los diferenciaran
entre si. El elevado nimero de cepas con plasmidos puede contribuir a la gran biodiversidad de
las cepas (Rodriguez et al., 1996) ya que algunos de estos plasmidos pueden intercambiar
informacion genética (Kloos et al., 1980).

Las caracteristicas organolépticas de los embutidos fermentados estdn originadas por la
actividad enzimatica de las BAL y los CGC+ (Demeyer et al., 1974) y por enzimas tisulares de la
carne (Hierro et al., 1997 y 1999). Sin embargo, el género Staphylococcus parece tener un
efecto mayor que las BAL en el desarrollo del flavor de los embutidos (Berdagué et al., 1993),
sobretodo en estos embutidos fermentados menos acidos en los que los CGC+ alcanzan
recuentos elevados y proximos a los de las BAL. En la seleccion de bacterias para su uso como
cultivos iniciadores en la produccion de embutidos fermentados es importante la eleccion de
cepas con ligera actividad proteolitica y lipolitica para la obtencion de productos con
propiedades tecnoldgicas y sensoriales adecuadas (Garcia-Varona et al., 2000). Un 45,8% de
los aislados mostré actividad lipolitica moderada; S. xylosus fue la especie con el mayor
porcentaje de aislados con esta propiedad. El porcentaje de aislados con proteasas fue inferior
(23%), aunque algunas cepas (mayoritariamente S. warneri) mostraron una elevada actividad
proteolitica. Las actividades proteoliticas y lipoliticas descritas en estudios de aislados de
embutidos fermentados similares presentaron resultados diversos. Garcia-Varona et al. (2000)
describieron un elevado porcentaje de aislados con actividad proteolitica y lipolitica en chorizo.
Rossi et al. (2001), en cambio, encontraron una baja proporciéon de cepas proteoliticas en
embutidos italianos. Por tanto, parece que estas propiedades dependen en gran medida del tipo
de producto y de su origen.

En la seleccion de cultivos iniciadores no solo deben tenerse en cuenta propiedades
tecnolégicas, sino que también deben considerarse aspectos higiénico-sanitarios como la
actividad aminoacido descarboxilasa y la resistencia a antibiéticos de las cepas.

El potencial aminogénico de los CGC+ estudiados fue muy inferior al presentado por las
BAL; tan sélo un 14,6% de los aislados produjeron aminas biégenas. Por tanto, la actividad
aminoacido descarboxilasa no es una propiedad ampliamente distribuida en la comunidad de

CGC+, especialmente en comparacion con otros grupos bacterianos importantes en la
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fermentacion (Masson et al., 1996; Bover-Cid et al., 2001a). La amina producida en mayor
cantidad fue la tiramina, especialmente por cepas pertenecientes a las especies mas comunes
(S. xylosus y S. warneri). Straub et al. (1995) describié un remarcable potencial aminogénico
en S. carnosus. El 90,9% de los aislados de S. carnosus de este estudio produjeron bajas
cantidades de feniletilamina, sin producir ninguna otra amina. Sin embargo, las cepas
productoras se aislaron de una misma muestra y presentaron perfiles moleculares muy
préximos, por lo que la produccion de feniletilamina no puede ser asociada a esta especie sino a
cepas concretas. Estos resultados confirman que la actividad aminoacido descarboxilasa es
cepa-dependiente (Bover-Cid y Holzapfel, 1999) y dado que los CGC+ pueden alcanzar
recuentos elevados en los EFLA es importante evitar la presencia de cepas aminogénicas para
reducir el riesgo de acumulacién de aminas biégenas en los productos finales.

La presencia de genes de enterotoxinas estafilocdccicas no parece comun en los CGC+ de
embutidos fermentados. En este trabajo s6lo un 3,3% de los aislados (principalmente S.
epidermidis) presentaron el gen entC y en la mayoria de estudios sélo se han detectado la
presencia de genes de enterotoxinas en S. aureus, pero no en otras especies de estafilococos
(Rosec y Gigaud, 2002; Blaiotta et al., 2004). Sin embargo, aunque el porcentaje de cepas con
genes de enterotoxinas sea bajo, debe comprobarse que estos genes no estan presentes en las
cepas seleccionadas para su uso como cultivos iniciadores en embutidos (Rodriguez et al.,
1996).

La presencia de resistencia a antimicrobianos en CGC+ de alimentos es preocupante ya
que pueden constituir un reservorio, tanto de genes de resistencia a antibioticos de interés
clinico como de microorganismos resistentes, que pueden diseminarse via cadena alimentaria
hasta los seres humanos (Wielders et al., 2001; Swartz, 2002; OMS, 2002). En este estudio se
detectaron cepas multirresistentes, incluso algunas (4,6%) resistentes a la meticilina, aunque
todos los aislados fueron sensibles a la vancomicina. Gardini et al. (2003) encontr6 CGC+
resistentes a meticilina y a vancomicina en embutidos fermentados italianos. Mauriello et al.
(2000), en cambio, no encontré ningin CGC+ resistente a estos antibidticos en salami italiano.
Dado que pueden existir cepas de CGC+ resistentes a antibidticos de interés clinico, la
susceptibilidad a antibidticos debe determinarse en todas aquellas cepas de interés para su uso
como cultivos iniciadores.

Teniendo en cuenta todas las propiedades estudiadas y la prevalencia de S. xylosus en
este tipo de embutidos, esta especie es la mas recomendable en la elaboracion de EFLA. No
obstante, para la seleccion de las cepas deben tenerse en cuenta no sélo la capacidad
proteolitica y lipolitica de las mismas, sino que también deben considerarse aspectos higiénico-
sanitarios (potencial enterotoxigénico, produccidn aminas bidgenas y resistencia a antibiéticos)
para asegurar la obtencién de productos seguros y de calidad 6ptima.

Los EFLA son embutidos tradicionales de fabricacion local y con procedimientos, hasta
hace relativamente poco, totalmente artesanales. El conocimiento y control de la microbiota
natural y de los procesos de produccion son criticos para obtener una apropiada calidad
microbioldgica y las caracteristicas organolépticas deseadas en estos productos. Para corregir

posibles defectos en la maduracion del producto en numerosas ocasiones se opta por utilizar
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cultivos de microorganismos seleccionados que influyen de manera beneficiosa sobre la
fermentacion del embutido ademas de inhibir el desarrollo de la microbiota acompafiante que
normalmente llega a la masa del embutido procedente de la materia prima o en el transcurso de
la fabricacion (Frey, 1983). Sin embargo, el uso de cultivos iniciadores presentes en el mercado,
generalmente destinados a embutidos de tipo mas acido, podria modificar las caracteristicas
organolépticas de los embutidos poco acidos tradicionales.

El estudio pormenorizado de las muestras de EFLA y de las comunidades bacterianas de
interés presentes en ellas permitid la seleccién de 2 cepas de L. sakei (CTC6626 y CTC6469) y 2
cepas de S. xylosus (CTC6013 y CTC6169) con caracteristicas tecnoldgicas e higiénico-sanitarias
6ptimas para su uso como cultivos iniciadores en la elaboraciéon de estos embutidos. Para
evaluar su efectividad como cultivos iniciadores se elaboraron dos tipos de productos, chorizo y
fuet, inoculados con microorganismos patdégenos (Salmonella spp., L. monocytogenes y S.
aureus). De cada tipo de producto se elaboraron dos lotes, uno de ellos adicionado de los
cultivos iniciadores y el otro sin la adicidon de las cepas seleccionadas.

Los lotes elaborados con cultivos iniciadores presentaron mayores recuentos de BAL y
CGC+ durante los primeros dias de la fermentacion, segun lo descrito en estudios previos
(Hugas et al., 1995, Bover-Cid et al., 2001b), alcanzando al final del proceso recuentos
similares a los obtenidos en las muestras comerciales estudiadas (Aymerich et al., 2003) y en
los descritos en otros estudios (Lois et al., 1987; Papa et al., 1990; Comi et al., 1992; Dellapina
et al., 1994). De la misma forma, y relacionado con estos mayores recuentos microbianos, el pH
de los lotes elaborados con cultivos iniciadores fue inferior durante los primeros dias de la
fermentacion, recuperandose posteriormente hasta alcanzar valores préoximos a los
caracteristicos de estos productos al final de la maduracion (Aymerich et al., 2003).

El uso de cultivos iniciadores impidié el crecimiento de los patdgenos inoculados en los
embutidos. Los embutidos fermentados constituyen productos estables respecto al crecimiento
de L. monocytogenes, por lo que constituyen productos de bajo riesgo siempre que el pH sea
inferior a 4,5, si presentan una a,, por debajo de 0,90 o bien cuando se combinan un pH <5,5
con una a, < 0,95 (An6nimo, 2002b). La disminucién de pH que se consigue en los lotes
elaborados con cultivos iniciadores durante los primeros dias de la fermentacién permiten inhibir
el crecimiento de L. monocytogenes de forma similar a los resultados obtenidos por Rddel et al.
(1993). Los niveles iniciales de Listeria spp. en la formulacién inicial de los embutidos es baja
(Encinas et al., 1999), por lo que una elaboraciéon adecuada que consiga valores de a, y pH
adecuados evitaran el desarrollo de L. monocytogenes y el riesgo relacionado con este patdégeno
en los EFLA. En los lotes de fuet, el crecimiento de L. monocytogenes también se vio inhibido,
independientemente del uso de cultivos iniciadores. A diferencia del chorizo, en la formulacion
del fuet se incluyd nitratos y nitritos (100 ppm cada uno) y, aunque el pimentén del chorizo
también aporta nitratos y nitritos, la concentracion de estos agentes curantes en el chorizo fue
muy inferior (54 ppm de nitratos y 0.38 ppm de nitritos). L. monocytogenes es relativamente
resistente a los agentes curantes (Johnson et al., 1988; Junttila et al., 1989), pero la accion de
los nitritos y nitratos acompafados de la reduccion de pH y actividad de agua evitan el

crecimiento de este patégeno.
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Staphylococcus aureus se encuentra frecuentemente en la carne fresca y en embutidos
fermentados, pero generalmente en niveles bastante bajos (Lucke et al., 1998). En los lotes de
fuet se observd una reduccion del crecimiento de S. aureus mientras que en chorizo los
recuentos se mantuvieron constantes a lo largo del proceso, por lo que los agentes curantes y la
disminucion de pH resultan efectivos en el control de S. aureus. Metaxopoulos et al. (1981 a, b)
demostré que el pH inicial y la actividad de las BAL son parametros criticos para el control de de
este patégeno. Una reducciéon rapida del pH a 5,3 en los primeros dias de fermentacion es
critica para evitar el riesgo asociado a S. aureus (Lucke et al., 1998). También es eficaz para el
control de S. aureus una a, inicial por debajo de 0,955 y realizar la maduracidon a temperaturas
inferiores a 15°C hasta que la a,, haya descendido a valores inferiores a 0,90.

Salmonella es el principal agente etioldgico de enfermedades de origen alimentario (Mead
et al., 1999, Haeghebaert et al., 2002). Los recuentos iniciales de Salmonella spp. disminuyeron
significativamente en todos los lotes de embutido. Una disminucion rapida de pH a niveles
inferiores a 5,3 es suficiente para inhibir el crecimiento de Salmonella (Schillinger y Lucke,
1988; Licke 2000). Los recuentos minimos de Salmonella spp. coincidieron con los valores
minimos de pH (séptimo dia de fermentacioén). Otros factores que inhiben el crecimiento de
Salmonella spp. son una baja a,, un elevado namero de lactobacilos en la mezcla de carne inicial
y el uso de nitratos y/o nitritos (Hechelmann et al., 1974).

El uso de cultivos iniciadores también result6 de gran utilidad en el control de
microorganismos relacionados con el deterioro de los embutidos, principalmente enterobacterias
y enterococos. Ambos grupos microbianos son importantes productores de aminas biégenas por
lo que sus recuentos deben ser reducidos para la obtencién de embutidos de calidad 6ptima.

Las enterobacterias experimentaron un importante crecimiento durante los primeros dias
de fermentacion de los productos elaborados sin cultivos iniciadores, aunque rapidamente
disminuyeron hasta los valores iniciales. En los lotes elaborados con cultivos iniciadores, en
cambio, los recuentos de enterobacterias se mantuvieron constantes durante todo el proceso,
debido al menor pH y mayores recuentos de BAL presentados por estos lotes. En general, las
bacterias gram-negativas crecen con dificultad en condiciones ambientales hostiles como las
que se dan en la maduracién de los embutidos (Licke et al., 1986 y 1998; Hernandez-Jover et
al., 1997b; Lizaso et al., 1999). Los enterococos, en cambio son microorganismos muy
resistentes a condiciones adversas. Toleran el cloruro sédico, el nitrito y resisten valores bajos
de pH y aw por lo que pueden sobrevivir, e incluso multiplicarse, durante la fermentacion de los
embutidos (Giraffa, 2002). El uso de cultivos iniciadores evité el crecimiento de enterococs
mientras que los lotes elaborados sin la adicion de estos cultivos presentaron un aumento de los
recuentos de enterococos.

La inhibicién del crecimiento de enterobacterias y enterococos provocada por el uso de los
cultivos iniciadores también se vio reflejada en la produccién de aminas biégenas. En los lotes
elaborados con cultivos iniciadores no se observé la formacion de tiramina, putrescina ni
cadaverina durante la maduracion. Bover-Cid et al. (2000) también observaron que el uso de
cultivos de lactobacilos y estafilococos no aminogénicos reducian drasticamente la acumulacion

de tiramina, cadaverina y putrescina y evitaban la presencia de histamina, feniletilamina y
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triptamina en embutidos més acidos. El uso de cultivos iniciadores mixtos unido al uso de
materia prima de buena calidad higiénica y a unas condiciones tecnoldgicas adecuadas, permite
la elaboracion de embutidos con las caracteristicas organolépticas tipicas y sin aminas biégenas.

El uso del tratamiento de alta presiéon (400 MPa) en los embutidos madurados consiguio la
ausencia de Salmonella spp. en los lotes tratados. También permitié disminuir los recuentos de
L. monocytogenes, aunque los lotes sin cultivo iniciador tratados con alta presion no alcanzaron
recuentos tan bajos como los presentados por los lotes elaborados con cultivo iniciador. La
presurizacion disminuy6 la acumulacion de tiramina y evitdé la produccién de putrescina y
cadaverina durante el almacenamiento del fuet sin cultivo iniciador. En el chorizo sin cultivo
iniciador, la presurizacion no fue efectiva en la inhibicion de la acumulacidon de aminas biégenas,
aun cuando los recuentos de enterobacterias fueron inferiores en las muestras tratadas con alta
presion.

El uso de cultivo iniciador resulté util en la mejora de la higiene y seguridad de los
embutidos fermentados ligeramente acidificados. Se consiguié el control de los recuentos de
Enterobacteriaceae, Enterococcus y L. monocytogenes y la reduccion del contenido en aminas
biégenas en el producto final. La presurizacion de los embutidos madurados fue necesaria para
conseguir ausencia de Salmonella spp. en las muestras. La combinacién del tratamiento de alta
presion y el uso de cultivos iniciadores en la elaboraciéon de embutidos es recomendable para la

produccién de embutidos de alta calidad y bajo riesgo alimentario.
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7. CONCLUSIONES

1.Los embutidos fermentados ligeramente acidificados pueden considerarse productos de
alta calidad microbioldgica; la mayoria de las muestras comerciales analizadas no han

presentado ninguno de los microorganismos patdgenos y deteriorantes estudiados.

2.Los recuentos de bacterias del acido lactico (BAL) y de cocos gram-positivos catalasa-
positivos (CGC+) estdn mas equilibrados en los embutidos fermentados ligeramente

acidificados que en los embutidos mas acidos.

3. Las técnicas de PCR desarrolladas para la identificacion de especies de interés
tecnolégico, BAL y CGC+, permiten la deteccion rapida y eficiente de las mismas a partir
de las muestras de embutido y la identificacién de la mayor parte de aislados. El uso de
ambas estrategias ha constatado la presencia de Lactobacillus sakei y Staphylococcus

xylosus en todos los productos estudiados.

4. Las técnicas de PCR desarrolladas para la identificacion de patégenos permiten agilizar el
analisis microbiolégico de los embutidos. La técnica de PCR-multiplex desarrollada
constituye un meétodo Util y rapido para la identificacion simultdnea de Listeria
monocytogenes y Salmonella spp. La combinacion del método del nimero méas probable
y PCR especifica de especie permite el recuento de L. monocytogenes de forma rapida y

consistente, incluso en muestras de baja contaminacién.
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5. El uso de RAPD-PCR en combinacion con el andlisis de perfiles plasmidicos permite una
caracterizacion eficiente de las cepas de BAL y CGC+. Mediante estas técnicas se ha
comprobado la gran variabilidad genética que presentan las comunidades de BAL, CGC+

y enterococos de los embutidos fermentados ligeramente acidificados.

6. El potencial aminogénico es mayor en las BAL que en los CGC+. La tiramina es la
principal amina biégena producida por los lactobacilos mientras que la feniletilamina es

la principal amina producida por los estafilococos.

7. Lactobacillus curvatus es la especie de lactobacilo con mayor actividad aminoacido-
descarboxilasa en los embutidos estudiados. El ensayo de PCR desarrollado para la
deteccion del gen de la tirosina-descarboxilasa en L. curvatus es un método util para la

caracterizacion de las cepas productoras de tiramina de esta especie.

8. Enterococcus faecium es la especie de enterococos predominante en embutidos
fermentados ligeramente acidificados. Enterococcus faecalis es la principal especie
asociada con factores de virulencia y multi-resistencia a antibiéticos, por lo que su
presencia en embutidos deberia ser evitada para la obtencion de productos de alta

calidad higiénica.

9. La resistencia a vancomicina en los enterococos de embutidos fermentados ligeramente
acidificados es poco frecuente y principalmente ligada a los genes vanCl y vanC2/C3,

que confieren resistencia de bajo nivel a este glicopéptido.

10. La presencia de enterotoxinas en los estafilococos de embutidos fermentados
ligeramente acidificados es poco comuUn. Asimismo los genes mecA, que confieren

resistencia a la meticilina, son poco frecuentes en esta poblacién microbiana.

11. La tipificacion molecular de los aislados en conjuncién con el estudio de su potencial
aminogénico, la determinacion de resistencia a antibidticos y la evaluacién de sus
propiedades de interés tecnoldgico, proporcionan una caracterizacion detallada de las
cepas que permite la seleccién de cultivos iniciadores capaces de incrementar la calidad

y seguridad de los productos.

12. En base a sus propiedades tecnolégicas, caracteristicas higiénico-sanitarias y
predominancia en los embutidos estudiados, Lactobacillus sakei y Staphylococcus
xylosus son las especies de eleccidon para su uso como cultivo iniciador en la elaboracién

de este tipo de productos.
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14.

Conclusiones

El uso de un cultivo iniciador mixto, seleccionado a partir de los aislados de L. sakei y
S. xylosus analizados, permite el control del crecimiento de L. monocytogenes,
Salmonella, S. aureus, enterococos y enterobacterias y evita la acumulacién de aminas
biébgenas en el producto final. De esta forma, se mejora la calidad higiénica y
tecnolégica de los embutidos fermentados ligeramente acidificados y permitiria su

estandarizacion.

El tratamiento de alta presion a 400 MPa aplicado a embutidos madurados aumenta
significativamente la seguridad alimentaria de los mismos, asegurando la ausencia de
Salmonella spp. en 25 g de muestra. La combinacién de cultivos iniciadores y el
tratamiento de alta presion tras la maduracién permite la obtenciéon de embutidos

fermentados ligeramente acidificados de alta calidad y bajo riesgo alimentario.
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ng Microgramo

pl Microlitro

puM Micromolar

pm Micrémetro

3SR (self-sustained sequence replication) replicacion de secuencia

autosostenida

ADN Acido desoxirribonucleico
ADNc ADN copia
AFLP (Amplified fragment lenght polimorphism) polimorfismo de la

longitud de fragmentos amplificados

ARN Acido ribonucleico

ARNM Acido ribonucleico mensajero
ARNr Acido ribonucleico ribosémico
ARNr 16S Subunidad 16S del ARN ribosémico
aw Actividad de agua

BAL Bacterias del acido lactico

BSA AlbUmina sérica bovina

Cebador F/R Cebador directo(forward)/ inverso (reverse)

CGC+ Cocos gram-positivos catalasa-positivos

CIA Control interno de amplificacion

D.O. Densidad 6ptica

DNasa Desoxiribonucleasa

dNTPs Desoxiribonucleétidos

ECN Estafilococos coagulasa negativos

EDTA Di-sodium ethylenediaminetetra-acetate.2H20 (Di-sodio

etilenediaminetetra-acetato. 2H20)
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EHEC Escherichia coli enterohemorragica

g Gramos

h Horas

HHP Alta presién hidrostatica

327



Abreviaturas

HR Humedad relativa

Kb Quilobase

M Molar

MgCl, Cloruro de magnesio

min Minutos

MLST (Multilocus sequence typing) tipificacion de secuencias multilocus

NASBA (nucleic acid sequence-based amplification)

ng Nanogramo

nmol Nanomol

NMP Ndmero mas probable

°C Grados centigrados

p/v Peso/volumen

pb Pares de bases

PCR Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la
polimerasa)

PFGE Pulsed Field Gel Electrophoresis (Electroforesis de campo
pulsado)

pmol Picomol

ppm Partes por millén

RAPD-PCR Random Amplified Polymorphic DNA (Amplificacion al azar de
fragmentos polimodrficos de ADN)

REA Restriction Enzyme Analysis (Andlisis de restriccion enzimatica)

REP Repetitive Extragenic Palindromic sequences (Secuencias

palindrémicas extragénicas repetitivas)

rep-PCR Repetitive Element PCR Fingerprinting (Amplificacion de
elementos repetitivos)

RFLP Restriction Fragments Length Polymorphism (Polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccién)

RNasa Ribonucleasa

rpm Revoluciones por minuto

rrn Operon del ARN ribosémico

RT-PCR (Reverse transcription-polymerase chain reaction) PCR de

transcripcion inversa

T Temperatura
Ta Temperatura de anillamiento
Taq Thermus aquaticus ADN polimerasa

polimerasa
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TAS (Transcription-based amplification system) sistema de
amplificacion de la transcripcion

™ Toneladas métricas

TRIS Tris[hidroximetilJaminometano

Tris-HCI Tris[hidroximetilJaminometano — &cido clorhidrico

tyrdc Gen de la tiramin-descarboxilasa

ufc Unidad formadora de colonia

UPGMA Unweighted Pairgroup Method with Arithmetic Averages (Andlisis

de agrupamientos por ligamiento promedio)

\V] Volumen
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