NUEVAS TENDENCIAS
EN MICROBIOLOGIA
DE ALIMENTOS

Albert Bordons, Joaquin Bautista-Gallego,
M. Carmen Portillo, Albert Mas (Eds.)

UNIVERSITAT
L+ ROVIRA i VIRGILI




Edita: Universitat Rovira i Virgili
ISBN: 978-84-8424-703-6
1.2 edicién: septiembre de 2018
Libro bajo una licencia Creative Commons BY-NC-SA.









XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

INDICE

PROLOGO

COMITES
COMITE DE HONOR
COMITE CIENTIFICO
COMITE ORGANIZADOR

PROGRAMA DEL CONGRESO

CONFERENCIAS PLENARIAS
Patdgenos emergentes de interés alimentario y gestion de riesgos. ANA TRONCOSO

New ecological insights in food fermentations by using next generation sequencing
approaches. LucA COCOLIN

Microbiota de la leche humana. JUAN MIGUEL RODRIGUEZ GOMEZ
Presente y futuro de la gendmica en la microbiologia de alimentos. DANIEL RAMON

Perspectivas e implicaciones de la microbiologia predictiva y evaluacién de riesgos
microbioldgicos en alimentos. ANTONIO VALERO

PONENCIAS INVITADAS de SESIONES TEMATICAS

Mecanismos moleculares implicados en la adaptacion de las levaduras a los procesos
fermentativos y sus posibles aplicaciones. AMPARO QUEROL

Aminas bidgenas: el lado oscuro de las bacterias lacticas. MIGUEL ANGEL ALVAREZ

Técnicas microbioldgicas y microbiologia de quesos tradicionales. BALTASAR MAYO

Tratamientos de altas presiones hidrostaticas en productos lacteos. ANTONIA PICON

Biofilms en el entorno de la fermentacion de aceitunas de mesa. F. NOE ARROYO

Bioconservacidn y tecnologias no térmicas en la inactivacion de patdgenos en
alimentos. MARGARITA MEDINA

Resistencia a antibidticos y capacidad para formar biofilm en bacterias de origen
carnico: aspectos de interés para la seguridad alimentaria. ROSA CAPITA

Interacciones entre microorganismos presentes en alimentos y principales aplicaciones.

FRANCISCO PEREZ NEVADO

Un probidtico de nueva generacion desde el laboratorio al consumidor: el ejemplo de
Faecalibacterium praustnizii. REBECA MARTIN

Procesado mediante nuevas tecnologias: validacion y vision de futuro. M. CONSUELO
PINA PEREZ

Deteccién de Arcobacter en alimentos de origen marino y sus posibles implicaciones

Pagina

13

15
16
17

19

25
26

28

30
32

34

40

76
78
80
94

108

160

188

206

224

236



indice

para la salud publica. M. JOSE FIGUERAS

20 aios de estudios sobre la prevalencia de virus entéricos humanos en moluscos de
Galicia. JESUS L. ROMALDE

Aplicacién de la microbiologia predictiva en la evaluacidn de riesgos bioldgicos en EFSA.

PABLO S. FERNANDEZ ESCAMEZ

COMUNICACIONES de SESIONES TEMATICAS

Sesion 1A. Bebidas fermentadas alcohdlicas

Mechanisms of adaptation in yeast to industrial fermentations. E. GARCIA-RioS, M.
NUEVALOS, E. BARRIO, S. PUIG, J.M. GUILLAMON

Evaluacion de la capacidad deteriorante de bacterias lacticas presentes en una
cerveceria artesanal. M. RODRIGUEZ-SAAVEDRA, C. GARCIA-GONZALEZ, D. GONZALEZ DE
LLANO, M.V. MORENO-ARRIBAS

El transcriptoma de Saccharomyces cerevisiae revela roles clave de la melatonina en la
defensa contra el estrés oxidativo. J. VAzZQUEZ, M. SUNYER-FIGUERES, A. MAS, M.J. TORIJA,
G. BELTRAN

La interaccion con M. pulcherrima promueve una respuesta transcripcional que
recuerda al efecto Crabtree en S. cerevisiae. ). TRONCHONI, A. MENCHER, J.A. CURIEL, P.
MORALES, R. GONZALEZ

Uso de levaduras killer y sensibles de Torulaspora delbrueckii en la elaboracién de vino
base y cava. R. VELAzZQUEZ, E. ZAMORA, M.L. FRANCO, M. RAMIREZ

Seleccidn de levaduras autdctonas en la variedad de uva albarifio de la D.O. Rias Baixas.

L. BATLE, G. MIRO, M. PUXEU, A.M. MISLATA, R. FERRER-GALLEGO, |. ANDORRA

La diversidad de cepas de Brettanomyces bruxellensis aisladas en Cataluia. M.
MARTINEZ-SAFONT, J. LLEIXA, A. MAS, M.C. PORTILLO

Impacto de priones tipo [GAR+] sobre levaduras enoldgicas. A. MENCHER, J.A. CURIEL, P.
MORALES, J. TRONCHONI, A.J. RODRIGUES, K. PATIL, P. JOUHTEN, R. GONZALEZ

Caracterizacién por MALDI-TOF MS de levaduras autdctonas presentes en las
variedades mallorquinas de uva Callet, Gir6-Ros y Premsal. A. MENENDEZ, R.M. GOMILA,
A. OLIVER, A. BENNASAR, J. LALUCAT, M. GOMILA

Evaluacion de alternativas para la reduccién de las poblaciones y de los aromas
asociados a Brettanomyces bruxellensis. G. MIRO, M. PUXEU, E. NART, R. FERRER-GALLEGO,
|. ANDORRA

Efecto de la aireacion sobre el perfil aromatico de distintas especies de levaduras
vinicas. P. MORALES, E. ABASHIDZE, R. GONZALEZ

Deteccidn de melatonina producida por levaduras vinicas mediante una linea celular
humana. M.A. MORCILLO-PARRA, R. PASTOR, G. BELTRAN, A. MAS, M.J. TORIIA

Melatonin biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. S. Mufiz-CALVO, R. BISQUERT, J.M.
GUILLAMON

Capacidad fermentativa de levaduras no-Saccharomyces de interés enoldgico. H. Roca-
MEsA, M. MONATH, A. RIBES, E. NAVASCUES, A. MAs, M.J. TORUA, G. BELTRAN

238

246

39

42

44

46

48

50

52

54

56

58

60

62

64

66

68



XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

Fermentation behaviour and nitrogen requirements of S. cerevisiae x S. eubayanus and
S. cerevisiae x S. uvarum hybrid strains. Y. Su, A. GAMERO, C. LOPEZ, A. QUEROL, J.M.
GUILLAMON

Uso de Torulaspora delbrueckii como coadyuvante en la elaboracidon de espumoso
tradicional. R. VELAZQUEZ, E. ZAMORA, J.A. GONZALEZ, J.A. REGODON, M. RAMIREZ

Sesion 1B. Productos lacteos

Influencia del tipo de alimentacion, época del afio y tiempo de maduracidn sobre las
caracteristicas microbioldgicas del queso de oveja. L. GONZALEZ, D. FERNANDEZ, E. RENES,
M.E. TORNADIIO, J.M. FRESNO

Comportamiento de E. coli patégenos (STEC y aEPEC) en queso madurado elaborado
con leche cruda de vaca. A. Ri0S EDSON, J. RAMOS PEREIRA, A. OTERO, J.M. RODRIGUEZ-
CALLEJA

Transferencia de aflatoxinas desde la racidén Unifeed a la leche en ganado vacuno
lechero. M. RODRIGUEZ-BLANCO, S. MARIN, V. SANCHIS, A.J. RAMOS

Produccion de GABA por bacterias acido-lacticas y bifidobacterias de origen lacteo e
intestinal. J.A. VALENZUELA, A.B. FLOREZ, O.M. VASEK, B. MAYO

Evaluacion de la calidad microbioldgica de leche pasteurizada distribuida en la ciudad
de Tijuana, Baja California. E. VAzQUEz, E. PEREZ, L. ALCANTARA, L. HURTADO

Sesion 2A. Fermentaciones lacticas en vegetales y vinos

La estrategia de inoculacion de no-Saccharomyces en vinificacidn afecta a Oenococcus
oeniy a la fermentacidon malolactica. A. MARTIN, A. BALMASEDA, A. BORDONS, C. REGUANT

Assessment of the probiotic potential of bacterial species isolated from table olive;
Lactobacillus pentosus vs. Lactobacillus plantarum. A. BENITEZ-CABELLO, F. RODRIGUEZ-
GOMEZ, E. TORRES-MARAVILLA, L.G. BERMUDEZ-HUMARAN, P. LANGELLA, B. CALERO-DELGADO,
V. ROMERO-GIL, J. BAUTISTA-GALLEGO, R. JIMENEZ-DiAz, F.N. ARROYO-LOPEZ

Deteccidn de aminas bidgenas y su relacion con la microbiota indigena en vinos de la
Rioja alavesa. |. DiEz-OzAETA, F. AMARITA, F.J. PEREZ-ELORTONDO, S. RAINIERI

Efectos del uso de no-Saccharomyces sobre Oenococcus oeni y la fermentacion
malolactica del vino. N. FERRANDO, |. ARAQUE, A. ORTIS, G. THORNES, J. BAUTISTA-GALLEGO,
A. BORDONS, C. REGUANT

Produccion de aceituna de mesa siciliana con caracteristicas funcionales. A. VACCALUZZO,
A. BENITEZ-CABELLO, A. PINO, C. CAGGIA, F.N. ARROYO-LOPEZ, C.L. RANDAZZO, J. BAUTISTA-
GALLEGO

Sesion 2B. Tecnologias emergentes en seguridad alimentaria

Caracterizacidn de los microorganismos en alimentos sin necesidad de cultivar: hacia
una nueva era molecular en bioseguridad alimentaria. M. MIRA-MIRALLES, M. MARTINEZ-
GARCIA

Deteccidn del virus de la hepatitis E y evaluacién de la infectividad mediante RT-qPCR

de viabilidad. W. RANDAZzO, A. VASQUEZ-GARCIA, M.A. BRACHO, M.J. ALCARAZ, R. AZNAR, G.
SANCHEZ

70

72

75

82

84

86

88

90

93

96

98

100

102

104

107

110

112



indice

Eficacia bactericida del 4cido dipicolinico sobre células vegetativas. V. RUIZ-ARTIGA, M.
MARCEN, P. MARNAS, S. CONDON

Piezoproteccidn y piezoestimulacidn: efectos no deseados en la combinacién de
bioconservantes y altas presiones. C. SERRA-CASTELLO, A. JOFRE, M. GARRIGA, S. BOVER-CID

Uso de tecnologias alternativas al hipoclorito sddico para mejorar la inocuidad de
fresas congeladas y listas para el consumo. M. ABADIAS, |. AGUILO-AGUAYO, P. COLAS-
MEDA, |. NICOLAU-LAPERNA, I. VINAS

Caracterizacidon y comparacion de cepas de enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido de origen alimentario y clinico. A. ALEGRIA, I.F.
NATAL, M.A. TEMPRANO, J.A. SANTOS

Aislamiento de cepas de Salmonella enterica resistentes frente a carvacrol y éxido de
limoneno. D. BERDEJO, D. SANCHO, E. PAGAN, R. PAGAN, D. GARCIA-GONZALO

Potencial antivirico del extracto de té verde en recubrimientos comestibles en fresas y
frambuesas. I. FALCO, M.J. FABRA, P.L. FLORES-MERAZ, W. RANDAZZO, A. LOPEZ-RUBIO, R.
AZNAR, G. SANCHEZ

La adaptacion a biocidas de Salmonella Agona y Salmonella Infantis se asocia con
cambios en la superficie celular y con un incremento de la resistencia a antibidticos.
C. GONZALEZ-MACHADO, R .CAPITA, C. ALONSO-CALLEJA

Efectos de los tratamientos por altas presiones y films activados sobre la microbiota de
un puré de frutas almacenado en refrigeracion. M.J. GRANDE BURGOS, |. ORTEGA
BLAzQUEZ, R. PEREZ PULIDO, A. GALVEZ, R. LUCAS LOPEZ

Detection of Salmonella viable cells by PCR with DNA-intercalating agents in food. S.
MARCO-AGUILAR, R. RosA, L. MURGUI, V. CANTERO, B. Ruiz

Efecto de la encapsulacion mediante zeinas en la actividad bactericida del aceite
esencial Thymus capitatus en combinacidn con calor. N. MERINO, D. BERDEJO, D. GARCIA-
GONZALO, R. PAGAN

El factor o® controla el desarrollo de la termorresistencia dependiente de la
temperatura de crecimiento en Staphylococcus aureus. L. NADAL, P. MANAS, G. CEBRIAN

Plasma technology as an alternative to extend shelf-life of fresh meat. M. OLIVEIRA, S.
OJHA, B.K. TIWARI

Clonaje y caracterizacion de enzima lacasa de Pediococcus pentosaceus ENOLAB 4816.
|. OLMEDA, S. CALLEJON, R. SENDRA, S. FERRER, |. PARDO

Efecto de la actividad de agua del jamdn curado en la inactivacién de Listeria
monocytogenes por altas presiones. A. PEREZ-BALTAR, R. MONTIEL, M. MEDINA

Effectiveness of bacteriophage P100 as a biocontrol agent against Listeria
monocytogenes biofilms. C. RODRIGUEZ-MELCON, F. RIESCO-PELAEZ, R. CAPITA, C. ALONSO-
CALLEJA

Structural parameters of the biofilms formed by three gram-positive pathogenic
bacteria during biofilm development on different contact surfaces. C. RODRIGUEZ-
MELCON, F. RIESCO-PELAEZ, C. ALONSO-CALLEJA, R. CAPITA

La exposicion a dosis subinhibitorias de desinfectantes puede contribuir al incremento
de la resistencia a antibiéticos en Listeria monocytogenes. C. RODRIGUEZ-MELCON, C.

114

116

118

120

122

124

126

128

130

132

134

136

138

140

142

144

146



XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

ALONSO-CALLEJA, R. CAPITA

Pasteurizacidn de pinzas de buey mediante pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAV). J.
SANZ, L. ASTRAIN, J.M. MARTINEZ, S. CONDON-ABANTO, G. CEBRIAN, J. RASO, |. ALVAREZ

Metagendmica aplicada a la industria alimentaria. M. SANZ-PUIG, F. LORENZO, P. TORRES,
R. BERTO, E. ORIHUEL

Estudio de la acfividad antibacteriana de nanoparticulas de plata frente a cepas de
Campylobacter multiresistentes a antibioticos. J.M. SILVAN, |. ZORRAQUIN-PENA, D.
GONZALEZ DE LLANO, M.V. MORENO-ARRIBAS, A.J. MARTINEZ-RODRIGUEZ

The anti-biofilm activity of clove essential oil on Salmonella enterica serovar Enteriditis.
M. SOMRIANI, H. DEBBABI, F. ABIDI, A. PALOP

Bluephage®: el método mas rapido disponible para la deteccién de colifagos como
indicadores de contaminacidn fecal en aguas y alimentos. D. TORIBIO-AVEDILLO, J.
MARTIN-DiAzZ, A.R. BLANCH, M. MUNIESA

Sesion 3A. Productos carnicos

Marcadores de movilidad génica horizontal implicados en la diseminacion de
resistencias a los antibidticos beta-lactdmicos a través de alimentos y aguas. D.
GONZALEZ, L. PEREZ-ETAYO, A.l. VITAS

Deteccién del virus de la hepatitis E en alimentos derivados del cerdo. M. GUTIERREZ-
BOADA, M. HERNANDEZ, N. GONZALEZ-BENZAQUEN, J. GOYACHE, D. RODRIGUEZ-LAZARO

Reduccion de sodio en productos cdrnicos cocidos: consecuencias sobre la seguridad
alimentaria. A. JOFRE, C. SERRA-CASTELLO, M. GARRIGA, S. BOVER-CID

Seleccidn de agentes de biocontrol para reducir el acido ciclopiazénico en derivados
carnicos curado-madurados. B. PEROMINGO, J. DELGADO, F. NUNEZ, M.J. ANDRADE, M.
RODRIGUEZ

Efecto del orégano en el crecimiento y la expresién génica de Penicillium nordicum en
un sistema modelo de salchichdn. M. ALvAREZ, M.A. ASENSIO, J. DELGADO, D. MORCUENDE,
M.J. ANDRADE

Actividad antibacteriana de extractos de Physalis peruviana L. contra cepas de
Salmonella spp. aisladas de carnes. F. BAYAS-MOREION, A. TIGRE-LEON, M. RUILOVA, R.
RIVELINO

Resistencia a antibidticos en enterobacterias aisladas de preparados carnicos. A.
CASTANO-ARRIBA, R. CAPITA, C. ALONSO-CALLEJA

Caracterizacidn de cepas resistentes de Listeria monocytogenes en industrias de
procesado de producots carnicos. A. GARCIA-LAFUENTE, M. D’ ARRIGO, L. MATEO-
VIVARACHO, E. GUILLAMON, M.F. FERNANDEZ-LEON, M. MEDINA

Product-oriented approach to extend the shelf-life of cooked sausages by
antimicrobials and high pressure processing. M. GARRIGA, X. SERRA, S. BOVER-CID, A.
JOFRE

Efecto del pH y de la concentracidn de nitrito en la velocidad de crecimiento de Listeria

monocytogenes. X.F. HOSPITAL, L. TEMPRANO, E. HIERRO, M. FERNANDEZ, G.D. GARCIA DE
FERNANDO

148

150

152

154

156

159

162

164

166

168

170

172

174

176

178

180



indice

Comportamiento de cepas de Staphylococcus aureus en jamodn curado loncheado. D.
PEREZ-BOTO, A. PEREZ-BALTAR, D. BRAVO, M. MEDINA

Diseminacién de superbacterias: estudio de la capacidad conjugativa de E. coli BLEEs
aisladas de alimentos, aguas y granjas. L. PEREZ-ETAYO, D. GONZALEZ, A.l. VITAS

Sesion 3B. Interacciones entre microorganismos en alimentos

Efecto de distintos biocidas en la transmision horizontal de los genes de resistencia a
colistina mcr-1y mer-2. A. ALVAREZ-MOLINA, P. FERNANDEZ-GOMEZ, M. MORA-GOMEZ, M.
LOPEZ, M. PRIETO, A. ALVAREZ-ORDONEZ

El agente biopreservante Pseudomonas graminis CPA-7 reduce la capacidad invasiva de
Salmonella enterica y Listeria monocytogenes después de la interaccién en pera
minimamente procesada. C. COLLAZO, M. ABADIAS, P. COLAS-MEDA, M.B. IGLESIAS, A.B.
GRANADO-SERRANO, J. SERRANO, I. VINAS

Seleccion de bacterias acido lacticas con actividad anti-Listeria monocytogenes en
alimentos madurados tradicionales. |. MARTIN, A. RODRIGUEZ, A. ALiA, J.M. CORDERO, V.
BERNALDEZ, J.J. CORDOBA

Interaccidn metabidtica entre Salmonella enterica y los principales mohos causantes de
podredumbre en fresas. A. VALERO, |. VINAS, J. ORTIZ-SOLA, P. COLAS-MEDA, M. ANGUERA,
R. MARTINEZ, M. ABADIAS

Efecto de Debaryomyces hansenii en el crecimiento y expresion de genes de virulencia

de Listeria monocytogenes en jamén curado loncheado. A. ALiA, |. MARTIN, P. PADILLA, L.

SANCHEZ-MONTERO, J.J. CORDOBA

Evaluacion de la capacidad de competicion de Debaryomyces hansenii frente a
Penicillium nordicum en condiciones ambientales habituales del procesado de
derivados carnicos-curado madurados. M.M. ALVAREZ, A. RODRIGUEZ, B. PEROMINGO, E.
BERMUDEZ, F. NUNEZ

La formacién de biofilm como atributo de virulencia en Campylobacter. J.M. SILVAN, D.
PEREZ BOTO, A.J. MARTINEZ-RODRIGUEZ

Sesion 4A. Probidticos y alimentos funcionales

Desarrollo de probidticos para la hiperuricemia. M. GARRANZO, J. JARA, B. ORGAZ, J.
SEGURA, J.M. RODRIGUEZ, L. FERNANDEZ

Produccidn de una bebida probidtica a partir de zumo de uvas blancas de mesa. N.P.
GUERRA, J.M. DOMINGUEZ, E. ALONSO, R. AGREGAN, D.L. BAZAN

Evaluacion de la seguridad alimentaria mediante analisis gendmico de 14 cepas de
bacterias lacticas con potencial biotecnoldgico. L. RODRIGO-TORRES, A. YEPEZ, R. AZNAR,
D.R. ARAHAL

In silico plasmid insights into probiotic and safety aspects of a potentially probiotic
Lactobacillus pentosus MP-10 isolated from brines of naturally fermented Alorefia
green table olives. H. ABRIOUEL, N. CABALLERO GOMEZ, B. PEREZ MONTORO, E. ALONSO, J.J.
DE LA FUENTE ORDONEZ, A. GALVEZ, N. BENOMAR

Bile-induced promoters forgene expression under gastrointestinal conditions in
Lactobacillus strains. J.L. ARQUES, A. PEIROTEN, J.A. MARTINEZ-FERNANDEZ, D. BRAVO, S.

10

182

184

187

190

192

194

196

198

200

202

205

208

210

212

214

216



XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

LANGA, J.M. LANDETE

Efecto de los biofilms preformados por lactobacilos probidticos sobre la capacidad de
adhesion de Listeria spp. J. JARA PEREZ, M. GARRANZO ASENSIO, L. FERNANDEZ, J.M.
RODRIGUEZ, B. ORGAZ

Deteccién de aminas bidgenas y factores de virulencia en enterococos aislados de
heces de raton tras diferentes dietas. B. SANCHEZ, A. COBO, M. HIDALGO, |. PRIETO, A.M.
MARTINEZ, A. GALVEZ, M. MARTINEZ-CANAMERO

Sesion 4B. Nuevas tecnologias en la industria alimentaria

Estudio in vivo con Caenorhabditis elegans para evaluar la capacidad antimicrobiana de

Brassica oleracea var. botrytis frente a Salmonella Typhimurium. G. GARCIA-CARRION, D.

IBANEZ-PEINADO, A. MARTINEZ, D. RODRIGO

Pulsed electric field permeabilization and extraction of phycoerythrin from
Porphyridium cruentum. .M. MARTINEZ, |. ALVAREZ, J. RASO

Inactivacion por pulsos eléctricos de alto voltaje en flujo continuo de Saccharomyces
cerevisiae en vino. M.A. MAzA, M.L. SANCHEZ, J. RASO, |. ALVAREZ

Efecto de la turbidez en la desinfeccion de Listeria innocua en tomate mediante la
tecnologia UV-C asistida por agua. . VINAS, P. COLAS-MEDA, M. ANGUERA, M. ABADIAS

Sesion 5A. Microbiologia de alimentos de origen marino

Microbiota de ocho especies de algas comestibles deshidratadas. A. DEL OLMO, A. PICON,
M. NUNEz

Evaluacion de la vida util y calidad microbiolégica de sepia cocida (Sepia pharaonis)

sometida a distintos tratamientos de conservacion. E. GONZALEZ-FANDOS, |. FERNANDEZ-
DURAN

Sesion 5B. Microbiologia predictiva

Aplicacién de modelizacion matematica para disefiar tratamientos de carne de pollo
seguros con un minimo impacto en la calidad sensorial. M. CLEMENTE-CARAZO, A. GARRE,
P.M. PERIAGO, A. ESNOZ, A. PALOP, P.S. FERNANDEZ

Desarrollo de modelos de regresion logistica para la evaluacidn de la probabilidad de
germinacion de cepas adaptadas de Clostridium sporogenes a diferentes condiciones
de pH y NaCl. E. OLAGUE, |. CANTALEJO, A. VALERO, F. PEREZ-RODRIGUEZ, V. ROMERO-GIL, E.
MEDINA-PRADAS, F.N. ARROYO-LOPEZ, A. GARRIDO-FERNANDEZ

Modelizacidn de la activacion térmica de esporos superlatentes. V. RUIzZ-ARTIGA, L.
LASHERAS, M. MARCEN, P. MARNAS, S. CONDON

Nuevo método de deteccidn rapida de Listeria monocytogenes en matrices
alimentarias. J. SANCHIS

iNDICE DE AUTORES

PATROCINADORES

11

218

220

223

226

228

230

232

235

240

242

245

248

250

252

254

256

263



Prélogo

12



XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

PROLOGO

Estimados amigos y compafieros,

Ha sido un honor para el grupo de Biotecnologia Enolégica de la Facultad de Enologia de la
Universidad Rovira i Virgili (URV), y para mi en particular, el encargo de la organizacién del XXI
Congreso Nacional de Microbiologia de los Alimentos de la SEM. Hemos intentado esforzarnos
para que esta edicion esté a la altura de las anteriores, para que todos los que trabajamos en
Microbiologia de los Alimentos podamos conocer los ultimos avances y las nuevas tendencias en
las diversas tematicas de nuestro ambito.

Como veréis en las sesiones programadas, en esta edicién hemos intentado considerar tanto los
aspectos de los beneficios de los microorganismos, o sea, los implicados en procesos
fermentativos de alimentos, o por supuesto los probidticos y otros microorganismos
relacionados con alimentos funcionales, como los aspectos negativos de los microorganismos
relacionados con seguridad alimentaria, incluyendo las técnicas mas recientes y la microbiologia
predictiva. También se han incluido sesiones de aspectos quizds no tan contemplados antes,
como las interrelaciones entre los diversos microorganismos presentes en los alimentos, o una
sesion dedicada a la microbiologia de alimentos de origen marino.

Agradezco vuestra participacion en el Congreso, deseo que cientificamente os sea interesante y
gue tanto los coloquios como las pausas y sesiones de posters sean productivos en las
interrelaciones entre todos vosotros. Debo sefialar que la realizacién del Congreso no hubiera
sido posible sin la colaboracion y trabajo del resto de miembros del Comité Organizador y del
Comité Cientifico, asi como de la Junta Directiva del Grupo de Microbiologia de Alimentos de la
SEM. Gracias a todos ellos. También agradezco el trabajo de gestidn por parte del personal de la
Fundacié URV. Doy gracias a la URV por las facilidades para celebrar este Congreso, y agradezco
el patrocinio recibido por parte de diversas empresas, asi como de organismos como la FEMS y
la Diputacién de Tarragona.

Como sedes del Congreso, hemos optado por dos localizaciones de nuestra misma universidad
en el centro de Tarragona (Campus Catalunya y el Rectorado), en lugar de recurrir a nuestro
Campus cientifico-técnico de Sescelades, un poco alejado del centro, para que podais
desplazaros andando desde los hoteles al Congreso y al centro en pocos minutos. El Campus
Catalunya, que alberga las facultades de Derecho y Humanidades, aparte de ser céntrico,
dispone de todas las infraestructuras y espacios para una satisfactoria realizacion del Congreso.
El Rectorado, en cuyo Paraninfo celebraremos la dltima sesion y la clausura el jueves 20, es un
edificio con fachada de estilo modernista, completamente reformado, situado en el casco
antiguo (la Part Alta) detras de la Catedral.

Aprovecho la ocasidn para daros la bienvenida a Tarragona, donde espero que disfrutéis de unos
dias placenteros en nuestra mediterranea ciudad, rica en patrimonio y con un ambiente
tranquilo, acogedor y festivo. Precisamente al finalizar el Congreso empiezan los dias algidos de
la fiesta mayor de Tarragona: Santa Tecla, el 23 de septiembre. ij Os esperamos !!

ii Bienvenidos a Tarragona yala URV !! Benvinguts !!

Albert Bordons, Presidente del Comité Organizador

13



Comités

14



XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

COMITE DE HONOR

Joaquim Torra i Pla
M. José Figueras Salvat
Teresa Cunillera i Mestres

Teresa Jorda i Roura

Josep Félix Ballesteros Casanova
Josep Poblet i Tous
Antonio Ventosa Ucero

Gonzalo Doroteo Garcia de
Fernando Minguillon

Josep Usall i Rodié

Joan Miquel Canals Bosch

COMITES

President de la Generalitat de Catalunya
Rectora de la Universitat Rovira i Virgili
Delegada del Gobierno de Espafia en Catalufia

Consellera d'Agricultura, Ramaderia, Pesca i Alimentacié de
la Generalitat de Catalunya

Alcalde de Tarragona
Presidente de la Diputacion de Tarragona
Presidente de la Sociedad Espafiola de Microbiologia (SEM)

Presidente del Grupo de Microbiologia de Alimentos de la
SEM

Director General del Institut de Recerca i Tecnologia

Agroalimentaries

Decano de la Facultad de Enologia de Tarragona
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Albert Mas, coordinador
Joaquin Bautista-Gallego
M. Carmen Portillo

Albert Bordons

José Manuel Guillamén

Ramoén Gonzélez
Antonia Picon

Baltasar Mayo

Sergi Ferrer

Amparo Querol
Margarita Garriga
David Rodriguez-Lazaro
Mercedes Maqueda
Manuel Ramirez

Rosa del Campo
Evaristo Sudrez

Noé Arroyo

M. Dolores Rodrigo
Jesus L. Romalde
Miguel Angel Morifiigo
Anna Jofré

Antonio Valero

Sara Bover Cid

Josep M. Montfort
Gonzalo Garcia de F. Minguillén
Carlos Alonso

Marta Hernandez
Santiago Conddn
Nacho Alvarez
Francisco Javier Carballo
Vicent Sanchis

M. Elena Gonzélez-Fandos

Universitat Rovira i Virgili (URV)

Instituto de la Grasa (IG) - CSIC

URV

URV

Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA) - CSIC

Instituto de Ciencias de la Vid y el Vino (ICVV) - CSIC - Universidad de
la Rioja

Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(IN1A)

Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA) - CSIC
Universitat de Valéncia

IATA

Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA)
Universidad de Burgos

Universidad de Granada

Universidad de Extremadura

Hospital Ramdn y Cajal - Universidad Complutense de Madrid (UCM)
Universidad de Oviedo

IG - CSIC

IATA - CSIC

Universidade de Santiago de Compostela

Universidad de Malaga

IRTA

Universidad de Cérdoba

IRTA

IRTA

Uucm

Universidad de Ledn

Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn (ITACYL)
Universidad de Zaragoza

Universidad de Zaragoza

Universidade de Vigo

Universitat de Lleida

Universidad de la Rioja
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Joaquin Bautista-Gallego Vicepresidente y secretario Instituto de la Grasa - CSIC
M. Carmen Portillo Vicepresidenta y tesorera URV

Albert Mas Vocal URV

Cristina Reguant Vocal URV

M. Jesus Torija Vocal URV

Gemma Beltran Vocal URV

Gemma Sanchez Colaboradora Fundacién URV - Congresos
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PROGRAMA

Lunes 17 septiembre 2018, Campus Catalunya URV (Av .Catalunya 35, Tarragona)
15h  Entrega de credenciales y documentacion
16h  Acto inaugural (Aula Magna)

16h30 Conferencia inaugural: Patdgenos emergentes de interés alimentario y gestion de
riesgos. Ana Troncoso, Universidad de Sevilla.

17h30 Refrigerio de bienvenida

19h-20h30 Visita guiada a la Tarragona romana y medieval

Martes 18 septiembre 2018, Campus Catalunya URV

9h Sesiones temadticas paralelas 1A y 1B (cada sesion incluye una ponencia principal de 30 min,
comunicaciones orales seleccionadas de 10 min o invitadas de 20 min, y un férum de 30
min) :

1A. Bebidas fermentadas alcohdlicas (Aula Magna). Moderadores: José Manuel Guillamén
(IATA-CSIC Valencia) y Ramén Gonzalez (ICVV-CSIC-UR Logrofio).

Ponencia principal: Mecanismos moleculares implicados en la adaptacién de las levaduras a

los procesos fermentativos y sus posibles aplicaciones. Amparo Querol, IATA-CSIC
Valencia.

Comunicaciones en pdster seleccionadas para orales:

Mechanisms of adaptation in yeast to industrial fermentation. E. Garcia-Rios (IATA-CSIC
Valencia)

Evaluacion de la capacidad deteriorante de bacterias lacticas presentes en una cerveceria
artesanal. M. Rodriguez-Saavedra (CIAL-CSIC-UAM Madrid)

El transcriptoma de Saccharomyces cerevisiae revela roles clave de la melatonina en la
defensa contra el estrés oxidativo. M. Sunyer-Figueres (URV Tarragona)

La interaccion con M. pulcherrima promueve una respuesta transcripcional que recuerda
al efecto Crabtree en S. cerevisiae. J. Tronchoni (ICVV-CSIC-UR Logrofio)

Uso de levaduras killer y sensibles de Torulaspora delbrueckii en la elaboracién de vino
base y cava. R. Velazquez (UEx Badajoz)

1B. Productos lacteos (Sala de Graus). Moderadores: Antonia Picon y Baltasar Mayo.

Ponencia principal: Aminas biégenas: el lado oscuro de las bacterias lacticas. Miguel Angel
Alvarez, IPLA-CSIC Villaviciosa.

Ponencias invitadas:

Técnicas microbioldgicas y microbiologia de quesos tradicionales. Baltasar Mayo, IPLA-
CSIC Villaviciosa.

Tratamientos de altas presiones hidrostaticas en productos lacteos. Antonia Picén, INIA
Madrid.
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10h45 Pésters y pausa-café

11h30 Sesiones tematicas paralelas 2A y 2B (cada sesion incluye una ponencia principal de 30
min, 4 comunicaciones orales seleccionadas de 10 min y un féorum de 30 min):

2A. Fermentaciones lacticas en vegetales y vinos (Sala de Graus). Moderadores: Joaquin
Bautista-Gallego (IG-CSIC Sevilla) y Sergi Ferrer (U. Valéncia).

Ponencia principal: Biofilms en el entorno de la fermentacién de aceitunas de mesa. F. Noé
Arroyo, IG-CSIC Sevilla.

Comunicaciones en pdster seleccionadas para orales:
La estrategia de inoculacién de no-Saccharomyces en vinificacién afecta a Oenococcus
oeniy a la fermentacién malolactica. A. Balmaseda (URV Tarragona)
Assessment of the probiotic potential of bacterial species isolated from table olive;
Lactobacillus pentosus vs. Lactobacillus plantarum. A. Benitez-Cabello (IG-CSIC Sevilla)
Deteccidn de aminas bidgenas y su relacion con la microbiota indigena en vinos de la Rioja
alavesa. |. Diez-Ozaeta (AZTI-Tecnalia, Derio)

Efectos del uso de no-Saccharomyces sobre Oenococcus oeni y la fermentacion
malolactica del vino. C. Reguant (URV Tarragona)

2B. Tecnologias emergentes en seguridad alimentaria (Aula Magna). Moderadores: Amparo
Querol (IATA-CSIC Valencia) y M. Carmen Portillo (URV Tarragona).

Ponencia principal: Bioconservacion y tecnologias no térmicas en la inactivacion de
patogenos en alimentos. Margarita Medina, INIA Madrid.

Comunicaciones en poster seleccionadas para orales:

Caracterizacion de los microorganismos en alimentos sin necesidad de cultivar: hacia una
nueva era molecular en bioseguridad alimentaria. M. Mira-Miralles (U. Alicante)

Deteccidn del virus de la hepatitis E y evaluacién de la infectividad mediante RT-qPCR de
viabilidad. W. Randazzo (U. Valéncia, IATA-CSIC)

Eficacia bactericida del 4cido dipicolinico sobre células vegetativas. V. Ruiz-Artiga (U.
Zaragoza)

Piezoproteccidn y piezoestimulacidn: efectos no deseados en la combinacién de
bioconservantes y altas presiones. C. Serra-Castellé (IRTA Monells)

13h15 - 15h Comida
15h - 16h30 Pésters
15h45 - 16h15 Workshop de empresa iMicroQ (Sala de Graus)

16h30 Sesiones tematicas paralelas 3A y 3B (cada sesion incluye una ponencia principal de 30
min, comunicaciones orales seleccionadas de 10 min y un férum de 30 min):

3A. Productos carnicos (Aula Magna). Moderadores: Margarita Garriga (IRTA Monells) y
David Rodriguez-Lazaro (U. Burgos).

Ponencia principal: Resistencia a antibiéticos y capacidad para formar biofilm en bacterias de
origen carnico: aspectos de interés para la seguridad alimentaria. Rosa Capita, U. Ledn.

Comunicaciones en poster seleccionadas para orales:
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Marcadores de movilidad génica horizontal implicados en la diseminacién de resistencias
a los antibidticos beta-lactdmicos a través de alimentos y aguas. D. Gonzalez (U.
Navarra, IDISNA Pamplona)

Deteccidn del virus de la hepatitis E en alimentos derivados del cerdo. M. Gutiérrez-Boada
(U. Burgos)

Reduccidn de sodio en productos carnicos cocidos: consecuencias sobre la seguridad
alimentaria. A. Jofré (IRTA Monells)

Seleccion de agentes de biocontrol para reducir el dcido ciclopiazénico en derivados

carnicos curado-madurados. M.J. Andrade (UEx Caceres)

3B. Interacciones entre microorganismos en alimentos (Sala de Graus). Moderadores:
Mercedes Magqueda (U. Granada) y Manuel Ramirez (UEx Caceres).

Ponencia principal: Interacciones entre microorganismos presentes en alimentos y
principales aplicaciones. Francisco Pérez Nevado, UEx Badajoz.

Comunicaciones en pdster seleccionadas para orales:

Efecto de distintos biocidas en la transmisién horizontal de los genes de resistencia a
colistina mcr-1'y mer-2. A. Alvarez-Molina (U. Ledn, ICTAL Ledn)

El agente biopreservante Pseudomonas graminis CPA-7 reduce la capacidad invasiva de
Salmonella enterica y Listeria monocytogenes después de la interaccion en pera
minimamente procesada. C. Collazo (U. Lleida)

Seleccion de bacterias acido lacticas con actividad anti-Listeria monocytogenes en
alimentos madurados tradicionales. |. Martin (UEx Caceres)

Interaccidn metabdlica entre Salmonella enterica y los principales mohos causantes de
podredumbre en fresas. A. Valero (U. Cérdoba)

18h15 - 19h15 Asamblea del Grupo SEM Microbiologia de los Alimentos Sala de Graus)

Miércoles 19 septiembre 2018, Campus Catalunya URV

9h Sesiones tematicas paralelas 4A y 4B (cada sesion incluye una ponencia principal de 30 min,
comunicaciones orales seleccionadas de 10 miny un féorum de 30 min):

4A. Probiéticos y alimentos funcionales (Aula Magna). Moderadores: Rosa del Campo
(Hospital Ramon y Cajal Madrid - UCM) y Cristina Reguant (URV Tarragona).

Ponencia principal: Un probiético de nueva generacion desde el laboratorio al consumidor: el
ejemplo de Faecalibacterium praustnizii. Rebeca Martin, INRA Jouy-en-Josas, Francia.

Comunicaciones en pdster seleccionadas para orales:
Desarrollo de probidticos para la hiperuricemia. M. Garranzo (UCM Madrid)
Produccidn de una bebida probidtica a partir de zumo de uvas blancas de mesa. D.L.
Bazan (UVigo, Ourense)
Evaluacion de la seguridad alimentaria mediante analisis gendmico de 14 cepas de
bacterias lacticas con potencial biotecnoldgico. L. Rodrigo-Torres (U. Valéncia)
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4B. Nuevas tecnologias en la industria alimentaria (Sala de Graus). Moderadores: Noé
Arroyo (IG-CSIC Sevilla) y M. Dolores Rodrigo (IATA-CSIC Valencia)

Ponencia principal: Procesado mediante nuevas tecnologias: validacion y visién de futuro. M.
Consuelo Pina Pérez, HES-SO Valais-Wallis, Suiza

Comunicaciones en pdster seleccionadas para orales:

Estudio in vivo con Caenorhabditis elegans para evaluar la capacidad antimicrobiana de
Brassica oleracea var. botrytis frente a Salmonella Typhimurium. D. Ibafiez-Peinado
(IATA-CSIC Valencia)

Pulsed electric field permeabilization and extraction of phycoerythrin from Porphyridium
cruentum. J.M. Martinez (U. Zaragoza)

Inactivacion por pulsos eléctricos de alto voltaje en flujo continuo de Saccharomyces
cerevisiae en vino. |. Alvarez (U. Zaragoza)

Efecto de la turbidez en la desinfeccidn de Listeria innocua en tomate mediante la
tecnologia UV-C asistida por agua. I. Vifias (U. Lleida)
10h45 Pésters y pausa-café

11h30 Sesidén conjunta de areas tematicas 5A y 5B (incluye una ponencia principal de 30 min de
cada drea temdtica, comunicaciones orales y un férum conjunto de 30 min) (Aula Magna).
Moderadores: M. Jesus Torija (URV Tarragona) y Anna Jofré (IRTA Monells).

5A. Microbiologia de alimentos de origen marino.

Ponencia principal: Deteccion de Arcobacter en alimentos de origen marino y sus posibles
implicaciones para la salud publica. M. José Figueras, URV Reus.

Ponencia invitada: 20 afos de estudios sobre la prevalencia de virus entéricos humanos en
moluscos de Galicia. Jesus L. Romalde, U. Santiago.

5B. Microbiologia predictiva.

Ponencia principal: Aplicacion de la microbiologia predictiva en la evaluacién de riesgos
bioldgicos en EFSA. Pablo S. Fernandez Escamez, U.P. Cartagena.

Comunicaciones en pdster seleccionadas para orales:

Aplicacién de modelizacion matematica para disefiar tratamientos de carne de pollo

seguros con un minimo impacto en la calidad sensorial. M. Clemente-Carazo (U.P.
Cartagena)

Desarrollo de modelos de regresion logistica para la evaluacion de la probabilidad de
germinacion de cepas adaptadas de Clostridium sporogenes a diferentes condiciones
de pH y NaCl. F.N. Arroyo-Lépez (IG-CSIC Sevilla)

13h30 - 15h15 Comida
15h30 - 19h30 Visita a bodegas del Penedeés: Cavas Freixenet, Familia Torres

21h  Cena del Congreso en Tarragona: Casa Joan Miret (Rambla Nova 36, Tarragona)
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Jueves 20 septiembre 2018, Paraninfo, Rectorado URV (C. Escorxador, s/n, Tarragona)
9h Sesidn plenaria con 2 conferencias:

New ecological insights in food fermentations by using next generation sequencing
approaches. Luca Cocolin, U. Torino.

Microbioma de la leche humana. Juan Miguel Rodriguez Gdmez, UCM Madrid.

11h Pausa-café

11h30 Conferencia magistral: Present and Future of the Omics in Food Microbiology. Daniel
Ramdn, Biopolis-Archer Daniels Midland Co.

12h30 —14h Acto de clausura:
Entrega de premios (Mejor Tesis, Premio Joven Investigador y Mejor Pdster).
Resumen de tesis del Premio Fisher Scientific a la Mejor Tesis Doctoral: Natalia Gémez Torres

Conferencia de clausura del Premio Joven: Perspectivas e implicaciones de la microbiologia

predictiva y evaluacion de riesgos microbioldgicos en alimentos. Antonio Valero, U.
Cérdoba.

Clausura del Congreso
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Conferencias plenarias

PATOGENOS EMERGENTES DE INTERES ALIMENTARIO Y
GESTION DE RIESGOS

Ana Maria Troncoso
Universidad de Sevilla/Facultad de Farmacia/Departamento de Nutricién y Bromatologia,

Toxicologia y Medicina Legal/Area de Nutriciéon y Bromatologia. ¢/ Prof. Garcia Gonzalez n? 2,

41012 Sevilla.
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La seguridad alimentaria es un pilar
fundamental para la proteccion de la salud.
Su objetivo es prevenir, minimizar o
eliminar riesgos alimentarios en toda la
cadena alimentaria y al mismo tiempo
poner a disposicion de la poblaciéon
alimentos de calidad que satisfagan las
demandas de los consumidores [1]. Sin
embargo todavia se registran millones de
casos anuales en todo el mundo debido a
enfermedades transmitidas por alimentos
[2]. Su impacto en la salud de la poblaciéon
es elevado asi como el impacto econémico,
y ambos suelen ser infravalorados. Al
mismo tiempo los brotes de enfermedades
causadas por la presencia de
microorganismos  patdgenos en los
alimentos persisten afio tras afio en el
mundo  desarrollado,  permaneciendo
muchas veces silenciados, mal investigados
0 no correctamente comunicados a las
autoridades  sanitarias. Asimismo la
creciente globalizacién en la
comercializacion y  distribucion  de
alimentos ha propiciado la extensién y
frecuencia de estos brotes junto a la
introduccion de nuevos patégenos que
antes quedaban circunscritos a areas
geograficas determinadas [3]. Hay que
sefialar también otros factores como el
numero creciente de patégenos
emergentes, los cambios en la virulencia de
patégenos conocidos o la presencia de
resistencia antibidticos, lo que propicia en
ultimo extremo una exposicion
incrementada de los consumidores a los
riesgos alimentarios por presencia de
agentes bioldgicos.

Las enfermedades transmitidas por
alimentos tienen su origen en el consumo
de productos contaminados con
microorganismo patdgenos: bacterias y sus
toxinas, mohos, virus y parasitos. A su vez,
los alimentos pueden contaminarse en
cualquier punto de la cadena alimentaria
desde la materia prima, pasando por el
procesado, manipulacidn, conservacion,
distribucién o la propia preparacién de los
alimentos. Entre los principales patégenos
alimentarios se encuentran Listeria
monocytogenes, = Campylobacter  spp.,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
que son los mas vigilados por las
administraciones sanitarias y por la
industria alimentaria. No hay que olvidar
que los virus suelen ser ultimamente
protagonistas de las redes de alerta
alimentaria y que se consideran en la
actualidad peligros bioldégicos emergentes.
Estos microorganismos se diferencian en
términos de epidemiologia, vehiculos
alimentarios transmisores, fisiologia y
virulencia.

Los informes que anualmente publica la
EFSA (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria) sobre Zoonosis, dan una idea
de su prevalencia en el espacio europeo.
Los Estados Miembros de la UE tienen la
obligacion de recolectar datos sobre los
brotes alimentarios e informacién asociada
a los mismos. La EFSA publica estos datos
en colaboraciéon con el Centro Europeo
para la Prevencion y Control de (ECDC), y
son son facilmente accesibles en la web. En
cualquier caso el numero de brotes
(definido como la presencia de dos o mas
casos de una enfermedad como resultado
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del consumo de una alimento contaminado
en un mismo entorno) que se informa a la
autoridades sanitaras es siempre
sensiblemente inferior al nimero real [4,5].
Asi los brotes que afectan a un numero
elevado de personas, los que se producen
en el dmbito de la restauraciéon colectiva o
los que tiene mayor duracién o virulencia
son los que comunmente se investigan en
mayor profundidad. Hay que seialar que
ademas existen diferencias importantes en
cuanto a la sensibilidad de las diferentes
autoridades sanitarias nacionales a la hora
de identificar y comunicar estos datos

En EEUU el Centro para la Prevencion vy
Control de Enfermedades (CDC) reune los
datos sobre brotes alimentarios y zoonosis
desde el afio 1998 y que organismos
internacionales como la OMS realizan
esfuerzos para disponer de datos a nivel
global.

En esta comunicacion se presentan los
brotes alimentarios de mayor calado
publico en los ultimos afios como el Brote
de E Coli verotoxigénico por consumo de
semillas germinadas de fenogreco en
Alemania en la primavera de 2011 y se
examinan de forma critica los sistemas de
gestion de riesgo y como éstos se han ido
revisando a fin de mejorar la gestidén y
comunicacién de los riesgos alimentarios.
Al mismo tiempo y en funcién de los datos
reportados en los ultimos afos se realiza
un examen critico para identificar los
patégenos emergentes mas relevantes.
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Food fermentations represent unique complex
ecosystems in which different
microorganisms, belonging to several groups
of bacteria, yeasts and filamentous fungi,
coexist. The level of complexity is even higher
if we consider that within a species several
strains may be present. Due to the fact that
microbial activity is a key factor for
determining the quality and the safety of
fermented foods, it is of primary importance
to be able to well define and to describe
correctly the microbial diversity during food
fermentations.

The last 30 years have been characterized by a
drastic change in the way scientists investigate
population changes and dynamics during food

A
FISH analysis

Total microbiota

Clone library
cloning and
sequencing

Fermented food

fermentations. At the end of the 80s the
introduction of molecular methods allowed
for a better identification of species and the
differentiation of strains within the species
through the used of PCR based methods, but it
is at the end of the 90s that the big change
occurred with the introduction of the new
concept of culture independent approach.
Microbial ecology is from that point
investigated by extracting the nucleic acids
directly from the food matrix without the
need for isolation and identification. An
overview of the culture-independent and
dependent methods, exploiting molecular
techniques, is shown in Figure 1.
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Figure 1: Molecular methods used in the study of the ecology of fermented foods

Moreover, we have learnt to study microbial
ecology in fermented foods considering whole
consortia and not single populations. This is

extremely important since microorganisms in
complex ecosystems are able to interact and
communicate. If one microorganism at the
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time is studies, the risk is to loose important
information on how the ecosystem is
functioning [1].

Undoubtedly the technological developments
in the area of the sequencing methodologies
have open new possibilities to study in more
detail the microbial ecology of fermented
foods. The previously available techniques,
based on the profiling of populations (e.g
Denaturing Gradient Gel Elecrophoresis), were
characterized by poor depth in the coverage
of microbial diversity, low throughput and
pretty labor-intensive procedure. However,
the first studies exploiting DGGE already
highlighted that what could be seen on agar
plates was a little portion of the microbial
populations involved in the fermentation
process. With the development of the next
generation sequencing (NGS) methodologies,
we have now in our hands techniques that are
able to deeply investigate the diversity of
microorganism and how they are interacting
in very dynamic ecosystems. Not only we can
reconstruct the taxonomic map of the
microbes present in a given food, but we can
also monitor the metabolic activities that are
expressed in a specific time point. The use of
metataxonomics, metagenomics and
metatranscriptomics has allowed for a huge
amount of new data to be generated, which
can be analysed through bioinformatic tools to
be able to fully understand the role of the
microorganisms.

In food fermentations, NGS has been used
mainly to describe the microbial ecology
during the transformation process, through
the amplification and the sequencing of the
16S rRNA gene (metaxonomics) and only in a
few cases the functions (genes), mostly
present and expressed, were investigated by
using metagenomics and metatranscriptomics.
In the study by Alessandria et al. [2],
investigating an Italian hard cheese, the
natural whey starters used in the three
productions showed the same microbiota
composition, characterized by the presence of
Lactobacillus  helveticus and Lactobacillus
delbrueckii. A clear clustering of the samples
according to the three productions, probably
driven by the different milks used, was
observed. Milk samples were found to be

characterized by the presence of several
contaminants, such as Propionibacterium
acnes, Acidovorax, Acinetobacter,
Pseudomonas, and NSLAB. The core genera of
the starter tended to limit the development of
the spoilage bacteria only in two of the three
batches. The study underlined the influence of
different factors that can affect the final
microbiota composition of the artisanal
cheese.

Lastly, meta-omics were recently investigated
to depict microbial metabolic functions during
the fermentation of Italian sausages [3].
Microbiota, microbiome, and the release of
volatile metabolites were determined with the
aim to discover the connections between
them during ripening The microbial ecology of
spontaneously fermented sausages and those
inoculated with a starter culture was studied.
The inoculated fermentation with the starter
culture limited the development of
Enterobacteriaceae and reduced the microbial
diversity compared to that from spontaneous
fermentation. KEGG database  genes
associated with the reduction of acetaldehyde
to ethanol, acetyl phosphate to acetate, and
2,3-butanediol to acetoin were most abundant
in inoculated samples compared to those in
spontaneous fermentation samples. The
volatilome profiles were highly consistent with
the abundance of the genes; elevated acetic
acid, ethyl acetate, and acetoin were observed
in the presence of the starters at the end of
fermentation. Significant differences were
found in the liking of samples based on flavour
and odour, suggesting a higher preference by
consumers for the spontaneous fermentation
samples. Inoculated samples exhibited the
lowest scores for the liking data, which were

clearly associated with the highest

concentration of acetic acid.
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En los ultimos 15 afos, varios grupos de
investigacion han puesto de manifiesto la
presencia de bacterias comensales,
mutualistas o potencialmente probidticas en
la leche humana en condiciones fisioldgicas, lo
que ha provocado un creciente interés por
conocer su microbiota y microbioma y sus
posibles funciones para la salud materna y/o
infantil.

En general, la microbiota de la leche humana
parece estar dominada por bacterias Gram-
positivas pertenecientes a los géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Coryne-
bacterium y Propionibacterium. No obstante,
también se pueden aislar con cierta frecuencia
diversas bacterias lacticas (Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Weissella,
Enterococcus...) y bifidobacterias.

Globalmente, se han aislado mas de 200
especies bacterianas diferentes,
pertenecientes a aproximadamente 50
géneros, a partir de este fluido bioldgico,
incluyendo nuevas especies bacterianas, como
Streptococcus lactarius. En  condiciones
fisioldgicas, la concentracién bacteriana en la
leche humana suele oscilar entre 10 y 103
ufc/mL. El empleo de bombas extractoras
puede dar como resultado la presencia de una
elevada concentracién de bacterias Gram-
negativas (Enterobacterias, Pseudomonas,
Stenotrophomonas...) y levaduras como
consecuencia de su presencia en el agua de
lavado o aclarado de las mismas o de practicas
de manipulacion poco higiénicas. Los métodos
dependientes de cultivo tienen la limitacion
de no poder evaluar la presencia de
microorganismos viables pero no cultivables
pero, en cambio, permiten el aislamiento, la
conservacion y la caracterizacién de las cepas,
incluyendo la secuenciacion de los genomas
de un numero creciente de aislados. En
resumen, el uso de métodos de cultivo ha

demostrado que la leche humana representa
un nicho ecolégico complejo y una fuente de
cepas con potencial probidtico.

La aplicacion de diferentes técnicas
moleculares independientes de cultivo ha
proporcionado una evaluacion
complementaria del microbioma de la leche
humana. Es importante tener en cuenta que
estas técnicas detectan acidos nucleicos y no
células microbianas vivas, lo que significa que
el ADN detectado o secuenciado puede
pertenecer a organismos vivos o muertos.
Otras limitaciones y sesgos que las técnicas

moleculares pueden introducir en la
evaluacién de comunidades microbianas
complejas incluyen una sobre- o

subestimacion de algunos grupos microbianos
debido a diferencias en la composicién sus
paredes celulares, membranas externas o
membranas plasmaticas, a los métodos de
extraccion de ADN, al numero de copias del
gen diana, a la(s) regién(es) del gen 16S rRNA
a las que estén dirigidos los cebadores
seleccionados y a las limitaciones actuales en
lo referente al analisis bioinformatico
Globalmente, los estudios independientes de
cultivo han confirmado la presencia de ADN
de géneros bacterianos  previamente
identificados con técnicas dependientes del
cultivo, como Staphylococcus, Streptococcus,
Corynebacterium, Propionibacterium.
Lactococcus, Leuconostoc, Weissella,
Bifidobacterium y/o Lactobacillus  spp..
Ademads, algunos de ellos también han
descrito la presencia de ADN perteneciente a
microorganismos estrictamente anaerobios
asociados al intestino (Bacteroides, Blautia,
Clostridium, Collinsella, Coprococcus,
Eubacterium, Faecalibacterium, Roseburia,
Ruminococcus, Veillonella, ...).

Las bacterias de la leche materna, incluyendo
anaerobios  obligatorios, se transfieren
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verticalmente de la madre al lactante a través
de la leche materna y juegan un papel
importante en la colonizacidn del intestino
infantil. Estudios recientes han mostrado que
existe un  predominio de  bacterias
transmitidas a través de la leche materna en el
intestino de los nifios amamantados hasta el
destete, incluso si se les introduce alimentos
solidos durante la lactancia materna. Por otra
parte, dichas bacterias parecen jugar diversos
papeles relevantes para la salud mamaria
(prevencion de mastitis) y para la salud infantil
(proteccidon frente a infecciones, funciones
metabdlicas, inmunomodulaciéon, neuro-
modulacion).

El origen de la microbiota mamaria es
controvertido pero todos los indicios parecen
indicar que ciertas bacterias seleccionadas de
la microbiota digestiva materna pueden
acceder a las gldandulas mamarias a través de
una via oro-entero-mamaria. Aunque se trata
de un tema controvertido en la actualidad,
algunos estudios han ofrecido una base
cientifica para dicha translocacidn fisioldgica.
El mecanismo implicaria a células dendriticas y
macréfagos, que serian capaces de captar
bacterias no patdgenas viables presentes en el
lumen del intestino vy, posteriormente,
llevarlas a otros lugares, incluyendo Ila
glandula mamaria lactante. Cabe recordar que
existe un intenso flujo de células inmunitarias
intestinales a las glandulas mamarias durante
el embarazo y la lactancia.

Existen tres factores que estan presentes en
las glandulas mamarias durante y al final del
embarazo y pueden explicar el tropismo
selectivo que la glandula mamaria parece
ejercer sobre algunas especies bacterianas
maternas durante dicha etapa: (a) existe un
estado fisioldgico de inmunodepresion con el
fin de tolerar el feto; (b) como se ha indicado
anteriormente, existe un formidable proceso
de angiogénesis; y (c) el pre-calostro comienza
a llenar el conducto mamario durante el
ultimo tercio del embarazo proporcionando
un rico ambiente nutritivo para las bacterias,
facilitando asi su crecimiento. Se requieren
mas estudios para elucidar los mecanismos
por los cuales algunas cepas bacterianas
pueden translocar fisioldgicamente en ciertos
huéspedes o etapas de la vida. La existencia

de tales vias bacterianas oro-entero-mamarias
proporcionaria nuevas oportunidades para
manipular la  microbiota materno-fetal
alterada, reduciendo el riesgo de parto
prematuro, mastitis o] de ciertas
enfermedades infantiles.
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Como decia Woody Allen, las bacterias, esos
seres microscopicos que solo se visualizan con
la ayuda de un microscopio, fueron los
habitantes de Ia

primeros tierra vy

probablemente serdn los Ultimos en
abandonarla. No sdélo eso, son también los
seres vivos mas abundantes en el planeta.
Calculamos que debe haber del orden de 5
quintillones de bacterias o, lo que es lo
mismo, por cada ser humano en el planeta hay
casi un trillén y medio de bacterias. Lo mas
interesante es que buena parte de esa
biomasa microbiana vive dentro de nuestro
propio cuerpo. Gracias a la aplicacién de
técnicas de secuenciacién gendmica masiva,
en los ultimos afios hemos determinado que
en nuestro cuerpo hay tantas células nuestras
como bacterias pululando en su interior. Son
la piel v,
sorprendentemente, en el tracto digestivo.

particularmente numerosas en

Por poner cifras, si pesamos setenta kilos, uno
de esos kilos son las bacterias que pueblan
nuestro aparato digestivo. De hecho se habla
de ellas como de un posible nuevo érgano, un
drgano no descrito hasta la fecha y que tiene
relacion trascendental nuestra

una con

alimentaciéon. La razén es clara: ese
ecosistema bacteriano es el responsable de
extraer energia de los alimentos y también de
modificar o destruir sustancias que ingerimos
y que pueden ser saludables o deletéreas para
nuestra salud.

Al conjunto de especies bacterianas que
pueblan nuestro tracto digestivo lo llamamos
microbioma digestivo. Cada humano tiene su

microbioma digestivo particular, aunque en

individuos sanos se pueden agrupar en grupos
similares que se llaman enterotipos. Nuestro
microbioma puede variar en funcién de la
edad, de la dieta, del empleo de farmacos
(fundamentalmente antibidticos), o de que
padezcamos determinadas patologias. Estos
cambios suelen ser reversibles y abren Ia
puerta al desarrollo de nuevos alimentos que
contengan bacterias y/o metabolitos capaces
de devolver nuestro microbioma a sus
condiciones iniciales, o lo modifiquen en un
determinado sentido. Por ejemplo, los celiacos
tienen un microbioma digestivo diferente con
una alta proporcién de especies de
enterobacterias y menos bifidobacterias o
lactobacilos. Esta alteracion se denomina
disbiosis y es, en cierta medida, responsable
de la inflamacién intestinal que padecen estos
enfermos. En nuestra compafila hemos
desarrollado un probiético que, tal como se ha
demostrado en un ensayo clinico con nifios
rebalancear su

celiacos, es capaz de

microbioma digestivo, aumentando
bifidobacterias y lactobacilos y disminuyendo
enterobacterias. La celiaquia no es un caso
aislado de microbioma alterado. En obesidad
ocurre una situacion similar. En este caso, los
individuos obesos tienen un aumento de un
grupo concreto de bacterias denominado
bacteroidetes y un descenso de otro llamado
firmicutes. En individuos obesos que siguen
regimenes hipocaléricos y adelgazan, ese
desbalance se recupera. Varias empresas,
entre ellas la nuestra, seguimos la pista de
bacterias probidticas

que den lugar a

respuestas similares. Aun hay mas, individuos
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con autismo, colitis ulcerosa, dermatitis
atdpica, diabetes tipo Il o psoriasis, entre otras
muchas patologias, tienen desérdenes en su
microbioma digestivo.

Pero el estudio de microbiomas también se
puede aplicar a y bebidas

fermentadas con resultados sorprendentes.

alimentos

Hemos descubierto que lejos de ser
ecosistemas con poca carga microbiana, los
sustratos animales y vegetales sobre los que
los inéculos crecen para producir los derivados
fermentados contienen centenares de
especies microbianas distintas. Muchas de
ellas juegan un papel trascendental en el
control del desarrollo de patégenos o en las
propiedades organolépticas del producto final.

Bajo otro punto de vista, el de la seguridad

alimentaria, la gendmica puede convertirse en
la herramienta del futuro para detectar los
primeros estadios de crecimiento de
microorganismos alterantes o patégenos.

En resumen, aun queda mucho que estudiar y
comprender, pero no hay ninguna duda de
que el futuro préximo nos va a brindar
muchas mads sorpresas en torno al empleo de
la gendmica en microbiologia de alimentos.
Cada una de ellas serd una nueva oportunidad
de desarrollo de nuevos suplementos
nutricionales o alimentos especializados de
anadido, tanto social

gran valor como

comercial. Los tecndlogos de alimentos

deberemos estar muy atentos a estos avances.
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A lo largo de la historia se ha constatado la
capacidad que presentan los microorganismos
para la transformacién de los alimentos
dirigiendo procesos donde se modifican
factores que influyen sobre su calidad. El
comportamiento de los microorganismos en
matrices alimentarias estd influido por una
serie de mecanismos de regulaciéon de su
metabolismo que les facilita su reproduccién
en caso de que estén presentes en un medio
favorable, o la regulacién de expresion
gendmica que les permite sobrevivir a
condiciones ambientales adversas.

La velocidad a la cual se producen estos
cambios y los factores que los generan pueden
ser cuantificados y controlados, permitiendo
pues la obtencion mds o menos precisa de las
respuestas microbianas frente a unas
condiciones especificas en un alimento. El
hecho de poder definir matemdaticamente las
respuestas microbianas es la base a partir de
la cual surge la microbiologia predictiva que
constituye una valiosa herramienta para
poder cuantificar la ecologia microbiana de los
alimentos. En los ultimos afios han existido
progresos sustanciales gracias a un trabajo
multidisciplinar por parte de investigadores en
relacién con la microbiologia de alimentos y
desarrollo de modelos matematicos. Desde los
modelos cinéticos de crecimiento e
inactivacion microbiana la microbiologia
predictiva ha ido evolucionando hacia
distintas lineas de investigacion orientadas al
estudio de condiciones de pre-incubacion,
modelos que estiman el comportamiento de
células individuales, modelos de probabilidad,
estocdsticos o de transferencia microbiana.

Sin embargo, recientemente ha surgido un

interés en conocer las respuestas a nivel
gendmico y cdmo influyen sobre el
comportamiento microbiano. El desarrollo de
enfoques basados en la biologia de sistemas
permite la aplicacion de modelos de indole
mas mecanicista que conduzcan a la
obtencién de respuestas microbianas mas
precisas [1]. Los modelos a escala gendmica se
construyen a partir de datos informacion
procedente de estudios del analisis del flujo
metabdlico dinamico, metagendmica,
protedmica y metaboldmica. En la Figura 1 se
representan los modelos conocidos como
“Top down” o inductivo (a partir del
conocimiento del sistema se puede inferir qué
componentes son los mas criticos) y “Bottom
up” o deductivo (a partir de las propiedades
de los componentes se deduce el
comportamiento del sistema).
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Figura 1. Enfoques “Top down” o inductivo y “Bottom
Up” o deductivo para la aplicacion de modelos de
biologia de sistemas (Adaptado de [2])

Por otro lado, la creciente preocupacién por la
mejora y armonizacion de las politicas de
inocuidad alimentaria es hoy en dia uno de los
principales  desafios en un sector
agroalimentario cada vez mas globalizado [2].
Para ello, la adopcion de enfoques basados en
la  Gestion  Cuantitativa  del Riesgo
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Microbiolégico estd siendo adoptada por
parte de las industrias como parte de su
sistema de calidad, siguiendo las indicaciones
del Codex [3]. La estimacidon del riesgo
microbioldgico requiere una evaluacién previa
del conocimiento generado a través de
metodologias estadisticas y computacionales y
la interpretacién de los resultados mediante el
desarrollo y aplicacidn de recursos disponibles
(bases de datos y herramientas informaticas)
para ser utilizados por los asesores y gestores
del riesgo [4].

Las numerosas aplicaciones de los modelos
matemadticos estan orientadas hacia |a
identificacion de peligros y establecimiento de
medidas de control en el sistema de Analisis
de Peligros y Puntos de Control Critico
(APPCC), determinacion de la vida comercial o
disefio de nuevos procesos y/o productos
entre otras (Figura 2) [5].

Herrami de prediccion = Modelos Terciarios
*‘gl Py — LMY
PP '
— € RRThAEL amTue
PREDICTIVE MODELS FOR MEAT
THERM
Herramientas de ajuste de modelos Bases de datos
£
s bioinactivation ComBase
o ZMRY. Ml
- | nlsMicrobio H
OPTIPA LeLrlts

Figura 2. Principales herramientas de microbiologia
predictiva y evaluacion de riesgos microbioldgicos.
Fuente: https://foodrisklabs.bfr.bund.de/microbial-
modeling-exchange-wiki/

Los Ultimos avances en el area de |la
microbiologia predictiva y evaluacion de
riesgos microbiolégicos fueron expuestos en el

ultimo evento celebrado en Cérdoba
(septiembre 2017) de la “International
Conference on Predictive Modelling in Food
(ICPMF)".

El conocimiento de las bases moleculares y la
integracion de la informacion generada en los
modelos “macroscopicos” y herramientas
informaticas constituye uno de los mayores
desafios a afrontar en los préoximos afios. La
utilizacion de los modelos predictivos como
herramientas que asistan en la toma de
decisiones por parte de los asesores vy
gestores del riesgo microbiolégico debe
contribuir a la necesaria armonizacién de las
politicas de inocuidad alimentaria.
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En pleno siglo XXI, la industria enoldgica
debe dar respuesta a los retos planteados
tanto por las nuevas demandas del
consumidor como por la modificaciéon de
las propiedades de la materia prima, el
mosto de uva, debidas al cambio climatico,
lo que tiene importante repercusién en la
calidad y aceptaciéon del producto final, el
vino. Para ello se exigen cambios en las
practicas enoldgicas entre las que tiene un
papel muy relevante el desarrollo de
cultivos iniciadores de levaduras adaptadas
a las nuevas condiciones de fermentacion
como son las bajas temperaturas para
obtener vinos mds aromaticos o el
desarrollo de levaduras que produzcan mas
aromas, mayor concentracion de glicerol y
menos etanol, estas dos Ultimas demandas
asociadas al cambio climdtico.

S. cerevisiae se ha descrito como la especie
predominante en la  fermentacidon
alcohdlica; sin embargo, otras especies del
género Saccharomyces también pueden
tener un papel importante en procesos de
fermentacién. Trabajos previos del grupo,
han estudiado las caracteristicas
fisiolégicas de interés enoldgico que
presentan las especies S. uvarum vy S.
kudriavzevii respecto a cepas de S.
cerevisiae, asi como de los hibridos de
estas especies (1, 2). A pesar de que
durante la fermentacién vinica no se dan
las condiciones optimas de crecimiento
para las levaduras, las levaduras vinicas de
la especie S. cerevisiae son organismos

muy especializados que ha evolucionado
bajo las restrictivas condiciones
ambientales presentes en la vinificacion
por lo que se han visto sometidas a fuertes
presiones selectivas durante el proceso de
adaptacion a estos ambientes manipulados
por el hombre (3). Sin embargo, estas
especies no estan adaptadas también a
fermentaciones vinicas pero al igual que
sus hibridos estdn mejor adaptadas a
crecer a bajas temperaturas que las cepas
vincias de S. cerevisiae (4). Nuestro grupo
ha descrito distintos mecanismos asociados
a esta seleccion, también conocida como
domesticacion inconsciente, o a los
mecanismos moleculares que estdn
implicados en algunas de las diferencias
fenotipicas o metabdlicas entre las
especies S. cerevisiae, S. kudriavzevii, S.
uvarum y sus hibridos. Algunos de estos
estudios se resumen a continuacién.

Reordenaciones gendmicas implicadas en
la resistencia a sulfito

El sulfito (SOs3*) se ha utilizado desde
tiempos remotos en la elaboracion del vino
como conservante debido a  sus
propiedades antibacterianas. Esto ha
provocado que las levaduras vinicas se
hayan adaptado al crecimiento en mostos
con altos niveles de sulfito. Uno de los
principales  factores que confieren
resistencia a sulfito en la levadura S.
cerevisiae es el gen SSU1 que codifica una
bomba transportadora de sulfito y nitrato
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localizada en la membrana plasmatica.
Nuestro grupo participd en la descripcién
de una translocacién reciproca entre los
cromosomas VIl y XVI que modificaba el
promotor del gen SSU1 lo que le conferia
una expresion constitutiva de SSU1 vy, por
tanto, una mayor resistencia al sulfito (5).
Recientemente hemos observado nuevos
sucesos de reordenaciones cromosémicas
implicadas en la tolerancia al SO, al
secuenciar genomas de cepas de S.
uvarum, que nos han permitido describir
dos nuevas translocaciones que afectan a
la expresion de SSU1, pero estas
translocaciones sdélo se encuentran en
cepas vinicas y de sidra, pero no en cepas
silvestres. La presencia de mecanismos
moleculares que dan como resultado una
convergencia fenotipica, refuerza el
enorme papel adaptativo que tiene la
sobreexpresion de SSU1 en cepas
industriales (Gutiérrez et al., en revision).

Conversidon génica ectdpica implicada en
la mayor eficiencia de la fermentacion
alcohdlica.

Otro mecanismo observado en levaduras
vinicas mediante estudios de gendmica
comparada realizado por nuestro grupo
corresponde a los genes de las alcohol
deshidrogenasas, enzimas responsables de
la sintesis y asimilacion de etanol, claves en
la fermentacion alcohdlica. Pudimos
observar que las cepas vinicas de S.
cerevisiae presentan fijado un alelo del gen
ADH2, que deriva de una conversion génica
de una region del gen ADH2 por ADHI1,
dando como resultado una baja afinidad
por el etanol, similar al de la alcohol
deshidrogenasa 1.

Presencia de levaduras hibridas naturales
entre especies del género Saccharomyces
La hibridacion interespecifica y la
introgresion  han tenido un papel
importante en la evolucidon adaptativa de
las levaduras del género Saccharomyces a
procesos fermentativos (Guillamén and
Barrio, 2017). Ambos mecanismos se

pueden considerar equivalentes a una
transferencia horizontal de genes entre
especies proximas, ya que se forman
individuos con dos conjuntos de genes
provenientes de especies diferentes, que
pueden presentar diferencias funcionales.
Nuestro grupo demostrd que la hibridacion
interespecifica espontdnea ha sido un
importante mecanismo para generar cepas
de levaduras con ventajas selectivas en
ambientes fluctuantes, ya que presentan
las propiedades de ambos parentales (1). El
desarrollo de hibridos artificiales entre
estas especies o entre cepas de S.
cerevisiae ha resultado de gran interés
para resolver algunas de las demandas del
sector (6, 7, Lairon, enviado) que incluso
nos ha permitido desarrollar cepas
comerciales en colaboracion con Ia
empresa Lallemand.

Por Ultimo, hemos estudiado los
mecanismos por los que S. cerevisiae es
dominante en una fermentacién vinica y
como afecta la presencia de especies como
S. uvarum 'y S. kudriavzevii en el
metabolismo de S. cerevisiae (Alonso-del-
Real et al., enviado).
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Cells respond to environmental and/or
genetic changes in order to survive and
proliferate. Characterization of the changes
after the stresses at different -omics levels
is crucial to understand the adaptation of
yeast to the changing conditions. Genome-
wide analysis extends our understanding of
cellular physiology by pointing out the
mechanisms that play role in sensing the
stress caused by those perturbations
(temperature, ethanol, sulfites, nitrogen...)
and related signaling pathways [1-5].
Saccharomyces cerevisiae as a model
system has been studied in response to
industrial stresses and the changes at
different cellular levels (transcriptomic,
proteomic, and metabolomics) were
followed either statically or/and
dynamically, short and long term.
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Figure 1: Industrial processes related with S.
cerevisiae.
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Yeast undergoes considerable stress during
wine fermentation from high
concentrations of sugars in grape must,
which leads to high osmotic pressure at the
beginning of the process. As fermentation
proceeds, ethanol accumulation, limiting

nitrogen concentration, or even the

presence of SO,, impose further pressure.
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Figure 2: Mechanisms of sulfite resistance
through reciprocal translocations. Adapted
from [6].

Adaptation by natural selection occurs
through the emergence of mutations that
improve the fitness of an organism and its
reproductive success in its environment.
Small insertions and deletions (INDEL) that
generate frame shifts may affect also the
integrity of proteins, causing drastic trait
changes [71. Larger genome
reorganizations may also drive the
emergence of more adapted cells. Yeasts,
especially the Saccharomyces genus, have
been widely investigated for their genome
plasticity and several examples of
chromosomal rearrangements conferring a
phenotypic advantage to individuals have
been found [4,5,8,9]. The large number of
chromosomal  rearrangements  found
among yeast strains and their striking
physiological consequences suggest that
other unidentified translocation events
may impact on the adaptation of wild yeast
to their ecological niche.
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By analyzing the genomic sequence of an
industrial S. cerevisiae strain [2] we bring to
light a new chromosomal rearrangement
involving the gene SSU1 that confers an
adaptive advantage to yeast strains in high
sulfite concentrations.
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Figure 3: Comparison of yeast strains holding
different chromosomal rearrangements in SSU1
gene. A: Drop assays of the different strains
depending on the different concentrations of
K>S,0s. B: Expression levels of SSU1 after 6 h of
growth in YPD+TA obtained from real-time PCR
standardized with the constitutive gene ACT1. *
Indicates significant differences (p-value<0.05)
compared to P5.

In the spot assays we observed that the
strains T73 and VL1, which present the
translocations VIII-t-XVI and  XV-t-XVI,
respectively, and the strain P5 with the
new rearrangement on chromosome XVI,
were more resistant to increasing
concentrations of sulfites than P24 strain
(control without rearrangements). In order
to find the mechanism responsible for the
phenotypic  differences, the  basal
expression levels of SSU1 in the absence of
K2S,0s were measured. Fig. 1B shows that
strain P5 had higher SSU1 expression levels
compared to the other strains.

We have tested the sulfite resistance
generated by the inv-XVI SSU1 by cloning it
into the plasmid pRS416 and introducing
the different constructions into different

genetic backgrounds. The strains
transformed  with inserts from P5
presented better resistance than the wild
type construction and empty plasmid.
Control 4mM K,S,0;

(Relative units)
&
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Figure 4: A: Phenotypic effect in the resistance
to K;S,0s5 of the different constructions in the
BY4743 ASSU1 strain. B: Expression levels of
SSU1. *Indicates significant differences (p-
value<0.05) compared to the empty control
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Las bacterias acido lacticas (BAL) son las
principales causantes del deterioro de la
cerveza debido a la produccidn excesiva de
acido lactico, diacetilo y turbidez, pudiendo
ocasionar que ésta sea imbebible, lo que
origina considerables pérdidas econdmicas.
Las cervezas artesanales son mas
susceptibles al deterioro ya que
normalmente se comercializan sin filtrar y
pasteurizar.

El objetivo de este estudio es identificar y
evaluar la capacidad deteriorante de las
BAL presentes en el proceso productivo de
una cerveceria artesanal, después de la
limpieza y sanitizacion.

Se ha seleccionado una fabrica que elabora
mas de 15 marcas/variedades de cerveza
en su produccién, diferentes a los estilos
“sour” y “lambics”; la cual utiliza levadura
cervecera del género Saccharomyces spp.
para la fermentacion del mosto,
considerandose la presencia de BAL como
una potencial fuente de contaminacidn en
los procesos de produccion y en el
producto final.

Para la toma de muestras, se ha tenido en
cuenta las zonas con mayor probabilidad
de contaminacién primaria o secundaria,
seleccionandose los puntos mas criticos. Se
tomaron 60 muestras que incluyen la
monitorizacion ambiental, hisopados de
superficie de equipos y accesorios (Fig. 1),
productos intermedios, cerveza
embotellada y producto terminado del
almacén. Después del cultivo y aislamiento,
se lograron identificar 15 aislados

mediante pruebas morfolégicas,
fenotipicas, bioquimicas y por
espectrometria de masas MALDI-TOF

Biotyper.

Figura 1. Puntos de hisopado en maquina
llenadora de botellas, donde 1: tubo de
llenado, 2: tulipa, 3: portatulipa, 4:
portabotella, 5: condensado en llenadora, 6:
estrella de ingreso a llenadora y 7: estrella de
ingreso a coronador.

Las principales especies bacterianas
detectadas pertenecen a los géneros
Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc,
estando la mayoria de ellas presentes en
zonas que podrian ocasionar una
contaminacioén indirecta como lo son las
estrellas de la maquina llenadora de
botellas.
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Para estudiar la capacidad alterante de la
cerveza, se indujo a las bacterias a crecer
en medios con concentracién de ldpulo y
etanol en forma creciente, con el objetivo
de simular el proceso de adaptacién de las
mismas al ambiente cervecero y de
seleccionar a los aislados mas resistentes.
Asi mismo, se utilizd una bacteria de
referencia procedente de una cerveceria
de gran escala, que se caracteriza por ser
ldpulo resistente.

Con los aislados que lograron adaptarse, se
evalué la capacidad deteriorante a través
de su crecimiento microbiano (placas de 96
pocillos) en cervezas estériles con
diferentes unidades de amargor (IBU),
porcentajes de etanol (0,5-12% ABV) y en
el rango de pH de 3,25 a 5,0. Todos los
aislados estudiados crecieron en el rango
de pH de 4,25 a 5,00 y a bajos porcentajes
de alcohol, lo que demuestra Ia
susceptibilidad microbiana de las cervezas
sin alcohol (<0,5%) en la produccion
artesanal. L. brevis crecid incluso a pH 3,25
asi como, a elevados IBUs y a altas
concentraciones de etanol. Por lo que esta
bacteria podria causar un deterioro incluso
en cervezas acidas o “sour beer”, cervezas
con alto amargor como las Indian Pale Ale
“IPA” y cervezas con altos porcentajes de
etanol como las “Eisbock”.

Por otro lado, se estudié la capacidad
alterante de estos aislados en cerveza
embotellada en fabrica. La inoculacion se
realizé previo al coronado de las botellas.
Este estudio permite evaluar el desarrollo
microbiano en condiciones reales de un
producto envasado en planta, ya que tiene
en cuenta la presencia de levadura activa,
concentracién de CO2 y la presién dentro
de la botella. Las botellas, fueron
mantenidas a 25 °C simulando las
condiciones de almacenamiento y
transporte del producto y los analisis se
realizaron en el dia 5 y 15, simulando los

dias de cuarentena del producto en el
almacén, en el primer caso y en el segundo
simulando la presencia del producto en el
mercado. Se evalué el crecimiento
microbiano, los cambios en los pardmetros
fisicoquimicos como pH, y de acidez total
expresada en porcentaje de acido lactico, y
la generacion de metabolitos bacterianos
relevantes para las  caracteristicas
sensoriales de la cerveza, entre los que se
incluye el Aacido acético por HS-SBSE
(Headspace Stir Bar Sorptive Extraction)
acoplada a Cromatografia de Gases con
deteccién por Espectrometria de masas
(GC/MS). El aislado L. brevis produjo el
mayor descenso de pH, notable
incremento en la concentracién de acido
acético y de la acidez total, detectandose
incluso en el dia 5.

Lactobacillus brevis aislada del ambiente
cervecero artesanal, fue Ila especie
bacteriana que mostré mayor capacidad
deteriorante, llegando a producir una
turbidez visualmente detectable y a
deteriorar cervezas aparentemente con
menor riesgo microbioldgico como las de
estilo IPA.
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Introduccién

La melatonina (N-acetil-5-methoxi-
triptamina; MEL) es una molécula bioactiva
gue se encuentra en casi todos los seres
vivos y destaca por su implicaciéon en una
gran variedad de funciones fisiolégicas, de
entre las cuales destaca su actividad
antioxidante. Recientemente, se ha
descrito que las levaduras sintetizan MEL
durante la fermentacion alcohdlica [1, 2],
pudiendo estar relacionada con la
proteccién celular frente al estrés oxidativo
al que estdn sometidas durante este
proceso [3]. Esta actividad antioxidante
puede ser tanto directa -neutralizando
especies reactivas de oxigeno (ROS)- como
indirecta -activando el sistema enzimdtico
de defensa [3].

S. cerevisiae es capaz de reaccionar a las
condiciones adversas regulando distintos
procesos bioldgicos tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional.
Para conocer el mecanismo de accidn de la
MEL frente al estrés oxidativo, analizamos
la respuesta transcripcional de S. cerevisiae
en presencia y ausencia tanto de MEL
como de estrés oxidativo.

Materiales y Métodos

En este estudio se usé la cepa de S.
cerevisiae QA23 (Lallemand). A partir de un
pre-cultivo de 24 h (289C, 120rpm) en
medio rico YPD (2% (w/v) glucosa, 2% (w/v)
peptona y 1% (w/v) extracto de levadura),
se inoculd una concentracién de 5x103
cel/mL en 50 mL de YPD suplementado
(Mel) o no (0) con 5 uM de MEL. Cuando el
cultivo llegd al inicio de la fase exponencial

(5x10° cel/mL), se indujo estrés oxidativo
con 2 mM de H,0; durante 1 h (MelH y H).
Se incubaron dos condiciones sin estrés
(Mel y 0). Para el posterior analisis
transcriptémico se lavaron las células con
PBS y se congelaron a -80°C.

Se us6 Trizol Plus RNA Purification Kit de
Ambion Life Technologies para extraer el
RNA. Los niveles de expresion génica se
determinaron  mediante un  analisis
transcriptémico global usando “Yeast Gene
Expression Microarray” con 6256 sondas
de S. cerevisiae (Agilent Technologies). El
analisis estadistico se hizo con Gene Spring
Software v. 13.1.1 de Agilent Technologies,
considerando con expresién diferencial
genes con p-values<0.05. A partir de estos
resultados se determinaron las funciones
moleculares, procesos celulares,
componentes celulares y vias relacionadas
con los genes significativos de cada
comparacion usando Gene Ontology (CC-
BY 4.0) [4] y KEGG pathway mapping
database [5]. Ademas, se determind la
expresion génica de algunos genes con PCR
cuantitativa para comprobar los resultados
obtenidos [3]. Todos los andlisis se hicieron
por triplicado.

Resultados y Discusion

En este estudio se evaluaron los efectos de
la MEL en la expresién génica de S.
cerevisiaze en presencia y ausencia de
estrés oxidativo. Los cambios
transcriptdmicos mas significativos se
observaron cuando se aplicé estrés
oxidativo independientemente de la
presencia de MEL (MelH vs Mel, 3889 y H
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vs 0, 4254). La MEL en ausencia de H,0;
modifico la expresion de 21 genes (Mel vs
0), mientras que la MEL en células
expuestas a H,0, fue capaz de modificar
777 genes (MelH vs H) (Figura 1).

Los genes modificados por la MEL en
células no estresadas fueron relacionados
sobre todo con el transporte y Ia
detoxificacién de iones, en la respuesta a
estrés y con la actividad oxidoreductasa.

El andlisis de funciones moleculares,
procesos bioldgicos, vias metabdlicas y
componentes celulares relacionadas con
los genes activados en la comparacion
MelH respecto H sugieren que la MEL tiene
una alta incidencia en la actividad
antioxidante y en la funcién mitocondrial,
aparte de influir en otros procesos, como el
metabolismo lipidico, los transportadores
de membrana, la sefializacion y el
crecimiento filamentoso.

Mel vs 0
Hvs 0 | |
MelH vs 0 I
MelH vs Mel [ ]
MelH vs H [ ||
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Figura 1: Numero de genes expresados
diferencialmente entre distintas condiciones
(fold change 21; p-value <0,05). En rojo, genes
reprimidos, en verde, genes activados.

La activacion de genes con funcién
antioxidante por parte de la MEL se ha
visto incluso en células no estresadas, cosa
que sustenta su papel antioxidante
demostrado en otros articulos [3]. Esta
molécula parece proveer a la célula de una
magquinaria eficiente para mantener un
ambiente reducido, no solo
sobreexpresando genes implicados en el
incremento de la actividad de enzimas
antioxidantes y promoviendo la sintesis de
otros antioxidantes, sino también
influyendo en vias relacionadas con la
tolerancia a estrés oxidativo.

La cadena respiratoria mitocondrial es la
principal fuente de ROS, y también el
principal sitio para su detoxificacion [6] por
lo tanto, su funcidn es requerida para la
resistencia a estrés oxidativo en levaduras
[7]. Nuestros resultados sugieren que la
mitocondria puede ser la diana de la MEL
(como parece que es en humanos [8]), ya
gue es capaz de modularla a nivel
transcripcional, activando no solo genes
relacionados con la cadena respiratoria y la
ATPasa, sind también otros relacionados
con el mantenimiento y funcién de Ia
mitocondria.

Este estudio ha permitido ampliar nuestro
conocimiento sobre el rol de la MEL frente
al estrés oxidativo en levaduras, analizando
su respuesta a nivel transcripcional.
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En un esfuerzo por diferenciarse de sus
competidores, la industria vitivinicola esta
incorporando las levaduras no-
Saccharomyces como cultivos iniciadores,
permitiendo que por primera vez exista
mds de una especie  mayoritaria
coexistiendo durante Ila fermentacion.
Nuestro laboratorio esta interesado en
estudiar los efectos transcriptémicos
derivados del co-cultivo. Hemos mostrado
como estas levaduras no-Saccharomyces
influyen sobre el transcriptoma de
Saccharomyces cerevisiae en condiciones
anaerdbicas (mayor parte de Ia
fermentacién) [1] y aerébicas (arranque de
la fermentacion) [2]. La co-inoculacion
produce de forma general una respuesta
relacionada con la absorcién de glucosa y la
glicdlisis, el metabolismo lipidico de
membrana, la pared celular y el uso de
fuentes alternativas de nitrégeno [1,2].

Como puede observarse en la Figura 1, el
transcriptoma de S. cerevisiae responde de
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Figura 1: PCA de las diferentes respuestas
transcripcionales de S. cerevisiae al co-cultivo

con H. uvarum (Hu), T. delbrueckii (Td), C. sake
(Cs) o M. pulcherrima (Mp).

forma diferente al co-cultivo con diferentes
especies de levadura, en concreto, M.
pulcherrima muestra la respuesta mas
particular de las observadas hasta ahora.
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Figura 2: Diagrama de la ruta gluco-

fermentativa de S. cerevisiae mostrando el ciclo
de los acidos tricarboxilicos, la ruta hacia la
sintesis de glicerol y la ruta hacia las pentosas
fosfato mediante la Ribosa — 5 fosfato R5P. En
rojo se muestran los genes significativamente
sobre-expresados, en verde, los infra-
expresados.
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Esta levadura con alta eficiencia
respiratoria, genera el incremento en la
expresion génica de la glicolisis mas clara y
significativo que hemos observado hasta
ahora, en una respuesta que recuerda al
estudiado efecto metabdlico Crabtree, ya
que la variacion de la expresién génica se
observa en las mismas rutas con las que
este efecto esta relacionado.

El co-cultivo con M. pulcherrima promueve
la sobreexpresiéon de la ruta de la gluco-
fermentacién al mismo tiempo que se
reduce la expresiéon de genes relacionados
con la respiracion aerébica y la cadena de
transporte de electrones, el aumento de la
ruta de biosintesis de novo de purinas, la
disminucion de la expresion génica de la
ruta oxidativa de las pentosas fosfato o el
descenso en la asimilacion de sulfato
(Figura 2). Este ultimo probablemente
debido a la disminuciéon del estrés
oxidativo derivado de la bajada de la
respiracion.

Una de las primeras hipétesis es que los
altos requerimientos de oxigeno disuelto
que posee M. pulcherrima serian una

posible causa de la reconfiguracion
transcripcional que observamos en S.
cerevisiae.

Figura 3: Requerimientos de oxigeno disuelto
de S. cerevisiae y M. pulcherrima en cultivos en
solitario o mixtos.

A pesar de que las diferencias en oxigeno
disuelto no parecen demasiado altas entre
el cultivo mixto y solitario de S. cerevisiae
no podemos descartar que la diferencia
gue se observa en la Figura 3 pueda
explicar el cambio transcripcional que se
observa en S. cerevisiae en las condiciones
del ensayo.

Este Ultimo trabajo apoya los resultados de
los anteriores co-cultivos, en los que ya se
observaba una estimulacidn de la actividad
metabdlica de S. cerevisiae en respuesta al
cultivo mixto, aunque no de forma tan
contundente. Los requerimientos
nutricionales especificos de las diferentes
especies que convivan con S. cerevisiae en
los cultivos iniciadores mixtos, asi como las
condiciones de cultivo (aerdbicas o
anaerdbicas), tendran por tanto un efecto
en S. cerevisiae que necesita ser entendido
para anticipar las posibles consecuencias
que estos tengan en la fermentacidn vinica.
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Resumen. Las estirpes killer de Torulaspora
delbrueckii se pueden utilizar para mejorar
la dominancia de esta levadura durante la
fermentacién. Aqui se analiza su utilidad
para elaborar cava. La espuma de los vinos
base de T. delbrueckii fue muy baja
comparada con los de Saccharomyces
cerevisiae. Se encontraron correlaciones
positivas significativas de los parametros
de espuma con las cantidades de ésteres
de etilo C4-C16 y proteinas, y negativas con
algunos alcoholes antiespumantes. La
calidad organoléptica de los vinos base T.
delbrueckii se considerd inapropiada para
elaborar cava. Mientras que S. cerevisiae
(sola o mezclada con T. delbrueckii)
completéd la segunda fermentaciéon para
producir vinos espumosos secos con alta
presion de CO,, T. delbrueckii no completd
esta fermentacidon, dejando los vinos
dulces con baja presion de CO,. La muerte
debida a la presién de CO, fue mucho
mayor en T. delbrueckii que en S.
cerevisiae, lo que hizo irrelevante cualquier
efecto asesino de S. cerevisiae sobre T.
delbrueckii. No obstante, la calidad
organoléptica de los cavas inoculados con
mezclas de las dos especies de levaduras
fue mejor que la de los vinos inoculados
exclusivamente con S. cerevisiae, y no se
observo deterioro en la calidad de Ia
espuma.

En primer lugar, se elabord vino base
(variedad Macabeo, mosto <100 NTU)
inoculando con levaduras killer y sensibles
de T. delbrueckii o S. cerevisiae. La cinética
de fermentacion de las levaduras
Torulaspora fue mas lenta que la de

Saccharomyces, aunque todas dominaron
facilmente la fermentacién y dejaron los
vinos secos. Los vinos de Saccharomyces
tuvieron mas proteinas 'y mejor
espumabilidad (HM) y espuma estable
(HS), vy los de Torulaspora mas
polisacaridos y mejor tiempo de estabilidad
de la espuma (TS). En general,
considerando todos los vinos en conjunto,
hubo correlacidon positiva significativa de
HM y HS con las proteinas y 31 compuestos
aromaticos, fundamentalmente ésteres
etilicos C4-C16; y del TS con varios
alcoholes. La correlacion de HM y HS con
los polisacaridos fue negativa, al igual que
del TS <con otros 35 compuestos,
fundamentalmente alcoholes.

Los vinos base de Saccharomyces se
utilizaron para elaborar cava. La calidad
organoléptica de los vinos base de
Torulaspora se consideré atipica para este
propodsito. Antes de la elaboracién de
espumosos en botella (alta presidn), se
utilizaron tubos de plastico estériles de 15
mL para analizar la capacidad fermentativa
de Torulaspora en condiciones de baja
presion (maximo 1,5 atm) [3]. Se utilizé una
levadura S. cerevisiae killer Klus [2], y una
T. delbrueckii sensible, procedente de una
Torulaspora killer Kbarr-1 [1]. Se realizaron
tres series de segundas fermentaciones: S.
cerevisiae (Sc), T. delbrueckii (Td) y mezcla
de ambas (Sc+Td, 1:10).

Las series Sc y Sc+Td fueron muy eficaces,
alcanzando 6 o mas atm de presién a los 60
dias. Por el contrario, las levaduras de la
serie Td mostraron poca viabilidad y no
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completaron la segunda fermentacion en
estas condiciones. El porcentaje de muerte
celular fue siempre mayor en Td. Sc
desplazo totalmente a Td en la serie Sc+Td
a los 60 dias (no mostrado). Los espumosos
de Sc y Sc+Td fueron vinos de buena
calidad, tal como indicaron los pardametros
fisico-quimicos y el analisis organoléptico.
Los vinos Sc+Td fueron los mas apreciados
por su complejidad, mejor sensacién en
boca, aromas a fruta seca, y agradable
caracter envejecido. Por el contrario, los
cavas de Td presentaron niveles bajos de
presion, alcohol y acidez total, y mayores
de acidez volatil, azlcares reductores y pH;
lo que explicaria su baja puntuacién en la
cata (Tabla 1).

; Levaduras
Parametros S Td SceTd P
10.6+0.15b
3.5740.04c
5.15+0.05b
0.47+0.01b

7.4%0.1b

2

Alcohol (%, v/v) 11.4+0.01a
pH 3.16+0.01a
Acidez total (g/L) 5.82+0.05a
Acidez volatil (g/L) 0.27+0.02a
Glucosa+fructosa (g/L) 0.06+0.0a

11.3+0.32a 0.050
3.28+0.07b 0.010
5.3540.05b 0.010
0.44£0.01b 0.010
0.070.01a 0.000

Densidad (g/L) 989+0.0a 998+0.0b 992+0.0a 0.007
Presién (atm) 6.1+0.05a 3.240.90b 6.05+0.05a 0.000
Preferencia (%) 650.00a 47+1.50b 7842.50c 0.000

Tabla 1: Algunos parametros relevantes vy
calidad organoléptica de los espumosos
elaborados con levaduras S. cerevisiae, T.
delbrueckii, o mezcla de ambas. (a, b y c,
indican diferentes grupos homogéneos con test
Duncan, p<0,05).

En general, los pardmetros de espuma en
los cavas fueron peores que en los vinos
base. Los espumosos de Saccharomyces (Sc
y Sc+Td) tuvieron el mejor HM, y los de
Torulaspora (Td y Sc+Td) el mejor TS vy
mayor cantidad de polisacdridos totales y
manano (Figura 1A y B). Aunque no hubo
diferencias en la cantidad de proteinas de
los tres espumosos, incrementé en éstos
un 30% respecto el vino base (Figura 1B).
Finalmente, hubo diferencias significativas
en 15 de los 75 compuestos volatiles
analizados: 7 compuestos mads abundantes
en Td, y 8 mas abundantes en Sc y Sc+Td,
principalmente ésteres etilicos
responsables de aromas afrutados (Figura
1C), y con un valor relevante de actividad
odorante (VAO).
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Figura 1: A, parametros de espuma. HM, altura
maxima; HS, altura de estabilidad; TS, tiempo
de estabilidad. *Valor TS del vino base dividido
por diez. B, polisacdrido medio, manano vy
proteina. C, compuestos aromaticos para los
que se encontraron diferencias significativas
entre los vinos espumosos.
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La seleccion de levaduras autéctonas para
la produccion de vino se puede utilizar para
potenciar las caracteristicas enoldgicas
diferenciales que determinan una region
vitivinicola [1]. En este estudio, se aislaron,
identificaron y caracterizaron levaduras
procedentes de uva de la variedad Albariiio
de la D.O. Rias Baixas.

Para ello, se aislaron levaduras sobre uvas
de diferentes parcelas y en diferentes
puntos durante la fermentacién alcohdlica,
en fermentaciones espontaneas.
Posteriormente, se identificaron a nivel de
especie mediante la técnica RFLP-ITS [2] vy
a nivel de cepa siguiendo la metodologia
de los elementos delta [3]. Finalmente, se

realizaron fermentaciones con
inoculaciones puras y mixtas de las
diferentes levaduras identificadas. Se

analizaron los parametros quimicos basicos
(pH, ATT, 4&cido malico, acido Iactico,
dioxido de azufre, glicerol y acidez volatil) y
los compuestos fermentativos (esteres
etilicos, alcoholes, acetatos y 4acidos
grasos) mediante GC/MS.

Directamente de las uvas de diferentes
parcelas, se identificaron seis especies de
levaduras, correspondientes a Rhodotorula

glutinis, Metschnikowia  pulcherrima,
Cryptococcus magnus, Cryptococcus
flavescens, Hanseniaspora uvarum vy

Hanseniaspora guilliermondii. La levadura
predominante en todas las parcelas fue
Hanseniaspora (principalmente H.
uvarum). No se identificd S. cerevisiae en la
uva proveniente de las diferentes parcelas.

En las microvinificaciones espontaneas, en
una de ellas solo se aisld S. cerevisiae tanto

al inicio, mitad y final de fermentacién. En
otra, se aisldé aparte de S. cerevisiae dos
especies mas al inicio de fermentacion
(Pichia membranaefaciens y
Metschnikowia pulcherrima). La tercera
microvinificacion fue la que presentd
mayor diversidad de especies de levaduras,
al inicio de fermentacidn se aislaron cinco
especies diferentes (Pichia
membranaefaciens, Metschnikowia
pulcherrima,  Torulaspora  delbrueckii,
Candida zemplinina 'y Saccharomyces
cerevisiae). A mitad y a final de
fermentacién la Unica especie identificada
en las tres microvinificaciones fue S.
cerevisiae.

Figura 1. Perfil genético de las 18 cepas de S.
cerevisiae mediante Elementos Delta (M:
marcador molecular 1kb).

El aislamiento de levaduras autdctonas a
partir de uva y de diferentes
microvinificaciones espontanees ha
permitido identificar hasta diez especies de
levaduras. También se ha observado una
gran diversidad intraespecifica dentro de la
especie S. cerevisiage, ya que se han
identificado dieciocho cepas diferentes. En
la Figura 1 se muestran los perfiles de las
cepas identificadas de S. cerevisiae.
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En las fermentaciones con cultivos puros,
todas las cepas de S. cerevisiae inoculadas
presentaron caracteristicas fermentativas
6ptimas para ser utilizadas como cultivos
iniciadores, excepto M7 y M12. Estas dos
cepas fueron muy lentas en el consumo de
azucares y la M7 también presentd una
acidez volatil muy alta.

En el estudio del porcentaje de imposicidn
durante la fermentacién masiva donde se
inocularon todas las cepas de S. cerevisiae
se observé que las cepas con mayor
porcentaje de imposicion fueron la cepa
F11 (23.73%), seguida de la M4 (18,64%) y
la F8 (16,95%) (Figura 2).

111 M11M21
113 50 2%

2%

Figura 2. Porcentajes de imposicion de las
cepas de S. cerevisiae en la inoculaciéon masiva.

Se utilizé la cepa F11 para realizar las
fermentaciones con cultivos mixtos con las
especies no-Saccharomyces identificadas
inicialmente, debido principalmente a su
elevada imposicion y baja acidez volatil.
Estas se realizaron inoculando en cada caso
un 90% de la cepa no-Saccharomyces y un
10% de la cepa de S. cerevisiae, F11. Todas
las fermentaciones alcohdlicas con
inoculaciones  mixtas se  realizaron
correctamente, necesitando menos tiempo
que la fermentacidn realizada con el cultivo
puro de la F11. Las fermentaciones con las

especies Rhodotorula glutinis,
Cryptococcus flavescens y Cryptococcus
magnus fueron las mas rdpidas. Aunque se
estudid una gran diversidad de especies
no-Saccharomyces, no se obtuvieron
grandes diferencias en referencia a los
pardmetros  quimicos basicos. Los
parametros que mostraron mayores
diferencias fueron la acidez volatil, sulfitos
totales y la concentracién de glicerol. Se
observaron mayores diferencias en los
compuestos fermentativos, las
inoculaciones mixtas con todas las
levaduras no-Saccharomcyes presentaron
mayores concentraciones de esteres
etilicos, debido principalmente al
octanoato de etilo y decanoato de etilo, y
menores concentraciones de alcoholes
debido principalmente al alcohol isoamilico
comparadas con la fermentacion pura con
la cepa F11.

Por lo tanto, el uso de levaduras
Saccharomyces y no-Saccharomyces
autéctonas podria mejorar la calidad y
complejidad de los vinos, reflejando las
caracteristicas del terroir y de la variedad
de uva.
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La presencia de Brettanomyces bruxellensis
en el vino continda siendo una de las
grandes amenazas para los endlogos de
todo el mundo. Esta levadura provoca el
deterioro del vino debido a su habilidad de
producir compuestos fendlicos que afectan
negativamente el perfil organoléptico del
vino final. Ademas, este hecho se ve
agravado por su capacidad de desarrollarse
en las barricas durante el periodo de crianza
del vino generando grandes pérdidas
econdmicas para las bodegas.

¢Qué caracteristicas fisioldgicas presenta
esta levadura para sobrevivir en las
condiciones adversas que se dan durante la
crianza? Por un lado, B. bruxellensis es
capaz de desarrollarse en concentraciones
elevadas de etanol y sulfuroso, en
condiciones pobres de nutrientes y con baja
disponibilidad de oxigeno. Ademas, esta
levadura estd presente en las instalaciones
de la bodega formando biofilms que
dificultan su eliminacién [1]. Esto dificulta
su control y eliminacion en bodega.

Como ya se ha comentado, B. bruxellensis
produce fenoles volatiles, principalmente 4-
etilfenol y 4-etilguaiacol, a partir de los
precursores, acido cumarico y acido ferulico
respectivamente, presentes en el vino.
Estos compuestos fendlicos estan asociados
a aromas desagradables en el vino que
recuerdan a cuadra o a caballo [2].

En la actualidad, existen varios estudios
recientes sobre la diversidad genética de B.
bruxellensis de  diferentes  regiones
vitivinicolas del mundo y se ha conseguido
relacionar diferentes genotipos de B.
bruxellensis con una mayor o menor
tolerancia a sulfuroso y con su potencial
para producir fenoles volatiles [3]. Sin

embargo, aun no se ha evaluado Ia
diversidad de esta levadura en Catalufia.

En el presente trabajo se han muestreado
vinos de crianza y reserva de diferentes
bodegas  pertenecientes a  distintas
denominaciones de origen de Catalufia
(D.O. Penedés, D.O. Tarragona, D.O. Priorat
y D.O. Montsant) con el objetivo de obtener
aislados de B. bruxellensis de diferentes
zonas vinicolas catalanas, clasificarlos
genotipicamente asi como analizar su
tolerancia a sulfuroso y la capacidad de
produccion de fenoles volatiles. Para ello,
las muestras de vino contenido en barricas
de las distintas bodegas fueron tomadas en
distintos tiempos de crianza. Se sembraron
en un medio WLN con cicloheximida
selectivo para aislar B. bruxellensis. A partir
de los aislados obtenidos, se extrajo el DNA
y se comprobdé tanto por 5.8S-ITS-RFLP
como por la secuenciacién del dominio
D1/D2 de la regiéon del 26S rDNA que
pertenecieran a la especie B. bruxellensis.
Finalmente, un total de 65 aislados
identificados como B. bruxellensis fueron
tipificados genéticamente mediante una
PCR-ISS multiplex utilizando los primers
DbEI1, EI1 y LA2 y con la visualizacién de las
bandas resultantes en un gel de agarosa al
2% [4]. Los perfiles electroforéticos fueron
analizados mediante el programa Gell
agrupando los patrones de bandas segun su
similitud usando el coeficiente Dice y se
construyé un dendograma con el método
UPGMA. Los aislados se agrupaban dentro
del mismo cluster si compartian mas del
90% de similitud.

De cada uno de los grupos de genotipos
identificados se seleccionaron dos aislados
para el analisis de tolerancia a sulfuroso
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usando placas de 96 pocillos con medio YNB
a pH 3,5 que contenia diferentes
concentraciones de SO, libre (0, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 40, 50 y 60 mg/L) y en el que se
inocularon los diferentes aislados por
triplicado a una OD de 0,1 (10° cél/mL).
Después de 7 dias se midié la absorbancia a

600nm para determinar a qué
concentracién maxima de SO, eran capaces
de crecer (0OD>0,4).

Los 65 aislados de B. bruxellensis
identificados se clasificaron

genotipicamente en 9 grupos (Figura 1). Se
observd una segregacion genética de la
mayoria de aislados en base a la D.O. de
origen. Por ejemplo, en el grupo | se
agrupan aislados de Penedés mientras que
en el Il y VI aislados del Priorat, enel IVy V
de Tarragona vy, finalmente, en el Ill se
agrupan las dos réplicas de extraccién y
amplificacidn de la cepa de coleccién “CECT
1009”, demostrando asi la efectividad vy
reproducibilidad de la técnica usada para la
tipificacion genética. Por Ultimo, en los
grupos VII, VIII y IX se mezclan diferentes
aislados de varias D.O.s pero suele
predominar una de ellas.

a3

Figura 1: Dendograma construido a partir del

analisis UPGMA comparando los perfiles
obtenidos después de la PCR-ISS multiplex.

Dos aislados de cada grupo fueron
analizados para la tolerancia a SO, tal como
se ha descrito previamente. En la Figura 2

podemos observar el resultado obtenido a
los 7 dias para cada grupo.
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Figura 2: Concentraciones de SO, en las que los
aislados de los diferentes grupos son capaces de
crecer. El asterisco corresponde a la cepa de
coleccién CECT 1009.

Los grupos I, Il y VI son los que muestran
una mayor tolerancia a concentraciones
elevadas de SO, (todos los aislados crecen a
>20 mg/L de SO,) y corresponden a los
aislados del Penedés y Priorat. Por otro
lado, los grupos Il (CECT1009), V y IX
muestran una menor tolerancia a SO..
También cabe destacar que el grupo VIl y
VIl son los que presentan una mayor
variabilidad de resistencia al sulfuroso.
Estos resultados preliminares sugieren una
relacion genotipica de los aislados con la
tolerancia a SO,.

Por ultimo, el trabajo futuro incluird el
estudio de la capacidad de produccion de
fenoles volatiles y la resistencia a SO; de los
aislados en vino sintético y aclararan si
realmente existe esta relacion genotipo
dependiente.
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[GAR+] es un elemento epigenético de tipo
prion que alivia la represion por catabolito
en Saccharomyces cerevisiae. La represion
por catabolito de carbono es un fenédmeno
comun en muchos microorganismos por el
cual la transcripcion de los genes implicados
en la utilizacién de fuentes de carbono
alternativas esta reprimida en presencia de
algunos azlcares, fundamentalmente Ia
glucosa y la fructosa ya que éstos son
metabolizados con mejor eficiencia.

Tras su descubrimiento, se propuso que
este elemento podia tener relevancia tanto
sobre la supervivencia de las levaduras
enoldgicas y su eficiencia en la utilizacién de
sustratos, como sobre el rendimiento
alcohdlico durante la fermentacidon. Sin
embargo, otros resultados de los mismos
grupos de investigacidon no parecen apoyar
estas expectativas [1,2]. Asimismo, también
se ha propuesto su implicacion en paradas
de fermentacion.

En este trabajo, se han aislado cepas
prionicas a partir de diversas cepas de
levaduras enoldgicas y una de laboratorio
(W303, EC1118, Fx10, T73, IFI87, UCD522,
IFI1473). Las cepas [GAR+] crecen en medio
GGM, que contiene glicerol como fuente de
carbono y glucosamina como analogo no
utilizable de la glucosa (figura 1). En cambio,
las cepas [gar-] no pueden crecer en este
medio porque la represion inducida por la
glucosamina impide el metabolismo del
glicerol. En el estudio, se ha abordado el
efecto de dichos elementos [GAR+] en estas
levaduras enoldgicas desde diferentes
perspectivas, como la represion por

catabolito de carbono, factores que afectan
la aparicion y estabilidad del estado
pridnico y el impacto fisiolégico en
condiciones  tanto  aerdbicas como
anaerdbicas de fermentacién en mosto de
uva.

Figura 1. Aislamiento de variantes [GAR+]
capaces de crecer en medio GGM (glicerol +
GlcN) a partir de los siete fondos genéticos
probados.

Nuestros resultados confirman el impacto
de [GAR+], pero solo para ciertos fondos
genéticos. Hemos observado frecuencias
claramente diferentes de aparicién del
prion y estabilidad pridnica en funcion del
fondo genético, como se observa en la
figura 2 y 3, respectivamente.

Cepa Frecuencia de
aislamiento (%)
w303 <0.01
EC1118 0.5-1
FX10 0.1-0.5
T73 <0.01
IFI87 0.1-0.5
UCD522 0.5-2
IFI473 0.1-1

Figura 2: Frecuencia de aparicién del prion en
las distintas cepas de levaduras.
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Se ha encontrado que la penetrancia del
fenotipo es baja y varia desde alrededor del
50% hasta el 1%, y que la desecaciéon
(curado del prion) reduce la penetrancia en
todos los fondos genéticos. Por otra parte,
la heredabilidad es alta y la desecacién
afecta de forma negativa a la herencia en la
mayoria de las cepas, lo que sirve como
confirmacién de que no se trata de una

mutacion cromosdémica.
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Figura 3: Penetrancia y herencia del prion
en las distintas cepas de levaduras.
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de CO; en diferentes fondos genéticos.

Con respecto a la fermentacién de mosto
natural, en algunas cepas el fenotipo de la
cepa [GAR+] es indistinguible del de la
original [gar-]. Sin embargo, para otros
genotipos, las cepas [GAR+] muestran
menor poder fermentativo en términos de
azucar residual, pérdida de CO, (figura 4) v,
solo bajo ciertas condiciones, de produccion
de etanol y acético en comparaciéon con
levadura isogénica [gar-].

En conclusion, las diferencias de fondo
genético afectan fuertemente al fenotipo
[GAR+]. La heredabilidad es alta, sin
embargo, la penetrancia de [GAR+] es baja
0 muy baja en todos los entornos genéticos.
Las cepas [GAR+] durante la fermentacidn
del vino no presentan ventajas (algunas se
retrasan en la fermentacion) Y,
generalmente, tampoco impacto relevante
en los rendimientos de etanol, ya sea bajo
condiciones aerdbicas o anaerdbicas.
Ademas, algunas cepas [GAR+] incrementan
la acidez volatil en condiciones aerdbicas, lo
que constituye un cardcter negativo en el
contexto enoldgico. Sin embargo, y a
diferencia de lo descrito en algunos trabajos
[2], el prion no parece justificar la parada de
fermentacién ya que estas cepas prionicas
son capaces de acabar la fermentacién sin
problemas como las isogénicas [gar-].

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo ha sido financiado por el Ministerio
de Economia, Industria y Competitividad
(AGL2015-63629-R; PhD AM, AJR; PostDoc JAC).
JT estad financiado por la Fundacion General del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas a
través del programa COMFUTURO.

REFERENCIAS

[1] D.F. Jarosz, J.C.S. Brown, G.A. Walker, et al., Cell,
2014, 158, 1083-1093.

[2] G.A. Walker, A. Hjelmeland, N.A. Bokulich, Am J
Enol Vitic, 2016, 67, 296-307.

57



Sesion 1A. Bebidas fermentadas alcohdlicas

CARACTERIZACION POR MALDI-TOF MS DE LEVADURAS
AUTOCTONAS PRESENTES EN LAS VARIEDADES MALLORQUINAS
DE UVA CALLET, GIRO-ROS Y PREMSAL

Menéndez Ana', Gomila Rosa Maria?, Oliver Andreu3, Bennasar Antoni?, Lalucat

Jorge!, Gomila Margarita?
1 Universidad de las Islas Baleares/Edificio Guillem Colom Casasnovas/Departamento de

Biologia/Microbiologia. Ctra. de Valldemossa, km 7.5, 07122 Palma, Islas Baleares, Espafia.

2 Universidad de las Islas Baleares/Servicios Cientificotécnicos. Ctra. de Valldemossa, km 7.5,

07122 Palma, Islas Baleares, Espaiia.

3 Bodegas Can Majoral, Carrerd des Campanar, 07210 Algaida, Illes Balears, Espafia

4 Universidad de las Islas Baleares/Departamento de Biologia/Fisiologia Vegetal. Ctra. de

Valldemossa, km 7.5, 07122 Palma, Islas Baleares, Espafia.

marga.gomila@uib.es, ana.menendez@uib.es

Las levaduras, presentes de forma natural
en la superficie de la uva, juegan un papel
muy importante durante el proceso de
transformacién del mosto en vino, siendo
la fermentaciéon alcohdlica el proceso
principal en la elaboracion del vino. Estos
microorganismos, no sélo son responsables
de metabolizar los azlcares, sino que
ademas tienen una gran relevancia en la
formacion de metabolitos secundarios,

responsables de otorgar diferentes
propiedades organolépticas al vino. A
veces, estos microorganismos se ven

afectados por condiciones ambientales
desfavorables, lo cual interrumpe el
desarrollo normal del proceso y es
necesaria la adicion de levaduras
seleccionadas que aseguren una buena
fermentacién, lo que constituye uno de los
mayores avances en la industria
vitivinicola. La utilizacién de levaduras
autéctonas seleccionadas (en lugar de las
industriales) para garantizar la tipicidad del
vino de una zona y asegurar la calidad de
las cosechas es cada vez mas habitual.
Durante la fase de fermentacidn
espontanea, donde hay una carencia inicial
S. cerevisiae, se observa una sucesion de
especies pertenecientes a los géneros
Candida, Cryptococcus, Hanseniaspora
(Kloeckera), Metschnikowia, Pichia o

Rhodotorula. Hanseniaspora uvarum vy
Candida spp. como las mas abundantes.

En este contexto, el desarrollo de métodos
rapidos de identificacion de levaduras en
los estudios enoldgicos es importante, ya
que resultan Utiles para la identificacién de
posibles indéculos o para conocer la
diversidad asociada a diferentes variedades
de mosto. Los métodos clasicos requieren
multiples pasos a través del estudio de la
morfologia vy fisiologia celular, seguido del
uso de técnicas moleculares basadas en la
secuenciacién de diferentes regiones del
DNA. Estas técnicas ofrecen una alta
precision, sin embargo, pueden no resultar
practicas debido al tiempo requerido vy al
coste econdmico. Es por ello que el
método MALDI-TOF MS estd ganando
relevancia como herramienta de
identificacion mucho mds rapida vy
econdmica, identificando microorganismos
incluso a nivel de subespecie.

Actualmente se conocen wunas 1500
especies de levaduras [1], aunque
relativamente pocas se incluyen en las
bases de datos comerciales (p. ej. MALDI
Biotyper mass spectral database - Bruker
Daltonics, Germany) y la mayoria de éstas
corresponden a objetivos clinicos. Este
estudio explora la utilidad de la técnica
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MALDI-TOF MS para la diferenciacién de
las levaduras autdctonas presentes en las
variedades de uva mallorquina Callet, Gir6-
ros y Premsal. Con el fin de confirmar Ila
identidad y correcta afiliacion filogenética
de las cepas obtenidas, las identificaciones
por MALDI-TOF MS se confirmaron con la
secuenciaciéon de la regidon espaciadora
intergénica ITS1, asi como el gen que
codifica al RNAr 18S, en algunos casos. De
esta manera, se ha creado una base de

datos de perfiles proteicos, y se ha
incrementado la coleccién propia de
levaduras  enoldgicas de la vifia
mallorquina.

A partir de muestras de mosto fresco se
aislaron 178 cepas en medio agar
Sabouraud 'y agar WL diferencial
suplementados con cloranfenicol. Todas
ellas se caracterizaron mediante MALDI-
TOF MS, identificAndose satisfactoriamente
la mayoria de ellas (77 %) a nivel de género
y especie. Se siguié el procedimiento de
extraccién proteica basado en el método
del acido férmico, siguiendo el protocolo
sugerido por Gutiérrez et al. [2]. Nuestros
analisis poblaciones se corresponden bien
con otros estudios [2,3] indicando que
Hanseniaspora spp. y Metschnikowia spp.
dominan las comunidades en mosto fresco,
siendo H. uvarum la levadura que mas
abunda y S. cerevisiae la que menos.
Ademads, se observa que las comunidades
de levaduras son muy similares en las 3
variedades de uva analizadas (Figura 1).
Cabe destacar la ausencia prdacticamente
de S. cerevisiae en las variedades de Callet
y Premsal.

En un 5% de las cepas aisladas, con la
misma morfologia colonial, no se pudo
hacer una buena extraccidn para el andlisis
por MALDI-TOF MS, lo que implica la

necesidad de modificar para ellas el
proceso de extraccion proteica. En un 17%
de las ocasiones donde si obtuvimos un
buen espectro, no fue posible Ia
identificacion mediante la base de datos
Biotyper, confirmando la necesidad de
crear o disponer de una base de datos
completa.

u Nofidentificadas ® Sinlespectro ®M.pulcherima S.erevisiae ®H.bpuntice ®H.@varum

16,22

o 2027

12,73
14,55

CALLET

GIRO-ROS PREMSAL

Figura 1: Diversidad poblacional de cada
variedad de uva: Gird-ros, Premsal, Callet.
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Brettanomyces bruxellensis es uno de los
microorganismos contaminantes del vino
de mayor importancia ya que genera una
alta pérdida de su calidad sensorial, debido
fundamentalmente a la aparicion de
aromas desagradables asociados a los
compuestos 4-etilfenol y 4-etilguaiacol. Los
aromas generados se asocian a olores que
recuerdan al cuero, sudor de caballo,
establo o barniz, por ello es de vital
importancia un exhaustivo control del
microorganismo para la elaboracidon de
vinos de calidad. Controlar el desarrollo de
B. bruxellensis es muy dificil ya que esta
levadura estd excepcionalmente bien
adaptada a condiciones ambientales
extremas (pH vy alto grado alcohdlico entre
otras) como las que se pueden dar en el
vino [1].

En este estudio, se ha evaluado Ia
efectividad de diferentes tratamientos con
el objetivo de reducir las poblaciones de B.
bruxellensis y los aromas generados por
este microorganismo (aroma a Brett) en
vinos tintos. Para ello, por un lado se han
empleado aditivos quimicos (adicién de
quitosano y dimetil dicarbonato) y
alternativas fisicas (filtracion) para reducir
la poblacion de B. bruxellenis. Por otro
lado, para reducir los aromas mencionados
se utilizaron cortezas de levaduras con
enzimas B-glucanasas y carbdn activo.

Los vinos tintos utilizados fueron
elaborados a partir de uva de la variedad
Tempranillo de la D.O. Ribera del Duero. Se
utilizaron vinos control (sin adicion de
ningun producto), vinos contaminados con
una poblacién de 10* cél/ml de B.

bruxellensis y vinos contaminados con 500
ug/l de 4-etilfenol.

a eficacia de los tratamientos fue evaluada
mediante métodos dependientes de cultivo
e indipendientes (qPCR) para Ia
cuantificacién del microorganismo y (GC-
MS) para la cuantificaciéon del aroma a
Brett. Ademads, se realizd un andlisis
sensorial de todos los vinos.

En la Figura 1 se puede observar el efecto
del quitosano sobre un vino contaminado
con B. bruxellensis: la dosis minima reduce
mas de dos odrdenes de magnitud la
concentracién de éste y en la dosis maxima
se detectan poblaciones relativamente
bajas del microorganismo, inferiores a 10
cél/ml. Otros estudios también han
demostrado una clara reduccién de la
poblacién de B. bruxellensis, aunque no se
eliminaba completamente el
microorganismo después de los
tratamientos con quitosano [2].

1,00E+05
= 1,00E+04
1,00E+03

1,00E+02

Brettanomyces (cél/ml]

1,00E+01

1,00E+00
Quitosano Dosis
Maxima (15 g/hl)

Quitosano Control Quitosano Dosis

Minima (2 g/hl)

Tratamiento

Figura 1: Concentracién de B. bruxellensis en
vinos tintos control y tratados con quitosano.

La adicién de dimetil dicarbonato en los
vinos tintos contaminados no resultd ser
efectiva para reducir la poblacién de B.
bruxellensis, ni en la concentracién minima
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(7,5g/hl) ni en la maxima legal permitida
(20g/hl), manteniéndose alrededor de 10*
cél/ml como el control.

La dltima alternativa estudiada en este
estudio para reducir o eliminar la poblacién
de B. bruxellensis fue la filtracion. Los vinos
filtrados por 1,2 um contenian mayores
poblaciones del microorganismo que los
vinos filtrados por 0,65 y 0,45 um,
respectivamente, disminuyéndose
considerablemente la poblaciéon  del
microorganismo hasta 100 cél/ml. Aunque
estas filtraciones son mas estrictas no se
elimind por completo el microorganismo,
como ya habian descrito algunos autores
[3].

Paralelamente al estudio de la reduccién
del  microorganismo se  estudiaron
alternativas para disminuir los aromas
generados por éste. Tanto el uso de 8-
glucanasas como de carbén activo
redujeron la cantidad de fenoles volatiles
del vino. No obstante, el carbon activo fue
mas efectivo, observandose en los
resultados una reduccidon del 83% de la
concentracién de 4-etilfenol en vez del 20%
con las B-glucanasas (Figura 2).

700

600

500 +——

400 +—|

M 4-Etilfenol
300

| 4-Etilguaiacol

200 +—

Concentracién del compuesto volatil (pg/l)

100 +—

o 1 =1 i

Control

B-glucanasas Carbdn Activo
(40 g/nl) (100 g/hl)

Figura 2: Concentracién de fenoles volatiles en
vinos tintos control y tratados con distintos
clarificantes.

A parte de valorar la efectividad de los
diferentes tratamientos para reducir tanto
la poblacién del microorganismo como del
aroma, se valoraron sensorialmente los
vinos para determinar a nivel aromatico y
gustativo la  afectacion de  estos
tratamientos.

Ambos aditivos quimicos disminuian la
astringencia de los vinos, ademas de
producir una pérdida de fruta negra y roja,
balsamico, especiado y acidez respecto los
vinos control. Sensorialmente, los vinos
filtrados no presentaron diferencias
remarcables a nivel aromatico y gustativo.
Los clarificantes estudiados modificaron el
perfil organoléptico de los vinos. Los vinos
control fueron mejor calificados, aun asi, se
valoraron mejor los vinos tratados con 8-
glucanasas por ser mas equilibrados y con
menor acidez en boca.

A pesar de la importante disminucién de la
poblacién y del aroma de las técnicas
alternativas estudiadas, se deben mejorar
las estrategias de control para que las
propiedades organolépticas del vino se
vean menos afectadas.
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El incremento en el contenido en alcohol del
vino se ha convertido en un problema mayor
de la industria del vino. Como solucién a este
problema, nosotros propusimos el uso de
levaduras no-Saccharomyces en condiciones
de aireacion durante los primeros dias del
proceso, para permitir la respiracién de los
azucares en exceso (1). Ademas de la
capacidad para respirar los azlcares, otros
parametros importantes para la seleccién de
las cepas son la cantidad de azlcares que
son capaces de consumir durante la fase
aerobia, y la cantidad de 4acido acético que
producen (2). Se comprobd la eficacia de la
propuesta a escala de laboratorio, en una co-

inoculacion de S. cerevisiae con M.
pulcherrima (3). Finalmente, en una
elaboracion en planta piloto, los vinos

mostraron defectos aromaticos achacables a
una combinacién del efecto levadura x
aireacion (4). Por ese motivo, se incluyé la
caracterizacién del perfil de compuestos
voldtiles producidos en condiciones de
aireacion entre los parametros a tener en
cuenta para la seleccion de las cepas. En este
trabajo se estudia el efecto de la aireacion
sobre los compuestos volatiles producidos
por diferentes especies de levaduras, para
seleccionar cepas apropiadas para el proceso
de fermentacion aerdbica.

Materiales y Métodos

Se han utilizado 24 cepas de diferentes
especies de levadura, representantes de las
especies presentes en el mosto. Muchas de
las cepas son aislados obtenidos en nuestro
laboratorio.

Las levaduras se cultivaron en mosto natural
estéril durante 5 dias en condiciones
aerdbicas (matraz con agitacién) y
anaerdbicas (tubo falcon con valvula). Al
cabo de este tiempo, se analizaron los
principales metabolitos por HPLC vy los
compuestos volatiles por GC/MS.

H. uvarum Hu900
H. uvarum Hu982
H. uvarum Hul037

S. cerevisiae Sc50*
(EC 1118, control)

S. cerevisiae Sc913
S. cerevisiae Sc996
S. cerevisiae Sc1018

L. thermotolerans Lth845
L. thermotolerans Lth905
L. thermotolerans Lth970
S. uvarum Su929

M. pulcherrima Mp854
M. pulcherrima Mp898
M. pulcherrima Mp974

C. sake Csk262*
C. sake Csk264*

T. delbrueckii Td846
T. delbrueckii Td858
T. delbrueckii Td1008

C. fructus Cft263*

C. zemplinina Czp1016
C. zemplinina Czp1020
C. zemplinina Czp1025 St. bombicola Stb268*

Tablal. Cepas utilizadas en este trabajo. Las
cepas sefialadas con asterisco no son aislados de
nuestra coleccién

Resultados
Todas las cepas mostraron un menor
rendimiento en etanol en condiciones

aerdbicas. Algunas cepas de S. cerevisiae
mostraron bajos niveles de acético en
condiciones aerdbicas.

Se han cuantificado 97 compuestos volatiles.
El perfil de compuestos volatiles producidos
en condiciones aerdbicas y anaerdbicas
mostraba diferencias consistentes. Como se
esperaba, la acetoina y el 2,3-butanodiol
incrementaban en condiciones aerdbicas en
la mayoria de las cepas. Pero algunas cepas

62



mailto:pilar.morales@icvv.es

XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

no seguian este patrén, lo que las convierte
en interesantes para este proceso.

La produccidon de alcoholes superiores es
mayor en condiciones aerdbicas, y la
produccidon de algunos ésteres disminuye
drasticamente con la aireacion.

Algunos compuestos han mostrado ser
dependientes de especie o cepa: la cepa Hu
1037 produce mucho mas acetato de
feniletilo que el resto; C. zemplinina produce

compuestos derivados del benzeno en
aerobiosis.
% Sug. C EtOHY(g/g) AcY (mg/g)

AGT STAT AGT STAT AGT STAT
Sc50 995 983 | 031 045 |201 18
Sc913 995 926 | 032 046 | 215 22
Sc996 996 989 | 031 046 | 3.8 13
Sc1018 996 910 | 029 046 | 13 1.7
Su929 992 838 | 035 045 | 17 2.1
Cft263 794 123 | 031 042 | 106 0.9
Csk262 430 7.8 | 020 046 | 125 31
Csk264 680 95 | 027 045 | 162 04
CzP1016 | 765 591 | 035 044 | 05 5.2
CzP1020 | 799 578 | 033 045 | 09 6.0
CzP1025 | 729 606 | 034 045 | 1.7 5.2
Hu900 640 278 | 030 044 | 282 158
Hu982 616 269 | 032 046 | 247 129
Hul037 | 996 649 | 032 046 | 168 84
Lth845 97.6 686 | 030 044 | 01 03
Lth905 912 702 | 030 045 | 01 05
Lth970 755 653 | 028 045 | 0.1 0.9
MP854 974 198 | 024 038 | 03 1.5
MP898 995 166 | 028 042 | 13 1.5
MP974 999 244 | 026 039 | 03 1.4
Td846 993 590 | 030 044 | 99 04
Td858 99.1 63.6 0.31 0.46 6.6 0.1
Td1008 | 993 693 | 032 046 | 95 0.2
Stb268 30.0 28.5 0.02 0.45 1.3 2.2

Tabla 2. Consumo de azucares y rendimiento de
etanol y 4acido acético por las cepas en
condiciones aerobias y anaerobias.

Conclusiones

La aireacidon supone un cambio drdstico en el
perfil de compuestos volatiles producidos.
Una mezcla adecuada de cepas con un
tiempo minimo de aireaciéon ayudaria a
disminuir los niveles de etanol, con un
cambio minimo en el aroma.

Alcoholes de fusel Esteres de etilo

0 10 20 0 0.01 0.02 0.03
Sc50 Sc50
5c913 5c913
5c996 5c996
Sc1018 Scl018
Su929 Su929
Cft263 Cft263
Csk262 Csk262
Csk264 Csk264
Czp1016 Czp1016
Czpl020 Czpl020
Czpl025 Czpl025
HuS00 HuS00
Hug982 Hu982
Hu1037 Hul037
Lth845 Lth845
Lth905 Lth905
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Mp854 Mp854
Mp898 Mp898
Mp974 Mp974
Tdg46 Td846
Td858 Td858
Td1008 Td1008
Sth268 Sth268
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Figura 1. Comparacién de los alcoholes
superiores y los ésteres de etilo producidos por
las cepas en condiciones aerobias y anaerobias.
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La melatonina (MEL) es una indolamina
que podemos encontrar en animales,
invertebrados, plantas, bacterias y hongos.
Por ello, actualmente, MEL es considerada
una molécula ubicua [1]. En los ultimos
anos, se ha detectado esta molécula en
pequefias concentraciones (ng/ml) en
algunos productos fermentados como vino
o cerveza; siendo la levadura la
responsable de la presencia de ésta
durante la fermentacién alcohdlica [2]. En
humanos, las funciones de MEL se han
relacionado con la regulaciéon del ritmo
circadiano, asi como con funciones
reproductivas y antioxidantes. Ademas,
recientemente, se ha descrito en levaduras
su funcion como antioxidante [3]. La MEL
puede ser detectada por diferentes
técnicas: cromatografia liquida (HPLC) con
detector de fluorescencia y acoplado a
espectrometria de masas, cromatografia
de gases con espectrometria de masas,
cromatografia en capa fina con deteccion
densimétrica, ensayo por inmunoabsorcidn
ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA),
inmunoprecipitaciéon. Sin embargo, los
métodos cromatograficos son los mas
utilizados en la deteccion en muestras
procedentes de la fermentacion alcohdlica.

El objetivo de este estudio es proponer un
nuevo método de deteccion de MEL,
basado en una linea celular désea que
presenta uno de los receptores de MEL en
humanos y compararlo con el sistema
actualmente mas utilizado para Ia
deteccidn de esta molécula, HPLC-MS/MS.
La linea celular 6sea (TANGO) procedente
de osteosarcoma epitelial contiene el
receptor humano MTNR1b de MEL que

controla la expresion del gen B-lactamasa.
La deteccidon se realiza mediante un
sistema FRET (Transferencia de energia de
resonancia de Forster). Las células TANGO
se mantuvieron en medio McCoy's 5A
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células se
cultivaron a 372C con una atmosfera de 5%
de CO; en medio McCoy's suplementado
con antibidticos. Para los analisis, las
células se lavaron con tampdn fosfato
salino (PBS) y se crecieron en placas
multipocillo en presencia de medio de
ensayo suplementado con suero fetal
bovino (FBS), aminodacidos, HEPES vy
antibioticos.

Diferentes muestras con concentraciones
conocidas de MEL se extrajeron con
cloroformo. Las muestras se diluyeron (1:1,
v:v) con agua milliQ y se afadieron a un
vial que contenia 10 volumenes de
cloroformo. Las muestras se agitaron a
temperatura ambiente durante 1 h a 1200
rom. La fase orgdnica se evapord con
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Figura 1: Ratio de fluorescencia en dos tiempos
de estimulacion (16 y 24 h) de la linea celular
con MEL

nitrégeno gas y la muestra se resuspendio
en medio de ensayo para el andlisis con la
linea celular y en una mezcla de
agua:metanol (60:40, v:v) para el andlisis
mediante cromatografia. La deteccién en
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HPLC-MS/MS se llevd a cabo mediante el
equipo Agilent serie 1100 con una columna
Zorbax Sb-18 150x0.5 mm 5 pM mediante
un gradiente de agua y metanol en
presencia de 0.1% (v/v) de acido férmico.
La deteccion en la linea celular se llevo a
cabo mediante LiveBLAzer FRET-B/G
Loading Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). La
intensidad de fluorescencia se analizd
usando el lector de placas POLARstar
Omega (BMG LABTECH, Alemania).

Para la optimizacion del método se
estudiaron diferentes parametros que
afectan al crecimiento y deteccion
mediante las células TANGO asi como el
efecto de la matriz en la que se encuentra
la MEL. Para ello, se probaron diferentes
concentraciones celulares (desde 1250
cél/pocillo hasta 50.000 cél/pocillo), la
presencia o ausencia de FBS en el medio de
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Figura 2: Comparacion de la deteccién de MEL
en muestras de vino y medio de ensayo (ME)
mediante la linea celular

ensayo, la adhesién o no a la placa de las
células antes de la estimulacién, asi como
el tiempo de estimulacidn en presencia de
MEL. Los mejores resultados se obtuvieron
con 20.000 cél/pocillo, presencia de FBS,
no adhesion previa de las células y 24h de
estimulacion con la muestra. En la Figura 1
se muestra el efecto de dos tiempos de
estimulacion de las células TANGO con MEL
(16 y 24 h). Como puede observarse, el
aumento del tiempo de contacto con MEL
implica una mejora de la deteccion.

Posteriormente, se evallo el efecto matriz,
para lo que se prepararon soluciones de
concentraciones conocidas de MEL en
diferentes matrices, y se estudid |la

respuesta por ambos métodos de analisis.
Las matrices estudiadas fueron: agua
milliQ, PBS, mosto sintético, vino y medio
de ensayo. El mejor medio para Ia
deteccién de MEL con la linea celular fue el
medio de ensayo.

La presencia de medios mas complejos
como el vino o el mosto resulté en una
menor deteccion, reflejada en un ratio de
fluorescencia menor (Figura 2). Sin
embargo, cuando se comparo la deteccion
de MEL en muestras de vino por ambos
sistemas de analisis (Figura 3), observamos
que la linea celular nos permite obtener
una mayor sensibilidad para detectar MEL
a niveles menores asi como en un rango

mas amplio.
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Figura 3: Comparacion de la deteccién de MEL
en vino entre HPLC-MS/MS vy linea celular (LC)

Este nuevo método es mas sensible para la
deteccion de MEL que el HPLC-MS/MS, lo
gue es un avance para la deteccion de MEL
en muestras donde su concentracién se
encuentra en niveles de ng-pg/mL como es
el caso del vino.
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Melatonin has multiple effects in different
organisms such regulation of circadian
rhythms and seasonal reproduction,
immune system modulator, inhibitor of
tumor growth and protection against UV
light among others [1]-[5]. Antioxidant
action of melatonin is well established, it

can act as a free-radical scavenger,
regulating  antioxidant enzymes or
contributing to homeostasis of

mitochondria [6]—[9]. In wine, melatonin is
produced by vyeast during alcoholic
fermentation and it depends on the growth
phase of the yeasts and the concentration
of tryptophan, reducing sugars and the
growth medium [10]-[13]. It has been
recently demonstrated that in yeast
Saccharomyces cerevisiae melatonin exerts
as an antioxidant and UV protector [14],
[15]. It is hypothesized that melatonin can
act as a growth signal molecule but the role
of melatonin production is still unclear.

The classical melatonin synthesis pathway
in mammals consists of the hydroxylation
of L-tryptophan to form 5-
hydroxytryptophan. Then 5-
hydroxytryptophan is decarboxylated to 5-
hydroxytryptamine and converted to N-
acetyl-5-hydroxytryptamine by N-
acetylation. Finally, the O-methylation of
this product leads to the formation of
melatonin. The enzymes responsible for
these reactions are the following: L-
tryptophan hydroxylase, dopa
decarboxylase (5-hydroxy-L-tryptophan
decarboxylase), arylalkylamine-N-acety-
ltransferase (serotonin acetyltransferase)
and acetylserotonin O-methyltransferase.
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Figure 1: Outline of the strategies followed for
bioconversion assays with three different
growth systems.

Melatonin’s biosynthetic pathway in yeast
is adressed in Sprenger’s work, in which
high amounts of melatonin are produced
after incubating yeast cells in a starvation
salt medium for 4 hours and providing
them  with  precursor’'s pulses of
tryptophan, serotonin, N-acetylserotonin
and 5-methoxytryptamine. Many research
studies on melatonin biosynthesis in yeast
have been conducted after Sprenger’s,
contributing to a better understanding of
melatonin  occurrence due to yeast
metabolic activity. Nevertheless, melatonin
biosynthetic pathway is still unknown. In
order to obtain better understanding on
melatonin metabolism we extended and
deepened in Sprenger’s work by analysing
a wider range of metabolites, from three
different growth systems. We performed
bioconversion assays of all the metabolites
involved in melatonin anabolism, including
tryptamine and 5-OH-tryptophan. All the
bioconversion assays have been conducted
in three different cell growth systems and
analysed by HPLC-MS/MS, one of them
being Sprenger’s “starvation” approach,
that produces an initial depletion of
intracellular metabolites. We have also
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determined  indoles  production in
exponentially growing cells in minimal
synthetic defined medium, but also using a
microfermentor we analysed exponentially
growing cells in a synthetic must, in which
the nitrogen source was ammonium
chloride. We analysed bioconverted
products at extracellular and intracellular
level (Fig 1).

Through this approach we have verified
melatonin synthesis is not a major route in
yeast, and in the first biosynthetic
reactions it is similar to that biosynthetic
pathway occurring in plants in which
bioconverting tryptophan to serotonin
goes through a decarboxylation step,
followed with a hydroxylation step. In
yeast this occurs in a much more
noticeable way than the reverse process,
which corresponds to what happens in
mammals. We also  verified 5-
methoxytryptamine is strongly
bioconverted to melatonin corresponding
with Sprenger’s results, although we didn’t
find  consistent  production of 5-
methoxytryptamine from serotonin.
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Figure 2: Increases in the different indolic
compounds after each pulse in the three
different growth systems (SD: synthetic

defined, SLT: salt medium and SM: synthetic
must).

Figure 2 shows a summarized compilation
of the bioconversion of every metabolite
studied in each growth system.
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Introduccion

La elaboracidn del vino es un proceso muy
estudiado. La levadura por excelencia
encargada de llevar a cabo la fermentacidn
alcohdlica es Saccharomyces cerevisiae.
Hasta hace poco se pensaba que las
especies no-Saccharomyces deterioraban
el vino, por lo que no interesaba su
presencial’. Actualmente estd aumentando
el interés hacia ellas, ya que se ha visto que
contribuyen positivamente en la calidad
del vino final®?!

En este estudio se analiza la capacidad
fermentativa de diferentes especies de
levaduras vinicas no-Saccharomyces, para
su posible uso en inoculaciones mixtas.

Materiales y Métodos

Las cepas de S. cerevisiae que se utilizaron
como control fueron Diana (Scl) vy
Revelacién (Sc2) (Agrovin S.A.). Las cepas
no-Saccharomyces fueron: NS-TD (Td1) vy
NS-P-169 (Td2) de Torulaspora delbruecki,
NS-G-13 (Lt1) y NS-G-32 (Lt2) de Lachancea
thermotolerans y NS-E-34 (Mp1) y NS-O-34
(Mp2) de Metschnikowia pulcherrima. Las
levaduras estudiadas fueron cedidas por
Agrovin S.A.

Los pre-cultivos se llevaron a cabo en
medio YPD (2% glucosa, 2% Bactopeptona,
1% extracto de levadura; Cultimed,
Barcelona, Espafia) a 282C y 120 rpm
durante 24h.

Se realizaron fermentaciones individuales
por triplicado en 220 ml de mosto sintético

(pH 3.3), descrito por Beltran et al.®l. Las
temperaturas de fermentacién fueron 16 y
229C. Se sigui6 la cinética de fermentacion
midiendo la densidad del medio mediante
densimetro electrénico (Densito 30PX
Portable Density Meter (Mettler Toledo,
Espaia)) y el crecimiento de las levaduras
mediante la densidad 6ptica (600nm) y la
siembra en medio YPDA (YPD con 2% de
agar). Ademads, se analizé el consumo de
nitrégeno por HPLC, siguiendo el método
descrito por Beltran et al.Bl. A final de
fermentacién se analizd la concentracidn
de azlcares, acido acético y glicerol
mediante  kits enzimaticos, con el
Multianalizer Miura One (TDI, Barcelona,
Espafia) y el grado alcohdlico por
ebullometria (GAB System, Barcelona,
Espafia).

Resultados y Discusion

El efecto de la temperatura sobre la
cinética de fermentacidn fue mads
pronunciado en las cepas de S. cerevisiae
que en las no-Saccharomyces, en las que la
diferencia cinética entre 16 y 22°C fue
menor. T. delbruecki fue la especie no-

Saccharomyces mas afectada por la
temperatura, y M. pulcherrima la menos,
aunque esta dltima no acabdé la

fermentacidn. Las cepas de M. pulcherrima
mostraron una cinética de fermentacién
muy lenta a ambas temperaturas, dejando
azicar y nitrégeno por consumir, vy
llegando a poblaciones celulares menores.
Por otro lado, tanto las cepas de T.
delbrueckii como de L. thermotolerans
fueron capaces de acabar la fermentacion,
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aunque necesitaron mas tiempo que las
cepas de S. cerevisiae, dejando solo
algunos azucares residuales a 162C en
algun caso. Estos resultados muestran la
buena capacidad fermentativa de estas dos
especies no-Saccharomyces,
principalmente a baja temperatura.

Figura 1: Cinéticas de fermentacion donde las
lineas continuas corresponden a 22°C vy las
discontinuas a 169C. A: Cepas S. cerevisiae Sc1y
Sc2. B: de las especies no-Saccharomyces Td1,
Td2, Lt1, Lt2, Mply Mp2.

El crecimiento de S. cerevisiae fue también
el mds afectado por la temperatura,
disminuyendo el tiempo de generacién a
169C. Este efecto apenas se observé con
las levaduras no-Saccharomyces,
mostrando una mejor la tolerancia de estas
levaduras a crecer a bajas temperaturas.
Respecto a compuestos de interés al final
de la fermentacién cabe destacar que T.
delbrueckii produce cantidades
significativamente menores de 4acido
acético que S. cerevisiage, debido a su
capacidad de fermentar  azUcares
lentamentel¥.

El consumo de nitrégeno asimilable (YAN)
durante la fermentacion fue mayor y mds

rapido en las fermentaciones realizadas a
229C, principalmente para las levaduras S.
cerevisiae y T. delbruekii. Comparando
entre especies, los perfiles de consumo a
229C serian: S. cerevisiae la mas rapida,
seguida de T. delbruecki 'y L
thermotolerans, que tendrian un perfil de
consumo intermedio, y por ultimo las
cepas de M. pulcherrima, con un consumo
mas lento y sin acabar todo el nitrégeno
disponible. Esto concuerda con los estudios
de Gobert et al®, donde M. pulcherrima
siguié un comportamiento similar. A 162C
el consumo de nitrégeno de las cepas de
Saccharomyces no se diferencio del de T.
delbruecki y L. thermotolerans. Ademas, la
baja temperatura tuvo un efecto mayor en
el consumo de amonio, el cual se ve
ralentizado, y en algun caso disminuido.

Por lo tanto, algunas de las cepas no-
Saccharomyces de T. delbrueckii o L.
thermotolerans analizadas en este estudio
muestran un perfil fermentativo dptimo
para ser utilizadas como iniciadores de la
fermentacién alcohdlica, especialmente en
inoculacidén secuencial con S. cerevisiae.
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Nitrogen is one of the most important
nutrients for yeast and it has a significant
impact on wine fermentation. However,
along with the global warming, sugar
concentration is increasing and assimilable
nitrogen concentration is decreasing in the
grape must in many wine regions. A
enological practice to solve this problem is
supplying nitrogen rich products into grape
must to make sure the completion of the
fermentation. However, this process is
difficult to control. Moreover, excess
nitrogen will lead to off-flavours in the final
wine, and also it boosts the growth of
other microorganisms like acetic acid
bacteria. Another challenge facing by wine
industry nowadays is that the main
consumer preferences are for dry and
aromatic wine. In order to preserve more
aromas inside wine, more and more
winemakers try to conduct fermentations
at a lower temperature [1]. S. cerevisiae,
which is the most dominant yeast species
used for wine fermentation, is not very
well adapted to low temperature
fermentation. Therefore, the cryotolerant
species S. eubayanus and S. uvarum are of
great interest for us to explore their
potential to be used in wine industry. In
our previous study, we have analysed the
growth and fermentative capacity of some
cryotolerant strains at different nitrogen
concentrations.

The result showed that cryotolerant
strains, especially strains of S. eubayanus,
requires less nitrogen when conducting
fermentations at lower temperatures. In
order to combine the beneficial characters
of both S. cerevisiae and cryotolerant
species, in this study, hybrids S. cerevisiae x
S. eubayanus and S. cerevisiae x S. uvarum
were constructed and the fermentative
capacities were determined under
different temperature and fermentation
conditions.

The hybrids were constructed by spore to
spore mating. They were then confirmed
by restriction patterns of KEL2 by MSP1
gene [2] and RAPD analysis. Fermentations
were carried out in synthetic must at 4
different  conditions  including  the
combinations of high (28°C) and low (12°C)
temperatures and different nitrogen
abundances (60 and 300mg/L YAN).
Fermentations were carried out with
mono-cultures of the parental strains (S.
cerevisiae T73, S. eubayanus NPCC 1285, S.
uvarum NPCC 1317), the hybrid strains (S.
cerevisiae x S. eubayanus, S. cerevisiae x S.
uvarum) and mix-cultures (S. cerevisiae + S.
eubayanus, S. cerevisiae + S. uvarum).
Fermentation kinetics were monitored by
density of synthetic must. The time needed
to consume 100% of sugar (T100) were
calculated. Volatile compounds were
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determined by gas chromatograph with a
flame ionization detector.

The results of fermentation kinetic show
that (figure 1) at 12°C and 60 mg/L YAN,
none of the strains were able to finish the
fermentation, since it was a very harsh
condition. However, depending on our
estimated data for T100, two hybrids
strains S. cerevisiae x S. eubayanus and S.
cerevisiae x S. uvarum are the first ones to
finish the fermentation. At 12°C and with
300mg/L YAN, all the fermentations were
completed. Among them, hybrid strains
were also the fastest sugar consumer. At
higher temperature, all the fermentations
were successfully completed. As low
temperature fermentation, hybrid strains
were the first ones to finish the
fermentation, especially with low nitrogen
concentration of 60 mg/L YAN. This
indicates that the hybrid strains have good
fermentative activities in a wide range of
conditions. They can be used for harsh
conditions as low temperature or low
nitrogen fermentations.
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Figure 1: T100 of fermentations carried out
under different conditions

In terms of aroma production (figure 2), in
cases of completed fermentation, hybrid
strains produce higher amount of higher
alcohol and esters than parental strains
with 12°C, 300 mg/L YAN and 28°C, 60
mg/L YAN. With 28°C, 300 mg/L YAN which
is the optimal condition for S. cerevisiae,

hybrid strains produce intermediate
amount of volatile compounds between
parental strains.  Surprisingly, more
production of higher alcohol and esters has
been observed with 28 °C, 60mg/L YAN
fermentation.
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Figure 2: Aroma analysis at the end of the
fermentation. Red bars represent esters and
blue bars are higher alcohols.

In summary, there is a high potential for
using the hybrid strains for wine making at

low nitrogen or low temperature
conditions.
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Resumen. Se pretende mejorar la calidad
del vino espumoso tradicional utilizando
mezclas de dos levaduras Saccharomyces
cerevisiae (una killer y otra sensible),
afladiendo como agente floculante
levaduras Torulaspora delbrueckii
(espumoso-To) o bentonita clarificante
(espumoso-Ben). Ambas vinificaciones,
espumoso-To y -Ben, alcanzaron 6 atm de
presidon de CO, en 60 dias, y parte de las
levaduras permanecieron viables durante
60-90 dias. En ambas fermentaciones hubo
desplazamiento de la levadura sensible por
la levadura killer, y sélo se contabilizé un
porcentaje  relevante de levaduras
autolisadas durante los primeros 15 dias en
el espumoso-To, acompafado de mas
cantidad de polisacaridos respecto al
espumoso-Ben. Los  pardametros de
espuma, altura maxima (HM) y altura de
estabilidad (HS), de los espumosos no
mejoraron respecto al vino base. No
obstante, el tiempo de estabilidad (TS)
mejoré en el espumoso-To, en el que
ademas se acelerd la precipitacién de las
levaduras de forma similar al espumoso-
Ben. La bentonita empeoré el TS. El vino
mejor evaluado fue el espumoso-To,
debido a su mayor intensidad aromatica y
complejidad, con aromas frutales (isoamil
acetato, platano; e isoamil octanoato, pifia-
coco) y de crianza (panaderia, bolleria) mas
elegantes respecto a los espumosos-Ben,
que fueron considerados como cavas mas
estandares.

En este trabajo se analizd la mejora de la
calidad del vino espumoso tradicional

utilizando mezclas de levaduras
Saccharomyces cerevisiae (Sc) killer vy
sensibles en la segunda fermentacién en
botella, como vya se ha descrito
previamente [2]. Adicionalmente, se
ensayd la influencia de levaduras
Torulaspora  delbrueckii  (espumoso-To)
como agente floculante para clarificar el
vino en sustitucion de la bentonita
(espumoso-Ben), que es el agente
clarificante habitual en la elaboracién de
cava.

Todas las fermentaciones, espumoso-To y
espumoso-Ben, fueron muy eficaces
alcanzando 6 atm de presion de CO; en 60
dias (Figura 1A). Parte de la poblacion de
levaduras permanecié viable hasta los 60-
90 dias, y a los 270 dias (9 meses) ya no se
contabilizé viabilidad en ninguno de los

casos (no mostrado). En todas las
condiciones analizadas hubo
desplazamiento de la levadura mas

sensible (killer débil K2) por la levadura
mas killer (killer Klus), o disminucidon de las
levaduras con el marcador cyh® (Figura 1B).
Esto también en el espumoso-Ben,
probablemente debido a que la dosis de
bentonita utilizada (0,02%) fue baja y las
condiciones de temperatura (18-20°C
durante los primeros 30 dias) no fueron tan
eficaces para inhibir el efecto de la toxina
killer como se ha descrito para vino
tranquilo [1]. Sin embargo, a pesar de que
hubo efecto killer, sdlo se contabilizd un
porcentaje  relevante de levaduras
autolisadas (indicativo de un efecto killer
real) durante los primeros 15 dias de
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segunda fermentacién en el espumoso-To,
con un 31,3% de células autolisadas (Figura
1C). La cantidad de proteina fue
ligeramente mayor en espumoso-To que
en el espumoso-Ben (de principio a fin de
fermentacién), y también la cantidad de
polisacaridos hasta el dia 90 (Figuras 1D y
E).
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Figura 1: A, evolucion de la presion. B,
porcentaje de desplazamiento 6 levaduras cyh®
(resistentes a cicloheximida). C, porcentaje de
células autolisadas. D, cantidad de proteinas. E,
cantidad de polisacaridos.

Los parametros de espuma, altura maxima
(HM) vy altura de estabilidad (o espuma
estable, HS) de los vinos terminados no
mejoraron respecto al vino base. No
obstante, el tiempo de estabilidad (TS) si
mejord en el espumoso-To, en el cual se
detectaron mas células autolisadas por el
efecto killer al principio de fermentacion
(Tabla 1 y Figura 1C). La bentonita
empeord el TS, probablemente porque
secuestrd parte de las proteinas del vino

gue supuestamente mejoran la calidad de
la espuma. Sin embargo, la adicién de
Torulaspora en el tiraje mejord el TS
respecto al vino base, probablemente por
la presencia de mas células autolisadas y
polisacaridos  liberados durante los
primeros dias de segunda fermentacion
(Tabla 1, Figuras 1Cy E). Ademas, la adicion
de Torulaspora acelerd la precipitacion de
las levaduras de forma similar a la adicidn
de bentonita (no mostrado). Finalmente, el
espumoso mejor valorado fue el
espumoso-To debido a su mayor
intensidad aromatica y complejidad, con
mayor cantidad de algunos aromas
afrutados como isoamil acetato
(descriptor: platano) e isoamil octanoato
(pifa-coco) y de crianza (panaderia,
bolleria) que resultaron mdas elegantes
respecto a los espumosos-Ben, que fueron
considerados cavas mas estandar (Tabla 1).

Tabla 1: Algunos pardametros relevantes vy
calidad organoléptica de los espumosos
elaborados con mezclas de levaduras S.
cerevisiae killer y sensibles, y bentonita o
levaduras Torulaspora como clarificante.

Pardmetros

Vino base Espumoso-To Espumoso-Ben

HM (mm)

HS (mm)

TS (segundos)
Isoamil acetato (ppm*x100)/VAO** 8,0/3,0 6,0/2,0
Isoamil octanoato (ppmx100)/VAO 1,2/1,0 0,4/0,032
Preferencia (%) - 90 70

*ppm, partes por millon equivale a mg/L; **, VAO, valor de actividad odorante.

78,75,3
48,743,3
38,3+1,7

68+16,6
2244,4
148£19,4

58,5+13,5
12,5:0,9
8,310,8
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Las bacterias del acido lactico (BAL) son un
grupo microbiano imprescindible en la
industria alimentaria debido a su uso como
cultivos iniciadores en la elaboracion de
una gran variedad de alimentos y bebidas
fermentados. Ademas de su papel en la
fermentacién de los alimentos, algunas
cepas son probidticas, produciendo un
efecto beneficioso en la salud del
consumidor e incluso se ha planteado su
uso como vectores vivos para la
produccién de moléculas terapéuticas en
las mucosas. Sin embargo, algunas BAL son
responsables de la acumulacién de
concentraciones  toxicas de  aminas
bidgenas en determinados alimentos.

Las aminas bidégenas (AB) son bases
organicas de bajo peso molecular,
termoestables, que desempefian funciones
biolégicas muy variadas en prdcticamente
todos los seres vivos. Las AB intervienen en

numerosas e importantes funciones
fisiolégicas del ser humano, actuando
como  neurotransmisores,  hormonas,

participando en el crecimiento,
multiplicacién y diferenciacion celular, etc.
Sin embargo, debido al metabolismo
microbiano, algunas AB como la histamina,
la tiramina, la putrescina y la cadaverina
pueden acumularse en altas
concentraciones en determinados
alimentos y su ingesta es un riesgo para la
salud del consumidor. La mayoria de las AB
se producen por descarboxilacién de los
correspondientes aminoacidos
precursores. Asi, por ejemplo, la histamina
y la  tiramina se forman por
descarboxilacion de los aminoacidos

histidina y tirosina respectivamente (Figura
1).

o o
OH </N ! OH
HO NH, HN iz
Tirosina Histidina
/ TDC HDC
Co; Co,
/@/\,NHZ (Np
HO HN iz
Tiramina Histamina

Figura 1: Biosintesis de las AB

En condiciones normales, las AB ingeridas
en la dieta son rapidamente metabolizadas
en la mucosa intestinal para dar lugar a
productos de degradacién menos activos
fisiolégicamente. Sin embargo, estos
sistemas de destoxificacion pueden ser
insuficientes debido a una predisposicion
genética, a la influencia de compuestos
inhibidores como es el caso de algunos
antidepresivos o el tabaco, o simplemente
porque se ingieran alimentos con
concentraciones de AB tan elevadas que
provoquen su saturacion. En cualquier
caso, las AB pasan al sistema circulatorio
causando una serie de efectos téxicos que
varian dependiendo de cada amina [1]. Un
aspecto importante en la toxicidad de las
AB es que, en algunos alimentos como el
queso, pueden acumularse altas
concentraciones de varias AB que tras su
ingestion van a competir entre si por las
enzimas de la mucosa intestinal
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aumentando su  toxicidad. Ademas,
recientemente hemos comprobado que la
histamina y la tiramina tienen un efecto
citotdxico sinérgico [2].

Las AB se acumulan principalmente en
pescado y en alimentos fermentados. En
pescado, las principales bacterias
productoras de AB son bacterias Gram
negativas contaminantes y que en su
mayoria producen histamina (Morganella
morganii, Klebsiella pneumoniae, Hafnia
alvei o Proteus vulgaris). El consumo de
pescado fresco, sometido a una
manipulacién y conservaciéon adecuadas, es
la solucién al problema. Sin embargo, en
productos fermentados, las principales
productoras de AB son bacterias Gram
positivas del grupo de las BAL. Las BAL son
responsables de la fermentacién y de las
caracteristicas organolépticas de muchos
alimentos fermentados, por lo que la
solucion del problema es mas complicada.
Un alimento en el que se acumulan muy
altas concentraciones de AB es el queso,

siendo la tiramina, la histamina y la
putrescina las que aparecen mas
frecuentemente y en mayores

concentraciones. En los Uultimos arios,
nuestro grupo ha hecho un gran esfuerzo
para investigar y esclarecer los factores
implicados en la biosintesis y acumulacidn
de AB en queso, y que son
fundamentalmente tres (para revision ver
[3]): 1) los microorganismos productores,
gue como en otros alimentos fermentados
son  principalmente  BAL, 2) los
aminodacidos, que son el sustrato de la
reacciéon y ademds inducen los genes
responsables de su biosintesis y 3) las
condiciones fisicoquimicas que afectan el
crecimiento de los microorganismos
productores, la expresién de los genes
implicados y la actividad de los enzimas.

A lo largo de esta ponencia se revisaran
principalmente los trabajos relacionados
con las BAL productoras de AB en queso.
Mediante  técnicas  dependiente e

independientes de  cultivo  hemos
identificado Enterococcus faecalis como el
principal productor de tiramina,
Lactobacillus parabuchneri de histamina y
E. faecalis y Lactococcus lactis como los
principales productores de putrescina.
Posteriormente, hemos estudiado la
funcidn fisiologica y la regulacidn genética
de las rutas de biosintesis. Los resultados
obtenidos nos permitieron el desarrollo de
métodos independientes de cultivo para la
identificacion rapida  de bacterias
productoras de AB en el queso, lo que
permite discriminar iniciadores
potencialmente  productores, conocer
como estas BAL se han pasado “al lado
oscuro”, sus puertas de entrada en las
queserias, la evolucion dindmica de Ia
poblacién a lo largo de la fabricacién del
queso, etc. También se presentaran
métodos especificos para controlar sus
poblaciones y evitar la acumulacién de AB
en los alimentos, sin afectar la microbiota
responsable de las  caracteristicas
organolépticas deseadas. El objetivo final
de estos trabajos es impedir |la
acumulacién de AB en queso, evitando la
presencia de las cepas productoras a lo
largo de la cadena alimentaria, y en
aquellos casos donde esto no sea posible,
evitando su biosintesis o favoreciendo su
degradacion durante la fabricaciéon vy
almacenamiento.
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Microbiologia del queso

Espafia cuenta con un gran nimero de
guesos tradicionales de reputada fama de
los cuales muchos estan protegidos con
sellos de denominaciones de origen (DOP)
o indicaciones geograficas (IGP).

Las propiedades sensoriales de estos
productos dependen de factores como la
especie de procedencia de la leche, la ali-
mentacion de los animales y las practicas y
tecnologias de elaboracion y maduracion.
Tiene un papel destacado también la com-
posicion cualitativa y cuantitativa de los
microorganismos responsables de los pro-
cesos de acidificacidn y afinado. El queso es
un ecosistema complejo en el que se desa-
rrollan muchas poblaciones microbianas,
incluyendo patdgenos.

La identificacidon y caracterizacion de la
microbiota del queso es pues esencial para
reproducir y controlar las fermentaciones
tradicionales, emprender otras nuevas vy
garantizar la seguridad alimentaria.

Técnicas de cultivo

La fermentacion espontanea de la leche
la llevan a cabo bacterias 4cido-lacticas de
los géneros Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc y Pediococcus. Junto con los
procesos tecnoldgicos, el resultado de las
actividades de esos microorganismos da
lugar a sus cualidades sensoriales, de
seguridad higiénica y conservacion.

La acidificacion espontanea de la leche
conduce, en ocasiones, a productos con
caracteristicas poco uniformes y con defec-
tos y alteraciones. Este hecho, unido a la
universalizacion de la Pasteurizacion a me-
diados del siglo pasado y el empleo de la
refrigeracion de la leche en tiempos mas

recientes, ha hecho necesario sustituir la
acidificacion espontanea por la inoculacién
con grandes cantidades de los microorga-
nismos acidificadores, Ilamados cultivos
iniciadores o fermentos. De manera am-
plia, el término incluye también cualquier
microorganismo que se afiade a la leche de
manera deliberada (mohos, brevibacterias,
propionibacterias, etc.). Los fermentos
tienen como funciones principales (i) la
produccion de acido lactico a partir de la
lactosa, (ii) la produccién de enzimas con
actividad proteolitica y lipolitica, (iii) la
produccion de compuestos aromadticos
volatiles y (iv) la inhibicion del crecimiento
de bacterias patdégenas y alterantes me-
diante antagonismo microbiano.

La seleccion de microorganismos para su
utilizacion como fermentos requiere su
recuperacion en cultivo con vistas a su
identificacion y caracterizacién previas a su
empleo [1-5].

Técnicas independientes de cultivo

En muchos nichos ecolégicos numero-
sas especies microbianas en diversas
condiciones de viabilidad interactian vy
compiten por espacio y nutrientes. En
ocasiones las técnicas de cultivo clasicas
subestiman la diversidad y no son capaces
de cuantificar ni siquiera los grupos mayo-
ritarios. Las dificultades para cultivar un
tipo microbiano pueden deberse a la
necesidad de factores de crecimiento
desconocidos, la relacion de dependencia
con otros microbios del entorno, un estado
fisiolégico no cultivable, etc. Para paliar
estas limitaciones, se han desarrollado
técnicas independientes de cultivo para la
deteccién y cuantificacion microbianas.

78


mailto:baltasar.mayo@ipla.csic.es

XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

En las décadas estos métodos se han
aplicado también a la microbiologia del
queso y otros productos lacteos. Con ellos
se identifican los componentes de Ia
microbiota y se estudia la dindmica de
poblaciones a lo largo de los procesos de
elaboracidon y maduracién.

Técnica de la DGGE

La DGGE (Denaturing Gradient Gel Elec-
trophoresis) es una técnica que se basa en
la separacion electroforética de moléculas
de ADN de doble cadena amplificadas
mediante PCR en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante. La separacién de los
productos de amplificacion se realiza sobre
la base de la reduccidon de la movilidad
electroforética de una cadena de ADN
doble cuando esta parcialmente desnatu-
ralizada. La desnaturalizacién progresiva
durante la electroforesis depende de la
secuencia lo que permite diferenciar
amplicones de igual tamaiio.

Mediante la utilizacién de determinados
cebadores, con la DGGE se pueden estudiar
las poblaciones bacterianas, las eucariotas,
o grupos especificos [3,4].

Técnicas de secuenciacion masiva

En la actualidad existen varias tecnolo-
gias de secuenciacion masiva de acidos
nucleicos (técnicas gendmicas, metage-

nomicas y metatranscriptémicas) para
abordar el estudio de la diversidad
microbiana (microbiota) del queso, su

evolucién a lo largo del tiempo y el estudio
de su potencialidad genética (y por tanto
bioquimica) de sus componentes (micro-
bioma). Su aplicacion a la caracterizacion
de los productos lacteos esta descubriendo
una infinidad de tipos, incluyendo los mas
abundantes y otros subdominantes y

minoritarios con gran importancia en la
produccion de compuestos de aroma y
sabor [4,5]. La utilizacién combinada de
estas tecnologias, junto con las técnicas
analiticas de metabolitos mdas avanzadas
(metabolémicas), proporcionaran datos
valiosos para el conocimiento de todos los
biotipos, sus relaciones y sus funciones, lo
gue posibilitara el desarrollo de estrategias
para la promocién especifica de los
biotipos beneficiosos y la inhibicidn de los
tipos indeseables.

En esta ponencia se dard cuenta de los
resultados que nuestro grupo de investiga-
cion ha conseguido en la caracterizacion
microbiana de quesos tradicionales de
Espafia y de otros paises mediante la
utilizacién independiente o combinada de
las técnicas microbiolégicas mencionadas.
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El tratamiento de alimentos por altas
presiones hidrostaticas (APH) es una de las
tecnologias emergentes que mads se ha
desarrollado en los Ultimos afios,
favorecida por la percepcién positiva por
parte del consumidor [1], y constituye una
alternativa viable a los tratamientos
térmicos [2]. La presion aplicada se
transmite instantanea y uniformemente al
producto con un aumento de temperatura
reducido [3].

Una de las principales ventajas de los
tratamientos por APH es la mejora de la
seguridad microbioldgica del producto y la
prolongaciéon de su vida uatil debido a la
inactivacion de microorganismos
patégenos y alterantes. Esta perdida de
viabilidad debida a las APH es el resultado
de varios dafos celulares (efectos sobre la
pared celular, la membrana celular y las
enzimas microbianas). La eficacia
bactericida del tratamiento de APH
depende de la presidn aplicada, el tiempo
de tratamiento, la temperatura, Ia
composicion de la matriz, el tipo de
microorganismo, asi como su temperatura
y fase de crecimiento [2].

La leche tiene un efecto baroprotector
sobre los microorganismos: la inactivacion
de E. coli MG1655 en tampdn fosfato y en
leche a 600 MPa durante 15 minutos a
20°C dio lugar a reducciones de 8,3 y 1,6
unidades logaritmicas, respectivamente
[4]. Este efecto baroprotector parece ser
debido a las caseinas y no a la grasa, ya que
una solucién tampon suplementada con
caseina mostré un efecto baroprotector
equvalente al de la leche [5]. Sin embargo,
L. monocytogenes sobrevivio mejor a un
tratamiento a 600 MPa durante 90
segundos, en leche desnatada que en leche
entera [6].

Las combinaciones de tratamientos de APH
con compuestos antimicrobianos o cultivos
productores de compuestos
antimicrobianos ha permitido aumentar la
inactivacion de microorganismos
patégenos [7].

En quesos, los tratamientos de APH,
aplicados en diferentes momentos de la
maduracion, han conseguido la
inactivacion o reducciones significativas de
los niveles de microrganismos patégenos y
alterantes. En queso Sainte Maure de 14
dias contaminado con L. monocytogenes
F13, se obtuvieron reducciones del
patégeno de mas de 5,6 unidades
logaritmicas con tratamientos de 450 MPa
durante 10 minutos o 500 MPa durante 5
minutos [8]. Los patégenos Gram-
negativos, como E. coli 0O157:H7 vy
Salmonella, son menos barorresistentes
que Listeria, y asi en quesos de leche cruda
inoculada con E. coli 0157:H7 de 2 y 50
dias de maduracién se consiguieron
reducciones de 3,8 y mds de 6 unidades
logaritmicas al aplicarles tratamientos de
300 MPa durante 10 minutos o 500 MPa
durante 5 minutos, respectivamente [9].
También se ha investigado las
combinaciones de tratamientos de APH
con compuestos antimicrobianos o
bacterias lacticas productoras de estos
compuestos, buscando efectos sinérgicos.
El efecto letal sobre E. coli 0157:H7
aumenté entre 2,1 y 3,2 unidades
logaritmicas al utilizar cultivos lacticos
productores de bacteriocinas [9].

Otra aplicacién de los tratamientos de APH
ha sido el desarrollo de un procedimiento
que permite la elaboracion de queso
Hispanico (fabricado con leche de vaca y
oveja) evitando la estacionalidad de Ia
leche de oveja. Este procedimiento utiliza

80


mailto:apicon@inia.es

XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

cuajada de oveja tratada por APH vy
congelada, obteniendose un queso con una
composicion constante y sin alterar sus
caracteristicas sensoriales [10].

Los tratamientos de APH también han sido
utilizados para reducir la produccién de
aminas bidgenas en quesos de leche cruda.
La concentracion de aminas en queso
control fue de 1,089 mg / g de extracto
seco a los 60 dias y siguié aumentando
hasta 3,690 mg / g de extracto seco a los

240 dias, siendo las aminas mas
abundantes  tiramina, putrescina y
cadaverina. En quesos experimentales

sometidos a tratamientos de APH a los 21 o
35 dias, la concentracion de aminas se
redujo entre 27 y 33% en quesos tratados a
400 MPa y entre 40 y 65% en quesos
tratados a 600 MPa a los 60 dias y entre 11
y 45% en quesos tratados a 400 MPa y
entre 73 y 76% en quesos tratados a 600
MPa a los 240 dias [11]. La aplicacién de
estos tratamientos redujo la proteolisis y
evitd la sobremaduracién y la perdida de
calidad sensorial que experimentaron los
guesos control durante su almacenamiento
en refrigeracion durante varios meses
(practica habitual debido a la
estacionalidad del producto). El
tratamiento de APH a 600 MPa fue muy
efectivo en disminuir la degradacion de
proteinas y formacion de péptidos vy
aminoacidos libres durante el
almacenamiento en refrigeracién. Los
quesos tratados por APH mantuvieron las
puntuaciones de calidad de sabor
obtenidas a los 60 dias hasta los 240 dias
de maduracién [12].

La hinchazén tardia, o fermentacidn
butirica, es un defecto de origen
microbioldgico que aparece en quesos
semiduros y duros, y da lugar a defectos de
textura, aroma y sabor, que suponen
grandes pérdidas econdmicas. Se produce
como consecuencia del crecimiento en el
interior del queso de algunas especies del
género Clostridium capaces de fermentar el
acido lactico con producciéon de acido
butirico, acido acético, didxido de carbono
e hidrégeno, con aparicion de ojos
irregulares y grietas en la matriz del queso

y, a veces acompafadas de un sabor y olor
rancio y desagradable. Debido a Ia
ubicuidad y la naturaleza resistente de las
esporas de Clostridium, es dificil evitar este
tipo de alteracidon ya que un bajo numero
de esporas en la leche pueden causar el
defecto si las condiciones en el queso son
adecuadas para la germinacion y
crecimiento de Clostridium. Durante la
elaboracion de queso con leche
contaminada con esporas de C
tyrobutyricum, se observd que se producia
la germinacidn de las esporas durante el
prensado de los quesos. La aplicacidon de
un solo ciclo de APH igual o superior a 300
MPa a los 7 dias de maduracion, permitio
prevenir la hinchazén tardia al inactivar las
células vegetativas de C. tyrobutyricum,
metabdlicamente activas, procedentes de
la germinacién. Los quesos presurizados a
200-400 MPa obtuvieron unas
puntuaciones similares al queso control
para la intensidad y calidad del olor, aroma
y sabor, calidad de textura y calidad de
color tras ser evaluados por un panel de
catadores [13].
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El objetivo de este trabajo fue conocer la
influencia que la alimentacidn, el tiempo de
maduracién y la época del afo ejercieron
sobre las caracteristicas microbioldgicas del
queso de oveja.

Se elaboraron varios lotes de queso en las
diferentes épocas del afio (verano, otofo,
invierno y primavera) con leche procedente
de animales alimentados de forma
diferente: a base de pasto-forraje (4 lotes
en cada época) y de ensilado (otros 4 lotes
en cada época del afio). Los quesos fueron
madurados durante un periodo de 180 dias.
Se tomaron muestras de los quesos
elaborados tanto con la leche procedente
de animales alimentados con ensilado como
con pasto-forraje en las diferentes épocas
del afio, a los 7, 90 y 180 dias de la
maduracién, con objeto de realizar los
recuentos de los siguientes grupos
microbianos: microbiota aerobia mesdfila
total (tras siembra del inéculo en PCA e
incubacion a 30°C durante 48 h),
psicrotrofos (en PCA, 72C/10 dias), bacterias
lacticas en general (en agar MRS, 302C/72
h), lactobacilos en particular (en agar
ROGOSA, 3092C/ 5 dias), enterococos (en
KAA, 3792C/24-48 h), enterobacterias (en
VRBGA, 379C, 18-24 h) y mohos y levaduras
(en OGYEA, 259C/ 5 dias).

Los resultados se muestran en las Tablas 1y
2. Al inicio de la maduracién de los quesos y
hasta los 90 dias de la misma, los recuentos
microbianos fueron similares en los quesos
elaborados con  distinto tipo de
alimentacion. No obstante, al final de la
maduracién (180 dias) los recuentos fueron

ligeramente superiores en los quesos
elaborados con la leche de los animales
alimentados a base de ensilado, en los que
se alcanzaron recuentos superiores a 6 log
ufc/g para los microorganismos mesofilos
totales y para las bacterias lacticas.

Por lo que se refiere a la influencia de la
época del afo, se pudo observar que al
término de la maduracion, los recuentos de
los quesos elaborados en otofio e invierno
fueron mas altos que los de primavera vy
verano, independientemente del tipo de
alimentacién empleada, con diferencias de
1 a 2 unidades logaritmicas. En relacion con
ello cabe sefalar que los quesos de verano
presentaron, por lo general, valores mas
bajos de humedad, ay, y pH (datos no
mostrados) que el resto de lotes.

Se realiz6 también un analisis de presencia
de Clostridium tyrobutiricum,
microorganismo responsable de la apariciéon
de problemas de hinchazén tardia en
quesos madurados. A este respecto, los
lotes elaborados en verano y como era de
esperar los procedentes de leche de ovejas
alimentades con ensilado, mostraron
mayores recuentos, en concordancia con
resultados obtenidos por Garde y col. [1].
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Alimentacidn Dias de maduracion

Estacion 7 90 180
ENV 9,57+0,12 6,73+0,46 4,77+0,32
EN O 9,84+0,20 7,95+0,87 6,69+0,33
PCAm
PFV 9,55+0,20 6,50+0,13 3,81£0,30
PFO 9,82+0,15 6,94+0,72 599+1,11
ENV 9,37+0,42 4,35+3,03
EN O 9,86 +0,14 4,04 42,74
PCA,
PFV 9,56+0,20 4,12%2,96 0,69 1,37
PFO 6,78 + 4,59 1,89 £ 2,30
ENV 9,60+0,11 594034 454031
EN O 9,84+0,13 646033  638+0,54
MRS
PFV 9,59+0,13 565+1,09 3,20 0,47
PFO 9,81£0,17 570%0,71 548+1.25
ENV 2,18+060 4,71+0,81 3,83t0,56
EN O 2,03t0,70 570£0,95 551%1,20
ROGOSA
PFV 227074 4,02+106 2,838%0,71
PFO 2,32+0,83 542092 515+1,31
ENV 1,56+1,34 1,10+1,27 1,38 +1,00
EN O 268025 2691028 2,62:0,31
KAA
PFV 0,71£0,86 0,79%0,95 0,99 £0,67
PFO 252+1,03 226+152 2,121,442
ENV 2,83+121 1,22+147
EN O 0,88 +1,06
VRBGA
PFV 323+1,18 1,22£0,86
PFO 1,8910,75
ENV 1,29+0,94 1,08+2,18 2,00+1,84
EN O 1,48+1,35 0,41 £0,82
OGYEA
PFV 0,95+1,24 1,094220 0,68+1,37
PFO 1,63+ 1,47 0,28 +0,55

Tabla 1.- Evolucién en los recuentos medios
microbianos (log ufc/g) durante la maduracion
de los lotes elaborados en verano (V) en otofio
(0). Se presentan los valores medios de los 4
lotes elaborados con leche de las ovejas
alimentadas con ensilado (EN) y de los otros 4
correspondientes a pienso y forraje (PF) en cada
época del afio.

Alimentacién Dias de maduracion

Estacion 7 90 180
EN I 9,38+0,18 6,43+0,11 590+0,69
ENP 886+023 534+0,68 3,97+0,59
PCAn
PF 1| 938+0,11 6,39+0,34 577+0,79
PFP 923+024 5254035 3,79 +0,35
ENI 9,31+0,15 6574025  5380,54
ENP 827+067 4,95%0,88 3,710,338
PCAp
PF | 841+048 624+0,52 528+0,71
PFP 869+068 4,60£0,77 2,60+1,03
ENI 864+059 6741032 657047
ENP 876+058 5421069 4,01+0,38
MRS
PF I 8,17+0,58 6,26+0,75 553+0,83
PFP 877+051 527+042 4,09+051
ENI 1,18+0,47 563076 6,26:0,81
ENP 1,650,553 4,99 0,86 2,97+1,94
ROGOSA
PF | 1,17+0,36 4,83t0,74 534109
PFP 230061 4,72£0,92 255+1,80
EN I 2,47+020 2,60£024 2,560,15
ENP 3,04+031 3,03:034 323050
KAA
PF | 237+0,42 2,04%1,19 191111
PFP 2,86+059 2,95%0,52 2,83+0,56
EN I 1,48+ 1,48
ENP 1,35:0,96 1,16 +1,40
VRBGA
PF I 1,91+1,23
PFP 1,12+1,16 1,491,550
ENI 0,30£0,51
ENP 0,65 £ 0,66
OGYEA
PF | 095+124 1,09+220 0,681,337
PFP 058+058 0,4+0,69

Tabla 2.- Evolucién en los recuentos medios
microbianos (log ufc/g) durante la maduracién
de los lotes elaborados en invierno (l) vy
primavera (P). Se presentan los valores medios
de los 4 lotes elaborados con leche de las ovejas
alimentadas con ensilado (EN) y de los otros 4
correspondientes a pienso y forraje (PF) en cada
época del afio.
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Introduccién

La leche puede contaminarse por
microorganismos patdégenos durante su
obtencidn o transformacion y, por tanto,
constituir un peligro en los productos
lacteos elaborados a partir de leche no
tratada  térmicamente. Entre  estos
microorganismos, son destacables E. coli
productor de toxina Shiga (STEC) y E. coli
enteropatogénico atipico (aEPEC). Este
trabajo se llevé a cabo para determinar el
comportamiento de cepas de E. coli con
caracteristicas de patogenicidad y de origen
lacteo durante los procesos de elaboracion
y maduracion de queso elaborado a partir
de leche cruda de vaca.

Material y Métodos

Fueron preparados dos quesos de tipo
castellano y pasta prensada. Para cada
queso (ca. 900 g) se utilizaron 10 litros de
leche cruda de vaca que intencionadamente
se contamind con ca. 10° ufc/ml de dos
cepas de E. coli de origen lacteo (cepa de
STEC MK116C19, serotipo 0140:H32; cepa
de aEPEC MK127C9, serotipo ONT:H2),
seleccionadas previamente por su buena
capacidad de adaptacion a las condiciones
intrinsecas de los quesos. El cultivo iniciador
utilizado estuvo compuesto por cepas
liofilizadas de Lactococcus lactis subsp.
lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis y Streptococcus thermophilus
(CHOOZITTM MA 4001 LYO 5 DCU, Danisco).
Se tomaron muestras en distintas fases del
proceso de produccion del queso para la
cuantificacion de ambas cepas de E. coli. Los
recuentos fueron realizados en el medio
Tryptone Bile X-glucuronide (TBX). Después

de una incubacién a 37 2C durante 24 horas,
las colonias blancas de 1,5-2 mm de
didmetro fueron asociadas a la cepa de
aEPEC (beta-glucoronidasa negativa), y las
colonias azules de 1,5-2 mm de diametro a
la cepa de STEC (beta-glucoronidasa
positiva). Aleatoriamente, varias colonias de
cada tipologia fueron confirmadas por PCR
mediante la deteccion de los genes stx y
eae. Cada anadlisis se realizé por
sextuplicado.

Los  recuentos  microbianos  fueron
transformados a wunidades logaritmicas
(logio) para realizar un analisis de varianza
(ANOVA) que determinara el efecto de cada
etapa de procesado (prueba de Tukey).
Ademads, fue comparada la evolucidn de las
poblaciones medias de las cepas mediante
la prueba de t-student. El analisis fue
realizado con el programa IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 24.0.

Resultados y Discusion

La Tabla 1 muestra la evoluciéon de las
poblaciones de las cepas de aEPEC y STEC
durante los procesos de elaboracion vy
maduracién de los quesos. En el momento
de la inoculacion de la leche, el recuento de
la cepa de STEC fue de 3,14 log ufc/ml vy el
nivel de la cepa de aEPEC alcanzé 3,49 log
ufc/ml, sin diferencias significativas entre
ambos recuentos (p>0,05). Los nimeros de
ambas cepas aumentaron en las primeras
etapas de fabricacion del queso hasta la
etapa de salado y escurrido (tiempo cero de
maduracién). Este incremento puede ser
atribuido a las condiciones favorables de
multiplicacidn, temperatura (~372C) y pH
(>5) originadas durante las primeras etapas

[1].
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Especialmente relevante fue el significativo
incremento (p<0,05) del nivel de ambas cepas
(1,41 y 1,24 log ufc/g para STEC y aEPEC,
respectivamente) hasta el prensado, a partir
del cual comenzd el descenso de Ia
concentracion de ambas cepas,
especialmente intenso en la poblacién de
STEC (Tabla 1). El incremento inicial se puede
justificar, ademas de por las condiciones
favorables de crecimiento, por la
concentracién  bacteriana del cuajado,
produciendo una barrera fisica en la cuajada
gue atrapa a las bacterias mientras se expulsa
el suero, que ha sido indicada como de hasta
diez veces (Maher et al., 2001).

Tabla 1. Evolucion de los recuentos de las
poblaciones de STEC (cepa MK116C19) y aEPEC
(MK127C9) durante el proceso de elaboracion y
maduracién de queso elaborado con leche cruda
de vaca inoculada con dichas cepas.

Fase de produccion Recuento
STEC aEPEC

Leche inoculada ab3 14 +0,44* A3,49 +0,282

Incubacidn inicial be3 67 +0,208 A4,11 +0,16P

Cuajada 4,74 +0,17» A4,55 +0,16¢

Tras prensado 4,55 +0,54A A4,73 +0,17°¢

Tras salado y escurrido de4 12 +0,258 A4,65 +0,12¢
Maduracion:

Dia 7 de4,04 0,118 A4,63 +0,06¢

Dia 15 be3 61 +0,188 A4,53 +0,08¢

Dia 30 22,96 +0,17° A3,96 +0,13"

Dia 45 1,81 +0,368 A3,06 +0,219

Dia 60 1,82 +0,218 A2,90 +0,18¢

Dia 90 0,88 +0,208 A2,11 +0,23¢

En una columna, los recuentos con superindices que presenten
igual letra minuscula no muestran diferencias significativas
(p>0,05). En una fila, los recuentos con superindices que
presenten igual letra mayuscula no muestran diferencias
significativas (p>0,05). Los valores promedios (log ufc/ml o log
ufc/g) y sus desviaciones estdndar son el resultado de seis
determinaciones.

En la Figura 1 se observa la reduccion de las
poblaciones de las cepas de STEC y aEPEC
estudiadas desde el salado-escurrido y a lo
largo de la maduracién del queso. Durante
ésta, la poblacion de la cepa de STEC
MK116C19 se redujo en 1,16 log ufc/g a los
30 dias, recuperando el nivel inicial de
inoculacidon (Tabla 1). Por su lado, la cepa de
aEPEC MK127C9 fue menos afectada por el
proceso de maduracion, ya que solo a partir
de los 45 dias de maduraciéon su
concentracién se redujo en 1,59 log ufc/g
hasta alcanzar el nivel de contaminaciéon
inicial de la leche (Tabla 1). Durante los 90

dias de maduracién de los quesos, las
poblaciones de las cepas de STEC y aEPEC se
redujeron en 3,24 y 2,54 log ufc/g,
respectivamente (Figura 1), aunque al final de
este periodo todavia fueron detectables
mediante recuento en placa (STEC
MK116C19, 0,88 log ufc/g; aEPEC MK127C9,
2,11 log ufc/g; Tabla 1). Asi pues, se observa
una mayor resistencia de la cepa de aEPEC
consecuencia de una mejor capacidad de
adaptacion a las condiciones intrinsecas a lo
largo del proceso productivo del queso.

Tiempo (Dias)
0 15 30 45

0.02
0 50127 -0%69

75 90

-0.08

-2.30

log Nt - log NO (ufc/g)

C— STEC aEPEC

4 -3.24

Figura 1. Reduccion de la poblacidn de la cepa de
STEC MK116C19 (0140:H32) y de la cepa de aEPEC
MK127C9 (ONT:H2) a lo largo de la maduracidn
del queso con relacién al valor poblacional de
cada cepa al inicio de la misma. En cada punto se
presenta el valor promedio de seis analisis y su
desviacién estandar.

Conclusiones

Los procesos convencionales de elaboracion y
maduracién del queso obtenido a partir de
leche cruda de vaca no garantizan la
inactivacion de cepas STEC no-0157 y aEPEC
cuando se elabora queso con leche
contaminada con niveles altos (ca. 10% ufc/g)
de dichas bacterias, ya que siguen
detectandose significativamente después de
90 dias de maduracidn, siendo especialmente
significativa la capacidad de supervivencia de
aEPEC.
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Las aflatoxinas (AFs) son metabolitos
secundarios téxicos producidos por mohos
del género Aspergillus siendo A. flavus y A.
parasiticus  las  principales  especies
responsables de su presencia en alimentos
y piensos. La aflatoxina B: (AFB1) es el mas
potente carcindgeno natural conocido, por
lo que ha sido clasificado por la IARC como
agente carcindgeno para los seres
humanos (Grupo 1) [1]. La aflatoxina M;
(AFM;) es el metabolito hidroxilado de la
AFB, y puede ser excretado en la leche de
vacas que han consumido pienso
contaminado por AFB;. La AFM; es menos
toxica que la AFB; y ha sido clasificada por
la IARC como posible carcinégeno para los
seres humanos (Grupo 2B). Debido a su
toxicidad, la UE ha establecido un limite de
AFB; en pienso completo para ganado
vacuno lechero de 5,0 pg/kg [2] y de 0,05
ug/ kg de AFM; en leche cruda.

El maiz, el trigo o la semilla de algoddn
constituyen una potencial fuente de
micotoxinas. Las AFs también pueden
proceder de piensos compuestos, granos o
productos de soja, tortas de presion de
distintas oleaginosas como cacahuetes,
semillas de girasol, semillas de algoddn,
granos de palma y copra, o de otros
ingredientes como ensilado, heno y paja
[3]. El objetivo de este trabajo fue
determinar la presencia de AFs en
muestras de racién unifeed para ganado
vacuno lechero, y de AFM; en leche
procedente de los ordefos realizados a las
24 h y a las 48 h tras consumir la racion.
Ademas, se analizo la transferencia de AFs
desde la racién unifeed a la leche y se
establecié la posible correlaciéon entra la

composicion de la racion unifeed y la
presencia de AFs.

Desde febrero de 2016 hasta enero de
2018 se analizaron 193 muestras de racion
unifeed 'y 385 muestras de leche
procedentes de diferentes zonas de
Espafia. Las muestras de unifeed se
analizaron mediante un método validado
en el laboratorio. Antes del analisis, se
secaron a 60 °C durante 24 horas y se
molieron hasta obtener un polvo fino.
Posteriormente, se extrajeron y purificaron
mediante columnas de inmunoafinidad
Easi-extract® Aflatoxin (R-Biopharm, Rhone
LTD). Por ultimo, se analizaron mediante
UHPLC-FLD. Por otro lado, las muestras de
leche se extrajeron y purificaron con
columnas de inmunoafinidad Aflaprep® M
Wide (R-Biopharm, Rhéne, LTD) y se
analizaron mediante UHPLC-FLD para
determinar la presencia de AFM,.

Del total de muestras analizadas, 67
muestras de unifeed resultaron positivas
para alguna de las AFs. 71 muestras de
leche fueron positivas para AFM;. La tabla
1 recoge el numero de muestras positivas
para cada toxina y el rango de
concentraciones en el que se encontraron.

Muestras

Toxina positivas(% Rarll(gi (ke
del total) g’)

AFB1 24 (12,4%) 0,14-4,66
AFB, 9 (4,7%) 0,05-0,41
AFG; 47 (24,4%) 0,13-6,45
AFG, 13 (6,7%) 0,10-0,57
AFM; (24h)  35(19,0%) 0,009-1,36
AFM; (48h) 36 (18,8%) 0,009-0,65

Tabla 1: Muestras positivas para cada toxina
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Las toxinas mas frecuentes fueron la AFB; y
la AFGi. En las muestras positivas para la
AFB;, siempre se encontraron
concentraciones por debajo del limite
establecido de 5,0 pg/kg. Solo se encontrd
una muestra con una concentracién de
AFG; por encima del limite legal (6,45
ug/kg). Tres muestras de leche presentaron
concentraciones de AFM; por encima del
limite de la UE de 0,05 pg/ kg.

En cuanto a la influencia de la composicién
de la racidén unifeed en la presencia de AFs,
se vio que las muestras positivas para
alguna de las AFs normalmente contenian
ensilado de maiz, ensilado de centeno,
ensilado de cebada, cebadilla, soja, heno
de alfalfa, semilla de algoddn, ray grass
deshidratado, paja, cascarilla de soja vy
okara (Figura 1). El pienso compuesto
parecia influir en la presencia de AFs del
grupo B. Las muestras positivas para AFB;
presentaban normalmente soja, maiz,
cebada, ensilado de cebada y heno de
alfalfa, ademas de maiz, semilla de algoddn
y trigo procedentes del pienso compuesto
(Figura 2).
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Figura 1: Componentes de las muestras de la
racion unifeed relacionados con la presencia de
AFs totales. Los ingredientes correlacionados
positivamente con la presencia de AFs
aparecen sefialados con una flecha verde.
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Figura 2: Componentes de las muestras de
racién unifeed relacionados con la presencia de
AFB;. El pienso compuesto aparece desglosado
en sus componentes. Los ingredientes
correlacionados positivamente con la presencia
de AFB; aparecen seifialados con una flecha
verde.

15 muestras de leche positivas para AFM;
procedian de vacas alimentadas con
unifeed positivo para AFB;. Se establecié
que la tasa de transferencia AFB;/AFM; de
la racién unifeed a la leche variaba del O-
6%.

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen al Gobierno de Espaiia la
financiacion econémica (MINECO, Proyecto
AGL2014-55379-P). M. Rodriguez-Blanco
agradece a la Universitat de Lleida su beca
predoctoral.

REFERENCIAS
[1] International Agency for Research on Cancer
(IARC). 2002. Some traditional herbal

medicines, some mycotoxins, naphthalene and
styrene IARC monographs on the evaluation of
carcinogenic risks to humans. Vol. 82. Lyon
(France): IARC Press; p. 171-300.

[2] European Commission. 2002. Directive
2002/32/EC of the European Parliament of the
Council of 7 May 2002 on the undesirable
substances in animal feed. Off. J. Eur. Union.
L140:10-21.

[3] J. Fink-Gremmels, Food Addit. Contam., 2008,
25, 172-180.

87



Sesion 1B. Productos ldcteos

PRODUCCION DE GABA POR BACTERIAS ACIDO-LACTICAS Y
BIFIDOBACTERIAS DE ORIGEN LACTEO E INTESTINAL

Valenzuela J.A.»"?, Flérez A.B.}, Vasek 0.M.2, Mayo B.!
1 Departamento de Microbiologia y Bioquimica de Productos Lacteos, IPLA-CSIC, Paseo Rio

Linares, s/n, 33300-Villaviciosa, Asturias, Espafia

2 Biotecnologia Microbiana para la Innovacién Alimentaria, Instituto de Modelado e

Innovacion Tecnolégica-Universidad Nacional del Nordeste (CONICET-UNNE), Campus UNNE,

Corrientes-3400, Argentina
baltasar.mayo@ipla.csic.es

Introduccién

El acido y-aminobutirico (GABA) resulta
de la descarboxilacion del acido glutdmico
por la enzima glutamato descarboxilasa
(GAD). La ingesta de GABA reduce la
presion  arterial, reduce el estrés
psicolégico y modula la funcidn renal. En la
actualidad, no hay disponibles fermentos
comerciales de cepas productoras, lo que
abre oportunidades para seleccionar
bacterias acido-lacticas (BAL) productoras
para su utilizaciéon en la industria. Estas
cepas podrian emplearse en el desarrollo
de productos lacteos enriquecidos que
promuevan la salud.

Material y Métodos
Produccion de GABA

El analisis de gran numero de cepas
requiere un método sensible y rdpido. El
cribado que empleamos en este trabajo se
basé en el descrito por Tsukatani et. al. [1].
En este método la deteccion vy
cuantificacion de GABA se realiza mediante
el seguimiento de la formacidon de NADPH a
340 nm. El NADPH se forma a partir de
GABA y a-cetoglutarato en presencia de
NADP* y la enzima GABasa (Sigma-Aldrich),
mezcla de GABA-T (y-aminobutirato
glutamato aminotransfera-sa) y SSDH
(succinato semialdehido dehidrogenasa).

Determinacion de la curva de calibrado
Se prepararon concentraciones variables
de GABA (Sigma-Aldrich) en medio de

cultivo y se sometieron a las mismas
condiciones de incubacidon que las
muestras.

Deteccion del gen GAD

El ADN total de las cepas se extrajo y se
purific6 mediante la utilizacion del kit
comercial GenElute Bacterial Genomic DNA
(Sigma Aldrich). La presencia del gen GAD
se determind mediante PCR utilizando
cebadores especificos para los genes de
Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum
y Streptococcus thermophilus.

Los amplicones se purificaron por medio
del kit comercial Gen Elute PCR clean-up
(Sigma Aldrich) y se secuenciaron. Las
secuencias se compararon con las de las
bases de datos mediante BLAST.

Resultados y Discusion

Las curvas de calibrado se utilizaron para
estimar la cantidad de GABA producido por
cada una de las cepas bacterianas en
estudio. En la Figura 1 se puede ver la
curva de calibrado de GABA en el medio
MRS. Como puede verse, bajo las
condiciones y concentraciones de ensayo,
hubo una muy buena linearidad entre la
absorbancia y la cantidad de GABA. Con un
resultado muy similar, se realizé también
una curva de calibrado en el medio M17.

Analizamos la produccion de GABA en una
coleccion de bacterias acido-lacticas (BAL)
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Figura 1: Absorbancia versus concentracién de
GABA en medio de cultivo.

y bifidobacterias de origen lacteo e
intestinal. En total, se analizaron 265 cepas
pertenecientes a los géneros Lactococcus
(153), Lactobacillus (54), Streptococcus
(39), Leuconostoc (14), Bifidobacterium (3),
y otros (2). En particular, se analizaron
numerosas cepas de las especies
Lactococcus lactis (153) y Streptococcus
thermophilus (39); sin duda las especies de
mayor interés tecnoldgico para la
formulacion de fermentos industriales.

Tal como han reportado numerosos
autores [2, 3], la produccién de GABA, fue
variable entre especies y cepas (Figura 2).
La produccion de GABA se situd entre las
gue no producian nada y los 2,4 mM. Se
han identificado numerosas cepas capaces
de producir mas de 1 mM de GABA.
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+

+
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Figura 2: Produccién de GABA por cepas de BAL
y bifidobacterias de este estudio a partir de su
precursor (glutamato monosédico 1% p/v).

La presencia del gen GAD se determind
mediante reacciones de amplificacion
utilizando oligonucleétidos especificos, tal

como se muestra en la Figura 3 para tres
cepas de S. thermophilus. El gen se detectd
en todas las cepas productoras excepto en
una cepa de Lc. lactis (L43).
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Figura 3: Deteccion del gen GAD en tres cepas
de S. thermophilus. C(-) y C(+) controles.

El analisis de la secuencia de algunos
genes mostré una identidad casi total con
las de cepas de referencia de cada especie.

Como conclusiéon podemos decir que (i)
se ha ensayado la capacidad de produccion
de GABA a partir de glutamato de sodio en
una coleccidon de BAL, (ii) unas 25 cepas
producen cantidades de GABA mayores de
1 mM y (iii) la produccién de GABA se estd
cuantificando mediante cromatografia
liguida de alto rendimiento (UHPLC).
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La leche funciona exclusivamente como
fuente de alimento, y debido a esto es
aceptada universalmente por su alto valor
nutrimental, ya que a su vez contiene
diferentes sustancias que actian como
parte fundamental de los sistemas
inmunolégicos y de proteccién de un
recién nacido [1].

La leche tiene el riesgo de contaminarse
desde su sintesis en la glandula mamaria
hasta la llegada al consumidor. Estos
riesgos son, la contaminacién por
microorganismos, alteracién fisico-quimica,
absorcion de olores extrafios, y
contaminacidén por sustancias quimicas,
etcétera. Todos los riesgos, ya sea en
forma aislada o en conjunto, contribuyen
en forma negativa sobre la calidad
higiénica y nutricional del producto v,
consecuentemente, afectan la salud
publica y la economia de cualquier pais [2].

El  contenido de
presentes en la leche depende
principalmente de la limpieza de las
maquinas, utensilios de ordefio y las
practicas de ordefio utilizadas [3].

microorganismos

Los principales microorganismos que
provocan enfermedades relacionadas con
los lacteos son: Salmonella spp., L.
monocytogenes, S. aureus y E. coli. Los
cuales provocan una serie de
enfermedades en los humanos, aunque
estos son inactivados con la pasteurizacion

[4].

Por estos motivos el objetivo de esta
investigacion fue determinar la
concentracidn microbiana en las diferentes
marcas de leche pasteurizada de mayor
consumo en la ciudad de Tijuana B.C., de
acuerdo a la NOM-243-SSA1-2010, para
establecer las especificaciones de calidad
microbioldgica en la distribucién del perfil
sanitario de las leches pasteurizadas.

Metodologia

Se realizé un estudio experimental en las 9
delegaciones de la ciudad de Tijuana
México, durante el periodo de mayo a
septiembre de 2014. Las muestras que se
incluyeron fueron de leche pasteurizada,
las dos principales marcas y su
presentacién, analizdndose un total de 72
muestras.

El anadlisis microbiolégico de la leche se
realizd6 con el método de Petrifilm 3M",
para este estudio se utilizaron placas para
conteo de coliformes totales,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. y
Listeria monocytogenes.

Resultados y Discusion

En la Tablal se muestran los resultados de
los analisis realizados para cada bacteria
respectivamente. Como se observa
Salmonella spp. y L. Monocytogenes no
aparecen, esto indica que estuvieron
ausentes en todas las muestras analizadas.
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Microorganismaos MNo Contaminadas Muestras
contaminadas fuera de
especificacion
Coliformes 58 14 4
totales
5. aureus 67 5 3

Tablal: Resultados obtenidos en el andlisis de
72 muestras.

De las 72 muestras 14 presentaron
contaminaciéon por coliformes totales,
cuatro de ellas estuvieron fuera de
especificacion segin la NOM-243-SSA1-
2010 [5], la cual permite <20 UFC/mL, cinco
muestras tuvieron presencia de S. aureus
de las cuales tres salieron de los limites
aceptables (<10 UFC/mL).

Porcentaje de muestras contaminadas

" No contaminadas

S. aureus

® Coliformes totales

Figura 1. Comparacion de  muestras
contaminadas por la presencia de Coliformes
totales y E. coli

Luigi et al. [6], tuvieron un 45% de sus
muestras contaminadas por coliformes
totales, mientras que en el presente
estudio solo el 19.4%, en cuanto a la
presencia de Staphylococcus aureus, se
detectd en el 6.9% de las muestras, en la
bibliografia analizada, los autores no
realizaron esta prueba. Sin embargo es
importante este andlisis debido a que en
nuestros resultados si se encontraron
algunas muestras contaminadas con esta
bacteria, lo que indica que Ia
pasteurizacion no siempre es efectiva.

Conclusiones

La presencia de Staphylococcus aureus y
Coliformes totales indica que |Ia
pasteurizacion no siempre es efectiva para

eliminar estos microorganismos,
convirtiéndose en un problema tanto local
como a nivel mundial, por ser un alimento
indispensable en el desarrollo de los
infantes. La ausencia de Salmonella spp. y
Listeria monocytogenes en el total de
muestras indica una  pasteurizacion
efectiva para estos microorganismos
altamente patdgenos. Concluyendose que
la leche pasteurizada de las principales
marcas consumidas en la ciudad es de
buena calidad.
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La produccidn de aceitunas de mesa,
alimento de gran importancia
socioecondmica para Espafia y el resto de
paises de la cuenca mediterrdnea, donde
secularmente se ha venido produciendo en
sus multiples variedades y formas de
presentacién, es una practica basada, hasta
hace muy poco tiempo, en procedimientos
meramente tradicionales, empiricos. Ello
contrasta con su enorme complejidad
microbioldgica dado que dicha
fermentacidn se sustenta en las actividades
metabdlicas de un grupo de bacterias
lacticas pertenecientes, principalmente, a
la especie Lactobacillus pentosus y a una
gran variedad de especies de levaduras.
Esta complejidad ha despertado
recientemente el interés cientifico por este
ecosistema unico, por lo que varios grupos
de investigacion, principalmente
espanoles, italianos y griegos han volcado
sus esfuerzos en comprender no solo cdmo
mejorar el proceso fermentativo a través
de la utilizacién de cultivos iniciadores y la
modificacién de diversos parametros fisico-
guimicos, sino en dilucidar y entender las
interacciones entre los microorganismos
que intervienen directamente en dicho
proceso. En suma, estudiar la ecologia
microbiana de esta fermentacion peculiar.

Las bacterias son organismos gregarios que
se encuentra normalmente formando
parte de comunidades microbianas
densamente pobladas, conocidas como
biofilms. Estos colectivos microbianos que
aparecen embebidos en polimeros que
ellos mismos secretan, ocupan una gran
variedad de superficies bidticas y abidticas.

La ubicuidad de los biofilms en ambientes
naturales, entre los que se incluyen
hospedadores animales y vegetales,
sugiere que la vida en grupo es esencial
para la ecologia y la evoluciéon de estos
microorganismos.

Es de sobra conocido que los biofilms
monoespecie son muy raros en la
naturaleza, mientras que los formados por
diferentes especies de bacterias y por
Eucariotas (principalmente levaduras) son
mucho mas frecuentes. Este es el caso de
los biofilms que se desarrollan en el
entorno de la fermentacion de aceitunas
de mesa.

A través de diversas, pero escasas aun,
publicaciones, se ha podido constatar que
L. pentosus y levaduras se asocian
formando comunidades polimicrobianas no
sélo en las superficies sélidas del entorno
de la fermentacién (paredes de los
fermentadores, tuberias, etc.), sino en la
piel de los frutos, donde forman
verdaderos biofilms. En ellos, bacterias y
levaduras se encuentran embebidos en una
matriz polimérica compuesta
principalmente por EPS, ADN extracelular y
proteinas. Cualquiera sea la variedad de
aceituna empleada, el cultivo iniciador o
los microorganismos espontaneos que se
desarrollen en la fermentacion, la
presencia de biofilms en la superficie de los
frutos es un hecho contrastado.

Se han realizado estudios in vitro acerca de
la capacidad de formacién de biofilms por
diversas cepas de L. pentosus y se ha
podido constatar que existen diferencias
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notables entre ellas, desde las que forman
biofilms consistentes hasta aquellas que no
lo forman en absoluto. Variables tales
como la temperatura de incubacién, el
acondicionamiento (bioldgico o fisico) y la
naturaleza de la superficie a colonizar, la
presencia de bacteriocinas, etc.
condicionan la formacién de biofilms por L.
pentosus. Por ultimo, los genes
relacionados con la formacion de biofilms
descritos en otras bacterias lacticas estan
también presentes en el genoma de las
cepas de L. pentosus aisladas de
fermentaciones de aceitunas.

Por otro lado, cuando se realizan
experimentos de coagregacion de cepas de
L. pentosus con diversas especies de
levaduras aisladas de fermentaciones de
aceitunas se puedo constatar que dichos
biofilms son mas fuertes cuando se utilizan
determinados pares lactobacilos-levaduras.
No obstante, la adicidn al medio de ensayo
de compuestos fendlicos que se
encuentran naturalmente en la aceituna
(hidroxitirosol, hidroxitirosol-OH, tirosol y
oleuropeina) provoca un aumento
considerable de la actividad formadora de
biofilms en aquellos pares que no lo
formaban anteriormente. Los mecanismos
de formacién de estos pares microbianos
pueden ser diversos pero estudios
recientes apuntan a que, al menos en
algunos casos, los lactobacilos podrian
interaccionar con las levaduras a través de
receptores de manosa. La obtencion de
mutantes espontdneos no coagregantes de
algunas cepas de L. pentosus asi lo
sugieren. No obstante, en cocultivos donde
bacterias y levaduras estdn separadas
fisicamente por una membrana, se puede
observar como las levaduras forman
biofilms, lo que se deberia a una seial
producida por L. pentosus, aunque esta
hipodtesis estd actualmente en estudio.

La formacidon de biofilms en una gran
variedad de bacterias se ha atribuido en
muchos casos a la produccién de
autoinductor tipo Al-2, también

denominado comunicador universal, ya
que lo producen y responden a él tanto
bacterias Gram + como Gram -. Al-2 es una
molécula producida por  ciclacién
espontanea de otra denominada DPD, que
se produce por hidrdlisis de la S-ribosil
homocisteina. Las proteinas denominadas
Pfs v LuxS, que intervienen
secuencialmente en la hidrdlisis de la S-
adenosil homocisteina y la S-ribosil
homocisteina, respectivamente, son las
responsables de la sintesis de Al-2. Los
genes que codifican ambas proteinas, pfs y
luxS, estan presentes en el genoma de
todas las cepas de L. pentosus aisladas de
fermentaciones de aceitunas. Estudios in
vitro demuestran que todas estas cepas
son capaces de producir Al-2 en medio
sintético. Ambos genes se han clonado en
un vector de expresion y se ha podido
comprobar que las proteinas
correspondientes tienen actividad
biolégica in vitro, ya que son capaces de
transformar sus respectivos sustratos,
produciendo Al-2. Que Al-2 esté implicado
o no en la formacién de biofilms en estas

cepas de lactobacilos estd aun por
dilucidar. No obstante, se ha podido
comprobar la presencia de Al-2 en

salmueras de fermentacion y biofilms en la
superficie de los frutos durante el proceso
fermentativo, asi como en muchas otras
situaciones, tanto in vivo como in vitro.

En el transcurso de la presentacién se
mostrara un amplio abanico de resultados
que indican el papel de los biofilms mixtos
L. pentosus-levaduras en la obtencion de
un producto final seguro y aceptable desde
el punto de vista sensorial, propiedades
que hacen de la aceituna de mesa un
alimento muy apreciado por los
consumidores.
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La fermentacién malolactica (FML) del vino
consiste en la descarboxilacién del acido L-
malico en 4cido L-lactico por parte de las
bacterias lacticas [1]. Particularmente, la
especie que domina este proceso es
Oenococcus oeni y suele ser la candidata a
utilizar como cultivo iniciador. Esta FML
estd altamente influenciada por las
propiedades fisicoquimicas intrinsecas del
vino, especialmente modificadas por el
metabolismo de las levaduras que
desarrollan la fermentacién alcohdlica (FA).

El uso de las no-Saccharomyces esta en
auge debido a las actividades enzimaticas
caracteristicas de estas levaduras que
mejorarian el perfil organoléptico del vino
final [2]. Estas levaduras son inoculadas al
inicio de la FA del mosto. Debido a la
incapacidad de terminar la FA de muchas
no-Saccharomyces, se requiere de la
inoculacidn de S. cerevisiae para terminar
el proceso, diferenciando asi dos
estrategias de inoculacién: coinoculada y
secuencial. Asi, la FML se puede ver
afectada por los cambios en la composicion
del vino por la inoculacién de levaduras no-
Saccharomyces [3]. Los compuestos que
median las interacciones levadura - O. oeni
seran mayoritariamente los mismos que en
una fermentacion de S. cerevisiae, si bien la
concentracién de los mismos sera diferente
segin el metabolismo de la no-
Saccharomyces utilizada. En este nuevo
escenario, los tiempos de inoculacién de S.
cerevisiae parecen determinantes en la
composicion quimica del vino.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto del uso de levaduras no-
Saccharomyces sobre el desarrollo de la
FML con diferentes tiempos de inoculacion
de S. cerevisiae.

Para ello, se realizaron fermentaciones
alcohdlicas coinoculadas y secuenciales
(inoculando S. cerevisiae 24, 48 y 72 horas
después de la no-Saccharomyces) con las
levaduras Torulaspora delbrueckki Biodiva,
Metschikowia pulcherrima Flavia y S.
cerevisiae Lalvin-QA23 (Lallemand Inc.).
Posteriormente, los vinos resultantes se
inocularon con O. oeni PSU-1 (ATCC BAA-
331) para el desarrollo de la FML.

Durante la FA, los vinos inoculados
inicialmente con no-Saccharomyces y S.
cerevisiae y los obtenidos por FA secuencial
fueron distintos (Figura 1A). Cabe destacar
que en las fermentaciones secuenciales de
M. pulcherrima no se consumieron apenas
azlcares hasta que se inoculd S. cerevisiae.
También, las fermentaciones secuenciales
de T. delbrueckii duraron mas tiempo
cuanto mas se esperé en inocular S.
cerevisiae. En cuanto al grado alcohdlico,
no hubo diferencias entre los diferentes
vinos, y su contenido no disminuyé con el
uso de estas levaduras no-Saccharomyces.

En cambio, en la FML (Figura 1B), las
fermentaciones  secuenciales de T.
delbrueckii duraron menos tiempo cuando
la inoculacion de S. cerevisiae fue mas
tardia. Aun asi, no llegaron a superar la
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velocidad de las fermentaciones control
con S. cerevisiae.

A) Biplot (axes F1 and F2: 81,54 %)

F2 (22,87 %)

o
F1 (58,67 %)

B) Biplot (axes F1 and F2: 78,62 %)

F2 (25,81%)

2 15 1 05 05 1 15 2

F1(52,81%)

Figura 1: Analisis de componentes principales
de los vinos obtenidos segun las variables con
diferencias significativas. A) vinos después de
FA, B) vinos después de FML.

Los vinos fermentados secuencialmente
con T. delbrueckii tuvieron un pH mas
elevado, tanto al final de la FA como de la
FML (Figura 1B). También es necesario
sefialar que las fermentaciones
secuenciales de T. delbrueckii produjeron
menos dacido acético que S. cerevisiae,
mientras que M. pulcherrima superd dicha
produccién respecto al control. Por otro
lado, las fermentaciones con M.
pulcherrima aumentaron la concentracién
de glicerol con el tiempo de inoculacidn de
S. cerevisiae.

Otro aspecto a destacar es el consumo de
acido L-malico durante la FA. Todas las
levaduras consumieron cantidades
similares, exceptuando las fermentaciones
secuenciales de 72h con T. delbrueckii, y
co-inoculada y 24h con M. pulcherrima, en

las que el consumo fue menor. Respecto al
acido succinico, ambas levaduras no-
Saccharomyces redujeron su contenido
cuando se inoculd S. cerevisiae mas tarde.
De la misma manera, las fermentaciones
secuenciales tuvieron menor produccidn
de SO,, destacando las de T. delbrueckii.

Por lo tanto, se puede concluir que el uso
de levaduras no-Saccharomyces tiene un
impacto en la composicion quimica de los
vinos. Ademds, en esta composicidn se
refleja la naturaleza de Ila inoculacion,
diferenciando los vinos inoculados de
manera conjunta o secuencialmente con S.
cerevisiae. En este sentido, parece que los
tiempos de inoculacion de S. cerevisiae no
tienen gran impacto en el vino obtenido.

Aunque los vinos fermentados con T.
delbrueckii deberian tener un efecto
positivo (pH mas bajo, mayor

concentracién de 4cido succinico y SO,)
sobre O. oeni y la FML, dichas
fermentaciones han sido mas lentas que el
control. Esto podria deberse al aumento de
algunos compuestos inhibidores no
estudiados.
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Lactobacillus pentosus and Lactobacillus
plantarum are the main species in the
fermentative process of table olive.

The probiotic potential of these species has
been studied on numerous occasions in
fermented food. Nevertheless, there is few
information of this potential for the strains
present in the table olives processing. The
aim of this work was the determination of
the probiotic potential of different strains
of L. pentosus and L. plantarum species
isolated from the surface of different
varieties of table olives and elaborations.
Four strains belonging to L. pentosus (L9
and L13) y L. plantarum (L15 and L16)
species were used for this purpose. The
presence of BSH genes,
hypocholesterolemic activity in vitro [1],
inhibition of pathogens, production of
enzymes of biological interest [2], capacity
of self and coaggregation with yeasts,
gastrointestinal resistance and
immunomodulatory activity in different
murine and human cell lines were
determined [3].

The bacterial strain with the best anti-
inflammatory properties was selected and
tested in vivo in a murine model with
chronic colitis induced by dinitro-benzene
sulfonic acid (DNBS). Weight loss,
significant  differences in  intestinal

permeability and cytokine modulation as
inflammation reading were quantified.

All the L. pentosus and L. plantarum strains
could inhibite the growth of Escherichia coli
4782 and Listeria monocytogenes in vitro,
being this effect higher in the case for
E.coli.

On the other hand, only the L. plantarum
strains showed the presence of BsH1 gen
which might be related to a higher
resistance to pancreatic digestion and
cholesterol assimilation found for these
strains compared with the L.pentosus
strains values (Fig. 1). BsH 2 gen was only

detected in L. pensosus L13.
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Figura 1: Percentage of cholesterol reduction of
the strains studied in MRS medium (Man,
Rogosa and Sharpe) supplemented with Oxgall
and cholesterol. Results were compared with
the commercial probiotics strains L. casei
Shirota and L. rhamnosus GG.

If we attend to the production of enzymes
of biological intererest, an high pB-
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galactosidase and sterase activity was
dectected in L. pentosus L9 and L13, which
was no observed in the case of none of the
L. plantarum strains. (Table 1).

Moreover, while both L9 and L13 showed a
high aggregation capacity, this was very
low in the L. plantarum strains.

STRAINS B-Galactosidase Phytase
L9 314,28 54246,34
113 140,64 81739,88
L15 0,00 4434,58
L16 12,36 1122,13

Table 1: B-galactosidase and Phytase activities
of L.pentosus and L.plantarum strains. Results
are expressed as enzymatic units (U).

In terms of the immunomodulatory
capacity of the strains, since IL-8 is
considered as a major inflammatory
mediator (pro-inflammatory cytokine),
bacteria enhancing its secretion are usually
considered as pro-inflammatory, while
those inhibiting its secretion as anti-
inflammatory. We thus investigated
whether LAB strains isolated from olives
had the ability to suppress IL-8 secretion by
HT-29 cells stimulated with TNF-a.. We also
studied the strains capacity to regulate the
production of the pro-inflammatory
cytokine IL-6 and the anti-inflammatory IL-
10. In this case, we observed a complete
regulation of both cytokines, promoting
the release of IL-6 and at the same time,
regulating its activity by promoting the
release of IL-10 by RAW 264.7 cell line.

All the strains could decrease the IL-8
secretion by HT-29. While L. pentosus L9
and L13 strains decreased 56 and 41 % of
secretion respectively, L. plantarum L15
and L16 showed a 44 and 24 % reduction
respectively.

On the basis of the in vitro results
described above, we selected L. pentosus
L9 to evaluate his protective effects in a
murine colitis model induced by the DNBS.
DNBS administration severely affected
mouse weight, resulting in an average
weight loss of about 4% at the end of the
experiment, in contrast to a gain of 5% in

control mice without DNBS (PBS control
group). Interestingly,  although no
significant differences were observed in
macroscopic scores (data not shown), the
administration of L. pentosus L9 limited
weight loss and even resulted in a slight
weight gain.

Mice treated with DNBS showed a higher
permeability than control mice (P<0.05),
confirming an alteration in the barrier
function in terms of permeability.
Administration of L. plantarum L9,
decreased significantly (P<0.05) intestinal
permeability with respect to DNBS control
mice. We analyzed splenocyte cytokine
production of IL-4, IL-5, IL-10, IL-17A, IL-22,
IFN-y, and TGF-B by ELISA. The
administration of the three lactobacilli
strains showed a clear tendency to inhibit
the secretion of these cytokines.

In conclusion, while L. plantarum strains
show an important role in chlolesterol
assimilation, probably due in part to the
presence of BSH1 gene, the results
evidence a broad range of antiinflamatory
effects in the case of L.pentosus strains,
specially the strain L9. Moreover it is well
known the role of [-galactosidase and
phytase enzymes, found in L.pentosus
strains, in the regulation of digestive
processes. These results provide further
evidence of the potential probiotic of L.
plantarum and L. pentosus species isolated
from table olives.
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El objetivo del estudio fue identificar
bacterias lacticas (BL) indigenas no

productoras de aminas bidgenas (AB) con
potencial capacidad para su utilizacién
como cultivos iniciadores. La principal
especie aislada fue Oenococcus oeni,
presentando ademas una gran riqueza
genotipica. Se identificaron especies de
Staphylococcus y Paenibacillus con gran
capacidad de produccién de aminas
biégenas (AB), al contrario que las
bacterias lacticas (BL) aisladas. Asi mismo,
estas especies como un alto porcentaje de
Oenococcus oeni y Lactobacillus hilgardii
fueron capaces de degradar la arginina,
resaltando el potencial riesgo sobre la
produccion de precursores de carbamato
de etilo (CE). Estos posibles efectos
adversos sobre el vino se podrian disminuir
mediante el uso de cultivos malolacticos
con caracteristicas seleccionadas.

INTRODUCCION

Las principales aminas biégenas presentes
en el vino son la histamina, putrescina,
tiramina y cadaverina [1]. Su presencia
deriva mayormente de la actividad
descarboxilasa de las bacterias lacticas (BL)
durante todo el proceso de vinificacion,
aunque el mayor aumento de estos
compuestos ocurre durante y tras la
fermentacién malolactica (FML). Asi, una
posible estrategia para minimizar o
prevenir su formacién es la inoculacién de
iniciadores malolacticos seguros incapaces
de producirlas [2].

MATERIALES Y METODOS
Se analizaron 33 muestras de caldos de
fermentacién en todas las etapas del

proceso de vinificacidon procedentes de dos
bodegas de la Rioja Alavesa.

Condiciones de cultivo y caracterizacidn.
Los aislamientos se realizaron en MRS,
MRS suplementado con zumo de manzana
y M17. La caracterizacion de los
aislamientos comprendié su morfologia,
actividades oxidasa y catalasa 'y
caracterizaciéon Gram.

Identificacion vy tipificacion de los
aislamientos. La identificacion se llevd a
cabo por secuenciacion de la region ADNr
16 S previamente amplificada. Para la
tipificacion se empled la técnica RAPD-PCR
mediante el primer M13.

Produccion de AB vy degradacion de
arginina. La produccién de AB vy
degradaciéon de arginina se analizd en
medio descarboxilasa suplementado con el
correspondiente aminodcido precursor [3].
Los resultados se confirmaron mediante
cromatografia liquida de alta resolucién en
fase reversa (RP-HPLC), y la produccion de
amonio como indicador de la degradacion
de la arginina se cuantificd por el kit
Megazyme K-AMIAR.

Cuantificacion de AB en muestras de
mosto y vino. La cuantificacion de AB en
las muestras de mosto y vino se realizd por
RP-HPLC

RESULTADOS

Oenococcus oeni resultd la especie mas
abundante (Tabla 1), siendo practicamente
la Unica especie aislada al final de la FML
(>98%). La distribucion de BL mas diversa
se encontré en los mostos donde aparte de
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O. oeni también se encontraron
Lactobacillus mali, Lactobacillus plantarum
y Pediococcus parvulus. Ademads, se
identificaron especies de Staphyloccoccus y
Paenibacillus  raramente  encontradas
durante el proceso de vinificacion [4],
pudiéndose tratar de potenciales bacterias
involucradas en el deterioro del vino.
Aunque la diversidad microbiana estuvo
determinada por la predominancia de O.
oeni, esta especie mostré una diversidad
genotipica creciente a lo largo del proceso
de vinificacion (Tabla 2).

Tabla 1. Porcentaje de especies identificadas en

las diferentes etapas de vinificacion.

Etapa 1 2 3
0. oeni 15 68 99
L. hilgardii - 15 1
L. mali 50 - -
P. parvulus 7 1 -
L. plantarum 7 - -
S. warneri - 6 -
S. epidermidis 21 3 -
P. polymyxa - 6 -
P. taichungensis - 1 -

1: mosto; 2: FML intermedia; 3: FML final

Tabla 2. N2 de aislamientos y genotipos de O. oeni y
su indice de diversidad durante la vinificacion

Etapa 1 2 3
N2 total de aislamientos 13 118 143
N2 aislamientos O. oeni 2 76 142
N2 genotipos O. oeni 1 8 14
ID* - 0.78 0.83

1: mosto; 2: FML intermedia; 3: FML final

Tras analizar la capacidad de los
aislamientos para producir AB y degradar la
arginina, ninguna de las cepas de BL fue
capaz de producir ninguna de las AB

estudiadas. Por el contrario, las especies
de  Staphylococcus 'y  Paenibacillus
destacaron por su gran capacidad

aminobiogénica. Respecto a la degradacién
de arginina, un alto porcentaje de O. oeni
(40%) y L. hilgardii (70%), asi como de

Staphylococcus 'y Paenibacillus fueron

capaces de consumirla.

Finalmente, se analizé la concentracion de
AB de las 33 muestras en todas las etapas
de vinificacion y de las cuales se habian
realizado los aislamientos. Desde el mosto
se detectd la presencia de putrescina y
cadaverina, y es que estas poliaminas se
presentan de manera natural en la planta 'y
la uva como mediadores en el crecimiento
y maduracién del fruto. La putrescina
sufrié un ligero aumento a lo largo del
proceso; sin embargo, la cadaverina redujo
su concentracion, posiblemente tras una
coprecipitacion con las lias. Respecto a la
histamina y tiramina, éstas sufrieron un
aumento significativo (p<0,05) durante
todo el proceso.

CONCLUSIONES

Los resultados confirmaron la gran
adaptacion de O. oeni a las estrictas
condiciones del vino, asi como la riqueza
genotipica de esta especie durante la FML.
La capacidad de las BL para producir AB fue
practicamente inexistente; sin embargo,
hay que destacar la presencia de especies
de Staphylococcus y Paenibacillus que
presentaron gran actividad amino-
biogénica, siendo un potencial riesgo en el
deterioro de los vinos. También cabe
sefialar el alto indice de microorganismos
degradantes de arginina y potenciales
productores de precursores de CE, siendo
los cultivos iniciadores una posible
estrategia para minimizar este problema.
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INTRODUCCION

En la actualidad hay un creciente interés
por el uso de levaduras no -
Saccharomyces por parte del sector
enoldgico. Se ha descrito que algunas de
estas levaduras son capaces de modificar la
composicién del vino. A pesar de ello,
apenas existen estudios cientificos
publicados sobre el posible efecto del uso
de no-Saccharomyces sobre la
fermentacién malolactica (FML) y el
crecimiento de Oenococus oeni, especie
predominante en esta segunda
fermentacion.

Por este motivo, los objetivos de este
trabajo es evaluar el efecto del uso de
levaduras no-Saccharomyces sobre la
cinética de la fermentacion alcohdlica (FAL)
y la FML, y caracterizar los factores mds
relevantes en la interaccion entre No-
Saccharomyces y O. oeni.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas de no-Saccharomyces utilizadas
para las FAL fueron 13130 y CECT 10389 de
Hanseniaspora uvarum, TO2/5AF y CECT
1471 de Hanseniaspora vineae, 13135,
NSA-1 Viniferm NSTD, Biodiva TD291 vy
Zymaflore Alpha de Torulaspora
delbrueckii, 13129 y 11109 de Starmerella
bacillaris, Flavia MP346 y CECT 13131 de
Metschnikowia pulcherrima. La cepa de S.
cerevisiae utilizada tanto para las

fermentaciones secuenciales como para la
fermentacién control fue la Lalvin-QA23.
En relacidn con las cepas de O. oeni para
las posteriores FML, se utilizaron 1Pw13,
VP41, CH11 y PSU-1. Se realizaron
fermentaciones secuenciales por duplicado
en 400 mL de mosto diluido a 200 g/L de
azlcar y 300 mg/L de YAN. Se inoculd una
poblacion de 10° UFC/mL de no-
Saccharomyces y pasadas 24h se inoculd la
misma poblacién de S. cerevisiae. Los vinos
resultantes de dividieron en cuatro
alicuotas de 50 mL y cada una de ellas se
inoculé con una cepa distinta de O. oeni a
una poblacibn de 10”7 UFC/mL. Las
fermentaciones se controlaron cada 24h
determinando el consumo de azucar o de
acido L-malico y las poblaciones de
microorganismos. Tanto al final de FAL
como de FML se realizé un andlisis de los
metabolitos que podian tener un impacto
enla FMLy O. oeni.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con excepcion de las FAL donde intervino
las cepas de H. vineae y M. pulcherrima las
fermentaciones secuenciales presentaron,
en general, velocidades de fermentacion
mas bajas que la fermentacién control con
Unicamente QA23 (Figura 1A). La dindmica
de poblacion de las cepas de no-
Saccharomyces y S. cerevisiae fueron
similares durante la FAL. En general la
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poblacién de levaduras no-Sacharomyces
disminuye al final de FAL, en especial las
cepas de H. uvarum, las cuales
disminuyeron hasta poblaciones de 10*
UFC/mL. S. cerevisiae en cambio aumenta
ya des del momento en que es inoculada.
Esta  dindamica de poblacién  es
principalmente consecuencia de la relaciéon
competitiva entre no-Saccaromyces y S.
cerevisiae.”

A

10389
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T. delbrueckii H.uvarum | H.vineoe | M. pulcherrimal .
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Figura 1. Velocidades de FAL (A) y FML (B).
Valores medios con desviacion estandar.

En las FML se pudieron ver diferencias
tanto a nivel de la FAL de la cual partian,
como de la cepa de O. oeni inoculada
(Figura 1B). Se observé que las cepas de O.
oeni tenian menor capacidad fermentativa
cunado actuaban en los vinos elaborados
por las cepas de H. uvarum. Incluso algunas
cepas, 1Pw13 y VP41, no fueron capaces de
iniciar la FML en los vinos elaborados con
la cepa 13130 de H. uvarum. De forma
similar se observé en los vinos elaborados
con la cepa 11109 de S. bacillaris, donde
PSU-1 no fue capaz de consumir el acido L-
malico. En relacion con la viabilidad de las
cepas de O. oeni, su poblacién incremento
de 107 a 10® UFC/mL y esta viabilidad se
mantuvo hasta el final de fermentaciéon. No
obstante, en los vinos donde no arrancé la
fermentacién, la poblacién de O. oeni
pasadas 48h era de 10 UFC/mL.

Con relacién a la composicidon de los vinos
a final de FAL, las cepas de H. uvarum, S.

bacillaris 'y H. vineae fueron las que
generaron un vino mas distinto al control.
En cambio, las cepas de M. pulcherrimay T.
delbrueckii generaron un vino mas similar.
A final de FAL, los vinos elaborados por las
cepas 13130 de H. uvarum y 11109 de S.

bacillaris presentaron altas
concentraciones de SO, y 4cido acético.
Estos compuestos, a ciertas

concentraciones son toxicos para O. oeni y
esto podria explicar, porque algunas cepas
de O. oeni no pudieron fermentar en estos
vinos.B! Ademads, en todos los casos hubo
un consumo del acido L-malico por parte
de las cepas no-Saccharomyces. A final de
FML, el incremento del pH fue superior en
los vinos de fermentacion secuencial. Este
incremento fue superior en los vinos
elaborados con cepas de S. bacillaris.
Ademas, durante la FML, O. oeni consumid
practicamente todo el 4&cido citrico,
traduciéndose en una produccién de acido
acético. Esta produccion fue mas
importante en los vinos de FAL
secuenciales con las cepas 11109 de S.
bacillaris y 1471 de H. vinenae.

En conclusidn, algunas de las cepas de no-
Saccharomyces utilizadas, especialmente
cepas de H. uvarum y S. bacillaris pueden
afectar la composicién del vino, tanto a
final de FAL como de FML y por lo tanto
parecen ejercer un efecto sobre la FML y
las cepas de O. oeni utilizadas.
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Introduccion

Las aceitunas de mesa son consideradas las
verduras fermentadas mds diseminadas en
el area mediterrdnea, aumentando ademas
su consumo anual constantemente en todo
el mundo. En Sicilia, la fermentacion de
este producto se realiza principalmente por
métodos tradicionales, mediante la
microbiota autdctona. Las aceitunas se
colocan directamente en salmuera y la
hidrélisis de la oleuropeina se lleva a cabo
mediante la actividad enzimatica de dichos
microorganismos, la cual estd influenciada
por las diferentes condiciones del proceso
(contenido sal, pH, condiciones aerobiosis/
anaerobiosis, etc.). Debido a estas razones,
la utilizacién de cultivos iniciadores podria
ser util para controlar el proceso de
fermentacién y mejorar la calidad del
producto final [1, 2, 3].

Ademads, uno de los principales objetivos
de la industria alimentaria es la produccidn
de alimentos con bajo contenido en cloruro
sédico (NaCl), siendo la aceituna de mesa
uno de los alimentos bajo estudio. Se ha
comprobado que mediante la reduccién [4]
o sustitucion [5] del NaCl, se obtiene un
producto final estable desde el punto de
vista  microbiolégico y con unas
caracteristicas sensoriales mejoradas.

Este estudio tuvo como objetivo producir
aceitunas de mesa sicilianas con bajo
contenido en sal, utilizando una cepa con
actividad B-glucosidasa, para obtener un
producto  final con  caracteristicas
organolépticas mejoradas.

Materiales y métodos

Elaboracion en planta piloto

Se utilizaron aceitunas de la variedad
Nocellara Etnea, las cuales sufrieron una
primera etapa de lavado para

posteriormente colocarlas directamente en
salmuera estéril, conteniendo 5% u 8%
(w/v) de NaCl. Se utilizaron dos cepas
diferentes, Lactobacillus plantarum F3.3,
con actividad B-glucosidasa, y la cepa con
Lactobacillus

potencial probidtico
paracasei N24 (Di3a).

Fermentacién

Figura 1: Esquema del disefio experimental.

El disefio experimental (Figura 1) consistio
en 8 tratamientos: 4 fermentaciones al 5%
de NaCl con y sin la adiciéon del inéculo, y 4
fermentaciones al 8% of NaCl con vy sin la
adicién del indéculo. La cepa L. paracasei
N24 fue inoculada en 4 fermentadores (2 al
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5% y otros 2 al 8% de NaCl) después de 60
dias de fermentacion. Todas las
fermentaciones se llevaron a cabo a
temperatura  ambiente  (18%2°C), vy
monitorizadas durante 120 dias.

Andlisis microbioldgico

Se tomaron muestras de salmuera a los 1,
30, 60, 90 y 120 dias de fermentacion,
sembrando las diferentes diluciones
decimales en PCA para bacterias mesdfilas
totales; MRS agar, suplementado con
cicloheximida (5 ml/l), para bacterias
lacticas (BAL); YM agar suplementado con
oxitetraciclina y sulfato de gentamicina

para levaduras; MS  Agar para
estafilococos; y MC para Escherichia coli.
Aislamiento, identificacion y

caracterizacion de BAL y levaduras

Durante todo el estudio se aislaron al azar
un total de 600 colonias de BAL y 200
colonias de levaduras. En el caso de las
BAL, se extrajo el ADN y se identificaron
mediante el protocolo propuesto por
Torriani y col. (2001) y confirmados
mediante secuenciacién. Para evaluar la
supervivencia de L. paracasei N24 se llevd
a cabo una Rep-PCR usando el cebador
GTGs (Gevers y col., 2001).

Para la caracterizacién de las levaduras se
llevé a cabo el mismo protocolo que se ha
explicado anteriormente para BAL. Las
imagenes  obtenidas se analizaron
mediante el programa informdtico
Bionumerics 6.6 package (Applied Maths,
Kortrijk, Belgium). Para confirmar el
anadlisis de agrupamiento e identificar las
levaduras, se llevd a cabo la secuenciacion
de la regién D1/D2, como propuso Arroyo-
Lépez y col. (2006). Para el estudio de las
diferentes secuencias obtenidas se empled
el programa informatico MEGA 5.0.

Panel sensorial

El analisis sensorial fue llevado a cabo por
un panel de cata entrenado, formado por
diez catadores (6 mujeres y 4 hombres,
entre 22 y 40 afios), siguiendo el método
propuesto por 10C (2011). Se evaluaron los
posibles aspectos negativos ademads de
realizar un andlisis descriptivo a cada
muestra proporcionada a los catadores.
También se afiadid la aceptacién general

del producto como un parametro
indicativo de la calidad general del
producto.

Resultados

Identificacion y Rep-PCR

Un total de 84 aislados de BAL

correspondieron a la cepa Lactobacillus
paracasei N24.

En el caso de las levaduras, se llevd a cabo
un agrupamiento en el que se detectan 19
grupos diferentes, de los cuales 9 de ellos
agrupan casi el 85% de todos los aislados.
Los grupos mas numerosos pertenecen a
las especies WicKerhamomyces anomalus,
Candida boidinii, y Candida diddensiae,
aunque también se identificaron
representantes de Pichia kluyveri vy
Meyerozyma guillermondii.

Andlisis sensorial

Results of sensory analysis are reported no
off-odours were detected in any samples.
Overall, regarding the gustatory sensations
(acidity, saltiness and bitterness),
differences among samples at different salt
content were detected.
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La demanda por los consumidores de
productos menos procesados, de alta
calidad nutritiva y sensorial, con mayor
vida util, y al mismo tiempo con menos
aditivos y conservantes, junto con Ia
necesidad de mejorar la calidad
microbioldgica de los alimentos, han
impulsado el avance de tecnologias de
conservaciéon no térmicas como alternativa
a los tratamientos térmicos. De ellas,
algunas ya estdn muy implantadas
comercialmente, como las altas presiones
hidrostaticas, otras se encuentran en fase
avanzada de desarrollo.

Las enfermedades asociadas a alimentos
contaminados contindan siendo motivo de
preocupacion sanitaria y econémica. Entre
los principales patégenos alimentarios
destacan Campylobacter spp., Salmonella
spp., Escherichia coli STEC vy Listeria
monocytogenes [1]. La listeriosis es una de
las infecciones mas severas (mortalidad del
20-30%), con una incidencia baja pero en
aumento en los Ultimos afos. El 99% de los
casos de listeriosis se asocian al consumo
de alimentos listos para su consumo (RTE,
del inglés ready to eat). La prevalencia del
patdgeno en el ambiente de la industria
alimentaria hace muy dificil, si no
imposible, su erradicacién [2]. Es necesario
reducir su presencia en estos alimentos a
través de distintas estrategias de
inactivacion que minimicen los cambios
sensoriales y nutritivos en estos productos.

La bioconservacion se basa en la extension
de la vida util y la mejora de la seguridad
de los alimentos a través de la microbiota
natural o afadida y sus productos
antimicrobianos, o de bacteriéfagos. Las

bacteriocinas de bacterias lacticas son
péptidos antimicrobianos de sintesis
ribosomal exportados al medio
extracelular, con efecto antibacteriano
frente a bacterias relacionadas [3]. Pueden
afiadirse purificadas o semipurificadas
como bioconservantes, o inocular las cepas
bacteriocinogénicas como cultivo iniciador,
cultivo adjunto o cultivo protector.
También se ha ensayado su incorporacién
en envases o peliculas activas. Su espectro
antimicrobiano puede extenderse a Gram
negativos mediante estrés quimico o fisico
de la estructura lipopolisacaridica de su
membrana externa. Actuan a nivel de
membrana, Inhiben la sintesis de
peptidoglicanos y/o forman  poros,
causando pérdida del potencial de
membrana y muerte celular. La reuterina
es un antimicrobiano producido por
algunas cepas de Lactobacillus reuteri a
partir de glicerol [4], que cuenta con un
amplio espectro de actividad y potencial
interés en alimentos. En cuanto al empleo
de bacteriéfagos y sus endolisinas como
antimicrobianos, una de sus ventajas es su
alta especificidad, con impacto minimo en
el resto de la microbiota [5]. Pueden
aplicarse en alimentos mediante
pulverizacién, inmersiéon o inmovilizacion,
individualmente o en combinacién con
otros antimicrobianos, asi como en la
eliminacién de biofilms en la industria.

El tratamiento por altas presiones
hidrostaticas (APH) somete al alimento a
presiones entre 400-600 MPa, con el agua
como fluido transmisor. La presion solo
modifica enlaces no covalentes, no
deteriora nutrientes termolabiles ni altera
compuestos de bajo peso molecular
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responsables del sabor y aroma. Se emplea
como tecnologia post-envasado de
productos RTE. Causa dafios en
membranas, desnaturalizacién proteica y
estrés oxidativo. La pérdida parcial de
funcionalidad o el dafo producido en la
membrana no necesariamente conducen a
la muerte  celular; las bacterias
supervivientes pueden experimentar una
mayor sensibilidad a sustancias
inhibidoras, tales como cloruro sddico,
sales biliares e ingredientes de medios
selectivos. La respuesta  de los
microorganismos a las altas presiones
depende de la presidn, la temperatura, el
tiempo de aplicacién del tratamiento, las
diferencias intra e inter-especies, la fase de
crecimiento, etc. El efecto de la matriz
alimentaria es variable. La baja actividad de
agua, el alto contenido en grasa y proteina
y la concentracidén alta de solutos pueden
aumentar la barotolerancia, reducir la
inactivacion y afectar a la recuperacién de
las células dafiadas subletalmente durante
el almacenamiento.

Otros tratamientos, como los pulsos
eléctricos de alto voltaje producen
electroporacion temporal o permanente de
las membranas celulares. Se aplican a
alimentos liquidos que fluyen entre dos
electrodos. Los pulsos de luz inducen
reacciones fotoquimicas y fototérmicas,
inactivando microorganismos en
superficies de alimentos y materiales. El
plasma atmosférico no térmico se genera
mediante la aplicacion de un campo
eléctrico o electromagnético a un gas. Su
actividad antimicrobiana se basa en el
efecto oxidativo de las especies reactivas
generadas en la membrana y en su difusion
al citoplasma.

La combinacion de varios métodos
antimicrobianos [6, 7] para mejorar la
eficacia de los tratamientos individuales y
minimizar los efectos adversos en las
caracteristicas sensoriales de los productos
es particularmente interesante en el caso
de las altas presiones, que pueden

aplicarse con estrategias de
bioconservacion para incrementar Ia
letalidad, ampliar el espectro
antimicrobiano y evitar la recuperacién de
las células dafiadas, incluso tras
almacenamiento a temperaturas de abuso.
Ademas de bacteriocinas y sus cultivos
productores, se han ensayado compuestos
como reuterina, extractos de plantas,
antimicrobianos de origen animal como el
sistema lactoperoxidasa, bacteriéfagos,
etc., en aplicacién de esta tecnologia de
barreras.

Los procesos tecnolégicos deben ser
optimizados para cada tipo de alimento y
patégeno diana. La composicién de la
matriz alimentaria puede incrementar Ia
resistencia microbiana a los tratamientos.
El impacto de los métodos de conservacién
en la fisiologia y el comportamiento de los
microorganismos en los alimentos, el dafo
subletal y la virulencia e invasividad,
deberan ser tenidos en cuenta en las
nuevas estrategias basadas en métodos
combinados con el fin de mejorar los
procesos y disefiar procedimientos mas
eficaces para resolver muchos de los
problemas actuales relacionados con la
seguridad microbioldgica de los alimentos.
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Las nuevas técnicas de secuenciacidn
masiva de DNA se han ido extendiendo a lo
largo de estos Ultimos afios hasta la
microbiologia de los alimentos para evaluar
la diversidad microbiana y determinar la
presencia de patdgenos transmitidos por
los alimentos [1-3]. Aqui, hemos aplicado la
metodologia /llumina [4] para secuenciar el
gen rDNA 16S vy, asi, poder estudiar la
diversidad bacteriana y desvelar los
posibles microorganismos en las conocidas
marcas de lechugas embolsadas de
Consum, Florette y Mercadona, que son de
alto consumo en nuestra sociedad.
Ademas, a partir de una extraccidon de RNA,
se realizé una RT-PCR del rRNA 16S y su
posterior secuenciacion masiva, con el fin
de desvelar aquellos microorganismos que
estaban ademds potencialmente activos.
Paralelamente, se utilizaron métodos
convencionales basados en cultivos
microbioldgicos para detectar la posible
presencia de algunas bacterias patdgenas
como Salmonella enterica [5], Shigella o
Escherichia coli [6].

Los datos moleculares indicaron que, en
general, la diversidad microbiana
determinada a partir de la secuenciacién
del rDNA y rRNA 16S fue bastante
homogénea entre las tres muestras, lo que
indica que todas las marcas presentan una
diversidad bacteriana y una comunidad de
bacterias metabdlicamente activa muy
similar. Pseudomonas spp. fue claramente
la bacteria mas abundante
(aproximadamente el 50% de toda la
comunidad bacteriana) y potencialmente
activa en todas las muestras analizadas

(con una abundancia del 80%
aproximadamente en todas las muestras),
seguida de otros géneros menos
predominantes pertenecientes a las
enterobacterias, como Pantoea o Rhanella.
Ademas, los datos de cultivo microbiano y
los moleculares fueron congruentes vy
confirmaron la ausencia de patdgenos
bacterianos conocidos transmitidos por los

alimentos en todas las muestras
analizadas.

Sin embargo, mediante las técnicas
moleculares se identific6 una nueva

especie de Yersinia, desconocida hasta la
fecha, muy estrechamente relacionada con
el patégeno psicréfilo Y. enterocolitica
(96% de identidad), que estaba presente y
activa en todas las muestras analizadas con
muy baja frecuencia. Aun a pesar de la baja
abundancia y, Unicamente en el caso de
que se demostrara que es una especie
patégena, seria conveniente valorar el
riesgo que pudiera suponer para el
consumo humano. Asi pues, si este nuevo
grupo de Yersinia spp. es potencialmente
patégeno sigue siendo una pregunta
abierta que necesita mas investigaciones.

Por tanto, en este estudio se ha querido ir
mas alld y demostrar la importancia que
tiene el uso de las tecnologias masivas de
secuenciacion de DNA para analizar los
alimentos que nos comemos, dandonos
una informaciéon mucho mdas completa
sobre qué microbiota se encuentra
presente y activa en los alimentos con un
elevado consumo en nuestra sociedad,
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abriéndonos las puertas hacia una nueva
era molecular en Bioseguridad Alimentaria.

REFERENCIAS

(1]

(2]

Weiss A, Scheller F, Oggenfuss M, Walsh F, Frey
JE, Drissner D and Schmidt H. J Microbiol
Biotech Food Sci. 2016; 5 (3): 271-276.

Jackson CR, Randolph KC, Osborn SL and Tyler
HL. BMC Microbiology. 2013; 13 (274): 1-12.

(3]

(4]

(5]

(6]

Soderqvist K, Osman O, Wolff C, Bertilsson S,
Vagsholm | and Boqvist S. Infection Ecology &
Epidemiology. 2017; 7 (1): 1-9.

Shokralla S, Spall JL, Gibson JF and Hajibabaei
M. Molecular Ecology. 2012; 21: 1794-1805.
Lauer WF and Martinez FL. J AOAC Int. 2009;
92 (6): 1871-5.

Lauer WF, Martinez FL and Patel A. J AOAC Int.
2007; 90 (5): 1284-315.

111



Sesion 2B. Tecnologias emergentes en seguridad alimentaria

DETECCION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS E Y EVALUACION DE LA
INFECTIVIDAD MEDIANTE RT-qPCR DE VIABILIDAD

Randazzo W.'?, Vasquez-Garcia A.?, Bracho MA.*®, Alcaraz MJ.%, Aznar R.1?7,
Sanchez G.2
1 Departamento de Microbiologia y Ecologia, Universitat de Valéncia.
2 Departamento de Seguridad y Conservacién de Alimentos, IATA-CSIC.

3 Facultad de Zootecnia e Ingenieria de Alimentos, Universidad de San Pablo, Brasil.
4 Unidad Mixta de Investigacion Infeccion y Salud Publica, FISABIO-Salud Publica, Universitat

de Valéncia.

5 CIBER Epidemiologia y Salud Publica, Valencia, Espafia.
6 Servicio de Microbiologia, Hospital Clinico Universitario.
7 Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo, Universitat de Valencia.

conwra@iata.csic.es

Resumen

El virus de la Hepatitis E (VHE), agente
causal de la hepatitis E, se considera un
patdgeno emergente en Europa debido al
creciente nimero de casos declarados en
los dltimos afios. La principal via de
transmisién de este virus es el consumo de
agua contaminada vy, siendo un agente
zoonoético, el consumo de carne de cerdo y
jabali, cruda o poco cocinada, constituye
también un factor de riesgo elevado.

Por lo tanto, resulta importante validar
métodos para (i) detectar el VHE en
alimentos vy (ii) evaluar su potencial
infectividad. En este estudio, el método
oficial ISO 15216 [1] para la deteccion de
virus en alimentos ha sido validado para
detectar y cuantificar VHE en vegetales
demostrando niveles de recuperacion de
1,29, 0,46, y 3,95% en lechuga, espinacas y
pimientos, respectivamente, con un limite
de detecciéon promedio de 1,5 x 10°
unidades internacionales/25 g. Por otra
parte, a falta de un método robusto de
cultivo celular para VHE, ciertos ensayos
moleculares, como la RT-gPCR acoplada a

reactivos de viabilidad, permiten
discriminar entre virus infecciosos e
inactivos. Por lo tanto, se evaluaron

diversas concentraciones de PMAXxx y PtCl,
como reactivos de viabilidad, resultando el
PtCl, a 500 puM capaz de discriminar los
VHE infecciosos de los inactivados

mediante tratamientos térmicos o altas
presiones.
Materiales y métodos

Virus, extraccion y RT-qPCR de viabilidad
Se empled el estdndar internacional de
VHE (OMS 6329/10) y cinco muestras
clinicas (suero y heces). Ademas, se utilizd
el mengovirus como control de proceso y el
virus de la hepatitis A (VHA) como modelo
cultivable. La extraccién de ARN viral se
llevé a cabo utilizando el kit NucleoSpin®
RNA Virus (Macherey-Nagel GmbH & Co.)
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se cuantific6 mediante el kit RNA
UltraSense One-Step (Invitrogen, SA) o el
HepatitisE @ceeramTools kit Ceeram
(Biomerieux, Francia) con cebadores,
sondas y condiciones descritas por [2], [3] ¥
[4] utilizando el LightCyclerd80 (Roche
Diagnostics).
El PMAXxx (Biotium, EE. UU.) y el cloruro de
platino (IV) (PtCl4) (Acros Organics, EE.UU.),
se utilizaron como marcadores de
viabilidad antes de las extracciones de VHE
sometidos a tratamientos térmicos (60, 72
y 95 °C) y de altas presiones (HPP, 500
MPa) como descrito por [5] y [6],
respectivamente.
Validacién de la recuperacion de VHE en
vegetales
Para evaluar diferentes protocolos para
recuperar el VHE en vegetales, se inoculd la
superficie de lechugas con una suspension
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fecal positiva para VHE (2,0 x 10° unidades
internacionales, ul), anadiendo el
mengovirus como control de proceso. Se
utilizaron tres procedimientos para evaluar
la recuperacién del VHE: el descrito en la
ISO [1], el de la ISO con un volumen de
elucién incrementado (40 ml para cubrir
toda la superficie vegetal) y uno
anteriormente descrito capaz de detectar
simultdneamente  virus  entéricos vy
bacterias transmitidas por alimentos [7].
Resultados y Discusion

Inicialmente, se evaluaron tres ensayos de
RT-gPCR diferentes [2;3;4] utilizando el
estandar internacional, resultando los
ensayos [3] y [4] capaces de detectar
2,5x10%IU/ml, mientras que el ensayo [2]

mostré una sensibilidad inferior
(2,5%x10%1U/ml).
Ademads, con el fin de establecer un

método para detectar y cuantificar el VHE
en vegetales, se compararon tres
procedimientos, resultando el método 1SO
ligeramente mas eficaz con tasas de
recuperacion de VHE que variaron entre
2,5% a 5,2%.

Recuperacion

Niveles de HEV inoculados
de mengovirus

(U125 g) LDosee

(min-max) (U125 g)
1,9 x 10° 1,9%10° 1,9 %104 (%)
Lechuga 3/3 2/3 2/3 11,08 27 % 10°
(1,29+0,81)" (5.20-18.12) '
Espinacas 3/3 33 23 9.64 52 % 10°
(0.46+0,34) (3.04-17.36) T
Pimientos 3/3 3/3 1/3 10,11 12 % 10°

(3,95+1,12) (3.61-21,07)

Tabla 1: Deteccién del VHE por RT-qPCR en
vegetales frescos inoculados artificialmente.

Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, el método de elucidén descrito
en la ISO [1] y la RT-qPCR [4] se validaron
en otras matrices vegetales: lechugas,
espinacas y pimientos. Las recuperaciones
de VHE fueron del 1,29%, 0,46% y 3,95,
respectivamente (Tab.1), con un nivel de
recuperacion de mengovirus superior al
1%, validando asi los resultados.
Recuperaciones similares han sido
descritas para VHA en lechuga [8]. Hay que
destacar que los métodos de RT-qPCR
detectan el ARN viral de virus tanto
infecciosos como inactivados, lo que puede
sobreestimar la cantidad de \virus
infecciosos. Para ello, se compard Ia

deteccidén de VHE y VHA utilizando PtCls y
PMAxx previamente a la extracciéon de
RNA. Los resultados sugieren que el PtCl4
es mas adecuado para inferir la infectividad
de VHE y el PMAXxx la del VHA, tanto para
tratamientos de inactivacién térmicos
(Fig.1) como por HPP (Fig.2).
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Figura 1: Eficacia de la RT-qPCR (azul), PMAxx-RT-
gPCR (rojo), PtCl4-RT-gPCR (amarillo) y cultivo celular
(negro) para discriminar entre VHE y (panel A) y VHA
(panel B) infeccioso e inactivados térmicamente.

Log copias genomicas /ml

Figura 2: Eficacia de la RT-gPCR (verde), PMAxx-RT-
gPCR (rojo) y PtCl4-RT-gPCR (amarillo) para
discriminar entre VHE y VHA infecciosos (azul) e
inactivados por HPP.
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Introduccién

En la actualidad existe un creciente interés
por la  busqueda de  sustancias
antimicrobianas de origen natural que no
induzcan desarrollo de resistencias y que
sean inocuas para el consumidor.
Accidentalmente observamos que el acido
dipicolinico, compuesto exclusivo de los
esporos bacterianos, poseia cierta accidn
bactericida.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar
la eficacia bactericida del DPA sobre
diversos patdgenos alimentarios.

Material y Métodos

Los cepas objeto de estudio fueron: E. coli
BW25113 y dos cepas mutantes: ARecA y
ADnaK, L. monocytogenes CECT 4032, S.
typhimurium CECT 878, S. enteritidis CECT
4300, E. faecium CECT 4932 y C. sakazakii
NCTC 5920.

Los tratamientos con DPA se aplicaron en
agua destilada a las concentraciones,
tiempos y temperaturas que se indican en
el texto. Las gréficas de supervivencia se
modelizaron con la ecuacién de Geeraerd
et al. [1]. Para estudiar el mecanismo de
accion se utilizaron: yoduro de propidio
(IP), cloruro sddico y sales biliares, para
detectar permeabilizacion en las envolturas
celulares, y dihidroetidio (DHE), diacetato
2, 7’-dicloro-dihidro-fluoresceina
(H.DCFDA) vy  hidroxifenil fluoresceina
(HPF), para estudiar la presencia de
especies reactivas del oxigeno (ROS).

Resultados y Discusion

Como se muestra en la tabla 1, el DPA
resulté un bactericida muy eficaz frente a
todas las especies investigadas, tanto G+

como G-, incluso a concentraciones tan
bajas como 0,5 mM. A esta concentracién
E. coli resulto la especie mas resistente.

Tabla 1: Parametros de resistencia al DPA a
37°C.

E. coli BW25113

[DPA] (mM) KMAX R? RMSE
0,5 0,0660,01 0,961 0,149
3 1,32240,22 1,000 0,055
6 3,6580,43 0,996 0,112
S. aureus CECT 4459
[DPA] (mM) KMAX R? RMSE
0,5 0,134+0,03 0,922 0,314
3 0,6110,23 0,983 0,321
6 1,437%0,36 0,801 0,941
S. typhimurium CECT 878
[DPA] (mM) KMAX R? RMSE
0,5 0,099+0,03 0,993 0,165
3 4,22740,05 0,991 0,266
L CECT 4032
[DPA] (mM) KMAX R? RMSE
0,5 0,107+0,01 0,933 0,347
3 2,041+0,00 0,993 0,161
S. enteritidis CECT 4300
[DPA] (mM) KMAX R? RMSE
0,5 0,11940,05 0,945 0,438
3 1,766+0,25 0,816 0,558
C. iif NCTC 5920
[DPA] (mM) KMAX R? RMSE
0,5 0,089+0,04 0,954 0,305
Concentracion (mM)
. 2 ° o
34 ]
8 .
g
L]
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.
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Figura 1. Ritmo de inactivacién por DPA de E.
coli BW25113 a varias concentraciones (®) y
temperaturas (e).

La figura 1 ilustra la relacién entre la
temperatura de tratamiento y de |la
concentracién de DPA con el tiempo
necesario para inactivar al 99% de Ia
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poblacién de E. coli. En ambos casos se
observa una relacién exponencial.

La figura 2 ilustra los dafios producidos por
el DPA en distintas estructura celulares de
E. coli.
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Figura 2. Porcentaje de células de E. coli
BW25113 tratadas con 3 mM de DPA, tefiidas
con: IP (e), DHE (#), H,DCFDA (¢) y HPF (e); y
de recuperadas en medios no selectivos (e) y
selectivos: con NaCl (e) o sales biliares (e).

Como se observa en la figura la mayoria de
las estructuras celulares se fueron
afectando mas cuanto mayor era el tiempo
de tratamiento. Los recuentos obtenidos
en el medio selectivo con sales biliares
demuestran que el DPA producia una
rapidisima alteracién de la membrana
externa que no estaba directamente
relacionada con la inactivacién celular. Los
recuentos obtenidos en el medio selectivo
con cloruro sédico demuestran que el DPA
producia una alteraciéon progresiva de la
membrana citoplasmatica. La tincién con
fluorocromos demuestra que el
tratamiento inducia la aparicion de ROS,
especialmente de radicales superoxido —
tincién con DHE-, en el citoplasma celular.
Estos ROS también se producian en L
monocytogenes, asi como la alteracién de
la membrana citoplasmatica, en este caso
superior a la observada en la especie G-
(datos no mostrados).

Para estudiar si la formacidn de ROS estaba
relacionada con la muerte o si se
generaban como consecuencia de otros
dafios, se emplearon dos cepas mutantes
de E. coli (ARecA y ADnaK). El gen RecA
estd implicado en la reparacién del ADN vy
el gen DnaK codifica un sistema de

chaperonas que se encarga de reparar los
dafos de proteinas y contribuye en el
control de la respuesta al shock térmico.

0 10 20 30
Time (min)

Figura 3. Grdficas de supervivencia al DPA
(3mM, 372C) de: E. coli BW 25113 (e) y los
mutantes ARecA (m) y ADnaK (A), y de células
de E. coli BW 25113 tratadas subletalmente por
calor (482C, 15min) (V).

Los datos de la figura 3 indican que la
inactivacion por DPA no se debe a los ROS,
ya que estos compuestos dafian el DNA [2].
Sin embargo, el mutante ADnaK fue mucho
mas sensible al DPA, lo que indica dafios a
las proteinas que el mutante es incapaz de
reparar. Los datos obtenidos tras el choque
térmico confirman esta observacion.

Los resultados de esa investigacion
demuestran el efecto bactericida del DPA,
tanto sobre bacterias Gram positivas como
Gram negativas. Los datos indican que este
compuesto causa dafio en las envolturas
celulares y formacion de especies reactivas
del oxigeno, aunque aparentemente la
causa ultima de la muerte son los dafos
infringidos a las proteinas y enzimas
citoplasmaticos.
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Introduccién

Entre las alternativas de que dispone la
industria alimentaria para controlar Listeria
monocytogenes, se encuentran los
tratamientos de post-letalidad como el
procesado por altas presiones (AP) y/o los
agentes antimicrobianos como las sales de
acidos orgénicos (AO) en la formulacion de
sus productos. Los productos cdrnicos
cocidos pueden someterse a un
tratamiento por AP, cuya eficacia debe
validarse en cada tipo de producto
especifico [1], ya que la inactivacién
microbiana durante el procesado estd
influenciada por parametros de proceso
(presién, tiempo y temperatura) y por las
caracteristicas intrinsecas del producto que
pueden favorecer la letalidad o proteger a
los microorganismos, i.e. tener un efecto
piezoprotector [2]. En este sentido, la
formulacion con AO como agentes
antimicrobianos puede afectar la letalidad
por AP. Ademas, la potencial aparicién de
células resistentes después de AP hace
necesario tener en cuenta el
comportamiento  de las bacterias
supervivientes en matrices que pueden
ofrecer condiciones que favorezcan Ia
recuperacion y posterior crecimiento de
L. monocytogenes durante la vida util del
producto [3].

Objetivo

Disefiar un estudio a través de un enfoque
orientado a producto para comprender la
inactivacion y el comportamiento de
L. monocytogenes durante el
almacenamiento de jamdén  cocido

formulado con AO (lactato y diacetato) y
tratado por AP.

Metodologia

Se elaboré jamén cocido sin AO y con
diferentes concentraciones de lactato,
diacetato y su combinacidn, se lonched, se
inocul6 con diferentes cepas de
L. monocytogenes y se envaso al vacio.

Para el estudio de inactivacion se
presurizaron las muestras a 400 MPa
durante 9 tiempos de tratamiento

diferentes. Para el estudio del crecimiento
de L. monocytogenes, se presurizaron las
muestras a 600 MPa y se almacenaron a 8,
12y 20°C.

En ambos casos, se utilizd un medio
cromogénico para el recuento de
L.  monocytogenes. Las cinéticas de
inactivacion fueron evaluadas ajustando
modelos primarios a los datos de
supervivencia para cada formulacién y
cepa. Para las cinéticas de crecimiento,
ademas de los modelos primarios también
se ajustaron modelos secundarios a los
datos de crecimiento para cada
formulacion y cepa.

Resultados

La cinética de inactivacion por AP
observada para L. monocytogenes
dependié tanto de la formulacion del
producto como de la cepa. En general, la
presencia de lactato causé una
piezoproteccién ya que la tasa de
inactivacion fue menor en el jaman cocido
formulado con lactato que en el producto
control. Cuanto mayor fue la concentracion
de lactato, menor fue la tasa de
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inactivaciéon. Por el contrario, el diacetato
aumenté ligeramente la inactivacién de
L. monocytogenes por AP. Se observd una
diferencia notable entre las cinéticas de
inactivacion de las cepas estudiadas.

Durante la vida util del jamén cocido
elaborado sin AO, la velocidad de
crecimiento de L. monocytogenes no se vio
afectada por la aplicacién de AP. Por lo
contrario, la fase de latencia fue mas larga
en muestras presurizadas. El uso
combinado de lactato y diacetato inhibid
por completo el crecimiento del patégeno
a 12 y 20°C. En cambio, la adicién sélo de
lactato no pudo inhibir completamente el
crecimiento de L monocytogenes.
Sorprendentemente, se registré un mayor
numero de muestras que mostraron
crecimiento del patégeno (todas las cepas
ensayadas) en productos procesados por
AP formulados con lactato en comparacion
con productos control (sin AO). El
crecimiento inesperado podria ser el
resultado de células resistentes a AP e
indicar la presencia de una poblacion
heterogénea de L. monocytogenes con

fracciones  piezo-sensibles 'y  piezo-
resistentes.
Las velocidades de crecimiento de

L. monocytogenes en productos tratados
por AP y formulados con AO fueron
marcadamente mas altas que en productos
no  presurizados  con la misma
concentracion de AO. Este efecto fue mas
pronunciado a 20°C, donde
L. monocytogenes crecid hasta 4 veces
mas rdpido en comparacién con las
correspondientes condiciones sin
presurizar. Por lo tanto, en presencia de
AO se observd una piezo-estimulacion
pronunciada por el tratamiento por AP.

Conclusiones

El efecto piezo-protector del lactato en la
inactivacion  inmediata por AP de
L. monocytogenes junto con una mayor
velocidad de crecimiento durante la vida
util en jamén cocido procesado por AP que
contiene lactato, indica que la formulacién
con lactato no seria recomendable para
productos cdrnicos cocidos destinados a
ser procesados por AP.

El presente estudio enfatiza la necesidad
de un enfoque orientado a producto para
el diseno, la evaluacion y a
implementacion del procesado por altas
presiones, teniendo en cuenta Ia
formulacion especifica utilizada para la
fabricacién del producto.
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Las frutas y  hortalizas  frescas,
minimamente procesadas o congeladas
pueden ser vehiculos de transmision de
patdgenos de transmisién alimentaria.
Recientemente, en la UE se ha reportado
un brote de L. monocytogenes ligado al
consumo de vegetales congelados, que ha
afectado a 5 paises, 47 personas y ha
causado 9 muertos [1]. Actualmente, el
hipoclorito de sodio es el desinfectante
mas ampliamente utilizado en las
industrias de transformacion de frutas y
hortalizas. No obstante, su uso esta siendo
cuestionado por la posible formaciéon de
compuestos derivados, potencialmente
cancerigenos y su uso se ha prohibido en
algunos. La luz UV y el ozono estdn
emergiendo como posibles tecnologias
alternativas, mds seguras para el
consumidor y mds respetuosas con el
medioambiente. El objetivo de este estudio
fue evaluar la eficacia de la luz UV en seco
(D-UVC) vy asistida por agua (W-UVC) y el
ozono en la reduccién de Listeria innocua
artificialmente inoculada en fresas.

Para el tratamiento con W-UVC se utilizd
un prototipo de luz UV de 12 L de
capacidad equipado con 4 ldmparas UV
(17.2 W), con recirculacion de agua y
aireacion (LAB-UVCGama, UV-Consulting
Peschl Espafa, Castellén). El sistema
D_UVC fue una cdmara cerrada equipada
con una ldmpara UV. Las fresas se situaron
a una altura tal para recibir una radiacién =

8 W/m?. El agua se ozoniz6 a una dosis
aproximada de 0.5 ppm (ORP entre 736-
815 mV). Ademads, se evaludé su efecto
bactericida en el agua tras el lavado. Las
fresas se inocularon el dia anterior del
ensayo con 50 pL de una suspension de
10 ufc/ml de la cepa L. innocua CECT-910
(spot inoculation) y se trataron mediante
las distintas tecnologias durante distintos
tiempos. La poblacion de L. innocua antes y
después del tratamiento se determind
mediante siembra en medio selectivo
Palcam. En recuentos por debajo del limite
de deteccidn se realizd un enriquecimiento
y posterior confirmacion en el mismo
medio. En el caso del agua, se sembro
también en medio  selectivo vy
paralelamente, 1 mL se incubé en 9 mL de
Dey-Engley. En los tubos positivos se
confirmé la presencia de L. innocua.

La poblacidn inicial de L. innocua en fresa
en los distintos ensayos estuvo entre 6.4 y
7.2 log ufc/fresa. La eficacia del
tratamiento con W-UVC no aumenté
significativamente con el tiempo de
tratamiento, con unas reducciones entre
3.8y 4.9 log ufc/fresa (Fig.1), ni tampoco se
observaron diferencias significativas con el
control. La radiacién medida con el equipo
lleno de agua fue de 1.8 W/m?.

En el caso de la aplicacién de D-UVC, la
reduccion de L. innocua si que aumentd
con el tiempo de tratamiento, desde
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mientras que en el agua ozonizada solo se
detecté L. innocua en 2/9 y en 0/9
muestras tras 5y 10 min, respectivamente.

valores de 1.2 hasta 4.8 log ufc/fresa al
cabo de 1y 10 min, respectivamente.

guv-c B UVC-CK-Agua W UV-C seco
W 0z0no 0.5ppm  E0zono-control Tablal: Recuento (log ufc/g) y/o deteccion de
3 6.0 - L.innocua en el agua tras los distintos
£ 5o x X tratamientos.
Eﬁ R X o by bl Tratam.  Dosis : _Tiempo : :
= x XY my xy 1 min 2 min 5 min 10 min
§ 3.0 v y 0 3.840.6 3.940.7 3.8#0.9 3.5¢1.0
£ 20 v z W_UVC 1.8 <ld <Id <Id <Id
= b w/m? (6/6)* (5/6) (1/6) (3/6)
g done 0 8/9 9/9 9/9
E 0.0 . 3 8 " Ozono# pOF.)in 7/9 2/9 0/9
Tiempo tratamiento, min 8.0
. . . D_UVC Nd Nd Nd Nd
Figura 1: Reducciones L. innocua en fresa en los W/m?

tratamientos realizados. Para cada tiempo,
distintas letras (x, y) indican diferencias
significativas (P<0.05) entre tratamientos. En
los distintos tratamientos, distintas letras (a, b)

Ld: Limite deteccion 5 ufc/ml (0.70 log ufc/ml)

*: Numero muestras positivas/nimero muestras
analizadas

#: No se realizo recuento, solo deteccidn

Nd: no determinado. En D_UVC no se utiliza agua

|n.d|.can c_jlferenuas significativas entre los para el tratamiento
distintos tiempos.

) En este trabajo se concluye que en los
El tratamiento con ozono no fue

significativamente diferente a su control
(agua no ozonizada), con unas reducciones
entre 2.5 y 3.9 log ufc/fresa (Fig. 1). La
reduccion con el ozono tampoco se vio
aumentada significativamente con el
tiempo de tratamiento.

Los resultados demostraron que la luz UVC
redujo mds la poblaciéon de L. innocua en
fresas que el ozono, sin embargo las
diferencias solo fueron significativas a los
10 min de tratamiento.

En el agua de lavado del tratamiento con
W-UVC, la poblacion de L. innocua se
redujo significativamente debido a la luz
UVC (Tabla 1). Asi, la poblacion en el agua
en el tratamiento control (con las ldmparas
apagadas) fue de 3.5-3.9 log ufc/mL,
mientras que en el tratamiento con UV, la
poblacién estuvo siempre por debajo del
limite de deteccién (<5 ufc/mL). En el caso
del tratamiento con ozono, Unicamente se
realiz6 detecciébn (no recuento). Los
resultados demostraron presencia en
practicamente todas las muestras de agua
en el tratamiento control (sin ozono),

tratamientos aplicados con agua, la
eliminacion de L. innocua de la superficie
del fruto se debié a efectos mecdnicos
(agitacion, burbujeo) del sistema de
aplicacion, y que los microorganismos son
eliminados una vez se encuentran en el
agua de lavado. El tratamiento con W_UVC
presentd mejores resultados que el ozono.
El tratamiento con D_UVC es eficaz para la
reduccion de L. innocua en fresa, pero el
tiempo necesario para alcanzar
reducciones similares es superior.
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La persistencia de microorganismos
resistentes a antibioticos en el dmbito de la
industria alimentaria es un grave problema
de salud publica ya que contribuye a la
propagacion de infecciones adquiridas en
la comunidad que no responden a los
tratamientos de antibioterapia. Dentro de
estos microorganismos destacan las
enterobacterias  productoras de -
lactamasas de espectro extendido (BLEE),
por su importancia como agentes
causantes de infecciones humanas y su
extension por la cadena alimentaria®.

El objetivo de este trabajo es detectar y
caracterizar BLEE en muestras de la cadena
alimentaria y comparar estos aislados con
cepas de origen clinico.

Para ello se recogieron muestras de
industrias lacteas y carnicas (ambiente de
la industria, materias primas y productos
finales) y también se analizaron
microorganismos aislados de alimentos y
del ambiente de la industria, procedentes
de la propia colecciéon del grupo de
investigacion. Estas muestras se
enriquecieron en un medio no selectivo
(TSB) y posteriormente se sembraron en un
medio cromogénico diferencial y selectivo
para enterobacterias productoras de BLEE
(Chromagar ESBL). Se seleccionaron 15
aislados con la morfologia tipica de E. coli
gue fueron identificados mediante su perfil
proteico (Maldi-Tof). Estos aislados se
compararon con 15 cepas de E. coli de

origen clinico humano. Se determind en
ambos grupos la presencia de los genes de
B-lactamasas blacrx-m, blaswy y blarem. La
actividad  B-lactamasa de  espectro
extendido se confirmé mediante métodos
de sinergia de doble disco: discos de
cefotaxima y ceftazidima con y sin el
agregado de acido clavuldnico. Finalmente,
la tipificacidon por analisis PFGE y MLST se
estd empleando para determinar Ia
relacion genética entre ambos grupos de

microorganismos.
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Figura 1: Perfiles de PFGE de 7 aislados de E.coli
BLEE+ procedentes de muestras alimentarias.
(1-3: Leche de cabra, 4-5: leche de oveja, 6-7:
carne de pollo).
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La identificacion por Maldi-Tof determind
que de los 15 aislados recogidos de las
placas del medio cromogénico, 11 se
correspondian con la especie E. coli, 2 con
Citrobacter freundi, 1 con Hafnia alvei y 1
con Enterobacter ludwigi.

En todos los aislados procedentes de
alimentos se detectd la presencia de al
menos un gen relacionado con a
produccién de BLEE (13 blatem ¥ 5 blacrx-m),
al igual que en los procedentes de
muestras clinicas (13 blacrxm, 1 blasay y 6
b/GTEl\A).

El test de doble disco confirmé la actividad
B-lactamasa de espectro extendido en 7 de
los aislados de E. coli procedentes de
muestras alimentarias y en los 15 aislados
procedentes de andlisis clinico.

El andlisis de PFGE y MLST se esta llevando
a cabo para determinar la relacién
filogenética entre los diferentes aislados de
origenes cinico y alimentario y poder
obtener conclusiones sobre la proximidad
filogenética de ambos grupos.

El andlisis preliminar del PFGE de las cepas
de origen clinico indica que 13 de los
aislados son cepas distintas (aunque
algunos de ellos muestran proximidad

filogenética) y 2 de los aislados no son
tipificables por este método. Dos de las 11
cepas de E. coli procedentes de alimentos
no son tipificables y en el resto se observa
una cierta diversidad genética, siendo mas
proximos los aislados procedentes de
muestras relacionadas (Figura 1).

El analisis MLST de las cepas de origen
clinico muestra la presencia de algunos
grupos clonales de alto riesgo, como el
ST131, que presenta una expansion a nivel
mundial, tanto en hospitales como en la
comunidad y se relacionan con infecciones
extraintestinales.
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Introduccién
La elevada actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales, y sus constituyentes
individuales (Cls), y su uso potencial como
conservantes en la industria alimentaria
han sido extensamente estudiados vy
demostrados [1]. Sin embargo, un estudio
reciente reveld6 que la exposicidn
prolongada a estos Cls, a concentraciones
sub-inhibitorias, podia permitir la aparicidn
de cepas resistentes de E. coli frente a los
mismos compuestos de seleccion [2].
Posteriormente, estas cepas fueron
caracterizadas y secuenciadas, con el
objetivo de conocer la causa de su
resistencia a nivel molecular. Los
resultados de secuenciaciéon permitieron
conocer las mutaciones responsable del
aumento de la resistencia, y de tal modo,
se consiguié profundizar en el mecanismo
de accién de los Cls [3]. Por ello, el objetivo
de este estudio fue aislar cepas resistentes
de Salmonella enterica mediante la
aplicacion de carvacrol y o¢xido de
limoneno a concentraciones  sub-
inhibitorias; y determinar la tolerancia de
estos mutantes frente a los Cls.
Material y Métodos

Seleccion de cepas resistentes
A partir de un cultivo en fase exponencial
de Salmonella enterica CECT 722 (WT) se
realizd una dilucion 1:3 en caldo tripticasa
soja con extracto de levadura (TSBEL) en
presencia de carvacrol (75 uL/L) o de 6xido
de limoneno (300 pL/L), y se incubd a 37°C
durante 24 h. A continuacidon, se
comenzaron los pases en presencia de Cls,
que consistieron en diluir el cultivo 1:1.000
en TSBEL estérii con la misma
concentracién del Cl e incubado en las
mismas condiciones (37°C/24 h). La

seleccidn de las cepas resistentes se realizé
tras la exposicion de los cultivos a 20 pases
en presencia de los Cls. Tras el vigésimo
pase, se sembré 0,1 mL en una placa de
agar tripticasa soja con extracto de
levadura (TSAEL) y se incubd a 37°C/24 h.
De esta placas se obtuvieron las cepas de S.

enterica  seleccionadas con carvacrol
(SeCAR) y con oéxido de limoneno
(SeOXLIM).

Evaluacion de resistencia y tolerancia
Aisladas las cepas, se evaluaron sus
resistencias y tolerancias, Unicamente
frente al mismo compuesto de seleccién;
SeCAR frente a carvacrol, y SeOXLIM frente
al 6xido de limoneno. La caracterizacion de
la resistencia frente a los Cls de las cepas
aisladas se llevd a cabo mediante Ia
determinacién de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) y su comparacién con la
cepa WT. Para determinar la CMI, se
anadieron los Cls a tubos con TSBEL a
concentraciones de 50-300 pL/L para el
carvacrol, y 500-1000 pL/L para el éxido de
limoneno. Posteriormente, se inocularon
estos tubos con cultivos en fase
estacionaria a una concentracion inicial de
10° UFC/mL, y se incubaron a 37°C durante
24 h. La concentracion mas baja del
compuesto que inhibiera el crecimiento de
la bacteria seria establecida como la CMI.
Por otro lado, la tolerancia fue evaluada
mediante tratamientos letales de carvacrol
y Oxido de limoneno en un tampdn citrato-
fosfato ajustado a pH 4,0 y pH 7,0. Las
concentraciones utilizadas en estos
tratamientos fueron de 150 y 200 pL/L de
carvacrol, y de 750 y 1000 pL/L de éxido de
limoneno, a pH 4,0y 7,0, respectivamente.
Se obtuvieron alicuotas, cada 5 min en los
tratamientos de carvacrol, y cada 10 min
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en los del éxido de limoneno, que fueron
consecutivamente diluidas en tampodn
fosfato salino y sembradas en TSAEL para
llevar a cabo el recuento microbiano. Los
resultados se corresponden con la media y
desviacién estandar de tres experimentos
realizados de forma independiente.
Resultados y Discusion

A través de los pases se aislaron las cepas

SeCAR, en presencia de carvacrol; y
SeOXLIM, en presencia de 6éxido de
limoneno. Los resultados de la CMI

revelaron un ligero aumento de resistencia
(>15%) de las cepas seleccionadas (Tabla 1)
en comparacion con la WT.

CMI (uL/L) WT  SeCAR SeOXLIM
Carvacrol 150 200 -
Ox. limoneno 600 - 700

Tabla 1: concentracién minima inhibitoria (CMI;
pL/L) de carvacrol y éxido de limoneno frente a
la cepa parental (WT) y las cepas seleccionadas
(SeCAR y SeOXLIM).
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Figura 1: gréaficas de supervivencia de la cepa
parental (WT;e) y de la cepas seleccionadas
(SeCAR, SeOXLIM; A) frente a tratamientos de
carvacrol (A) y de 6xido de limoneno (B), a pH
4 (8) ypH7 ().

SeCAR y SeOXLIM también mostraron un
comportamiento distinto frente a los

tratamientos letales (Fig. 1). Mientras que

WT mostraba una inactivacion de mas de 4
ciclos logio a los 15 min de tratamiento de
carvacrol a pH 4,0, la cepa SeCAR sélo se
redujo en 2 ciclos logio. Este aumento de
tolerancia también se observé a pH 7,0: a
los 10 min de tratamiento la inactivacion
de SeCAR era 1,5 ciclos logio inferior a la
observada en WT.

SeOXLIM reflej6 un aumento de la
tolerancia en el tratamiento de 6xido de
limoneno respecto a WT pero solamente a
pH 4,0: a los 60 min SeOXLIM mostré 1
ciclo logio de inactivacidn menos que WT.
Sin embargo, en el tratamiento a pH 7,0,
no se observaron diferencias significativas
(p>0,05) entre las cepas WT y SeOXLIM.
Conclusiones

El uso de carvacrol y 6xido de limoneno
permitid aislar cepas de Salmonella
enterica resistentes (aumento de CMI) y
tolerantes (supervivencia en tratamientos
letales) frente a los mismo compuestos. El
estudio de estas cepas mediante
tecnologia émicas permitird conocer en
mayor profundidad los mecanismos de
accion de estos antimicrobianos naturales.
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Introduccién

La adicion de sustancias naturales
antimicrobianas y antioxidantes en
recubrimientos comestibles es una buena
estrategia para mejorar la calidad y
seguridad de algunos alimentos, asi como
para el desarrollo de nuevos envases libres
de aditivos sintéticos.

A pesar de los cuantiosos estudios sobre
las propiedades bactericidas y fungicidas
de diferentes compuestos GRAS, es muy
poca la informacién que se tiene acerca de
si los biopolimeros podrian actuar como
portadores de compuestos virucidas [1,2].
Los polifenoles o aceites esenciales son
compuestos que han demostrado tener
capacidad antivirica [2]. Recientemente,
Randazzo et at., [3] demostraron Ila
actividad antiviral del extracto de té verde
(GTE) frente a virus de transmision
alimentaria (virus de la hepatitis A (VHA) y
norovirus murino (MNV), sustituto de los
norovirus humanos). El GTE es un extracto
rico en polifenoles obtenido a partir de la
planta del té (Camellia sinensis L.) de la
familia Theaceae. A parte de los polifenoles
presentes en el GTE, las catequinas son el
constituyente  mayoritario, las cuales
confieren  propiedades  antioxidantes,
anticancerigenas, antinflamatorias y
antimicrobianas contra un gran nimero de
patdogenos de transmisién alimentaria [4].
El desarrollo de recubrimientos
comestibles con GTE tiene un gran interés

en alimentos crudos o minimamente
procesados como frutas y verduras, ya que
son alimentos frecuentemente asociados
con la trasmisién de virus entéricos [5].

Material y Métodos

Virus y lineas celulares. Los ensayos se
realizaron con las cepas MNV-1 y HM-
175/18f del VHA en las lineas celulares
FRhK-4 y RAW 264.7, respectivamente.

Preparacion de los films. Se prepararon
dos soluciones de alginato (1%) afiadiendo
GTE a un ratio 1:0.7 (alginato:GTE) a pH de
5,5y 7,0. A continuacién se afiadié acido
oleico (0,5%) y Tween 80 (0,2%). Los
controles fueron los films sin GTE.

Determinacion de la actividad antiviral.
Los films fueron esterilizados durante 15
minutos, posteriormente se sumergieron
en 500 puL de suspension virica (MNV y
VHA) y fueron almacenados durante toda
la noche (ON) a 10, 25 y 379C, y durante 4
dias a 109C. Posteriormente las muestras
fueron evaluadas en las lineas celulares
correspondientes.

Aplicacion en fresas y frambuesas. Los
films producidos a pH 5,5 rindieron los
mejores resultados por lo que se utilizaron
para desarrollar los recubrimientos. Se
inocularon en superficie fresas vy
frambuesas con 50 puL de MNV o VHA. A
continuacién, las frutas se sumergieron en
los diferentes recubrimientos (pH 5,5)
durante dos minutos. Una vez seco el
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recubrimiento, las frutas fueron
almacenadas ON a 10 vy 25°C vy,
posterioremente, durante 4 dias a 10°C.
Finalmente, el virus de cada superficie fue
recuperado con 5 mL de DMEN
suplementado con suero fetal bovino al
10% y cuantificado por cultivo en las lineas
celulares correspondientes.

Resultados

Determinacion antiviral. La  mayor
eficacia se observd en los films de GTE a pH
5,5a 379C. Los titulos de MNV se redujeron
en 3,42y 5,76 log TCIDso/mLa pH 7,0y 5,5,
respectivamente, después de incubar las
muestras ON a 379C. Las diferencias fueron
significativas a 252C, mientras que a 102C
no se observaron diferencias. Para el VHA,
los films a pH 5,5 redujeron la infectividad
de manera significativa después de
incubaciones ON a 25 y 37°C. Por el
contrario, apenas se observd efecto a pH
7,0.

Aplicacion en fresas y frambuesas. La
infectividad de MNV y VHA en fresas,
después haber sido tratadas con los
recubrimientos (pH 5,5), se redujo en 1,5
ordenes logaritmicos después de haber
sido almacenadas ON a 102C. Reducciones
de mas de 2,5 drdenes logaritmicos se
registraron para MNV después de 4 dias de
almacenamiento a 102C (Fig. 1). Para
ambos virus la inactivacion fue completa
después de tratarlos ON a 259C. La eficacia
de los recubrimientos en frambuesas (Fig.
2) fue ligeramente menor, obteniendo
reducciones para MNV de 1,25y 1,54 log
después de almacenamientos ON, y 4 dias
a 109C, y de 1,96 para tratamientos ON a
259C.

>
w

1og TCID/mL
1og TCID/mL

0 0
10¢ %5¢C 10¢ ¢

Figura 1. Reduccion de la infectividad del
MNV(A) y del VHA(B) (log TCIDso/mL) en fresas
después de ser tratadas con recubrimientos de
GTE a diferentes periodos de almacenamiento.
Barras negras: Control; barras grises:
almacenamiento ON; barras blancas:
almacenamiento durante 4 dias.

1og TCIDo/mL

0

Figura 2. Reduccion de la infectividad MNV(A) y
del VHA(B) (log TCIDso/mL) en frambuesas
después de ser tratadas con recubrimientos de
GTE a diferentes periodos de almacenamiento.
Barras negras: Control; barras grises:
almacenamiento ON; barras blancas:
almacenamiento durante 4 dias.
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Introduccién

La salmonelosis de origen alimentario es un
serio problema de la salud publica a nivel
global [1]. Durante el afio 2016 se
registraron en la Uniéon Europea 94.530
casos de salmonelosis humana, en su
mayoria asociados con el consumo de
huevos, ovoproductos y carne de aves de
corral [2]. Si bien esta infeccidn suele tener
un comportamiento autolimitante, en los
casos mas graves es necesario recurrir a
una correcta antibioterapia [3]. En este
contexto, cobra especial importancia el
aumento que esta experimentando en los
ultimos afios la prevalencia de resistencia a
los antibidticos, dificultando cada vez mas
la posibilidad de un tratamiento eficaz [4].
El objetivo de este trabajo ha sido
determinar si la exposicién de Salmonella
Agona (SA) y Salmonella Infantis (SI) a dosis
bajas de hipoclorito sddico (HIP) y nitrito
sédico (NS) reduce la susceptibilidad de las
cepas a los compuestos y, en caso
afirmativo, si esta adaptacidn se asocia con
modificaciones en la hidrofobicidad de la
superficie celular y en el patrén de
resistencia a antibidticos.

Material y Métodos

Las cepas se expusieron a concentraciones
crecientes subinhibitorias de HIP y NS,
comenzando por la mitad de Ia
concentracién minima inhibitoria (CMI/2) e
incrementando 1,5 veces la concentracién
de biocida cada 24 horas hasta que dejé de
observarse crecimiento. Para el estudio de

la hidrofobicidad, se realizaron diluciones
en solucién salina de concentracion 150
mM para lograr unos valores de densidad
Optica a 405 nm de entre 0,600 y 0,800 [5].
Se selecciond el xileno como solvente
apolar porque es el que ofrece mejores
resultados [6,7].

Los valores de las concentraciones minimas
inhibitorias (CMIs) de los biocidas se
establecieron utilizando un método de
microdilucion en caldo, realizando los
ensayos en placas de microtitulo de
poliestireno de 100 pocillos (Oy Growth
Curves Ab Ltd., Helsinki, Finlandia) vy
considerando como limite de crecimiento
una densidad optica (DOaso-s20) de 0,200
tras 48 h de incubacién, realizandose las
determinaciones en un Bioscreen C (Oy
Growth Curves Ab Ltd.). Se determind,
antes y después de la exposicion a los
biocidas, la CMI de 10 antibidticos (Sigma-

Aldrich; EUCAST): gentamicina (CN),
cefalotina (KF), cefoxitina (FOX),
cloranfenicol (C), enrofloxacina (ENR),
vancomicina  (VA), eritromicina  (E),
ampicilina (AMP), tetraciclina (TE) vy

fosfomicina (FOS).

Resultados y Discusion

Tras la exposicion a los biocidas, se observé
la adaptacién (incremento de la CMI) de SA
a NSy de Sl a HIP. Se obtuvo una afinidad
moderada al xileno (21-50%) en SI y SI
adaptada a HIP (SI-HIP), expuestas ambas a
HIP, asi como en SA adaptada a NS (SA-NS)
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crecida en TSB, y una afinidad fuerte
(>50%) en el resto de condiciones (Tabla 1).

e 60,67410,93  Fuerte
44,25+7,55  Moderada
ENT I [ 53,58+14,27 | Fuerte
38,3243,78  Moderada
[TV s8,14+4,85 Fuerte
74,10+2,66 Fuerte
YT 35,5146,01  Moderada
66,94+13,48  Fuerte

Tabla 1: Porcentaje de afinidad por el xileno
para la valoracién de la hidrofobicidad.

Sl, Salmonella Infantis; SI-HIP, S| adaptada a HIP; SA,
Salmonella Agona; SA-NS, SA adaptada a NS.

Estos resultados indican que la exposicion a
HIP disminuyd el porcentaje de afinidad al
xileno de SI, tanto en la cepa original como
en la adaptada. Por el contrario, la
exposicion a NS de SA provocd un
incremento substancial de los valores de
afinidad. En ambos casos, las cepas
adaptadas a los biocidas fueron mads
hidrofilicas que las cepas control, de forma
mas marcada en el caso de SA.

Los resultados de las CMIs de antibidticos
para Sl (antes de la exposicion a los
biocidas) fueron (ppm): 2 (CN), 17 (KF), 8
(FOX), 450 (C), 0,05 (ENR), 600 (VA), 100
(E), 1550 (AMP), 4 (TE) y 50 (FOS). Para SI-
HIP las CMlIs fueron (ppm): 6 (CN), 16 (KF),
7 (FOX), 450 (C), 0,04 (ENR), 550 (VA), 130
(E), 1400 (AMP), 5 (TE) y 35 (FOS). En el
caso de SA se obtuvieron los siguientes
valores de CMls (ppm): 4 (CN), 30 (KF), 10
(FOX), 375 (C), 0,06 (ENR), 700 (VA), 80 (E),
1750 (AMP), 5 (TE) y 55 (FOS). Por su parte,
en SA-NS (ppm) los valores fueron: 7 (CN),
35 (KF), 50 (FOX), 12 (C), 4 (ENR), 50 (VA),
2100 (E), 50 (AMP), 3 (TE) y 100 (FOS)
(Figura 1). Nuestros resultados concuerdan
con los de otros autores [1, 3, 8, 9].

Hay que sefialar que SI y SA fueron
resistentes (EUCAST) a cinco de los diez
antibidticos ensayados: C, VA, E, AMP y
FOS. La adaptacion de SI a HIP estuvo
relacionada con un incremento de las CMls
de CN, E y TE. Paralelamente, SA adaptada
a NS presentd mayores valores de CMI que

la cepa control para CN, KF, FOX, ENR, E y
FOS, destacando el caso de ENR (aumentd
un 67%). Es alarmante, en el caso de SA, el
hecho de que la cepa presentd sensibilidad
a Unicamente uno de los antibidticos
ensayados: ENR.
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200 -
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el

E AMP TE FOS

Figura 1: Valores de CMls de los antibiéticos.

Los resultados de este estudio demuestran
que la adaptacion de las bacterias a dosis
subinhibitorias de diferentes biocidas
puede reducir su susceptibilidad a los
antibidticos, a la vez que produce
modificaciones en la superficie celular. Por
ello, es importante establecer las dosis
adecuadas de uso de estos biocidas en las
industrias alimentarias.
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Se determind el efecto de los tratamientos
por altas presiones (APH) vy peliculas
activadas con enterocina AS-48 mas timol
en la carga microbiana y la diversidad
bacteriana de un puré de fruta (platano,
manzana y pera). Se aplicaron tratamientos
con APH y envasado en peliculas activadas
solos 0 combinados, seguido de
almacenaje en frio durante 10 dias. Tan
solo el tratamiento por APH redujo
significativamente los recuentos viables.
Los resultados de secuenciacion masiva
sobre la comunidad bacteriana del puré
indicaron  cuatro  grupos  principales
(Comamonadaceae, Methylobacterium,
Acidovorax vy Sphingomonas por orden
decreciente). Al final del almacenamiento
se detectd un incremento en la abundancia
relativa de Pseudomonas. La mayoria de las
muestras  envasadas con  plasticos
activados tenian mayores abundancias
relativas de los cuatro grupos bacterianos
principales indicados anteriormente y una
menor abundancia relativa de
Pseudomonas. La aplicacion del
tratamiento por APH redujo notablemente
las abundancias relativas de los cuatro
grupos bacterianos principales. Tras la
aplicacion de APH aumentd la abundancia
relativa de Lactobacillales, pero no durante
el almacenamiento, mientras que
Pseudomonas aumentd hacia el final del
almacenamiento. El tratamiento
combinado (APH y envasado activo) tuvo
un mayor efecto sobre la biodiversidad del
puré, especialmente sobre
Comamonadaceae y Methylobacterium.

La enterocina AS-48 es un péptido circular
de 7.2 kDa con potente actividad
antimicrobiana producido por cepas de
Enterococcus faecalis y E. faecium, cuya
estructura, determinantes genéticos vy
modo de accidon han sido estudiados en
detalle [1]. La eficacia de esta bacteriocina
ha sido comprobada en diferentes sistemas
alimentarios. En fruta entera o troceada, la
aplicacion de tratamientos de lavado con
enterocina AS-48 sola o en combinacion
con otros antimicrobianos fue efectiva en
la inactivacion de L. monocytogenes, como
lo demostré el trabajo realizado sobre
trozos de fruta entera y frutas en rodajas
fresas, frambuesas, moras, meldn
rebanado, sandia, pera, y kiwi [2]. En
zumos de manzana, la aplicacién de
recubrimientos de quitosano, pectina,
goma de xanto o carboximetil celulosa
activados con enterocina AS-48 y EDTA
mostré  buenos resultados en la
inactivacion de L. monocytogenes [3].

Los tratamientos por alta presion
hidrostatica (APH) figuran a la cabeza entre
los métodos no térmicos para procesado
de alimentos y la inactivacion de
microorganismos patdgenos. El procesado
de determinados alimentos por APH
requiere la aplicacion de tratamientos de
baja intensidad de cara a disminuir su
impacto sobre las propiedades del
alimento o bien reducir los costes de
produccion. No obstante, los tratamientos
de menor intensidad también son menos
efectivos en la  inactivacién  de
microorganismos. La eficacia de los
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tratamientos por APH pueden mejorarse
en combinacién con otras barreras, como
son los compuestos antimicrobianos
naturales, incluyendo las bacteriocinas y
aceites esenciales y sus compuestos
fendlicos.

En este trabajo se ensayd la eficacia de un
tratamiento moderado por alta presién
hidrostatica (350 megapascales durante 5
minutos) en un puré de verduras envasado
en un film control y en otro activado con
una mezcla de timol y enterocina AS-48. El
tratamiento combinado presentd los
mejores resultados en la reduccion de la
carga microbiana total tras el tratamiento y
durante el almacenamiento en
refrigeracion.

Las secuencias 16SrDNA obtenidas de las
muestras mediante secuenciacién masiva
fueron asignadas a unidades taxondmicas
operativas y posteriormente agrupadas a
diferentes niveles taxonémicos.

Tabla 1: abundancias relativas (%) de las
secuencias obtenidas para las muestras de puré
control, almacenadas en film activo (F),
presurizadas en un film sin activar (P) y
presurizadas en un film activado (FP). Las
secuencias estan agrupadas a nivel de Orden.
Se muestran los resultados obtenidos a tiempo
0y despues de 10 dias bajo refrigeracion.

Cco Clo0 |FO F10 | PO P10 FPO | FP10

Burkholderiales 38,16 | 31,34 | 48,54 [ 49,72 | 16,86 | 20,40 |11,78| 15,08

Rhizobiales 25,02 25,89 (37,21 (29,69 | 12,14 | 13,78 | 14,28 811

Sphingomonadales | 7,94 | 7,86| 9,27 | 4,41| 2,17| 3,18 | 1,97 1,50

Pseudomonadales | 6,44 11,89 | 1,03 | 2,83 10,58 | 27,65 | 14,14 11,89

Lactobacillales 3,15| 2,59 0,14| 649 1526| 7,19[1206| 7,77
Bacillales 2,95| 433| 033] 079] 898| 534[1017| 12,01
Clostridiales 2,70| 2,69| 064] 041| 033| 244] 090 0028

Enterobacteriales 254| 0,89 030| 0,19| 3,36 0,50 | 5,00 0,24

Vibrionales 2,48| 0,01 0,04| 0,00 1890| 021| 818 0,05

Actinomycetales | 2,16| 2,77| 1,14| 193] 1,58| 291[1053| 943

Xanthomonadales | 1,42 | 2,25| 0,71| 0,36| 3,56| 9,59| 2,95 6,07

Rhodobacterales 1,25| 0,00 0,00 0,00/ 0,06| 0,44| 0,45 0,25

Alteromonadales 0,80| 0,04| 0,13 0,00| 398| 0,19| 2,19 0,02

Bacteroidales 069| 043] 000| 002| 007| 076] 058] 031

El grupo predominante en las muestras
control fue Burkholderiales, principalmente
la familia Comamonadaceae. La
abundancia relativa de este grupo
disminuyd en las muestras presurizadas
con o sin film activo. Algo similar ocurrié
con Rhizobiales (Methylobacterium) vy

Sphingomodadales (Sphingomonas).
Lactobacillales, Bacillales y
Pseudomonadales mostraron un

comportamiento opuesto en las muestras
presurizadas, con abundancias relativas
superiores a las muestras control y a las
tratadas con film activo.

Los resultados de este estudio muestran
por una parte la mayor eficacia de los
tratamientos combinados, pero también
indican que las poblaciones microbianas
presentes en los alimentos se comportan
de forma diferente dependiendo del
tratamiento aplicado, lo que a su vez
influye en los cambios que se producen
durante el almacenamiento.
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Foodborne outbreaks are a serious public
health and worldwide food safety concern.
For this, there is a great demand for rapid,
sensitive, specific and accurate methods to
detect microbial pathogens in food. Food
companies require analytical results in the

% % 3% 40 4
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0 1 2 3
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shortest time possible, especially in
products with limited shelf life. The latest
reports issued by RASFF and EFSA evidence
the importance of Salmonella spp. in
human zoonosis (fig.1).

Poultry mest and poultry mest products

Samonet 125

1 Other patnogens

Figure 1: On the left it is represented the number and reporting rates of confirmed zoonoses in humans
in the EU in 2016 ([1], the total number of confirmed cases is indicated in parentheses at the end of
each bar). On the right the figure indicates the food alerts published in the RASFF in 2016 (RASFF source,
[2], the figure shows the microorganisms that cause the poisonings and the foods involved in them).

The reference method for control of
Salmonella spp. in food, ISO 6579-1:2017,
is based on the cultivation of this pathogen
in different culture medias, which requires
at least 4 days to obtain a result.
Nevertheless, alternative methods have
been developed to obtain results in only
one day, such as PCR technology
[conventional and real-time PCR (qPCR)]
for the detection of microorganism’s DNA.
This technology is the most commonly
used in the foodborne pathogen detection
due to its high sensitivity and specificity.
However, the major drawback of the PCR
techniques is their inability to differentiate
the DNA between dead and viable cells,
which is a critical factor for the food
industry, regulatory agencies, and the
consumer. Therefore, with the PCR

technique, the results could be given in a
single day only when no DNA of the
microorganism is detected. On the
contrary, if DNA is detected, it is necessary
to carry out an additional phase of
confirmation to guarantee that this DNA
comes from viable pathogen. To remedy
this shortcoming, in this work, we have
used DNA-intercalating agents for the
detection of viable cells of Salmonella spp.
in one step, without the confirmation
phase (3). These agents have been used to
pretreat samples before DNA extraction, to
continue with regular DNA preparation and
gPCR (4). These molecules could permeate
only membrane-compromised cells (dead
cells), where they are intercalated in the
DNA, inhibiting the PCR process of DNA
from no viability cells (fig.2).

130


mailto:smarco@ainia.es

XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

PMAxx-modified dead cell
DNA not amplified by PCR

Dead Cell

Sample

Treatment with DNA-
intercalating agents

Photo-activation
Figure 2. General scheme of the procedure for the application of intercalating agents (v-PCR). Phases:
the intercalating agent is incorporated into the sample (aliquot of the enrichment broth); the mixture is
placed in the PMA-Lite TM LED (photoactivation) equipment; then the DNA extraction and the PCR
process are carried out (DNA amplification).

In this work, the determination of viable
cells of Salmonella spp. has been carried
out both in a growth medium and in food
matrices (meat, cheese and vegetable)
inoculated with the microorganism
(Salmonella Stanley, CECT-4141) to levels
at 10E+9 colony forming unit (CFU) and
10E+4 CFU. Two types of samples of each
matrix have been prepared: one without
further treatment; the other one followed
a heat treatment (80°C, 10min) to
inactivate the inoculated microorganism.
Applying this treatment, 5 logarithmic units
have been reduced, obtaining levels of
10E+4 CFU and levels lower than 10 CFU.
Two DNA-intercalating agents (propidium
monoazide (PMA) and Reagent D),
previously added to the automated DNA
extraction, have been evaluated. All
samples have been analyzed using the g-
PCR method without DNA-intercalating
agents and the v-PCR method with DNA-
intercalating agents to compare the results
and the Ct values obtained. In addition,
sample counts have been made in order to
guantify the level of viable Salmonella spp.

While the Cts values of non-treated
samples were similar in both types of PCR,
the samples submitted to a thermal
treatment showed Cts values with v-PCR

Extraction DNA

Amplification-DNA-quantitative PCR

higher than with g-PCR. Even in some cases
the counts were less than 10 CFU, where
DNA amplifications were not obtained in v-
PCR, showing that treatment with DNA-
intercalating agents discriminate
adequately DNA of viable cells and non-
viable. The results show the validity of both
agents for the detection of viable
Salmonella spp. cells in the analyzed
matrices. These results agree with the
work of other authors ([3,4]).
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Introduccion

Los aceites esenciales (AEs) son
compuestos naturales de origen vegetal
que presentan una elevada actividad
antimicrobiana, por lo que se ha propuesto
su uso como conservante alimentario [1].
No obstante, su empleo presenta algunos
inconvenientes como su hidrofobicidad y
su inestabilidad quimica frente a |la
oxidacidn. Para solventar estas limitaciones
se ha propuesto el uso de tecnologias de

encapsulacién [2], sin  embargo, se
desconoce su influencia sobre las
propiedades antimicrobianas de los

compuestos, o su efecto bajo tratamientos
combinados. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de la encapsulacion del
AE Thymus capitatus mediante zeinas en su
actividad  antimicrobiana  frente a
Escherichia coli 0157:H7 Sakai y Listeria
monocytogenes EGDe, en tampdn pH 4,0y
7,0, y en combinacion con calor.

Material y Métodos
Microorganismos y condiciones de cultivo

A partir de crioviales de las cepas E. coli
0157:H7 Sakai y L. monocytogenes EGDe,
se sembraron placas de agar tripticasa soja
con extracto de levadura (TSAEL) y se
incubaron a 37°C/24 h. A continuacidn, se
prepararon los precultivos inoculando
colonias aisladas en 5 mL de caldo
tripticasa soja con extracto de levadura
afiadido (TSBEL), que se incubaron a
37°C/12 h/130 rpm. Posteriormente, se
diluyeron 1:1000 en 50 mL de TSBEL y se
incubaron 37°C/24 h/130 rpm, para la

obtencién de las suspensiones microbianas
en fase estacionaria.

Tratamientos de inactivacion

Los tratamientos se llevaron a cabo en
tampodn citrato-fosfato a pH 4,0 y pH 7,0,
sobre una poblacién inicial de 10’ UFC/mL.
El AE T. capitatus, en forma libre o
encapsulada, se aplicd a una concentracion
de 200 pL/L durante 20 min en ambos pHs,
frente a E. coli y L. monocytogenes. Por
otro lado, los tratamientos combinados
consistieron en el uso simultaneo del AE T.
capitatus (100 uL/L), libre o encapsulado, y
calor (53°C). Para evaluar el efecto
sinérgico fue necesario previamente aplicar
estos tratamientos de forma individual. El
efecto aditivo fue calculado mediante la
suma de la inactivacion provocada por
ambos  tratamientos, aplicados por
separado. A lo largo de los tratamientos se
obtuvieron alicuotas, que se diluyeron en
tampon fosfato salino, y se sembraron en
TSAEL para su posterior recuento. Los
resultados se corresponden con la media y
desviacion estandar de al menos tres
experimentos independientes.

Resultados y Discusion

El AE T. capitatus mostré una elevada
actividad antimicrobiana frente a L.
monocytogenes a pH 4, alcanzando 5 ciclos
logio de inactivacion tras 8 min de
tratamiento (Fig. 1A). Por el contrario, cabe
destacar que frente a E. coli el AE causd
mayor inactivacion a pH 7 que a pH 4 (Fig.
1B). Sin embargo, los resultados obtenidos
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con los encapsulados de zeinas no
produjeron inactivacién a ninguno de los
pHs testados en E. coli y L. monocytogenes;
a los 20 min de tratamiento no se obtuvo
una inactivacion superior a 0,3 ciclos logo.
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Figura 1: grafica de supervivencia de E. coli (A)
y L. monocytogenes (B) tras tratamientos de AE.
Thymus capitatus (200 pL/L) en forma libre (e)
y encapsulada (A), apH 4,0 (e) y pH 7,0 (). La
linea discontinua indica el limite de deteccién

Pese a los resultados obtenidos, los AE
encapsulados revelaron una elevada
actividad bactericida cuando se aplicaron a
53°C (Fig. 2), igualando e incluso
mejorando el efecto combinado observado
con el AE sin encapsular. Asi, tras un
tratamiento combinado a pH 4 frente a E.
coli, el AE encapsulado mostré una
inactivacion 2 ciclos logio mayor que el AE
libre (6-10 min) (Fig. 2A). Respecto a L.
monocytogenes, no se  observaron
diferencias significativas (p>0,05) entre los
tratamientos combinados del AE
encapsulado y sin encapsular, a ninguno de
los pHs testados (Fig. 2B).

Conclusiones

El empleo de zeinas, como método de
encapsulacién, ha demostrado afectar
negativamente a las propiedades

antimicrobianas del AE Thymus capitatus
cuando se emplea como Unico método de

conservacion.
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Figura 2: gréfica de supervivencia de E. coli (A)
y L. monocytogenes (B) tras tratamientos
combinados de calor (53°C) y AE. Thymus
capitatus (100 pL/L) en forma libre (e) vy
encapsulada (A) a pH 4,0 (e) y pH 7,0 (¢). La
linea discontinua indica el limite de deteccién vy
la morada el efecto aditivo tedrico (#).

Sin  embargo, los resultados en
tratamientos combinados revelan que el
uso de encapsulados con calor puede ser
una interesante alternativa para la
conservacién de alimentos.
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Los tratamientos térmicos son
ampliamente utilizados por la industria
alimentaria para lograr la inactivacién de
los microorganismos contaminantes. Pese
a su gran utilidad, a dia de hoy todavia no
se conoce con precision el modo de
accion del calor sobre las células
microbianas. Asi, entre los factores que
mas influyen en la termorresistencia
bacteriana se encuentran la temperatura
y la fase de crecimiento de las células,
factores que podrian actuar a través de
diversos mecanismos como la
modulacién de la fluidez de la membrana
citoplasmatica celular y la induccion de la
sintesis de proteinas del choque térmico
(HSPs) [1]. Dado que el factor sigma c® de
fase estacionaria controla muchos de los
cambios fisiolégicos y estructurales que
acontecen en las células bacterianas
como consecuencia de la entrada en fase
estacionaria, entre ellos la sintesis de
determinadas HSPs [2] resulta razonable
pensar que dicho factor sigma c® (o,
mejor dicho, los cambios en su nivel de
expresion) podria ser el responsable del
aumento en resistencia al calor que las
células de S. aureus experimentan
conforme se eleva su temperatura de
crecimiento.

Por ello, el objetivo principal de este
trabajo fue determinar si el incremento
en la termo-resistencia de las células de
Staphylococcus aureus que se observa
como consecuencia del incremento en la
temperatura de crecimiento estd
controlado por el factor sigma de fase
estacionaria, c®.

Para llevar a cabo este trabajo se utilizaron
las cepas S. aureus Newman y S. aureus

IK84 (mutante isogénico de la cepa
Newman sin el operén sigB). Las
suspensiones de ambas cepas se

obtuvieron tras inocular botes de 50 ml de
caldo TSB + 0,6 de extracto de levadura
(Biolife, Milan, Italia) que se incubaron
durante diferentes tiempos y a diferentes
temperaturas (10 a 42 9C). las
determinaciones de resistencia al calor (52-
62 9°C) se llevaron a cabo en un
Termorresistémetro TR-SC como se ha
descrito previamente [3] y utilizando como
medio de recuperacién agar TSA + EL 0,6 %
(Biolife) Las graficas de supervivencia
obtenidas se modelizaron con la
herramienta GInaFiT (KU Leuven, Leuven,
Bélgica).

La figura 1 muestra la influencia del tiempo
de incubacion en la resistencia al calor (Dsg;
calculado a partir de la inversa del valor k
del modelo de Geeraerd) de las células de
S. aureus Newman obtenidas a diferentes
temepraturas de crecimiento. Como se
puede observar la resistencia de las células
en fase exponencial de crecimiento fue
similar para cada una de las temperaturas
de crecimiento independientemente del
tiempo de incubaciéon de las mismas. Sin
embargo, tras la entrada en fase
estacionaria la termorresistencia de todas
las suspensiones se incrementd, aunque la
magnitud de este incremento fue mayor
para las células crecidas a mayores
temperaturas de crecimiento.
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Figura 1: Influencia del tiempo de incubacién
en la termorresistencia de las células de S.
aureus Newman crecidas a diferentes
temperaturas. En la figura se muestran el
pardmetro Ds; (®) y Log No (H).

Estos resultados sugerian que dado que las
diferencias en termorresistencia sélo se
observaban en fase estacionaria de
crecimiento el factor c® podria ser el que
controlara dicho  fendémeno. Para
comprobar dicha hipdtesis se determiné la
termorresistencia de las células de la cepa
IK84 (mutante isogénico de la cepa
Newman sin el operdn sigB) obtenidas a
diferentes temperaturas y en fase
exponencial y estacionaria de crecimiento
y se comparé con la de la cepa parental.
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Figura 2: Valores Dsg calculados para S. aureus
Newman (m, O) y S. aureus IK84 (e, O) en fase
estacionaria (simbolos rellenos) y exponencial
de crecimiento (simbolos huecos).

Como puede observarse en la figura 2 un
incremento en la temperatura de
crecimiento de las células de la cepa

(sonu)'a

(somuw) ‘g

Newman condujo a un incremento en
termo-resistencia, aunque este fendmeno
solo se observa en las células en fase
estacionaria de crecimiento (salvo para las
crecidas crecidas a 42 9C). Por su parte, en
la cepa IK84 no se observé este incremento
de termo-resistencia, salvo, de nuevo, en
las crecidas a 42 eC.

Por otra parte, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas
entre los valores z calculados (tabla 1) por
lo que se puede concluir que las diferencias
de resistencia observadas se mantendrian
constantes en todo el rango de
temperaturas de tratamiento estudiado.

Tablal: Valores z calculados.

Temperatura S. aureus Newman S. aureus I1K84
de crecimiento z S.D. z S.D.
FASE ESTACIONARIA
102C 5,167 0,473 4,982 0,716
202C 4,659 0,670 4,979 0,534
302C 4,772 0,622 5,235 0,579
37¢eC 5,150 0,354 5,470 0,355
42 °C 4,913 0,540 4,478 0,328
FASE EXPONENCIAL
102C 4,953 0,363 N.D. -
20°C 4,914 0,178 N.D. -
302C 4,615 0,352 N.D. -
37°C 4,944 0,427 N.D. -
42 °C 4,511 0,369 N.D. -

N.D. No determinado

Los resultados obtenidos demuestran que
el factor c® controla el desarrollo de
termo-resistencia que se produce como
consecuencia del incremento en la
temperatura de crecimiento en S. aureus.
También indican que S. aureus posee
mecanismos alternativos de desarrollo de
termorresistencia que se activarian por
encima de 37 2C.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo ha sido financiado por la
Universidad de Zaragoza y la Fundacion
Ibercaja (Proyecto IUZ-2017-CIE-01).

REFERENCIAS

[1] G. Cebrian, S. Condén y P. Maiias, Foods, 2017,
6(12), 107.

[2] J. Pané-Farré, B. lJonas, K. Forstner, S.

Engelmann y M. Hecker, Int. J. Med. Microbiol.,

2006, 296 (4-5), 237-258.

S. Conddn, J.M. Arrizubieta y F.J. Sala. J.

Microbiol. Meth. 1993, 18 (4), 357-366.

(3]

135



Sesion 2B. Tecnologias emergentes en seguridad alimentaria

PLASMA TECHNOLOGY AS AN ALTERNATIVE TO EXTEND SHELF-
LIFE OF FRESH MEAT

Oliveira M., Ojha S., Tiwari B.K.
Teagasc Food Research Centre, Food Chemistry and Technology, Ashtown, Dublin D15KN3K,

Ireland
marcia.oliveira@teagasc.ie

One of the main challenges in the food
production is to improve competitiveness
by identifying innovations which comply
with safety policies and guarantee food
safety, while at the same time meeting
consumer demands for safe and nutritious
foods. Non-thermal technologies have
shown potential to address the demands of
the consumer and deliver high-quality, safe
and nutritious processed foods with an
extended shelf-life. Fresh meat is highly
perishable and has a limited shelf-life
because of microbial and enzymatic
spoilage. Application of novel technologies
including plasma technology has been
demonstrated effectiveness against a wide
range of pathogenic microorganisms thus
improving safety without affecting the
overall product quality. This study
investigated the application of plasma
activated-water (PAW) generated by
employing Cold-Jet and Microwave (MW)
technology on fresh meat. Total viable
counts and quality parameters were
monitored. No significant reductions in TVC
on meat were observed at the treatment
conditions. However, >3.0 log reductions
were observed in wash water generated by
MW PAW. The combination with other
technologies may be required to improve
the PAW application on fresh meat.

Current decontamination technologies for
fresh meat are based on either chemicals
or heat. Hot water is used throughout in
the industry on warm carcasses and can be
combined with chemical solutions such as
organic acids. The main challenges related
to fresh food decontamination are driven
by the incresing awareness of consumers
against chemical additives in food and the

negative impact of high temperature on
the nutritional and sensory qualities of
food. Thus, the meat industry is
increasingly interested in the development
and implementation of new processing
technologies.

Plasma technology has shown significant
potential for meat processing applications.
Plasmas are recognised as the fourth state
of matter and result from applying energy
(heat, voltage or light) to a gas, initiating a
breakdown of individual gas molecules into
free electrons, ions and metastable
species. A relatively new approach for the
delivery of plasma-generated species to
biological targets is to ‘activate’ water or
other liquids through exposure to plasma
discharges. This results in plasma-activated
water (PAW), which can be used as an
active washing agent. Such an approach is
advantageous for its easy application,
defined dose, storability and off-site
generation. PAW displays, for a period of
time, reactive properties which may be
used for either disinfection of the water
itself or as a wash agent for surfaces.

The main objective of the present study
was to evaluate the application of PAW on
fresh meat and the combination with
Ultrasound (US). Total viable counts (TVC)
on meat samples and in water were
monitored along with selected meat
quality parameters.

Preliminary studies with Cold-Jet PAW
were carried out in Escherichia coli, Listeria
innocua and Pseudomonas spp. suspension
solution. Bacteria culture suspensions were
exposed to PAW (20kV, 30kV and 40kV)
and samples were taken after 0, 30 min,
1h, 3h, 5h and 24h.
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For meat studies, PAW, US, PAW+US
treatments and control were carried out as
shown in Fig. 1.
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Figure 1. Schematic diagram of the
methodology.

Meat samples (10 g) were homogenised
with 90 mL of sterile Buffered Peptone
Water (BPW) for 90 s. For each meat and
water sample, appropriate serial decimal
dilutions were prepared in BPW for TVC
determined on Plate Count Agar medium
(PCA) and incubated at 30 °C for 72 h.

The colour parameters on meat: lightness
(L*), redness (a*), yellowness (b*) and total
colour difference (TCD) which indicates the
magnitude of colour change after
treatment were measured according by
Torres et al.! Measurement of reactive
species (e.g. H,0;, NOs and NO;) were
carried out immediately after the plasma
treatments?.

Table 1. Colour parameters: lightness (L*),

redness (a*), yellowness (b*) in fresh meat
subjected to different processing treatments.

T Plasma L* a* b* TCD
system

cK MW 455+6.1 7725 9125 0

JET 455+24 9.8+16 101+£1.2 0
us - 433+29 69+1.4 80+1.2 49+25
PAW MW 434+50 39+1.0 6.5+1.8 6.8+2.6
JET 447 +4.7 6.5+0.8 7.6+19 6.1+2.2
PAW MW 452 +4.7 6.9+2.2 80+29 5.0+3.0
+Us JET 50.2+5.6 56+1.2 88+15 73+4.6

Colour changes of meat in the different
treatments are shown in Table 1. MW
plasma treatment reduced the lightness of
the meat (L*). Loss of redness (a*) was
observed for samples treated with both
plasma systems and the yellowness (b*)
decreased in treated samples. The
combination of PAW+US generated by
Cold-jet obtained the highest colour
change. H,0,, as a major long-lived species,

was examined in  PAW and the
concentration after plasma treatment was
higher when generated by Cold-Jet plasma
(Fig. 2). There was no significant difference
among nitrates and nitrites concentrations
for both PAWSs.

ROS and RNS

= Jet_NO3-

MW_NO3-

m Jet_H202

Concentration (mM)

MW_H202

1 = Jet_NO2-
MW_NO2-

Figure 2. H,0,, NOs and NO; concentration in
PAW in diffentent plasma treatments over
storage for 24h at 4 °C in a sealed container.

Pseudomonas spp. was the most senstive
bacteria, showing completely inactivation
after 30 min in PAW 30kV. S. aureus
presented more resistance to PAW with 1.0
log reduction after 1h treatment at 40kV
(data not shown).

Water
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Figure 3. TVC counts in water after treatment
and over storage for 24h at 4 °C in a sealed
container.

After PAW treatments assayed in this
study, no effect on TVC on fresh meat was
observed (data not shown). However, TVC
reductions (>3.0 log) were observed in
water generated by MW PAW after 24h
(Fig. 3).

These results showed that PAW could
avoid cross contamination in wash water
but more studies are needed to evaluate
the efficacy of PAW on fresh meat.
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Introduccién

Aunque hasta la fecha se ha descrito la
presencia de genes de lacasa en muchos
procariotas, muy pocas de estas enzimas se
han aislado y caracterizado [1].

Callejon et al. [2] describieron en 2014 la
presencia de enzimas lacasas en algunas
cepas de bacterias lacticas responsables de
la degradacion de aminas bidgenas (AB).
Las AB son compuestos toxicos presentes
en muchos alimentos fermentados.
Pediococcus pentosaceus es una bacteria
lactica asociada a procesos de produccién
de alimentos y bebidas fermentadas [3].
Fruto de la busqueda de actividades lacasa
en bacterias Gram+ del entorno
alimentario, nuestro grupo descubrié que
varias cepas de P. pentosaceus poseian
actividad lacasa. De entre ellas se eligid la
cepa ENOLAB 4816, procedente de vino,
por poseer alta actividad lacasa. El objetivo
de este trabajo fue el clonaje del gen de la
enzima lacasa de la cepa P. pentosaceus
ENOLAB 4816, vy la caracterizacion
bioquimica de la enzima correspondiente.

Material y Métodos

Clonaje y expresion de LacaPepe4816. El
gen de la lacasa LacaPepe4816 de P.
pentosaceus ENOLAB 4816 se clond en el
pldsmido de expresion pET28a (que
contenia una secuencia codificante para
una cola de polihistidinas) y se transformo
en células de E. coli BL21 (DE3) que poseian
previamente el plasmido pGrO7 (el cual
codifica para una chaperona que asiste al
correcto plegamiento de las proteinas). La
expresion se indujo a una D.O.g00 nm de 0.6
siguiendo el protocolo descrito por Callején

et al. [4, 5] afnadiendo 1 mM de IPTGa 2 L
de Terrific Broth (TB) suplementado con
0.5 mg/L arabinosa, 0.2 mM de CuCly, 50
pug/mL de kanamicina y 20 upg/mL de
cloranfenicol. Las células recogidas por
centrifugacion a 10000 rpm durante 20
min, se resuspendieron en tampdn de lisis
(1 mM PMSF, 10 pg/mL RNAsa, 1 mg/mL
lisozima, DNAsa 5 pg/mly MgCl, 1 mM vy el
coctel de inhibidores de proteasas
Complete (Roche)), y se rompieron con
perlas de vidrio de 106 um [4, 5]. El
extracto libre de células se dializé frente a
un tampodn fosfato sédico 50 mM pH 8, 300
mM NaCl, 10 mM imidazol y 0'05 % de
Tween 20. La purificacidn de la proteina se
realizd mediante cromatografia de afinidad
(Ni-NTA) que retiene proteinas con colas
de polihistidina. La proteina unida a la
columna se eluyé con el mismo tampdn
pero que contenia 250 mM de imidazol.
Posteriormente, se realizd otra dialisis
frente a tampdn fosfato sédico 50 mM pH
7’4 que contenia 0’05 % Tween 20 para
eliminar el imidazol [4, 5].

Caracterizacion bioquimica. Segln
Callején et al. [4, 5] se determinaron el
espectro de absorciéon, la masa molecular,
las Km y Vmax para los sustrato ABTS vy
DMP. Los ensayos para establecer el efecto
de la temperatura, la termoestabilidad, y el
efecto de diferentes inhibidores sobre la
actividad enzimatica se realizaron en un
ensayo liquido en microplaca (Tabla 1),
tomando diferentes volimenes de Ila
enzima purificada diluida 1:50 en un
volumen final de 200 pL de tampdn acetato
50 mM que contenia 2 mM ABTS y 0,1 mM
de CuSO; durante 3 minutos; luego se
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detuvo la reaccién con 1 mM de azida
sodica y se midid la AAbss20 nm.

Para determinar el efecto del pH se usé el
tampon citrato-fosfato (pH 2,5-8). En el
caso del estudio de los inhibidores, la
enzima se incubd con cada uno de ellos a
una concentracion de 0'L mM y 1 mM
durante 10 min, tiempo tras el cual se
anadié el sustrato y se procedid como en
los casos anteriores.

Ensayos de degradacion de AB. Se
ensayd la capacidad de degradacién de la
tiramina usando 2 plL de la enzima diluida
1/10 en un volumen final de 100 pL de
tampon acetato 50 mM que contenia 150
mg/L de AB (tiramina, histamina o
putrescina) 2 mM ABTS y 100 uM de
CuSO0,. Las AB se cuantificaron por LC-FLD
[4].

Resultados y Discusion

Se obtuvo una concentracidon de proteina
purificada de 18’28 mg/mL. El espectro de
absorcion UV-visible mostré una banda
ancha a 575-600 nm, con un pico a 590 nm.
El tamafio de la enzima fue ~64 kDa (Figura
1).

-
1 2 3" EEEr6 7 8 9 10 11 12' 13 14 15

Enzima
lacasa

Figura 1: Gel 8% SDS-PAGE. Carrera 1: Pierce
prestained protein marker (Thermo). 2: Control
no inducido. 3: Control inducido. 4: Extracto
aplicado a la columna. 5: Fraccion de proteinas
no retenidas en la columna. 6: Fraccion de
lavado de la columna. 7- 14: Fracciones eluidas
durante la purificacion, 15: LMW marker
(Amersham).

Los valores de Km para el ABTS y el DMP
fueron de 238 mM y 572 mM,
respectivamente, y las Vmax obtenidas
fueron de 5,13 U/mg para el ABTS y 0.017
U/mg para el DMP.

Los valores de pH y temperatura dptimos
para el ABTS fueron de 3 y 55°C,
respectivamente. Respecto a la
termoestabilidad, la proteina retenia al
menos el 100% de su actividad después de
5 minutos de incubacién a 75°C.

Los inhibidores mas activos a 0.1 mM
fueron la azida sédica y cisteina (Tabla 1).

Tabla 1: Efecto de la adicion de inhibidores
sobre la actividad enzimatica de la lacasa de P.
pentosaceus ENOLAB 4816 frente al ABTS.

% Inhibicion
Inhibidor 0.1 mM 1mM

Acido tioglicélico 0 98
Azida sodica 75 79
Ditiotreitol 14 98
Cisteina 39 100
CoCl, 0 9
ZnCly 0 0
EDTA 0 10

Ensayos de degradacion de AB. El enzima
fue capaz de degradar el 60% de la
tiramina presente en el ensayo, pero no la
histamina ni la putrescina.
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Introduccién

El  jamén curado es  considerado
generalmente un alimento seguro desde el
punto de vista microbiolégico por
caracteristicas tales como su baja actividad
de agua (aw) y la presencia de
conservantes. No obstante, durante su
deshuesado y/o loncheado puede
contaminarse por patdgenos alimentarios.
Listeria  monocytogenes es una bacteria
ampliamente distribuida en el ambiente de
las industrias agroalimentarias [1], capaz
de formar biofilms y sobrevivir a
condiciones de estrés [2]. Causa listeriosis,
la enfermedad asociada a alimentos que
mas muertes ocasiona en la poblacién de
riesgo en paises desarrollados. Las altas
presiones hidrostaticas (APH) se emplean
en la industria cdrnica para mejorar la
seguridad alimentaria y aumentar la vida
util de los productos. Su efectividad
depende de la intensidad y la duracién del
tratamiento, asi como de las caracteristicas
fisico-quimicas de la matriz alimentaria [3].
En este contexto, ha sido descrito que la
baja aw ejerce un efecto baroprotector
sobre L. monocytogenes™. Asi, el objetivo
de este trabajo fue investigar el efecto de
las APH en la inactivacion de L
monocytogenes en jamon curado de
distinta aw y almacenado durante 30 d a 4
°C.

Materiales y Métodos

Se contaminaron artificial e
individualmente lonchas de jamon curado
con cuatro cepas de L. monocytogenes de
la coleccion del INIA (S2, S4-2, S7-2 y S12-1)

y con una cepa conocida causante de
listeriosis (Scott-A) y se sometieron a
tratamientos de APH de 400, 500 y 600
MPa durante 5 min. Tras 24 h, se realizaron
recuentos en CHROMagar Listeria con el fin
de seleccionar las cepas en funcién de su
sensibilidad a los tratamientos.

Para realizar el ensayo de baroproteccion,
se partid de lonchas de jamén curado de
unos 20 g con una a, de 0,92, que se
modificé con sales saturadas hasta valores
de 0,88, 0,84 y 0,80. Las lonchas se
contaminaron individualmente con dos
cepas de L. monocytogenes de distinta
sensibilidad a las APH a niveles de
aproximadamente 10° ufc/g, se envasaron
a vacio y se mantuvieron a 4 °C para
favorecer la adsorciéon del patégeno al
musculo. Se aplicaron tratamientos de 450
MPa durante 10 min y de 600 MPa durante
5 min a una temperatura aproximada de
11°C. Las muestras se almacenarona 4 °Cy
los recuentos del patdgeno se realizaron en
placas de CHROMagar Listeria alas 24 hy a
los 15 y 30 d. El ensayo se realizd por
duplicado.

Resultados

Con el fin de ensayar el posible efecto
baroprotector de la baja a, sobre L
monocytogenes en  jamdén  curado
loncheado, en primer lugar se comprobd la
diferente sensibilidad de cinco cepas de L.
monocytogenes frente a los tratamientos
de APH en jamén curado (Figura 1).
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Figura 1: Inactivacién de distintas cepas de L.
monocytogenes en jamén curado mediante un
tratamiento de AHP de 600 MPa durante 5 min.

Se seleccionaron las cepas S4-2, de
serotipo 1/2b, y S12-1, de serotipo 1/2c,
por ser la mas resistente y la mds sensible a
un tratamiento de APH de 600 MPa
durante 5 min, respectivamente.

La aplicaciéon de APH en jamdn curado de
distinta aw redujo los recuentos de L.
monocytogenes, observandose diferencias
entre las dos cepas ensayadas y entre los
diferentes valores de ay, (Figura 2).
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Figura 2: Recuentos de L. monocytogenes S4-2
y S12-1 (log ufc/g) en jamon curado loncheado
con distintas a, (0,92, 0,88, 0,84 o 0,80)
sometido a tratamientos de APH (450 MPa/10
min o 600 MPa/5 min) durante 30d a 4 °C.

Los recuentos iniciales de L.
monocytogenes S4-2 y S12-1 en el jamon

curado control fueron 6,6 y 6,5 log ufc/g,
respectivamente, y no resultaron alterados
por la modificacidn de la ay durante los 30
d de refrigeracion a 4 °C. A las 24 h, la
aplicacién de 450 MPa durante 10 min en
jamoéon curado con una a, de 0,92
disminuyd los recuentos de S4-2 y S12-1
0,2 vy 0,8 unidades logaritmicas,
respectivamente, mientras que el
tratamiento de 600 MPa durante 5 min dio
lugar a reducciones mayores, de 1,8 log
ufc/g para la cepa mas resistente S4-2 y de
3,0 log ufc/g, para la cepa mas sensible
§12-1. La disminucidn de la aw en el jamén
curado loncheado ejercid un efecto
baroprotector sobre las dos cepas. Asi, la
aplicacion de 600 MPa/5 min en jamodn
curado con una aw de 0,80 redujo los
recuentos de L. monocytogenes S4-2 y S12-
1 en 0,3 y 0,7 unidades logaritmicas,
respectivamente. La reduccién alcanzada
por este tratamiento fue 1,5y 2,3 unidades
inferiores a las registradas en jamodn
curado con ay de 0,92. Durante la
refrigeracion a 4 °C se registré un mayor
descenso en los niveles del patdgeno en las
muestras tratadas y con a,, mds elevadas.

Conclusion

La mayor inactivacién de L. monocytogenes
en jamoén curado sometido a distintos
tratamientos de APH se registrd en las
muestras con mayor ay, confirmandose asi
el efecto baroprotector que la baja aw
ejerce sobre L. monocytogenes en las dos
cepas ensayadas.
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Introduction

In 2016, listeriosis was the fifth commonest
zoonotic infection in the EU, with 2,536
invasive cases of human disease. The EU
notification rate was 0.47 cases per
100,000 population, which was an increase
of 9.3% compared with 2015 [1]. Even
through listeriosis occurs infrequently, it is
one of the most important food-borne
disease because of its high case-fatality
rate, which can exceed 30%.

L. monocytogenes has the ability to attach
to, and develop biofilms on, most of the
surfaces used in food processing facilities.
Biofiims are the principal feature
facilitating this pathogen’s environmental
spread and thus may become potential
sources of food contamination. The effect
of bacteriophage P100 on the structural
parameters of 24-hour-old biofilms formed
on polystyrene by a L. monocytogenes
strain of food origin belonging to serotype
1/2a (LM) was evaluated through confocal
laser scanning microscopy (CLSM) and
digital image analysis. These data may
contribute to the future development of
potential phage-mediated biofilm control
approaches.

Material and methods

The commercial bacteriophage preparation
Listex™ P100 (phage P100) was obtained
from Micreos Food Safety (Wageningen,

The Netherlands) at concentrations of 10!
PFU/mL. Decimal dilutions (from 10°
PFU/mL to 10 PFU/mL) were prepared in
phosphate buffer saline immediately
before using. An analysis of the structure of
the biofilm was undertaken using the
method previously developed [2]. Phage
suspensions were applied to 24-hour-old
biofilms for a further 24 hours, and Texas
Red®-X dye—labeled WGA (ViaGram™ Red*
Bacterial Gram Stain and Viability Kit;
Invitrogen, Carlsbad, California) at 1 pl/mL
was used for biofilm staining.

Confocal laser Scanning Microscopy (CLSM)
image acquisition was performed using a
Nikon Eclipse TE 2000-U confocal laser
scanning microscope with EZ-C13.60
software (Nikon Instruments Inc., New
York). Three stacks of horizontal plane
images (512 x 512 pixels corresponding to
119 pm x 119 pm) with a z-step of 1 um,
were acquired for each biofilm from three
different areas (three independent
experiments were performed on different
days). Three-dimensional projections of the

structure  of  the biofilms  were
reconstructed using the IMARIS 9.1
software package (Bitplane, Zurich,

Switzerland). The quantitative structural
parameters of the biofilms were calculated
using the BioRCA 1.7 software, developed
by members of the Research Group using
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the Lazarus Integrated Development
Environment (IDE).

Results and Discussion

LM produced compact structures at 24
hours of incubation, with a biovolume in
the observation field (14,121 pm?) of
237,333.14 + 2,692.63 um3, covering most
of the surface available (99.89 + 0.09%).
The roughness of the LM biofilms was
0.156 + 0.052, their maximum thickness
was 27.00 £ 1.00 um and their average
thickness 16.76 £ 0.19 um.

Exposure to bacteriophage P100 resulted
in a decreased amount of biomass,
significant when concentrations were
equal to or greater than 10> PFU/MI.
Biomass reduction relative to control
biofilms after Listex™ P100 treatment
ranged from 2.60% (in biofilms treated
with 10° PFU/mL) to 99.91% (10! PFU/mL).
Phage concentration significantly (P < 0.05)
influenced biovolume of LM biofilms
between 10° and 108 PFU/mL. On the other
hand, concentrations of 8, 9, 10 and 11 log
PFU/mL produced similar (P > 0.05) biofilm
removal. Thus, for optimal efficacy, the
phage P100 concentration must not be less
than 8 log PFU/mL. The set critical limit of 8
log PFU per mL or g or cm? has been
reported for  effective  antilisterial
treatment both of biofilms [3] and of
foodstuffs [4].

An inverse correlation was observed
between phage concentration (log units)
and the biovolume of biofilms (-0.965; P <
0.001). The concentrations (log units) of
bacteriophage P100 also showed a
significant (P < 0.001) inverse relationship

with  surface coverage (r= -0.939),
maximum thickness (r= -0.853) and
average thickness (r= -0.965). Phage

concentration correlated positively (P <
0.001) with roughness (r= 0.976); a positive
change in the roughness coefficient
indicates an  increase in  biofilm

heterogeneity. Thus, as the phage
concentration increased, CLSM biofilm
images transformed from compact flat
structures to irregularly shaped micro-
colonies. Only a limited number of
bacterial cells forming a few small clusters
were observed in biofilms treated with 8 to
11 log PFU/mL.

It would appear that this is the first study
to use CLSM and digital image analysis to
explore the effects of the lytic, broad-host-
range bacteriophage P100 (Listex™ P100)
at different concentrations on the
structural parameters  of  biofilms
previously formed by L. monocytogenes.
This research reveals the potential of this
phage preparation as an effective
alternative strategy for L. monocytogenes
biofilm control and eradication, with
optimal results at concentrations equal to
or greater than 8 log PFU/mL. Even though
further experiments are needed under
more realistic conditions (including
mixtures of bacteriophages on biofilms
composed of mixed strains of L.
monocytogenes), the data from this study
may help in the designing of useful phage-
based disinfection methods in the food
industry.
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Introduction

Listeria monocytogenes (LM), methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
and vancomycin-resistant  enterococci
(VRE) are recognized as major, globally
occurring spread human pathogens. These
bacteria are able to form biofilms on
different abiotic surfaces [1, 2, 3]. In most
reports, only a single surface material is
studied, and limited data are available to
compare the biofilm-forming ability of
these bacteria on different contact
surfaces, making it impossible to perform
real comparisons between materials.

The objective of this study was to use
observations under confocal laser scanning
microscopy (CLSM) to compare the
architecture and viability of biofilms
formed by LM, MRSA and VRE (three
strains of food origin were tested) on two
contact surfaces (polystyrene and glass)
after 24 hours and 72 hours of incubation
at 37°C. These materials were selected
because they are widely used in the food
industry and have different
physicochemical characteristics,
polystyrene being hydrophobic and glass
hydrophilic.

Materials and Methods
An analysis of the formation and structure
of the biofilm was undertaken on

microtiter plates using the method
previously described by Capita et al. [4].
SYTO9 (live cells) and propidium iodide (PI;
dead cells) fluorescent dyes from the
BaclLight Viability Kit (Invitrogen) were used
for  biofilm staining. CLSM image
acquisition was performed using a Nikon
Eclipse TE 2000-U confocal laser scanning
microscope equipped with EZ-C13.60
software (Nikon Instruments). The biofilms
were observed with 40 x objective lens.
Fluorescence was detected by excitation at
488 nm (argon laser), and emissions were
collected with a 590/50 (SYTO9) or a 650LP
(PI) bandpass filter.

Three stacks of horizontal plane images
(512 x 512 pixels; 119 x 119 um) with a z-
step of 1 um, were acquired for each
biofilm from three different areas. Three
independent experiments were performed
for each condition on different days. Thus,
108 CLSM images were obtained. For
image analysis, three-dimensional
projections of the structure of the biofilms
were reconstructed using the IMARIS 9.0
software package (Bitplane). The
qguantitative structural parameters and
viability of the biofilms were calculated
using the BioRCA 1.4 software, developed
by some members of our Research Group
using the Lazarus Integrated Development
Environment (IDE) [2, 3].
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Results and Discussion

Bacterial strains displayed a marked ability
to form biofilms and formed dense and
homogenous structures that covered the
entire surface available. Biovolumes in the
observation field (14,161 um?) of
180,804.50 + 32,554.62 um?3, 208,605.34 *
57,534.93 um?® and 212,543.91 + 39,718.62
um?® were found for LM, MRSA and VRE,
respectively. Average values of 24.58 #
3.98 um, 99.95 + 0.16%, and 0.15 + 0.06
were observed for thickness, surface
coverage and roughness, respectively.

Under the conditions described, LM, MRSA
and VRE developed a robust biofilm with
complex architecture after 24 hours of
incubation (biovolumes ranged from
182,704.31 + 16,368.36 um? for LM on
polystyrene to 238,200.56 + 44,819.64 pm?
for MRSA on polystyrene). Because
biofilms increase the resistance of bacteria
to antimicrobial agents and make their
elimination difficult, results in this study
suggest the need to sanitize food
equipment and medical devices
immediately after use to prevent biofilm
formation. This is especially important for
surfaces located at room temperature, as
those tested in the study being presented
here, where biofilm formation will
probably to take place at a faster pace that
at refrigeration temperature.

Biovolume of the biofilms formed by LM
and MRSA on glass decreased (P < 0.05)
after 72 hours of incubation. By contrast,
similar biovolumes were observed at 24
hours and 72 hours for biofilms formed by
LM and MRSA on polystyrene, and by VRE
on polystyrene and glass. The cause of
these differences remains to be
characterized.

Percentages of dead or damaged (PI-
stained) cells in biofilms ranged from 5.23
t 3.74% (24 h, polystyrene) to 25.08 +
2.22% (72 h, glass) for LM (P < 0.001), from
1.46 £ 1.15% (24 h, polystyrene) to 35.41 +
7.39% (72 h, glass) for MRSA (P < 0.001),

and from 3.02 + 4.57% (72 h, polystyrene)
to 4.54+ 5.01% (72 h, glass) for VRE (P >
0.05). Pl-stained cells showed an
homogeneous distribution in the biofilm
structures. Only a few dead or damaged
cells were seen in 24-hours biofilms
(between 1,842.7 + 1,623.4 pm?® and
15,202.6 + 6,395.6 um?3). After 72 hours of
incubation, the three-dimensional
reconstructions of biofilms formed by LM
(glass and polystyrene) and MRSA (glass)
showed an increase (P < 0.05) in the
biovolume of Pl-stained cells. These
findings are congruent with previous
observations for different bacterial species
and are probably related to programmed
cell death associated with the life-cycle of
bacteria [5].

To sum up, LM, MRSA and VRE formed
similar biofilms on glass and polystyrene. It
should be highlighted there was rapid
formation of compact biofilms by these
strains. Hence, this work may provide
further understanding of the process of
biofilm formation by pathogenic bacteria,
thus allowing optimization of strategies for
controlling such microorganisms in the
food industry and the medical system
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Introduccién

Listeria  monocytogenes es uno de los
principales microorganismos causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos.
En el dltimo informe de la EFSA, relativo al
afio 2016, se notificaron 1.524 casos
confirmados de listeriosis humana y 247
muertes asociadas [1].

En las ultimas décadas, el incremento de la
resistencia a los antibidticos se ha
convertido en una preocupacién mundial,
por lo que se han puesto en practica
diferentes medidas para controlar este
problema. A pesar de ello, todavia se
observa un aumento de la prevalencia de
resistencia a multiples antibidticos en
diferentes grupos microbianos, incluyendo
L. monocytogenes, bacteria conocida por
tener una baja frecuencia de genes de
resistencia [2, 3, 4].

Se ha sugerido que el uso de biocidas a
dosis bajas en las industrias alimentarias
(como consecuencia, por ejemplo, de un
calculo incorrecto de las concentraciones),
podria favorecer la emergencia de
resistencia a antibioticos [2, 5].

El objetivo de este estudio ha sido
determinar el efecto de dosis
subinhibitorias de cuatro biocidas de uso
alimentario en la resistencia a antibidticos
de una cepa de L. monocytogenes (serotipo
1/2a) de origen carnico.

Materiales y métodos

Se utilizaron cuatro biocidas: hipoclorito
sodico (HS, Sigma Aldrich, Steinheim,
Alemania), cloruro de benzalconio (CB,
Sigma Aldrich), acido peracético (AP, Sigma
Aldrich) y fosfato trisédico (FTS, Merck,
Darmstadt, Germany).

Los valores de las concentraciones minimas
inhibitorias  (CMIs) se establecieron
utilizando un método de microdilucién en
caldo de acuerdo con el CLSI (EE.UU.). Se
utilizaron placas de microtitulo de
poliestireno de 100 pocillos (Oy Growth
Curves Ab Ltd., Helsinki, Finlandia). Para el
calculo de las CMls, se consideré como
limite de crecimiento una densidad dptica
(DOsso-520) de 0,200 tras 48 h de incubacion,
realizandose las determinaciones en el
equipo Bioscreen C (Oy Growth Curves Ab
Ltd.).

Para la adaptacion de la cepa, los cultivos
se expusieron a concentraciones crecientes
subinhibitorias de los desinfectantes,
comenzando por la mitad de Ia
concentracién minima inhibitoria (CMI/2) y
e incrementando 1,5 veces la
concentracion de biocida cada 24 horas
hasta que dejé de observarse crecimiento.

Se determind, antes y después de la
exposicién a los biocidas, la susceptibilidad
de la cepa frente 9 antibidticos de
importancia clinica (método de
microdilucién en caldo, CLSI): eritromicina,
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cefalotina,
vancomicina,

clorafenicol, ampicilina,
gentamicina, tetraciclina,
cefoxitina y fosfomicina.

Resultados y Discusion

Los valores de las CMIs de los biocidas
utilizados fueron 3.500 ppm (HS), 8 ppm
(CB), 1.750 ppm (AP) y 20.000 ppm (FTS).
Unicamente se logré la adaptacion de la
cepa al FTS, compuesto para el que, tras la
exposicion a concentraciones crecientes
subinhibitorias, la CMI llegd a 56.953,12
ppm. Para el resto de los biocidas la CMI
fue similar antes y después de la exposicidon
a los compuestos.

Tras la exposicién a los biocidas, se produjo
una disminucién de la susceptibilidad a la
mayor parte de los antibidticos (Tabla 1),
destacando la eritromicina, en cuyo caso la
cepa fue susceptible antes de la exposicidn
a los desinfectantes (CMI de 0,1 ppm),
adquiriendo resistencia tras la exposicién a
CB (4 ppm), AP (1 ppm) y FTS (750 ppm).
Algo similar ocurrid con la fosfomicina,
pasando la cepa de susceptible (30 ppm) a
resistente tras la exposicion a todos los
biocidas ensayados, observandose valores
de CMI para el antibiético de 180 ppm (tras
exposicion a HS), 240 ppm (CB), 190 ppm
(AP) y 90 ppm (FTS).

Tabla 1: Concentraciones minimas inhibitorias
de 9 antibidticos frente a L. monocytogenes.

Antibidtico (mg/L)
E C AMP KF N TE VA FOX FOS

Limite de
sensibilidad

Cepa

L
monocytogenes 0.1 26 30 190 15 14 38 40 30
no expuesta

L

monacytogenes  0.05 8 [3 550 6 60 130 440 180
expuesta a HS

L

monocytogenes 4 8 4 650 60 2 40
expuesta a CB

1-1 8-8% 1-1 0.12-0.5** 1-1* 1-2* 2-2* 1-4** 32.32*

1000 240

monocytogenes 1 6 05 190 30 7 4 900 190
expuesta a AP
L
monocytogenes
expuesta

)aFTs

750 8 40 130 20 20 40 300 90

E, eritromicina; C, clorafenicol; AMP, ampicilina; KF, cefalotina;
CN, gentamicina; TE, tetraciclina; VA, vancomicina; FOX,
cefoxitina; FOS, fosfomicina.

Datos recogidos de EUCAST, 2018 para L. monocytogenes.
*Datos recogidos en EUCAST, 2018 para Staphylococcus aureus.
** Datos recogidos en CLSI, 2018 para S. aureus.

Otros autores [4] han observado también
diversos cambios en los patrones de
resistencia a antibidticos después de la
exposicidon a diferentes biocidas, pudiendo
deberse este hecho a modificaciones en la
expresion de bombas de expulsidn
inespecificas o a cambios en la superficie
celular [2, 5]. Hay que sefalar que algunos
investigadores han observado,
coincidiendo con nuestro estudio, cepas de
L. monocytogenes aisladas de alimentos
con resistencia a la gentamicina [6].

Estos hallazgos sugieren que el empleo de
biocidas a dosis subinhibitorias puede
contribuir al aumento de la resistencia a
antibioticos en cepas de L. monocytogenes.
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Los Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje (PEAV)
se han utilizado tradicionalmente como
una  técnica de  inactivacion  de
microorganismos en alimentos liquidos a
temperaturas inferiores a las utilizadas en
los tratamientos térmicos [1]. Sin embargo,
la posibilidad de aplicar PEAV de alta
intensidad (E>1 kV/cm) a frecuencias
elevadas (>10Hz) podria permitir utilizar
esta técnica como un nuevo sistema de
calentamiento rdpido y volumétrico de
alimentos  sélidos, sustituyendo al
tradicional calentamiento por conveccién/
conduccion desde el medio calefactor
hasta el interior del producto.

Aqui se evalud el potencial de los PEAV
como un nuevo sistema de calentamiento
ohmico de alimentos sélidos, utilizando
como ejemplo la pinza de buey de mar
(Cancer pagurus), que permita aplicar
tratamientos de pasteurizacién
equivalentes en eficacia letal a los
actualmente aplicados (Fso:c=10 min).
Varias conductividades eléctricas del medio
(2,0 - 7,0 mS/cm) y anchuras de pulso (10 -
60 ps) fueron investigadas debido a la
ausencia de datos sobre la influencia de
estos pardmetros en la velocidad de
calentamiento. Las pinzas se sumergian en
estas soluciones y se calentaban hasta un
maximo de 95°C, aplicando pulsos de onda
cuadrada de 0,1 kV/cm. Los pulsos fueron
aplicados con el equipo Nutri-Pulse® E-
Cooker NPBO6 (IXL E-Cooker B.V.,
Schalkwijk, Paises Bajos). La temperatura
del medio y de las pinzas (en el centro y
superficie) se registré con dos sondas tipo
termopar del propio equipo.

La Fig. 1 muestra las curvas de evolucién de
la temperatura del interior de la pinza y del
medio de calentamiento al aplicar PEAV en
medios de distinta conductividad. Como se
observa, a mayor conductividad del medio,
mas rapido se produjo el calentamiento,
tanto del medio como de la pinza.

TEMPERATURA (°C)
N N D [0 '5
e . 2. 2. 2.9

o

50 100 150
TIEMPO (s)

200 250

o

Fig. 1. Evolucidn de la temperatura del interior
de pinzas de buey de mar (lineas marrones) y
del medio de calentamiento (lineas azules) al
aplicar tratamientos PEAV (0,1 kV/cm; 60 ps) en
medios de 2,0 (®), 4,5 (B) y 7,0 mS/cm (®).

Por otro lado, se observa que dependiendo
de la relacion entre la conductividad del
medio y la de la pinza, la velocidad de
calentamiento de uno respecto del otro
varia. Asi, a 2,0 mS/cm, la pinza se
calentaba mas rapidamente que el agua,
mientras que a 7,0 mS/cm, era el medio el
que incrementaba mds rapidamente la
temperatura. Para una conductividad de
4,5 mS/cm, la velocidad de calentamiento
del medio y el producto fue la mas
uniforme, aspecto muy interesante para
llevar a cabo tratamientos de
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pasteurizacion. Por ello se utilizaron
medios de conductividad 4,5 mS/cm para
posteriores investigaciones.

La utilizacién de anchuras de pulso
mayores produjo calentamientos mas
rapidos, si bien a 40 ps se alcanzaron
velocidades similares a 60 ps (Figura 2),
eligiéndose aquella anchura para
posteriores estudios ya que también
permitia calentamientos mas uniformes en
el interior de la pinza.

o2} ©
i 5

A TEMPERATURA (°C)
D
o

200 300 400 500 600

TIEMPO (s)

0 100

Fig. 2. Evolucion de la temperatura del interior
de pinzas de buey de mar al aplicar
tratamientos PEAV (0,1 kV/cm; 4,5 mS/cm) con
pulsos de 10 (®), 30 (M), 40 (A)y 60 ps (V).

En base a estos resultados, se obtuvieron
las curvas de penetracién de calor de
pinzas aplicando tratamientos PEAV de 40
us en medios de 4,5 mS/cm. A partir de
estas curvas, se calcularon los tratamientos
que serian necesarios para aplicar un
Fao'c=10’, recomendado por la FDA de los
EE.UU. para reducir 6 Logio de Clostridium
botulinum Tipo E, referente en este tipo de
productos (Figura 3). También se
calcularon los tiempos necesarios para
alcanzar dicho tratamiento, pero con un
método de conveccion/conduccion
tradicional por inmersién en agua, en base
a las curvas de penetracién obtenidas.
Dichos resultados se compararon con el fin
de determinar si el calentamiento con
PEAV supuso una reduccion en el tiempo
total de tratamiento necesario para aplicar
el Fopec=10" a diferentes temperaturas
(Tabla 1). Como se observa, los PEAV
permitirian reducir entre un 10 y un 20% el
tiempo de procesado en comparacion con

un tratamiento térmico convencional por
inmersién en agua caliente. Los
tratamientos a 90°2C de la Fig. 3 fueron
validados utilizando Bacillus mycoides,
microorganismo con una termorresistencia
similar a C. botulinum Tipo E [2],
obteniéndose  similares  niveles de
inactivaciéon entre los datos reales y los
estimados con una variacion en los
recuentos obtenidos tras los tratamientos
de menos de 0,5 Logao.
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Fig. 3. Tratamientos tiempo/temperatura y F
acumulado necesarios para aplicar un Fgp:c=10’
en pinzas de buey de mar con tratamientos
PEAV (0,1 kV/cm; 4,5 mS/cm, 40 ps).

Tabla 1. Tiempos de procesado (min) para
aplicar tratamientos equivalentes a un Fgp:c=10’
a distintas temperaturas mediante PEAV y un
sistema de calentamiento tradicional en bafo.

PEAV Tradicional PEAV vs Tradicional
F902C=10" Tiempo (‘) Tiempo (‘) Reduccidn () % reduccién
90eC 11 12,9 1,9 14,7
95eC 5,6 6,4 0,8 12
982C 4,1 5,2 1,1 20,8

Los resultados obtenidos indicarian que los
PEAV pueden ser un tratamiento adecuado
para aplicar tratamientos térmicos en
productos sdlidos de forma uniforme en
todo el producto y mas rdpido que los
tratamientos convencionales.
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La metagendmica es una tecnologia
novedosa que surge en los ultimos afios
como una rama de las ciencias gendmicas.
Se centra en el estudio del metagenoma de
un determinado nicho, entendiendo por
metagenoma al ADN total de wuna
determinada muestra ambiental [1].

La metagendmica es una técnica de
secuenciacidon de nueva generacién (NGS)
que se presenta como una firme
alternativa a la microbiologia tradicional,
ya que nos permite identificar la totalidad
de microorganismos presentes en una
muestra, a nivel de género y especie,
mediante la amplificacién y secuenciacion
de su ADN, sin necesidad de que sean
cultivables en el laboratorio [2][3].

Por estas razones, el presente estudio se
ha centrado en la caracterizacién de la
microbiota presente en los diferentes
puntos de procesado de una industria de
elaboracion de productos de la pesca,
tanto durante el proceso de produccion
como después de la limpieza vy
desinfeccion. Asimismo, se ha identificado
la microbiota presente en el producto
acabado y su evoluciéon a lo largo del
tiempo.

Los resultados obtenidos han permitido
caracterizar la microbiota predominante en
cada uno de los puntos del proceso
productivo. La Figura 1 muestra el
porcentaje de abundancia relativa de los 4
principales géneros microbianos
identificados, en cada uno de los puntos de
muestreo. Como se puede observar, el
género Pseudomonas es el mas abundante,

sobretodo en los puntos de fileteado,
pelado y loncheado. Cabe destacar
también la abundancia relativa del género
Stenotrophomonas principalmente en el
proceso de corte.

[@Pseudomonas ElVagococcus Acinetobacter [ Stenotrophomonas

-
1S)
=]

0
[}

-
o

b, 'a

Pelado

N
o

Abundancia relativa (%)
B
o

Corte

7
A sy

Retirada
piel

o

Fileteado Loncheado

Figura 1: Abundancia relativa de los 4 géneros
microbianos mayoritarios durante el proceso
productivo en una industria pesquera.

Adicionalmente, se ha realizado el analisis
metagenémico de muestras tomadas en
los mismos puntos del proceso productivo
pero esta vez después del proceso de
limpieza y desinfeccién (Figura 2).
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Figura 2: Abundancia relativa de los 4 géneros
microbianos mayoritarios después de la
limpieza y desinfeccidén a lo largo del proceso
productivo en una industria pesquera.
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Tal y como se puede observar en la Figura
2, los niveles del género Pseudomonas se
ven reducidos notablemente después del
proceso de limpieza y desinfeccion. Sin
embargo, se observa también que la
disminucion en la abundancia relativa de
Pseudomonas va acompafiada de un ligero
aumento en la abundancia relativa de otros

géneros microbianos como
Stenotrophomonas, Vagococcus o]
Acinetobacter.

Finalmente, se ha analizado por

metagendmica el producto acabado y su
evolucién a lo largo del tiempo, hasta un
maximo de 7 dias. Los resultados se
muestran en la Figura 3.
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Figura 3: Principales géneros microbianos
presentes en el producto acabado a lo largo del
tiempo.

Aunque en la Figura 3 se representa la
abundancia relativa de los 16 géneros
microbianos encontrados en un mayor
porcentaje en el producto acabado, se
puede observar como a lo largo del tiempo
predominan Unicamente 2 géneros:
Photobacterium y Pseudomonas.
Photobacterium presenta una abundancia
relativa entorno al 40%, que se mantiene
mas o menos estable a lo largo del tiempo.
En cambio, Pseudomonas presenta una
abundancia relativa leve inicialmente, pero
se observa un aumento a lo largo del
tiempo, alcanzando una abundancia del
40% aproximadamente a partir de los 3
dias.

Todos estos resultados nos permiten
obtener las siguientes conclusiones:

Pseudomonas es el principal género
microbiano presente en una industria de
procesado de pescado a lo largo de todo su
proceso productivo.

Al aplicar los procesos de limpieza y
desinfeccién se reducen los niveles de
Pseudomonas a lo largo de todo el proceso
productivo, aumentando ligeramente Ia
abundancia relativa de otros géneros
microbianos.

Photobacterium es un género bacteriano
que se encuentra frecuentemente en la

materia prima de origen pesquero,
sobretodo en el caso de pescado
procedente de acuicultura. Durante el

proceso de produccién, como se puede
observar, no presenta una abundancia
relativa importante, debido,
probablemente, a la presencia de otros
géneros bacterianos que se encuentran en
mayor proporcion. Sin embargo,
representa de nuevo un papel importante
en el producto acabado, donde la mayoria
de géneros microbianos se ven reducidos a
niveles muy bajos.

Pseudomonas cobra de nuevo un papel
significativo en el producto acabado al
aumentar su abundancia relativa a lo largo
del tiempo [4].
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La campilobacteriosis es la principal causa
de enfermedad diarreica bacteriana
asociada a los alimentos [1]. La resistencia
de Campylobacter a los antibidticos se ha
convertido en un problema de salud
publica, por lo que existe gran interés en
desarrollar estrategias que sean capaces de
reducir el impacto de este patégeno en la
salud humana [2]. El objetivo del presente
estudio fue evaluar Ila eficacia anti-
bacteriana de nanoparticulas de plata
estabilizadas con glutation (NPs Ag-GSH)

frente a diferentes cepas de
Campylobacter multiresistentes a
antibidticos aisladas de la cadena

alimentaria de la carne de pollo y de
pacientes hospitalarios.

Los resultados de la actividad anti-
bacteriana de las NPs Ag-GSH frente a la
cepa de referencia C. jejuni 11168 se
muestran en la Figura 1. Las NPs Ag-GSH en
el rango de concentracion de 9,85 a 39,4
ug/mL resultaron ser bactericidas frente a
C. jejuni 11168 tras 24 h de incubacion.
Concentraciones menores de las NPs Ag-
GSH, en el rango de 1,23 a 4,92 pg/mL,
inhibieron significativamente (p<0,05) el
crecimiento de C. jejuni 11168. Estos
resultados demuestran la alta capacidad
que tienen las NPs Ag-GSH probadas en el
presente estudio (tamafio medio de

particula en el rango de 10-50 nm), para
inhibir el crecimiento del patdgeno
alimentario Campylobacter.
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Figura 1: Actividad antibacteriana de las NPs
Ag-GSH frente a C. jejuni 11168. Los resultados
representan la media = SD de Logio UFC/mL (n =
3). Las barras con asterisco indican diferencias
significativas (p<0,05) respecto al control de
crecimiento (muestra sin nanoparticulas).

la Tabla 1 muestra la actividad
antibacteriana de las NPs Ag-GSH frente a
cepas de Campylobacter de diferentes
especies y origenes de aislamiento
multiresistentes a antibiodticos. Se observé
que el efecto antibacteriano tuvo un
caracter cepa-dependiente. Las NPs fueron
bactericidas para la gran mayoria de las
bacterias (87,5%) con un CMB en el rango
de 19,7 a 39,4 pug/mL. Las cepas aisladas de
la cadena alimentaria mostraron mayor
susceptibilidad frente a las NPs (CMB 9,85
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a 19,7 ug/mL para el 60% de las cepas) que
las cepas clinicas (CMB 19,7 a 39,4 pg/mL
para el 100% de las cepas), lo que sugiere
que las cepas clinicas son capaces de
resistir mejor la acciéon de las NPs. No se
encontraron diferencias entre especies, tan
to C. jejuni como C. coli mostraron rangos
de CMB similares (9,85 a 39,4 pg/mL). Los
resultados de las CMI obtenidos mostraron
también un caracter cepa-dependiente. El
82,5% de las cepas presentaron una CMl en
el rango de 9,85 a 19,7 ug/mL, con un
CMlso y un CMlgo de 19,7 pg/mL y 39,4
pug/mL, respectivamente. De nuevo las
cepas de origen hospitalario mostraron una
mayor resistencia a la accion de las NPs
(80% cepas sensibles en el rango 19,7 a
39,4 pg/mL) que las cepas de origen
alimentario (80% cepas sensibles en el
rango CMI 9,85 a 19,87 pg/mL).

Tablal: Actividad antibacteriana de las NPs Ag-
GSH frente a cepas de Campylobacter de la
cadena alimentaria (FC) y de aislados clinicos
(C). CMI, concentracién minima inhibitoria;
CMB, concentracién minima bactericida; CMlsy,
CMI que inhibe el 50% de las cepas; CMlgy, CMI
qgue inhibe el 90% de las cepas.

CMlso = 19,7 pug/mL; CMlgo = 39,4 pg/mL.

Cadena cmI CMB Hospital cMI CMB
aliment.  (ug/mL)  (ug/ml) (ng/mL)  (ug/mL)
FC1 19,7 19,7 c1 9,85 19,7
FC2 9,85 9,85 c2 19,7 39,4
FC3 9,85 9,85 c3 9,85 39,4
Fca 9,85 9,85 ca 19,7 19,7
FC5 39,4 39,4 s 19,7 19,7
FC6 4,92 9,85 c6 9,85 19,7
FC7 4,92 9,85 c7 9,85 19,7
FC8 9,85 19,7 cs 19,7 19,7
FC9 19,7 19,7 c9 19,7 19,7
FC10 19,7 19,7 c10 19,7 19,7
FC11 39,4 39,4 c11 19,7 39,4
FC12 19,7 39,4 c12 19,7 19,7
FC13 19,7 39,4 c13 19,7 19,7
FC14 19,7 39,4 c14 19,7 39,4
FC15 19,7 39,4 c15 19,7 19,7
FC16 19,7 19,7 c16 19,7 39,4
FC17 19,7 39,4 c17 39,4 39,4
FC18 19,7 19,7 c18 39,4 39,4
FC19 9,85 19,7 c19 19,7 39,4
FC20 19,7 39,4 C20 39,4 39,4

En este trabajo también se evalud el
efecto de las NPs Ag-GSH sobre la
viabilidad de diferentes lineas celulares
intestinales humanas (HT-29, Caco-2 y CCD-
18). La exposicion de las células a las NPs

mostré un efecto significativamente
(p<0,05) citotoxico respecto al control no
tratado que fue dependiente de Ia
concentracion para todas las lineas
celulares utilizadas en el rango de
concentraciéon de 9,85 a 39,4 pg/mL. Las
concentraciones inferiores a 4.92 pg/mL no
mostraron toxicidad. Sin embargo, mas del
60% de las cepas de Campylobacter
probadas en el presente estudio fueron
sensibles a concentraciones de NPs Ag-GSH
<9,85 pg/mL, indicando que el efecto
antibacteriano deseado podria alcanzarse a
concentraciones bajas sin potencial efecto
citotodxico.

Por tanto, los resultados obtenidos en el
presente trabajo sugieren que las NPs Ag-
GSH podrian ser aplicables como
potenciales agentes antimicrobianos para
el control del patdégeno alimentario
Campylobacter en diferentes lugares de la
cadena alimentaria, como en las etapas de
produccidn y procesamiento de la carne de
aves de corral, o bien como una
prometedora alternativa al uso de los
desinfectantes quimicos actuales utilizados
para el control de la formacion de biofilms
de Campylobacter. Aungque se necesitan
mas estudios de toxicidad, la prdactica de
combinar NPs de plata con otros
compuestos parece muy prometedora, ya
que permitiria utilizar concentraciones mas
bajas de NPs. En el caso de Campylobacter,
las NPs de plata podrian ayudar a reducir la
resistencia a los antibidticos, permitiendo
reducir las dosis terapéuticas.
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A biofilmis a community of bacteria
surrounded by a self-produced or
extracellular polymeric substance (EPS),
including polysaccharides, DNA, protein,
and lipids that attach to a surface. [1].
Bacteria in a biofilm are relatively resistant
to changes in environmental conditions,
antimicrobial agents and to host immune
responses. Moreover, the cells form a
biofilm to survive adverse and tough
conditions [2]. One of the food pathogen
and bioflm forming bacteria is Salmonella
enterica, which is a motile, aerobic to
facultative anaerobic, nonspore-forming
and a gram-negative bacterium [3].

As the chemical cleaning products failed in
removing biofilms, in this work we used a
natural compound, such as the clove
essential oil in order to explore its effect on
Salmonella enterica serovar Enteritidis
biofilms.

Salmonella enterica serovar Enteritidis
CECT 4300 was used in this study and it
was provided by the Spanish Type Culture
Collection(CECT, Valencia, Spain). Clove
essential oil (EO) was brought from Tunisia
and dissolved in 95% v/v ethanol.

To evaluate the antimicrobial activity of the
EO, two methods were used. The first one
is the disc diffusion assay [4] in which the
zones of growth inhibition around each of

the disks impregnated with the essential
oil, the antibiotic (positive control) and
ethanol (negative control) were measured
in mm in order to figure out the
susceptibility of the strain. The second one
is the minimal inhibitory concentration
(MIC) where the macrobroth dilution
method was adopted [5].

Regarding the biofilm inhibition assays, the
effect of the clove essential oil was tested
on initial cell attachment and on
preformed biofilms. For the initial cell
attachment assays, different doses of
essential oil (0.5 MIC, MIC and 2MIC) were
incubated with the inoculum in the 96-well
Polystyrene plate for 24h at 37°C. Then it
was tested on preformed biofilms that
were allowed to be formed for 24 h. After
that incubation, different doses of essential
oil (0.5 MIC, MIC and 2 MIC) were added
and the cultures were incubated over a
series of time intervals (1, 5 and 20 h) [6].
The biofilm biomass was assessed by the
crystal violet assay [7]. Finally, the Values
were analyzed by ANOVA to see if there
were significant differences or not.

The antimicrobial activity results shown
below (Table 1) confirmed that the strain is
sensitive to clove EO as the inhibition zone
was between 9 and 14 mm [4]
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Clove ED
Inhibition zone {mm) 12.334045
MIC (mg/mil) 0.1

Table 1: growth inhibition (mm) zones and
Minimal inhibitory concentration (MIC) (mg/ml)
of clove essential oil.

For the biofilm formation, the EO has been
more effective on initial cell attachment
than on preformed biofilms, which
confirms that bacteria cells among the
biofilms develop more resistance to
antimicrobials than planktonic cells, so that
they are more difficult to eliminate [8].
Moreover, the effect of the three MICs
tested reduced significantly with time (Fig
1) with the oil being most effective after
one hour of incubation.
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Figure 1: Effect of different concentrations of
clove essential oil on initial cell attachment and
on preformed biofilm of Salmonella enterica
serovar Enteritidis incubated with the oil for 1
h, 5 h and 20 h, as determined by the crystal
violet assay.

Although the effect of Clove EO on the
initial cell attachment was great, it affected
less the preformed biofilms because once

the biofilm is formed, it has more chance
to survive stress conditions

The use of clove EO cannot inhibit biofilm
formation in food processing environments
but it may be better to combine it with
another essential oil for more synergy or
together with other treatment to be
effective.
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Dentro de indicadores de contaminacién
fecal en agua y alimentos, las bacterias son
los organismos mas empleados, en
concreto los coliformes fecales como
Escherichia coli. No obstante, el uso
exclusivo de indicadores bacterianos
presenta un importante problema, ya que
existen patégenos como los virus cuyo
comportamiento no es predecible tan sélo
usando indicadores bacterianos. Esto se
debe a que los virus son organismos con
estructuras y ciclo vital muy diferentes, que
les confieren diferente persistencia en el
ambiente y resistencia a tratamientos de
desinfeccion.

Los colifagos, bacteriéfagos que infectan a
E. coli, se proponen como solucién a este
problema. Presentan unas caracteristicas

adecuadas como indicadores fecales
viricos: se comportan como los virus
animales frente a tratamientos de

desinfeccion y persisten de manera similar
en el ambiente, solo estan presentes en el
ambiente cuando hay un suceso de
contaminacion fecal, son especificos de
huésped de origen fecal y su metodologia
de deteccion es sencilla y rédpida.
Diferenciamos dos grupos dentro de los
colifagos: los colifagos somaticos, grupo
heterogéneo y abundante de fagos que
infectan a través de la pared bacteriana; y
los colifagos F-especificos, grupo mas
homogéneo, pero menos abundante que
infecta a través del pili conjugativo
codificado por un plasmido F.

Los colifagos son buenos indicadores de
contaminacion fecal y viral en aguas y
alimentos gracias a la robustez vy

rentabilidad de los métodos
estandarizados de deteccion disponibles.
Varios paises como Australia o Colombia y
organizaciones como la ISSC y la FDA ya los
incluyen en sus politicas de gestién y esta
prevista su introduccién en normativas
como la revisién de la Directiva para Aguas
de Consumo para 2020 o la nueva
propuesta para la reutilizacion de aguas de
la Unidn Europea.

Sin embargo, los métodos tradicionales de
deteccién aun requieren 18h y un tiempo
apreciable previo para la preparacién de
stocks calibrados de la bacteria huésped.
Por todo esto, su implementacion rutinaria
se favoreceria si existieran kits comerciales
sencillos y rapidos. Con este objetivo se
desarroll6 la metodologia Bluephage® [1].
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I ) It PCR
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3 5 wdBand uidC.
Overlapping [ | tet 7 Long construct generated
PCR - - e=( by PCR using the three
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Figura 1: Esquema de la construccién de la cepa
CB10 empleada en ensayos Bluephage®.
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Bluephage® emplea cepas de E. coli que se
han modificado eliminando los genes que
codifican los transportadores de acido
glucurdnico al interior celular (uidB y uidC)
y sobreexpresando la enzima B-
glucuronidasa (uidA) que degrada acido
glucurénico. Como consecuencia, la enzima
se acumula dentro de la célula y no tiene
contacto con el sustrato puesto que no es
internalizado. En presencia de fagos que
lisen la célula, la enzima se libera al medio,
gue contiene un analogo cromégeno del
sustrato, produciéndose un cambio de
color del medio de amarillo a azul debido a
su degradacion.

En ausencia de colifagos somaticos

i o X-glucurénido

X-glucurénido

X-glucurénido

MSB+inductor X-glucurénido

En presencia de colifagos somaticos (lisis)

Figura 2. Diagrama explicativo del

funcionamiento del método Bluephage®

Bluephage® es el método microbioldgico
para detectar indicadores de
contaminacion fecal mas rapido que existe,
siendo capaz de detectar hasta 1 colifago
somatico en menos de 3,5h, dentro del
rango de una jornada laboral. Bluephage®
es aplicable a diferentes tipos de muestra
(aguas, lodos, alimentos), se puede ajustar
a diversos volumenes, y permite analisis

por numero mas
ofrece resultados

cualitativos, pero
probable también
cuantitativos. Estdin en  desarrollo
actualmente cepas que permiten la
deteccién de colifagos totales y F-
especificos mediante esta metodologia.
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Figura 3: Ejemplo de ensayo de Bluephage® en
presencia de concentraciones decrecientes de
fagos a lo largo del tiempo en tubo. El azul
indica un resultado positivo y el amarillo
negativo.
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La resistencia a los antibidticos es un grave
problema de Salud Publica, de importancia
creciente, en el ambito mundial. Se estima
que actualmente se producen unos
700.000 fallecimientos anuales como
consecuencia de la resistencia a los
antibidticos (25.000 de ellos en la Unién
Europea y 2.800 en Espafia). Ademas, las
previsiones apuntan a que dentro de
aproximadamente tres décadas las
infecciones por bacterias resistentes
podrian provocar la muerte de 10 millones
de personas cada afo [1].

Si  bien el uso de antibidticos
(especialmente cuando no se siguen
pautas de administracidon correctas) es el
principal factor de riesgo en la emergencia
y diseminacién de determinantes de
resistencia, se esta dando cada vez mayor
importancia al papel de la Industria
Alimentaria, que podria contribuir al
incremento de la prevalencia de resistencia
a antibidticos principalmente a través de
cuatro vias: 1) uso de antimicrobianos
(antibidticos y biocidas) a lo largo de la
cadena de produccion de alimentos, 2)
empleo de microorganismos afiadidos de
forma intencionada a los alimentos con
una finalidad probidtica y/o tecnoldgica, 3)
uso de cultivos modificados genéticamente
y 4) empleo de determinados tratamientos
tecnoldgicos a dosis subletales [2].

En los ultimos afios se ha observado un
aumento de la prevalencia de resistencia a
los antibidticos en bacterias de origen
carnico, siendo frecuente la presencia en

estos alimentos de cepas con multiples
genes de resistencia [3-8].

Por lo que respecta a los biocidas, en la
Industria Alimentaria no es infrecuente su
empleo a dosis subinhibitorias (p. ej.,
calculo incorrecto de las concentraciones,
pérdida de efectividad como consecuencia
de un almacenamiento inadecuado o de la
presencia de cantidades excesivas de
materia orgdnica, uso de combinaciones de
aditivos a dosis bajas o acceso limitado de
los desinfectantes a algunas zonas) [9, 10].
En estudios previos se ha demostrado que
el contacto con dosis subinhibitorias de
descontaminantes de la carne, aditivos
alimentarios o desinfectantes modifica el
patron de resistencia a antibidticos en
cepas de origen carnico de Salmonella [11,
12], Listeria monocytogenes [11, 13] vy
Escherichia coli [9, 14], reduciendo su
susceptibilidad a diferentes compuestos
antimicrobianos. Dichas transformaciones
estan relacionadas principalmente con un
incremento de la expresion de bombas de
expulsion inespecificas [15, 16], con
cambios en la superficie bacteriana
(hidrofobicidad, fluidez) [9, 17] y con

modificaciones en la morfologia y
ultraestructura celulares [9].  Estos
hallazgos ponen de manifiesto |Ia

importancia de emplear concentraciones
correctas de los biocidas en la Industria
Alimentaria.

La mayoria de los microrganismos viven
agrupados en forma de biofilms o peliculas
microbianas, viendo asi incrementada, con
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respecto a las células plancténicas, su
resistencia a diferentes factores
disgenésicos. En la Industria Alimentaria,
los biofilms son una fuente importante de
contaminacién, habiéndose estimado que
el 60% de los brotes de enfermedad
transmitida por alimentos estdn asociados
a estas estructuras [18, 19].

Con ayuda de varios programas
informaticos desarrollados (BioRCA 1.3,
BioRCA 1.4, BioRCA 1.7 y BioRCA 1.8), se ha
observado que la exposicion previa a dosis
bajas de nitrito sdédico o hipoclorito sédico
incrementa la capacidad para formar
biofilm de E. coli [9], Salmonella [20] y
Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina [10]. Se ha determinado in vitro
el efecto de suspensiones de bacteriéfagos
sobre los biofilms de L. monocytogenes,
habiéndose demostrado su eficacia, de
forma muy marcada a partir de 10® ufp/ml.
Asimismo, se ha estudiado el mecanismo
de actuacién de diferentes desinfectantes
sobre los biofilms, demostrandose, por
ejemplo, que el hipoclorito sédico basa su
accion principalmente en la inactivacion
celular, aumentando el porcentaje de
células muertas a medida que se
incrementa la concentracion del biocida,
mientras que el cloruro de benzalconio
provoca el desprendimiento del biofilm,
con una importante reducciéon del
biovolumen. Otras lineas de investigacion
recientes en relacidn con los biofilms estan

dirigidas al estudio de sus distintos
componentes individuales, a la
determinacion de la influencia de

diferentes factores (p. ej., tiempo de
incubacién y superficie de contacto) sobre
su arquitectura o al estudio de los biofilms
mixtos, constituidos por varios grupos
microbianos [19, 21].
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Introduccién

Son varios los mecanismos genéticos
involucrados en la adquisicion y dispersion
de las resistencias a antibidticos -
lactdmicos, destacando los plasmidos que
pueden incluir transposones, secuencias de
insercién, integrones e intrones. Los
integrones (int) son elementos de ADN
capaces de contener casetes de genes
(incluidos genes de resistencia) vy
diseminarlos. Las clases 1 (intl1) y 2 (intl2)
son las mas involucradas en las resistencias
a antibidticos [1], mientras que la presencia
de la clase 3 (intl3) en Enterobacteriaceae
es muy limitada. Ademas, los genes que
expresan beta-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) se asocian con secuencias
de insercion (IS). Las IS son los elementos
transponibles mas pequefios (<2.5 kb) y se
clasifican en familias de acuerdo con
diferentes caracteristicas, siendo las
transposasas (enzimas que catalizan el
movimiento IS) el principal sistema de
clasificacion utilizado. Esta bien
documentado que 1526, ISEcP1, ISCR1 e
IS903 en asociacion con el integron de
clase 1 son los elementos mas implicados
en estos procesos. La investigacion de
estos elementos podria ser critica para
predecir la posible propagaciéon de cepas
productoras de BLEE. En este contexto, el
objetivo de este estudio fue evaluar la
presencia de diferentes tipos de integrones
(Intl1, Intl2 e Intl3) y secuencias de
insercién (ISEcP1, 1526, ISCR1 e 1S903) en

una coleccion de cepas de E. coli
productoras de BLEE aisladas en Navarra.

Material y Métodos

Se analizaron 101 cepas de E. coli
productoras de BLEE aisladas en distintos
nichos ecolégicos de Navarra que incluian
productos carnicos (n=48), piensos (n=6),
entornos de produccién animal (n=14 suelo
de granjas) y entornos acudticos (n=23
aguas de EDAR, n=10 aguas rios).

La deteccidn de los integrones de clase 1, 2
y 3 se realizd6 mediante la técnica de PCR
descrita por Machado [1]. Por otro lado, la
deteccion de la secuencia de insercion 1S26
se realizd utilizando la PCR descrita por
Millan [2], mientras que el estudio de
ISEcP1, ISCR1 e 1S903 se llevd a cabo
siguiendo las PCR descritas por Eckert [3],
Novais [4] y Poirel [5], respectivamente. La
extraccion del DNA de cada cepa se realizo
utilizando el kit DNeasy® Blood & Tissue
(Qiagen, Barcelona, Spain).

Resultados y Discusion

El andlisis de los integrones (Figura 1)
mostré que la mayor parte de las cepas
contenia el intll (91%), mientras que el
intl2 solo estaba presente en un 9,9% (la
mayoria de ellas aisladas de alimentos) y
no se detecto el intl3.

Respecto a las IS (Figura 2), la prevalente
en todos los nichos fue 1S26 (99%) seguida
de ISEcP1 (70%) e 1S903 (57,4%), mientras
qgue el porcentaje de cepas portadoras de
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ISCR1 fue el mas bajo (8,9%) pero
predominante en alimentos.

intll

GRANJAS Y PIENSOS

ALIMENTOS

EDAR Y RiOS

intl2

GRANJAS Y PIENSOS

ALIMENTOS m
]

EDAR Y RiOS
W Positivas Negativas

Figura 1. Porcentaje de cepas portadoras de
inlleintl2.

Es interesante el hecho de que las cepas
procedentes de ambientes acudticos
muestran prevalencias de todas las IS
iguales o superiores al 70% (con excepcién
de ISCR1). Por el contrario, el principal
nicho en el que se detectaron cepas
portadoras de ISCR1 fueron los alimentos.
Finalmente, cabe mencionar las
asociaciones de varias IS encontradas en
varias cepas, pudiéndose establecer de
esta manera plataformas genéticas (Figura
3). Entre ellas destaca la asociacion 1S26-
ISEcP1-1S903 en el 38% de las cepas y la
presencia de las 4 IS en 2 cepas (una
procedente de aguas y otra de alimentos).
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Figura 2. Porcentaje de cepas portadoras de IS.
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P

Figura 3. Porcentaje de asociaciones de IS.

1S26-ISECP1-1S903. 38%

1526-ISCR1.

Conclusion

La elevada presencia de marcadores de
movilidad génica horizontal entre las cepas
de E. coli-BLEE procedentes de alimentos y
ambientes acudticos, asi como las
frecuentes asociaciones de IS detectadas,
indica que estos elementos genéticos estan
favoreciendo la diseminacion de
resistencias a antibidticos B-lactdmicos en
la comunidad a través de las aguas
residuales y el consumo de alimentos.
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Introduccién

El virus de la hepatitis E (VHE) es un virus
esférico sin envoltura cuyo genoma se
compone de una unica hebra de ARN de
sentido positivo de 7,5 kb. Este genoma
posee 3 regiones de lectura abierta (ORF),
responsables de su infectividad [1]. Existen
4 genotipos, siendo el genotipo 3 el
responsable de la transmisidn zoondtica, y
el cerdo su hospedador principal. Se
inactiva por calor [2] (70°C durante 120
segundos o tratamientos equivalentes),
pero resiste la inactivacion por las
condiciones 4cidas y alcalinas leves del
tracto intestinal, lo que facilita su
transmision fecal-oral [3].

El periodo medio de incubacion es de 40
dias; en ese tiempo, el virus alcanza el
higado por la vena porta, se replica y se
acumula en la bilis, desde donde pasa al
intestino a través del conducto biliar; de
ahi, se excreta en heces durante 2
semanas, periodo durante el cual el virus
puede estar presente también en suero.
Durante este tiempo, los infectados actian
de reservorio del \virus, pudiéndolo
transmitir a personas sanas [4]. La hepatitis
E es generalmente asintomatica, pero
puede causar mortalidad en personas
inmunodeprimidas [1]. En la actualidad no
existe ningln tratamiento eficaz que
elimine el VHE una vez adquirido.

Objetivos

El objetivo de este estudio es conocer el
papel que juega la cadena alimentaria en la
transmisién del VHE para lo cual se
investigd la presencia del virus en
alimentos de la cadena de produccion

porcina. Dado que no se conocia su
prevalencia en Espaia, se analizaron 378
productos cérnicos (276 chorizos y 102
morecillas).

Materiales y métodos

Se realizé un muestreo de 378 alimentos
procedentes de distintos establecimientos
espafoles. Estos alimentos se elaboran
principalmente con cerdo y entre sus
ingredientes destaca la carne de cerdo
ibérico en el caso del chorizo, mientras que
la morcilla estd compuesta principalmente
por tocino, grasa y sangre de cerdo.

Se realizé la extraccion de ARN (RNeasy®
Lipid Tissue, Qiagen [5]) utilizando como
control de proceso el norovirus murino.
Este virus fue anadido a todas las muestras
para controlar el proceso de purificacién de
ARN viral. Tras la extraccion, se realizo la
deteccién mediante RT-qPCR para detectar
la presencia o ausencia de ambos virus. Se
consideraron positivas aquellas muestras
con un Cq inferior a 40.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos mostraron un
total de 125 muestras positivas a VHE
(33%), de las cuales 103 eran chorizo
(37%), y 22 (22%) eran morcilla. El Cq
promedio de las muestras de chorizo se
situé en 36,3 + 3,08 y las muestras de
morcilla 36,2 + 3,04. Estos valores indican
una eficiencia de extracciéon superior al
10% y por tanto que el contenido en ARN
de VHE en las muestras es elevado.
Respecto al norovirus murino, todas las
muestras fueron positivas, lo que sefiald
una correcta extraccion del ARN. En la
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Figura 1 se representa el nimero de ciclos
de amplificaciéon (C;) frente a la
fluorescencia emitida de 30 muestras de
chorizo y morcilla, dos controles positivos
(PC VHE) y dos controles negativos (NTC
VHE).

Figura 1. Fluorescencia emitida de la sonda
Tagman frente al numero de ciclos de
amplificacion en chorizo y morcilla. Cada curva
representa la amplificacidon para cada muestra.
PC VHE: control positivo

La Figura 2 indica el numero de ciclos de
amplificacién (Cq) frente a la fluorescencia
respecto al norovirus murino. Como se
observa, todas las muestras fueron
positivas.
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Figura 2. Fluorescencia emitida de la sonda
Tagman frente al numero de ciclos de
amplificacion en chorizo y morcilla. Cada curva

representa la amplificacién para cada muestra.
PC MNV: control positivo

Conclusiones

Estos datos demuestran que el virus estd
presente en la cadena alimentaria bien por
una distribucién organica del virus hacia los
tejidos, una deficiente manipulacién de los
animales porcinos durante el sacrificio y la
elaboracion de los embutidos crudos
curados, como probablemente por un
tratamiento térmico insuficiente de los
alimentos.
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Introduccién
La reduccién de la ingesta de sodio en la

poblacién europea es una prioridad de las
autoridades de salud publica desde hace
mas de una década [1]. Sin embargo, la
de
nutricional de productos alimenticios es un

reduccion sodio para la mejora

desafio importante para la industria
carnica ya que puede comprometer la

seguridad alimentaria.

Objetivo

El objetivo del presente estudio fue evaluar
y comparar la vida util segura de jamon
cocido estandar con la del reducido en
comerciales

sodio de cuatro marcas

diferentes.

Material y Métodos
La velocidad de crecimiento de Listeria

monocytogenes (cepas 12MOB089LM y
CTC1034) se
experimentalmente a través de challenge

determind

tests en producto loncheado envasado al
vacio conservado a 7°C hasta un maximo

de 2 meses. La enumeracion de L.

monocytogenes se realizdé en medio
cromogénico. Los jamones cocidos
evaluados se caracterizaron

fisicoquimicamente (pH, aw y porcentaje de
sodio). La velocidad de crecimiento de

L. monocytogenes se estimé con la
aplicacion Food Spoilage and Safety

Predictor (FSSP [2]).

Resultados

El crecimiento de L. monocytogenes se vio
afectado por la formulacién y la cepa
inoculada, siendo la 12MOB089LM 30-50%
mas rapida en productos reducidos en
de
formulacion estandar y la cepa CTC1034 la

sodio que en sus equivalentes
menos sensible a la sal y a los &cidos
organicos. El ajuste de las predicciones del
FSSP a los resultados experimentales fue
bueno en los estandar vy
de L

monocytogenes en aquellos reducidos en

jamones
subestimé el crecimiento
sodio.

Conclusiones

El contenido en sal de un alimento es uno
de los factores que determina su aw, un
pardmetro clave pero no el Unico, que
determina la capacidad de crecimiento de
los microorganismos en general y
L. monocytogenes en particular.

En los estudios de challenge test es crucial
tanto una adecuada seleccién de cepas
como una exhaustiva caracterizaciéon del

producto.
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Resumen

El 4cido ciclopiazonico (ACP), una
micotoxina potencialmente perjudicial para
la salud del consumidor, es producido por
mohos encontrados habitualmente en los
derivados carnicos curado-madurados. El
objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de diferentes agentes de biocontrol
para prevenir la produccién de ACP por
parte de Penicillium griseofulvum en
salchichdén. Se estudié el efecto de una
cepa de Debaryomyces hansenii, y otra de
Penicillium chrysogenum frente a P.
griseofulvum en medios de cultivo
elaborados con salchichdén, obteniéndose
el mejor resultado con la cepa del moho.
Posteriormente, se inocularon dos lotes de
salchichones, uno con P. griseofulvum vy
otro con este moho toxigénico junto a P.
chrysogenum y se procesaron en camaras
de maduracién durante 21 dias. P.
griseofulvum produjo gran cantidad de ACP
en salchichdn; sin embargo, en presencia
de P. chrysogenum la produccién de esta
micotoxina fue significativamente menor (p
< 0,05) al final de la maduracién. En
conclusién, P.  chrysogenum  puede
proponerse como agente bioprotector,
dada su capacidad de reducir los niveles de
ACP producido por P. griseofulvum en
derivados carnicos curado-madurados.

Introduccién

Durante la maduraciéon de los derivados
carnicos curado-madurados es habitual el
crecimiento de mohos en su superficie,
entre los que se encuentra P. griseofulvum
productor de ACP, micotoxina

potencialmente perjudicial para la salud
del consumidor [2]. Una de las estrategias
de control de mohos toxigénicos mas
prometedoras en los derivados carnicos
curado-madurados es la utilizacion de
agentes de biocontrol, como los mohos vy
levaduras que se encuentran
habitualmente en estos productos.
Concretamente, D. hansenii 'y P.
chrysogenum han mostrado capacidad
antifungica frente a mohos ocratoxigénicos
en productos cdrnicos [1,3, 4]; sin
embargo, esta capacidad no ha sido
estudiada frente a mohos productores de
ACP. Por ello, el objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de agentes de
biocontrol sobre la producciéon de ACP por
P. griseofulvum en salchichoén.

Material y Métodos

Material bioldgico. Se utilizaron P.
griseofulvum IBT 14319 productor de ACP,
y D. hansenii FHSCC 253H y P. chrysogenum
CECT 20922 como agentes de biocontrol.
Efecto de agentes de biocontrol frente a P.
griseofulvum en medios elaborados con
salchichén. Se inoculé P. griseofulvum en
presencia y ausencia de D. hansenii y P.
chrysogenum de forma individual vy
conjunta en placas elaboradas con
salchichén liofilizado (aw 0,956). Tras su
incubaciéon a 12 °C durante 21 dias se
realizé la cuantificacion de ACP mediante
UHPLC-MS/MS [2]. El ensayo se realizé por
triplicado.

Efecto de agentes de biocontrol frente a P.
griseofulvum en salchichdn. Se realizo la
inoculacién de salchichones elaborados de
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forma tradicional mediante inmersién en
una suspension de esporas de P.
griseofulvum o de P. griseofulvum junto
con P. chrysogenum. El proceso de
maduraciéon fue de 21 dias, con humedad
relativa del 84% y temperatura de 12 °C.
Para la cuantificacién de ACP se tomaron
muestras a los dias 14, 17 y 21, que fueron
analizadas mediante UHPLC-MS/MS [2]. El
ensayo se realizé por triplicado.

Resultados y Discusion

D. hansenii no redujo la producciéon de ACP
en el medio elaborado con salchichén (Fig.
1), a pesar de que la cepa evaluada ha
mostrado previamente su capacidad para
inhibir la produccién de ocratoxina A (OTA)
por Penicllium verrucosum vy Penicillium
nordicum en derivados carnicos [1, 3]. Sin
embargo, la concentracién de ACP se
redujo significativamente (p < 0,01) hasta
valores inferiores al LOD (< 10 ppb) cuando
P. griseofulvum se inoculé junto con P.

chrysogenum o con los dos agentes
conjuntamente (Fig. 1).
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Figura 1: Produccién de acido ciclopiazénico
(ACP) por Penicillium griseofulvum (Pg) en
presencia de Penicillium chrysogenum (Pc) y
Debaryomyces hansenii (Dh) en medio de
cultivo elaborado con salchichdn. *: Diferencias
significativas respecto al control (p <0,01).

Debido a la actividad potencial in vitro
mostrada por P. chrysogenum como agente
bioprotector frente a P. griseofulvum, éste
fue inoculado junto al moho toxigénico en
salchichén. La concentracion de CPA
aumenté progresivamente a lo largo del
periodo de incubacion cuando P.
griseofulvum se inoculé en ausencia del

agente de biocontrol. Sin embargo, cuando
se inoculd junto a P. chrysogenum la
concentracion de ACP se redujo
significativamente (p < 0,05) en un 97,8%
(Fig. 2), lo que concuerda con la reduccion

de la concentracion de OTA mostrada
previamente en jamén curado [4].
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Figura 2: Produccién de 4cido ciclopiazénico
(ACP) por Penicillium griseofulvum (Pg) en
presencia de Penicillium chrysogenum (Pc) a los
14, 17 y 21 dias de maduracién de salchichén.
*. Diferencias significativas respecto al control
(p<0,01).

Conclusion

P. chrysogenum presenta actividad como
agente bioprotector para controlar el
peligro asociado a la produccién de ACP
por P. griseofulvum en derivados carnicos
curado-madurados.
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Resumen

La actividad antibacteriana de las especias
empleadas en la elaboracién de los
embutidos curado-madurados es
ampliamente conocida; sin embargo, su
efecto antifungico ha sido escasamente
estudiado. En este trabajo se evalud el
efecto del orégano en el crecimiento de
una cepa ocratoxigénica de Penicillium
nordicum y la expresion de los genes
otapks y otanps, relacionados con la
sintesis de ocratoxina A (OTA), y los genes
Rhol y Hogl, de respuesta al estrés. P.
nordicum fue inoculado en un medio de
cultivo elaborado con salchichén liofilizado
y orégano, en presencia y ausencia de un
compuesto antifungico comercial. Como
control negativo se utilizé el medio sin
orégano ni compuesto antifungico. La
presencia del compuesto antifiingico, con o
sin orégano, redujo la fase de latencia
aunque no afecté a la velocidad de
crecimiento. Ademads, la expresion de los
genes otapks y otanps fue mayor en
presencia del compuesto antifungico,
mientras que los genes de respuesta al
estrés se encontraron inhibidos en su
presencia. Por ello, el uso del orégano se
plantea como una estrategia alternativa a
los compuestos antifungicos comerciales
para controlar el peligro asociado a la
presencia de OTA en los embutidos curado-
madurados.

Introduccién

Penicillium nordicum es una de las especies
de mohos que mayor preocupacién causa
durante la maduracidon de los embutidos

curado-madurados debido a su potencial
ocratoxigénico. La ocratoxina A (OTA),
ademads de representar un problema de
seguridad alimentaria, es un inconveniente
para la comercializacidon y exportacion de
los derivados carnicos. Por otra parte, la
demanda creciente por los consumidores
de alimentos libres de aditivos sintéticos,
como los compuestos antifungicos
comerciales comiunmente empleados en la
industria carnica, hace necesario buscar
otras alternativas para el control de mohos

ocratoxigénicos. La actividad
antibacteriana de las especias
habitualmente empleadas en la

elaboracion de los embutidos curado-
madurados es ampliamente conocida,
aunque su efecto antifungico ha sido
escasamente estudiado en la industria
carnica. Por ello, como objetivo de este
trabajo se planted evaluar el efecto del
orégano en el crecimiento de una cepa
ocratoxigénica de P. nordicum, asi como en
la expresién de genes que estan implicados
en la biosintesis de OTA.

Material y Métodos

P. nordicum CBS 323.92 se cultivd en un
medio elaborado con salchichdn liofilizado
(25%) vy orégano (0,2%), sobre cuya
superficie se depositd una porcion de tripa
adaptada al tamafio de las placas Petri.
Como control positivo se afiadid un
preparado antifungico con sorbato
potdsico y natamicina (Taberner, S.A.) y
como control negativo se utilizd el medio
de cultivo sin orégano ni compuesto
antifungico. Al finalizar el periodo de
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incubacién durante 15 dias a 12°C se
calcularon la fase de latencia y la velocidad
de crecimiento a partir de los didmetros de
las colonias medidos cada 24h [1]. Adem3s,
se realizdé la cuantificacion relativa de la
expresion de los genes otapks y otanps,
relacionados con la biosintesis de OTA [2],
y los genes Hogl y Rhol, relacionados con
la respuesta al estrés, que pueden estar
implicados en dicha biosintesis [3, 4].

Resultados y Discusion

La fase de latencia de P. nordicum se
redujo respecto al control negativo debido
a la presencia del preparado antifungico
comercial o a su combinacién con orégano
(Fig. 1). Sin embargo, la velocidad de
crecimiento no se vio afectada
significativamente por los tratamientos.

bc

Fase de latencia (dias)

=

Control  ®Orégano N Compuesto antifingico M Orégano + compuesto antifingico

®

Velocidad de crecimiento (mm/dia)

Figura 1: Efecto del orégano y el compuesto
antifungico comercial sobre |la fase de latencia y
velocidad de crecimiento de P. nordicum tras

15 dias de incubacién a 12°C. Diferencias
significativas indicadas con distintas letras
(p<0.05).

El empleo de orégano o del compuesto
antifingico comercial dio lugar a una
estimulacion de los genes relacionados con
la biosintesis de OTA, siendo ésta menor en
presencia de orégano (Fig. 2). Respecto a la
expresion de los genes de respuesta al
estrés, el orégano no dio lugar a diferencias
significativas respecto al control negativo,
mientras que se encontré inhibida

significativamente en presencia  del
preparado antifungico comercial (Figura 2).
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Figura 2: Efecto del orégano y el compuesto
antifungico comercial sobre la expresion génica
relativa de P. nordicum tras 15 dias de
incubacion a 12°C. Los resultados se expresan
en log; respecto a su calibrador (control
negativo, log,=0). Diferencias significativas con
las muestras control indicadas con asteriscos y
entre tratamientos con distintas letras (p<0.05).

La menor estimulacion de la expresion de
los genes de la ruta biosintética de OTA con
orégano asi como la ausencia de efecto
sobre los genes de respuesta al estrés
respecto al tratamiento con el compuesto
antifungico indican una actividad
antagonista frente a la produccion de OTA.
Por ello, la adicién de orégano se plantea
como una estrategia alternativa al uso de
compuestos antifungicos comerciales para
controlar el peligro asociado a la presencia
de OTA. En futuros estudios, seria
necesario  relacionar los  resultados
obtenidos con la produccién de OTA para
determinar el efecto de la especia y el
compuesto antifungico.
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El género Salmonella pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, son bacilos, Gram-
negativos, moviles por flagelos
peritoneales. Salmonella es una de las
principales causas de enteritis bacteriana
aguda en personas de todo el mundo [1].
La transmisién es tipicamente alimenticia,
pero también puede ocurrir al estar en
contacto con una fuente ambiental
contaminada por heces [2]. El patégeno
estd asociado comiunmente con el ganado
y aves de corral, aunque varias especies de
vida silvestre también pueden servir como
reservorios [3]. De acuerdo con los Centros
de Control y Prevencién de Enfermedades,
Salmonella es el segundo patégeno mas
comun que causaba intoxicaciones
alimentarias y enfermedades durante
1998-2008 [4].

Para el desarrollo de este estudio, las bayas
y hojas de P. peruviana fueron recolectadas
desde mayo hasta diciembre de 2016 en
Guaranda (Ecuador). Las bayas y las hojas
fueron expuestas a maceracion tanto en
estado freso como liofilizadas durante 6
dias en etanol a 96 GL, esto conforme el
método establecido por Cakir et al. [5]. Los
métodos para la obtencién de extractos
son mostrados en la tabla 1.

Tratamientos Caédigo
Bayas semi-maduras en fresco BS-mFr
Bayas semi-maduras liofilizadas ~ BS-mLi
Bayas maduras en estado BmFr

fresco

Bayas maduras liofilizadas BmLi
Hojas en estado fresco HFr
Hojas liofilizadas HLi

Tabla 1. Extractos utilizados en el estudio

Los extractos etandlicos se probaron frente
a 32 aislados de Salmonella spp., obtenidas
a partir de muestras de carne de consumo
(ternera, cerdo y pollo) en la ciudad de
Guaranda. Ademas, se utilizd como control
la cepa Salmonella arizonae ATCC 13314.

El andlisis de Actividad antimicrobiana fue
mediante la aplicacién del método de
difusién disco-placa (Kirby-bauer), para lo
que se humedecieron discos en blanco
(TSM X 7215, Oxoid, UK) con los extractos
de physalis, se utilizaron dos agentes
antimicrobianos de uso clinico;
gentamicina (CN) y ampicilina (AMP) (5 mg
de cada). Se realizd una suspensién de
cada cepa a escala 0,5 McFarland en placas
de agar Muller-Hilton (7101A, Neogen, EE.
UU) y tras 10 min de reposo, las placas
fueron llevadas a incubacion a 37°C
durante 24 horas. Los diametros de los
halos de inhibicion se midieron en
milimetros, cada prueba fue realizada por
triplicado. Finalmente, se realizé un analisis
estadistico utilizando el software Infostat.

Los resultados revelaron que los extractos
presentan un efecto antibacteriano de
diferente magnitud, dependiendo del tipo
de extracto. El didmetro de la zona de
inhibicion de los extractos de P. peruviana
vario de 8 a 26 mm. El extracto con mayor
efectividad antimicrobiana fue el BmFr con
90,63% de los aislados inhibidos, seguido
por el extracto HLi con 78,13% (Figura 1).
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Figura 1: Halos de inhbicic’)n

Todos los extractos resultaron
estadisticamente diferentes (P 0.001) en el
efecto de inhibicion de los aislados y cepa
control probados.

El extracto BmFr presentdé mayor
efectividad, de hecho, el tamafio del halo
fue mayor o igual a 8 mm en 14 de los
aislados, de los cuales, 6 de 11 provinieron
de carne de ternera; 2 de 9 de polloy 6 de
12 de cerdo; por otro lado, en la cepa de
control presentd un halo de 10 mm de
diametro. El segundo extracto que mostrd
efectividad en el andlisis fue BmLi con 12
aislados inhibidos donde los tamafios de
halo fueron mayores o iguales a 8 mm, de
los cuales, 4 de 11 provinieron de carne de
ternera, 3 de 9 carne de pollo y 5 de carne
de cerdo.

El extracto de HLi a pesar de tener un
numero considerable de aislados inhibidos
(25/32), los tamafios de halo eran en
menores de 8 mm. Los demds extractos no
mostraron inhibicién. En los antibidticos de
uso clinicos, con gentamicina, 30 de los 32
aislados (93,75%) y el control resultaron
ser resistentes a este antibidtico (el
tamanfo del diametro del halo fue <12 mm,
segun el CLSI, (2012), solo 1 aislado de la
carne de ternera mostré resistencia

intermedia, vy
susceptibilidad.
Por otro lado, después de aplicar discos de
ampicilina, 31 de 32 aislamientos (96,88%)
incluyendo el control mostraron resistencia
(didmetro del halo <13 mm, segun el CLSI,
(2012), solo un aislado de carne de cerdo
mostré resistencia intermedia (I) a este
antibidtico.

Curiosamente, los mismos dos aislados que
mostraron ser susceptibles a los dos
antibidticos estudiados mostraron
resistencia intermedia y susceptibilidad a
los dos mejores extractos de P. peruviana L
BmFry BmLi.

Los resultados permiten concluir que los
extractos de Physalis peruviana L podrian
ser utilizados como antibiéticos naturales
para el tratamiento de enfermedades en
especial las causadas por Salmonella vy
podrian ser utiles para comprender la
relacién entre las curas tradicionales vy la
medicina actual.

una de cerdo presenté
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Introduccién

La presencia de bacterias resistentes a
antibidticos en los alimentos supone un
importante peligro tanto directo como
indirecto, en este Ultimo caso ante la
posibilidad de transferencia horizontal de
los determinantes de resistencia hacia
bacterias patégenas [1]. Por su elevada
capacidad de transferencia horizontal de
genes de resistencia, las enterobacterias
son  microorganismos  centinela de
resistencia a antibidticos [2, 3, 4]. La carne
y productos cdrnicos tienen un alto
consumo en Espafia, donde, en 2016, se
consumieron 37,11 kg per capita de estos
alimentos [5]. Ese mismo afio, se
registraron en la Unidn Europea 515 brotes
de enfermedad transmitida por alimentos,
de los cuales el 24,4% fueron provocados
por carne y productos carnicos. La carne de
pollo fue el origen de un elevado numero
de brotes (23) [6].

El objetivo de este estudio ha sido
determinar el patron de resistencia a
antibidticos de 100 cepas de
enterobacterias aisladas de 20 muestras de
diferentes tipos de preparados carnicos
adquiridos en la ciudad de Ledn (Espaiia).

Material y Métodos

Se adquirieron, en diversos supermercados
de Ledn, 20 muestras de preparados
carnicos  (hamburguesas, albdndigas,
nuggets, carne picada y salchichas) de
vacuno, cerdo, pollo y pavo. Las muestras
se homogenizaron en agua de peptona
(Oxoid) al 0,1% y se realizaron diluciones

decimales. Se sembré en profundidad en
medio VRBGA (Oxoid), con adicion de
sobrecapa. Las placas se incubaron a 35°C
durante 24 horas. Se tomaron un total de
100 colonias (aproximadamente cinco de
cada muestra) con morfologia tipica de
enterobacterias. Las cepas se conservaron
en viales de caldo triptona de soja (TSB,
Oxoid), suplementado con un 20% (vol/vol)
de glicerol y se almacenaron a -50°C.

A partir de los viales conservados en
congelacidn, se sembraron tubos con 5 mL
de TSB, que se incubaron durante 24 horas
a 35°C. Posteriormente, las cepas se
sembraron por estria sobre agar para
recuento en placa (PCA, Oxoid), que se
incubd durante 24 horas a 35°C. Estas
placas se utilizaron para realizar las
pruebas que se indican a continuacion.

Para la identificacién de las cepas se
realizaron dos pruebas preliminares:
oxidasa y la catalasa. Las cepas catalasa
positiva y oxidasa negativa se identificaron
a nivel de especie con ayuda de galerias
API20E (bioMérieux). Para la
interpretacion de los perfiles numéricos
obtenidos se utiliz6 el software de
identificacion apiweb™ (API 20E V5.0).

Para la realizacién de los antibiogramas se
sembrd una colonia de cada placa en un
tubo con 5 mL de TSB. Los tubos se
incubaron a 30°C durante 18 horas. Para la
determinacién de la susceptibilidad a
antibidticos se realizé la técnica de difusion
por disco en agar Mueller-Hinton (MHA,
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Oxoid) para un total de 15 antimicrobianos.
Los discos de antibidticos (Oxoid) utilizados

fueron: amikacina, amoxicilina/acido
clavulanico, ampicilina, aztreonam,
cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima,

cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina,
imipenem, acido nalixidico, estreptomicina,
sulfametoxazol/trimetoprim y tetraciclina.
Tras la colocacion de los discos de
antibidticos, las placas se incubaron 24
horas a 30°C. Se midieron los halos de
inhibicion y se determinaron las cepas
sensibles o resistentes segun los criterios
del CLSI [7].

Resultados y Discusion

Las especies predominantes fueron
Escherichia coli (33% de los aislamientos),
Enterobacter spp. (12%), Klebsiella spp.
(12%), Hafnia alvei (11%) y Serratia spp.
(11%). Los porcentajes de cepas
multirresistentes  (a dos o mas
antibidticos), resistentes a un antibiético y
sensibles, fueron 66%, 24% vy 10%,
respectivamente. Por grupos microbianos,
el porcentaje de cepas multirresistentes
oscild entre el 25% (Escherichia vulneris) y
el 90,9% (Hafnia alvei) (Figura 1).

Enterobacter spp. :
Escherichia coli
Escherichia vulneris
Hafnia alvei
Klebsiella spp.
Salmonella enterica
Serratia spp.
Otros

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Porcentaje de cepas

Figura 1: Proporciéon de cepas resistentes de
cada especie bacteriana. La barra roja
representa el porcentaje de cepas con
resistencia a un antibidtico, la barra azul el
porcentaje de cepas con resistencia a dos o mas
antibioticos y la barra verde el porcentaje de
cepas sensibles a todos los antibidticos.

Los mayores porcentajes
resistentes se observaron
ampicilina  (51%) y amoxicilina/acido
clavuldanico (47%). Todas las cepas
procedentes de preparados de carne de
pavo y de vacuno fueron resistentes o
multirresistentes. Las cepas procedentes
de carne de pollo fueron las que menos
resistencias mostraron. Se observé un alto
porcentaje de cepas presuntas Salmonella
enterica en vacuno (7,69%), cerdo (22,22%)
y pollo (8,47%).

de cepas
frente a

Conclusion

Estos resultados subrayan la necesidad de
una buena manipulacién de los preparados
carnicos para evitar la diseminacion de
cepas resistentes o genes de resistencia.
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Introduccién

L. monocytogenes representa un problema
grave para la industria alimentaria debido a
la dificultad de su control en las plantas de
procesado. Se encuentra en superficies de
la industria, suelos, sumideros, equipos y
zonas refrigeradas, que son sometidas
rutinariamente a procesos de limpieza y
desinfeccion. Las cepas persistentes de L.
monocytogenes se aislan con mas
frecuencia de los ambientes de procesado
que de las materias primas. La deteccion
de cepas persistentes del ambiente vy
equipos tras la limpieza y desinfeccidn
pone de relieve el riesgo de crecimiento y
establecimiento de una determinada cepa,
particularmente en zonas de dificil acceso,
incrementando el riesgo de contaminacion
del producto.

Algunos subtipos de L. monocytogenes
pueden persistir durante meses o afios y
parecen caracteristicos de cada planta, lo
gue obliga a establecer medidas de control
dirigidas a estas cepas especificas. Los
métodos de identificacion permiten
caracterizar los subtipos y grupos clonales
de L. monocytogenes. La serotipificacion
constituye el primer nivel de diferenciacion
de cepas del patdgeno, clasificdndolo en
los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b. Para
completar el tipado de cepas y caracterizar
la contaminacion, el método mas utilizado
en los estudios de ecologia y trazabilidad
de L. monocytogenes es la electroforesis en
campo pulsante (PFGE) del digerido

obtenido con las endonucleasas de
restriccion Ascl y Apal [1]. Mediante su
aplicacion es posible trazar las cepas o
subtipos de L. monocytogenes presentes
en las industrias. En el presente trabajo se
ha llevado a cabo el serotipado vy
genotipado de las distintas cepas aisladas a
partir de muestras de ambiente vy
superficie de industrias carnicas espafolas
de procesado de jamdn, recogidas durante
dos afos.

Muestreo. Se realizaron muestreos en
10 empresas durante dos afos. Se tomaron
muestras de ambiente y superficies (2
muestreos/afio), analizando un total de
1801 muestras de superficie repartidas
entre zonas de contacto (C, 41%) y de no
contacto (NC, 59%) asi como de antes (S,
61%) y después de la limpieza vy
desinfeccidn (L, 39%).

Metodologia. La deteccién y
aislamiento de L. monocytogenes se realizé
mediante enriquecimiento selectivo segln
el protocolo USDA-FSIS. A partir de las
muestras positivas se aislaron dos colonias
de cada una y se procedid a su serotipado
mediante PCR multiplex. Se utilizaron 4
pares de cebadores especificos para los 4
serotipos principales de L. monocytogenes
(1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b) y un par especifico
para Listeria spp [2]. Se genotiparon 455
aislados por PFGE, los perfiles de
restriccion obtenidos con Apal y Ascl
mediante PFGE se analizaron con el
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software BioNumerics (Applied Maths,
Kortrijk, Bélgica), obteniéndose distintos
pulsotipos. Los pulsotipos persistentes
encontrados en cada empresa se
compararon entre si para identificar cuales
de ellos correspondian al mismo.
Resultados

Del total de 1801 muestras analizadas, 350
(19,4%) resultaron positivas, con una
distribucién entre muestras recogidas
antes de la limpieza (S) y después (L) y en
zonas de contacto (C) y no contacto (NC)

Muestras positivas
L S C NC
Afo 1 45 137 94 88
Afo 2 33 135 91 77
Total 78 272 185 165

gue se muestra en la Tabla 1.
Tabla 1: Distribucion de muestras positivas
para L. monocytogenes.

Se encontraron los 4 serotipos que
permite identificar el ensayo (1/2a, 1/2b,
1/2c y 4b), siendo el 1/2a claramente
mayoritario en prdacticamente todas las
empresas. Los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b
causan mds del 90% de los casos de
listeriosis en el hombre. De ellos, una
proporcién alta de los brotes de listeriosis
asociados con alimentos son causados por
cepas del serotipo 4b, que es menos
frecuente en las plantas de procesado. En
las muestras analizadas, los serotipos mas
abundantes fueron 1/2a con un 53,9% de
los aislados y 1/2c con un 26,0%. Al
serotipo 1/2b pertenecian el 15,3% de los
aislados y solamente un 4,8% fue 4b.

La identificacion de los genotipos de los
aislados mediante PFGE permite localizar
los focos mds concretos de contaminacion
y realizar la trazabilidad de |Ia
contaminacion a lo largo de la empresa, asi
como identificar las cepas mas
persistentes. El numero de pulsotipos
distintos encontrados en cada una de las
empresas fue muy diferente (Tabla 2),
desde 6 en la empresa que mostré menor
variabilidad hasta 25 en la que fue mayor.
El numero de aislados por pulsotipo,
también fue muy variable, de manera que

muchos de ellos presentaron un solo
aislado. Los pulsotipos que presentaron el
10% de los aislados e identificados en
muestras recogidas a lo largo de los dos

afos de estudio se consideraron
persistentes.

Empresa Aislados Pulsotipos Persistentes

A 53 25 3

B 73 22 2

C 75 14 6

D 36 10 2

E 22 6 2

F 38 12 5

G 48 12 5

H 47 20 2

I 9 9 -

J 54 12 2

Tabla 2: Distribucién de los aislados de cada
empresa en pulsotipos.

La comparaciéon de los pulsotipos
persistentes encontrados permitié la
identificacion de dos de ellos comunes en
varias empresas. Dichos pulsotipos fueron
detectados en distintas zonas a lo largo de
la cadena de procesado tanto en muestras
recogidas antes como después de la
limpieza y desinfeccién.

Conclusiones. Los sistemas actuales de
limpieza y  desinfeccion no  son
suficientemente eficaces para la
eliminacion de L. monocytogenes de las
plantas de procesado de productos
carnicos curados. Se han encontrado
pulsotipos que se mantienen a lo largo de
dos afos y que aparecen en distintas
empresas. El estudio de estas pulsotipos
persistentes permitira el disefio de nuevas
estrategias de eliminacion dirigidas
especificamente a estas cepas persistentes.
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Introduction

Frankfurter-type sausages are perishable
cooked meat products that due to their
physicochemical properties, i.e. high water
activity (aw) and pH close to neutrality, are
highly perishable. Shelf-life of cooked
sausages, although being a pasteurized
product, can be shortened by post-
processing contamination with lactic acid
bacteria (LAB), which can grow and spoil
the product during storage even at
refrigeration temperature.

Objective

The objective of the present study was to
evaluate the inhibitory effect of natural
antimicrobials and high pressure
processing (HPP) on LAB  during
refrigerated storage of cooked sausages by
a challenge testing approach.

Material and Methods

Smoked and non-smoked cooked sausages
formulated without or with antimicrobials
applied in batter (lactate/diacetate batch
and distilled vinegar batch) or on surface
(spice extract batch) were inoculated with
Lactobacillus curvatus CTC1755 at 10% cfu/g
for the shelf-life study and at 10° cfu/g for
the HPP lethality study. Vacuum packaged
sausages were treated by HHP at 600 MPa
for 5 min or not treated, and stored at
5.5°C for up to 52 days depending on the
batch. Growth of LAB was monitored
throughout shelf-life by plate counting in
de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar at
selected sampling times. Growth rate was
estimated by mathematical modelling

(DMFit Excel add-in from ComBase based
on Baranyi and Roberts, 1994 equation
(Ian. Growth rate at  different
temperatures was estimated by simulation
using the Ratkowsky root-square equation
secondary model [2].

Results

The growth rate of L. curvatus was lower
(up to 67%) in smoked than in non-smoked
sausages which would be related to the
inhibitory effect of smoke. All the assayed
antimicrobials reduced the growth rate of
L. curvatus. The surface application of the
spice extract was the most effective
treatment from the microbiological point
of view, however, it was not appropriate at
the sensory level. The shelf-life extension
of sausages by the two antimicrobials
applied in the meat batter
(lactate/diacetate and distilled vinegar)
was similar. The commercial shelf-life of
cooked sausages can be estimated as the
time required by the LAB to reach 107 cfu/g.
Considering initial LAB levels of 1 cfu/100 g,
smoked sausages formulated with
lactate/diacetate would have the largest
shelf-life at 3 2C (97 days) which represents
a 1l.2-fold increase when compared
smoked sausages without antimicrobials. In
non-smoked sausages, the largest shelf-life
was also achieved with the application of
lactate/diacetate. In this case the shelf-life
was shorter (84 days) but the increase
when compared with the non-smoked
sausages formulated without antimicrobials
was higher (1.5-fold). When the hygienic
quality of sausages is lower, (i.e. initial
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levels of LAB of 1 and 100 ufc/g) the shelf-

life of both smoked and non-smoked
sausages is shortened (Figure 1).
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Figura 1: Effect of the initial levels of lactic acid
bacteria on the shelf-life of non-smoked and
smoked sausages stored at 3 2C. Shelf-life was
estimated as the days required by the LAB to
reach 107 cfu/g.

HPP drastically reduced the levels of L.
curvatus and extended the shelf-life in all
the batches of cooked sausages, especially
in non-smoked ones where LAB remained
below the limit of detection (1 cfu/g) until
day 22.

Conclusions
The use of a product-oriented approach is
essential  when  exploring  different

strategies to extend shelf-life as interaction
between intrinsic and extrinsic factors can
lead to unexpected outcomes.
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Texto resumen. Se ha estudiado el efecto
combinado del pH y de la concentracién de
nitrito en la tasa especifica maxima de
crecimiento de Listeria monocytogenes.
Para ello se analizd6 el crecimiento del
microorganismo en un intervalo de
condiciones que pueden darse
habitualmente en los embutidos crudos
curados, como el fuet o el salchichdn.

L. monocytogenes se incubd en caldo de
soja tripticasa a 20 °C, pHs 5,5 y 6,0, y con
distintas concentraciones de nitrito sédico
(150 ppm, 75 ppm, 50 ppm 25 ppm y O
ppm). Se comprobd que, al reducir la
concentracién de nitrito en el medio de
cultivo, la velocidad de crecimiento
aumentaba. Asimismo, la bacteria se
multiplicaba mas lentamente cuando crecia
a un pH mas 4cido, indicando el posible
riesgo microbioldgico cuando se modifican
ambos parametros.

Las tendencias actuales de consumo se
orientan hacia una creciente demanda de
alimentos minimamente procesados y con
un contenido reducido de aditivos en su

composicion. Uno de los aditivos
habituales de los productos carnicos
crudos curados son las sales nitrificantes,
cuya relacion con la formacién de

nitrosaminas es de sobra conocida [1]. Por
tanto, no es de extrafar que se pretenda
disminuir su concentracion en los
alimentos o, incluso, su completa
eliminacion. Pero, la eliminacién total o
parcial de estas sales puede comprometer
la seguridad microbiolégica de estos vy
otros alimentos, ya que los nitritos, ademas
de contribuir a la formacién del color y

aroma caracteristicos de los embutidos

crudos curados y tener un efecto
antioxidante, son antimicrobianos.
Listeria monocytogenes es un

microorganismo muy ubicuo, capaz de
crecer a temperaturas entre 1y 45 °C, pHs
entre 4,6 y 9,6 y ay superiores a 0,90. En
los embutidos, los microorganismos
patégenos como Listeria se inhiben merced
al efecto combinado de varios factores,
como la temperatura de almacenamiento,
el pH, la aw, la microbiota competitiva o la
concentracién de nitrito. Cualquier cambio
en estos pardmetros podria favorecer la
multiplicacidon de este microorganismo. En
este sentido, se ha observado que
L. monocytogenes puede crecer en los
embutidos con un contenido reducido en
sales nitrificantes, sobre todo durante los
primeros dias del proceso de maduracion,
cuando las condiciones de pH y aw son mds
favorables para su desarrollo [2].

El objetivo de este trabajo fue determinar
el efecto combinado de la concentraciéon
de nitrito de sodio y del pH en un sistema
modelo en la tasa especifica maxima de
crecimiento (Umax) de L. monocytogenes.
Para ello se prepararon 5 soluciones
distintas de caldo de soja tripticasa (TSB)
(Pronadisa) con diferentes concentraciones
de nitrito sédico (150 ppm -cantidad
maxima permitida actualmente en la Unidn
Europea para los embutidos-, 75 ppm, 50
ppm, 25 ppm y 0 ppm). Cada solucidon se
ajustdé a pHs 6,0 y 5,5 con acido lactico al
85 %.
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Para la determinacion de la pma, UNa
suspension de L. monocytogenes (CECT
5672/Scott A) se diluyé en el mismo medio
en el que se incubd posteriormente, hasta
obtener varias concentraciones estimadas
entre 10° y 10! ufc/ml. Para cada dilucidn
se realizaron de 3 a 7 réplicas en funcidn
de la dilucién del indculo (a mayor dilucién,
mayor numero de réplicas). Finalmente se
anadieron 300 pl de las suspensiones en
los pocillos de 2 placas de Bioscreen C
(Labsystems), equipo que permite registrar
de forma indirecta el crecimiento
bacteriano mediante la medida de Ia
absorbancia (turbidez) del medio a 420 -
580 nm, en 200 muestras de forma
simultdnea. Las muestras se incubaron a
20 °C, temperatura tipica de fermentacion
de los embutidos crudos curados, durante
los primeros dias de su elaboracién. Para
conocer el numero exacto de
microorganismos presentes en cada
dilucidn se realizaron recuentos en placas
de agar de soja tripticasa (TSA) (Pronadisa)
incubadas a 37 9C durante 24h.

En la figura 1 se muestran los valores de
Umax Para cada una de las concentraciones
de nitrito de sodio y para cada uno de los
pHs (6,0 y 5,5). Como se puede observar, la
concentracién de nitrito influyd en el
crecimiento de L. monocytogenes, de
modo que, a medida que se reducia su
concentracién en el medio, mayor fue la
velocidad de crecimiento del
microorganismo. Asi pues, comparando los
lotes extremos (150 ppm y 0 ppm), se
observa una diferencia de pma de 0,7 h'?
entre ellos, independientemente del pH del
medio. Otros autores han observado un
efecto inhibidor similar del nitrito en
Listeria, en ensayos in vitro [3].

En cuanto al efecto del pH sobre el
crecimiento de Listeria, como era de
esperar, se confirma que la acidificacion
del medio de cultivo ralentiza Ia
multiplicacién del microorganismo.

Concretamente, comparando las rectas de
regresion obtenidas para ambos pHs se
aprecia una reduccion de la tme de 0,13 h?
al disminuir el pH de 6,0 a 5,5 con
independencia de la concentracidon de
nitrito. Los pHs que se han estudiado en
este trabajo se aproximarian a los valores
iniciales en la férmula de un producto
picado crudo curado y a los de un producto
de baja acidez tras la maduracion (pH 6,0),
y a los valores de un producto crudo
curado fermentado (pH 5,5).

0,5 4
y =-0,0005x +0,3948

04 > « R?=0,7719

= X pH=6
£

< NKEIO\D

©

Eo2 | pH=5,5
=

y =-0,0005x +0,2822
R?=0,8537

0 25 50 75 100 125 150
Concentracion de nitrito (ppm)

Figura 1: Efecto de la concentracién de nitrito y

del pH en la la Umax de L. monocytogenes (CECT
5672/Scott A) en TSB a 20°C

En conclusidn, la posible reduccién de la
concentracién de nitritos en un embutido
crudo curado entrafia riesgos
microbioldgicos que han de evaluarse con
sumo cuidado antes de tomar semejante
medida y siempre ha de acompanarse de
un control exhaustivo del pH del producto.
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Staphylococcus aureus es una bacteria
patégena tolerante al NaCl, pudiendo
crecer en alimentos como el jamén curado
loncheado. En el presente trabajo se
comprobd el crecimiento de S. aureus
INIA2014/15 procedente de jamdn curado,
inoculada en jamén loncheado con
distintas aw (0,897, 0,926, 0,943 y 0,955). A
8 y 12°C apenas se registrd crecimiento,
mientras que a 22 y 302C los niveles
dependian de la aw, alcanzandose en jamon
con ay de 0,955 valores de 7,67 log tras 7 d
a 22°C y de 8,52 log tras 7 d a 309C, una
poblacién bacteriana suficiente para la
produccion de enterotoxina en el jamon.
Este estudio muestra como el jamodn
curado loncheado contaminado por S.
aureus es una fuente potencial de
toxiinfeccidn alimentaria cuando la aw y la
temperatura de conservacién favorecen su
crecimiento.

Introduccion

S. aureus es causante de intoxicaciones
alimentarias de diversos origenes, entre
ellos los productos carnicos®. Crece en un
amplio intervalo de temperaturas (7-482C),
pH (4,2-9,3), concentraciones de sal (hasta
15%) y actividad de agua (aw) (>0,83)% La
contaminacion con  estafilococos se
atribuye a una manipulacién inadecuada
mas un almacenamiento en condiciones de
abuso de temperatura. Ademads, en la
Unidon Europea existe preocupaciéon por
cepas de S. aureus de origen porcino que
también podrian llegar al producto final, en
especial, cepas de tipo MRSA (Clonal
Complex 398)3.

Las operaciones de deshuesado, troceado
y/o loncheado del jamén curado pueden
dar lugar a la contaminacidén con S. aureus.
El producto puede considerarse seguro si
se conserva en refrigeracién y cuando sus
caracteristicas  fisicoquimicas, y en
particular la aw, se mantengan dentro de
unos parametros determinados. Sin
embargo, valores de ay superiores a 0,90
pueden permitir su multiplicaciéon y la
produccion de enterotoxinas si estos
productos se distribuyen y/o almacenan sin
refrigeracion. El jamon curado con una ay <
0,90 puede considerarse seguro” incluso si
se almacena sin refrigeracion.

El objetivo del presente trabajo fue
conocer el comportamiento de distintos
aislados de S. aureus en jamdén curado
loncheado con distinta aw y mantenido a
distintas temperaturas.

Materiales y Métodos

Inicialmente se inocularon 7 aislados de S.
aureus (M1, ND1, INIA2014/15M+,
INIA2014/15M-, ST1, ST101 y ST398)
procedentes de jamén curado a
aproximadamente 10%® ufc/g en jamodn
loncheado con ayw 0,91 manteniéndose en
condiciones de abuso de temperatura (22 y
309C) durante 7 d. Los recuentos se
realizaron en agar Baird-Parker incubado a
37°C durante 48 h.

Para comprobar el crecimiento a distintas
aw se selecciond el aislado que alcanzd
mayores niveles y se inoculd en jamodn
curado loncheado con valores de ay de
0,897, 0,926, 0,943 y 0,955 que se mantuvo
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durante 7d a 8, 12, 22 y 30°C. Los ensayos
se realizaron por duplicado.

Resultados

Se comprobd el mayor crecimiento del
aislado INIA2014/15M+, con valores de
4,39 +0,2 log a 22°C vy 7,33+0,9 log a 302C
(Figura 1).
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Figura 1: Crecimiento de distintos S. aureus

(log ufc/g) en jamdn loncheado mantenido 7 d

a 22y 30°C.
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Se selecciond dicha cepa para los ensayos a
distintas aw y temperaturas de
conservacion.

A 8 y 129C, los recuentos fueron similares
en todos los jamones (Tabla 1).

aw 8eC 12¢C

0,897 4,2610,01 3,61+0,14
0,926 4,18+0,16 4,09+0,06
0,943 4,1310,24 3,91+0,11
0,955 3,92+0,02 3,91+0,06

Tabla 1: Recuentos obtenidos (log ufc/g) tras 7
d a 8y 129C en diferentes ay,.

Por otra parte, se observé que a 22 y 309C
(Figura 2) los niveles dependian de la aw. En
jamén con una a, de 0,955 a 30°C se
alcanzaron 8,52+0,04 log ufc/g, mientras
que con una a, de 0,897 a la misma

temperatura los valores de S. aureus
fueron de 4,93%0,7 log ufc/g. Por tanto,
con valores de a, alta, los niveles

alcanzados podrian dar lugar a Ia

produccion de enterotoxinas.
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Figura 2: Comportamiento de S. aureus (Alog
ufc/g) en muestrastras 7 d a 22y 30 C.

Conclusiones

Este estudio muestra como el jamodn
curado loncheado contaminado por S.
aureus es una fuente potencial de
toxiinfeccién alimentaria cuando la aw v la
temperatura de conservacién favorecen su
crecimiento.
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Introduccién

El elevado uso de antibidticos en clinica
humana y en veterinaria ha dado lugar a un
aumento de enterobacterias productoras
de PB-lactamasas de espectro extendido
(BLEEs) en el ambiente extrahospitalario
(entorno animal, alimentos, y ecosistemas
acuaticos, entre otros), convirtiendose asi
en uno de los mayores poblemas de salud
publica [1,2]. Por ello, uno de los
principales retos al que nos enfrentamos es
el de frenar la dispersion de estas
resistencias en todos los dmbitos. Para

comprender los mecanismos de
diseminacion de estas bacterias es
necesario estudiar la capacidad de
transmisién horizontal de genes de

resistencia de unas bacterias a otras.

Asi, el objetivo de este estudio ha sido
determinar la capacidad conjugativa de
cepas de E. coli productoras de B-
lactamasas de espectro extendido (BLEE)

aisladas de distintos entornos en la
Comunidad Foral de Navarra.

Material y Métodos

Se estudiaron 50 cepas de E. coli

productoras de BLEE aisladas de alimentos
(n=21), aguas de rios (n=8), depuradoras
[EDAR] (n=13) y granjas (n=8). Como cepa
receptora se utilizé E. coli AB1157, carente
de plasmidos, resistente a la
estreptomicina y sensible a ampicilina.

A partir de cultivos frescos de las cepas en
BHI (24 h, 372C), se mezclaron donadora y
receptora en proporcién 1:1 (5 ml de cada
una) y se llevd a incubar a 372C durante 24

h. Los transconjugantes se seleccionaron
en placas de TSA suplementadas con
estreptomicina (100 pg/ml) y ampicilina
(30 ug/ml). La frecuencia de conjugacion se
calculé como la relacién entre el nimero
de transconjugantes y el de células
donadoras.

La caracterizacidon molecular
transconjugantes se realizd mediante
amplificacion por PCR de los genes
implicados en las resistencias (blacrxm, Y
bIGTgm) [3,4]

de los

Resultados y Discusion

El 100% de las cepas analizadas fueron
capaces de realizar una transferencia
génica eficaz, volviéndose la cepa
receptora resistente a ampicilina.

La Tabla 1 representa la media de las
frecuencias de conjugacion segun el origen
de las cepas. Las cepas con mayor
frecuencia conjugativa fueron las aisladas
de entornos acuaticos, con valores entre
101y 102 (EDAR y rios, respectivamente), a
diferencia de las cepas de granjas y
alimentos que mostraron frecuencias con
una media de 10™.

Frecuencia

Origen cepas conjugacion

Alimentos (A) 7,77E-04
Granjas (G) 1,64E-04
Rios (R) 1,79E-02
EDAR (E) 1,92E-01

Tabla 1: Frecuencia de conjugacién media
segln el origen de las cepas.
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Es significativo sefalar que una de las
cepas que ha mostrado mayor capacidad
conjugativa pertenece al filogrupo B2
(asociado a cepas mas virulentas), lo que
ratifica el riesgo de transmisidon de cepas
potencialmente peligrosas a través de
estos entornos. La Tabla 2 muestra las
caracteristicas de las 4 cepas que han
mostrado  mejores  frecuencias de
conjugacion.

Frecuencia

Cédigo Origen . "
conjugacion

Tipo BLEE Filogrupo

1 EDAR  245e+00 CTX-M15 B2

2 EDAR  433p-02 CTX-M1 B1
TEM-1, B1

1R RIOS 1,27E-01  CTX-M1

2R RIOS 1,336-02 CTX-M14 A

Tabla 2: Caracteristicas de cuatro cepas
aisladas de entornos acuaticos.

Finalmente, con el fin de confirmar que en
los transconjugantes se habia producido la
transferencia horizontal de los genes
implicados en las resistencias, se realizaron
distintas PCRs para la deteccidon de genes
blacrx-m y blarem. A modo de ejemplo, la
Figura 1 muestra que 4 transconjugantes
procedentes de cepas de granjas (1G, 2G y
3G) y rios (1R) eran portadores del gen
TEM-1 (amplificado a 516 pb).

1 2 3 4 C+ C+ C 1kb

516pbh —

Figura 1: Deteccion por PCR del gen TEM-1 en
los transconjugantes. 1: 1G; 2: 2G; 3: 3G; 4: 1R.
5-6: C+ TEM-1; 7: C-.

De igual modo, se muestra un ejemplo de 5
transconjugantes que habian adquirido el
tipo de CTX-M presente en la cepa
donadora (CTX-M1 o CTX-M9) (Figura 2).

kb 1 2 3 4 5 C+ C+ C+ C

415pb—
205pb —

Figura 2: PCR mutiplex para la deteccion de
CTX-M en los transconjugantes. 1: 1G; 2: 2G; 3:
2R; 4: 1E; 5: 2E. 6: C+ CTX-M1; 7-8: C+ CTX-M9;
9:C-.

En conclusién, la elevada capacidad
conjugativa de estas cepas sefiala Ia
importancia que adquiere el entorno
acudtico para el intercambio de genes y
dispersidn de resistencias, por lo que seria
necesario controlar la presencia de
bacterias superresistentes en entornos de
riesgo como las estaciones de tratamiento
de aguas residuales.
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éCudl es la importancia de los
microorganismos en los alimentos?
Los alimentos son un medio perfecto para
el crecimiento de diversos
microorganismos, debido a su cantidad y
variedad de nutrientes. Hay
microorganismos perjudiciales, que hacen
los alimentos incomestibles (alterantes), o
peligrosos para la salud (patégenos). Sin
embargo, muchos son de utilidad,
favoreciendo su produccion y/o
conservacion. Desde hace milenios, estos
se emplean para producir alimentos
fermentados. Debido a sus caracteristicas
metabdlicas, las bacterias acido lacticas
fermentan productos lacteos, carnicos vy
vegetales. En alimentos hay también
hongos  filamentosos, el  principal,
Aspergillus oryzae, se usa para fermentar la
soja. Y entre las levaduras, las mas
relevantes son Saccharomyces cerevisiae,
implicadas en el vino, pan o aceitunas.
¢Como interaccionan los microbios en los
alimentos?
Los microorganismos fermentativos estdn
muy adaptados a ecosistemas complejos,
como leche o mosto de uva. Sus inte-
racciones son fundamentales para el éxito
y la seguridad de las fermentaciones; y los
mecanismos moleculares y fisiolégicos
implicados son muy variados.

Las buenas relaciones entre vecinos
Hay gran cantidad de relaciones positivas
entre microorganismos. Se puede decir que
han evolucionado conjuntamente para
adaptarse a las condiciones de un nicho,
siendo necesarios para la fermentacion y
obtener un producto de éxito. Sin
embargo, para una relacion fructifera entre

ellos se requieren unas condiciones,
desarrolladas en la Hipdtesis de la Reina
Negra. A continuacién, se detallan las
principales interacciones positivas y sus
mecanismos:

Mutualismo o relaciones sinérgicas
Ambos microorganismos, especies o cepas,
salen beneficiados. El principal mecanismo
se basa en interacciones troficas. Es el caso

de fermentaciones de yogur con
Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus 'y L. delbrueckii subsp.

Bulgaricus. Streptococcus, produce &acido
férmico, folato, CO, y otros compuestos
que estimulan el crecimiento de
Lactobacillus; a su vez, este suministra
péptidos y aminoacidos a Streptococcus. En
vinos, pueden producirse relaciones de
neutralismo y estimulacién entre levaduras
y bacterias lacticas, como Oenococcus oeni.
Comensalismo: Un microbio se beneficia de
otro, que no sale perjudicado ni
beneficiado. Puede deberse a Ia
degradacion de proteinas y carbohidratos
que liberan compuestos Utiles para otros.
Levaduras y mohos pueden asimilar acido
lactico, favoreciendo el desarrollo de
bacterias y levaduras en aceitunas de
mesa.
Los microbios se hacen la guerra
Ademds, hay microorganismos que
dificultan el desarrollo de otros de su
mismo ecosistema. Estas interacciones
pueden ser:
Amensalismo o Antagonismo.

Un producto metabdlico de una especie
tiene un efecto negativo en otras. Un caso
es la produccién de etanol, un agente
conservante muy efectivo producido por
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levaduras. Otro es la produccién de acidos
organicos (lactico y acidos grasos de
cadena corta). Bacterias acido lacticas y
bacterias acéticas  producen  &cidos
organicos en fermentaciones lacteas,
carnicas y de vegetales. Diversas bacterias
producen toxinas denominadas bacterio-
cinas (nisina y otras). Algunas cepas de
Lactococcus lactis producen nisina vy
lacticina con efectos negativos sobre
Listeria monocytogenes; cepas que podrian
utilizarse como cultivos iniciadores en
gueso Cottage. También se han encontrado
estirpes de levaduras productoras de
toxinas killer. Hay una gran variedad de
compuestos asociados al término Kkiller; y
son producidos por levaduras de productos
vegetales (vinos, aceitunas, o higos) y de
origen animal (jamoén o quesos) [1]. Otro
compuesto resefiable es el perdxido de
hidrégeno, producido por bacterias lacticas

frente a alterantes y  patdgenas
(Pseudomonas, Bacillus y otras).
Otros mecanismos como el quorum

sensing, juegan un papel significativo en
muchos procesos biolégicos para el control
de la densidad de poblacién. Se produce
una comunicacién  célula-célula  por
secrecién y deteccién de inductores
moleculares. Sus funciones son muy
variadas, incluyendo la formacion de
biopeliculas, produccion de toxinas, o
transformacion de levaduras a su forma
filamentosa. En levaduras vinicas se ha
descrito inhibicion mediada por contacto
entre Saccharomyces y no-Saccharomyces
(Kluyveromyces y Torulaspora) [2].

Estas relaciones son de gran utilidad para
el biocontrol de patégenos o alterantes. Se

ha observado que levaduras vinicas
Saccharomyces  provocan un rdpido
desplazamiento de otras no-

Saccharomyces [3]. Esto no se debe a
contacto celular y se ha relacionado con
compuestos toxicos diferentes de etanol o
toxinas killer. Otros estudios han utilizado
levaduras para controlar hongos
filamentosos en postcosecha de frutas [4].
En esos estudios dos levaduras aisladas de
higos, Metschnikowia pulcherrima vy

Hansenula opuntiae, eran efectivas para
evitar la  proliferacion de hongos
filamentosos.

Competicion: Dos o mas especies, cepas 0
subpoblaciones de microbios compiten por
uno o mas factores de crecimiento. Este,
junto al amensalismo, es uno de los mas
determinantes en la sucesidén de especies
en alimentos. En fermentaciones vinicas, el
consumo de tiamina por Hanseniaspora
uvarum limita el crecimiento de S.
cerevisiae [5].

Parasitismo: Un microorganismo se bene-
ficia de otro. El ejemplo mas clasico es el
de los virus bacteriéfagos de bacterias
lacticas. Ademas, estudios sugieren que los
pardsitos pueden mejorar las relaciones de
mutualismo [5].

&Y qué ocurrira en el futuro?

Desde el punto de vista de su utilidad para
el ser humano, es muy interesante el uso
de cultivos mixtos y de microorganismos
como método de biocontrol en
fermentaciones de alimentos. Quedan
abiertas muchas preguntas para el futuro.
Entre ellas, el comportamiento de las cepas
en cultivos mixtos y en medios complejos,
por lo que su estudio y aplicacion es algo a
considerar. Para entender todas las
relaciones entre microorganismos en
medios complejos y en cultivos mixtos, se
plantea cada vez mas el desarrollo y
aplicacion de tecnologias moleculares
basadas en la secuencia de genomas. De
este modo, se pretende aumentar nuestro
conocimiento de estos ecosistemas y las
relaciones que se producen entre los
microorganismos.
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En 2015 se describiéd la existencia del
primer determinante de resistencia a
colistina localizado en un plasmido *. Desde
entonces a esos genes de resistencia a
colistina se les ha denominado mcr
(mobilized colistin resistance) y se han
hallado distintas variantes de ellos 2. La
transmisién horizontal de genes mcr en la
cadena alimentaria desde cepas de E. coli a
otros patdgenos o0 microorganismos
beneficiosos presentes en la cadena
alimentaria es un hecho que merece ser
estudiado.

Objetivo: Determinar como afecta la
presencia de biocidas de uso comun en la
industria alimentaria a la transmisién
horizontal de los genes de resistencia mcr-
1y mcr-2.

Materiales y Métodos
Seleccion de cepas

Se seleccionaron como cepas donantes E.
coli SHP45 y E. coli DTH2 (portadoras de
mcrl y mcr2 respectivamente) para
determinar la transmisién de los genes de
resistencia a colistina. Como cepas
receptoras se consideraron:
De la Coleccidn Espafiola de cultivos tipo
(CECT) Salmonella: 443, 722, 4300, 4564 y
4594. De la CECT cepas de E. coli: 99, 515,
516 y 4267. De la coleccién Alemana
(DSMZ) cepas de Pseudomonas aeruginosa
PAOl1l, vy cepas de Pseudomonas
fluorescens: 50090, 50091 y 50106.

Se determind la Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) mediante siembra en
estria y en superficie en placas de agar
Mueller-Hinton (Merck) suplementadas con
antibioticos. La CMI a colistina de la cepa
receptora debia ser inferior a la de las cepas
donantes, y al mismo tiempo tener una CMI
mayor que la de las cepas donantes frente a
uno de los siguientes antibidticos
cefotaxima, ciprofloxacina o
estreptomicina.

Protocolo de transconjugacion
Basandose en estudios previos
transferencia conjugativa de plasmidos
se optimizaron las condiciones necesarias
para la transconjugacion:

sobre
3,4

Las cepas se cultivaron por separado a
302C durante 18-24 h. en caldo BHI,
suplementado con 4 pg/mL de colistina
(sigma-Aldrich) en caso de las cepas
donantes para evitar la pérdida del
plasmido. Se prepararon indculos en medio
fresco de estas cepas y tras alcanzar la fase
exponencial de crecimiento (Absorbancia a
560 nm de 0,250) se mezclaron 5 mL de
caldo de la cepa donante y 5 mL de caldo
de la cepa receptora y se centrifugaron a
6000 rpm (Centrifuga Eppendorf 5804R)
durante 8 minutos. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en
0,5 mL de caldo BHI estéril, que fue
depositado sobre filtros de uso general
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(Whatman 90 mm) colocados en la
superficie de placas de agar MH, que
fueron incubadas a 302C durante 24 h.
Posteriormente, se recuperaron los filtros
en tubos de cultivo estériles con 10 mL de
caldo BHI estéril y se sometieron a
agitacion intensa en vértex durante 30
segundos. Se realizaron diluciones seriadas
del caldo obtenido, que fueron sembradas
en placas de agar suplementadas con
cefotaxima (4ug/mL) para cuantificar las
bacterias receptoras totales, y en placas
con cefotaxima (4ug/mL) vy colistina
(4pg/mL) para cuantificar los eventos de
transferencia conjugativa.

Confirmacion mediante PCR

Las colonias transconjugantes obtenidas en
placas de agar suplementadas con ambos
antibidticos fueron caracterizadas
molecularmente para comprobar que eran
cepas receptoras portadoras del gen mcr-1
y mcr-2 con los cebadores y condiciones
detalladas en la tabla 1.

Gen Secuencia del cebador 5’-3’
Pseudomonas | F: GACGGGTGAGTAATGCCTA
165 R: CACTGGTGTTCCTTCCTATA

Desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 942C
y 25 ciclos: 94 2C 60’, 54 °C 90’, 72°C 60,
elongacion final 722C 10 min. Concentracion
de primers: 0,4 uM

mcrl F: CGGTCAGTCCGTTTGTTC
R: CGGTCAGTCCGTTTGTTC

Desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 942C
y 25 ciclos: 94 °C 30’, 60 °C 60’, 72°C 60’,
elongacion final 722C 10 min. Concentracion
de primers: 0,01 uM

Tabla 1: Reacciones y condiciones de PCR

Resultados

La cepa receptora elegida fue P.
Aeruginosa PAQ1, se selecciond como cepa
receptora al tratarse de una cepa no
portadora de plasmidos, con su genoma
secuenciado, y que cumplia las condiciones
requeridas.

Se hallé la CMI de las cepas seleccionadas
se muestra en la tabla 2 para un pre-cultivo
crecido a 37 °C durante 24h y leido a las
48h.

Se ha optimizado un protocolo para el
estudio de la transmisidon horizontal de
genes mcr entre cepas de E. coli portadoras
de mcr-1y mcr-2 y la cepa receptora PAOL.

Colistina | Cefotaxima
Donantes 8 ug/mL 2 pug/mL
(mcer-1y mcr-2)
Receptora 4 pg/mL 16 ug/mL

Colistina + Cefotaxima

mcr-1 4+4 pg/mL
mcr-2 6+6 pg/mL
Receptora 4+4 pg/mL

Tabla2: CMI de las cepas y antibidticos

permite obtener transconjugantes de
forma rutinaria, con una tasa media de
transferencia horizontal del gen mcrl de
6,1x10%.

En el XXI Congreso Nacional de
Microbiologia de los Alimentos se
presentaran resultados acerca del efecto
que tienen los biocidas de uso alimentario
acido peracético, cloruro de benzalconio e
hipoclorito de sodio a concentraciones sub-
inhibitorias sobre las tasas de transferencia
horizontal de los genes mcr-1y mcr-2.
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EL AGENTE BIOPRESERVANTE PSEUDOMONAS GRAMINIS CPA-7
REDUCE LA CAPACIDAD INVASIVA DE SALMONELLA ENTERICA Y
LISTERIA MONOCYTOGENES DESPUES DE LA INTERACCION EN
PERA MINIMAMENTE PROCESADA
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Para la implementacion de la
biopreservacion como  alternativa al
saneamiento con cloro para la
conservaciéon de frutas y verduras

minimamente procesadas es importante
conocer su modo de accidn. Pseudomonas
graminis CPA-7 es una bacteria aislada de
la superficie de manzana que ha mostrado
capacidad antagonista contra los
patdgenos alimentarios L. monocytogenes,
Escherichia coli 0O157:H7 y S. enterica
subsp. Enterica en frutas de cuarta gama
[1, 2, 3, 4]. En el presente trabajo se
estudid el efecto de CPA-7 sobre la
capacidad infectiva de los patdgenos
humanos S. enterica y L. monocytogenes
antes y después de la interaccién en pera
minimamente procesada durante 6 dias de
conservacién en condiciones aerobias a 10
°C, empleando la linea celular (Caco-2)

como modelo del epitelio intestinal
humano.

Los resultados mostraron que CPA-7
controld el crecimiento de L.

monocytogenes y S. enterica en 5.5y 3.1
logio, respectivamente, después de 7 d de
co-incubacion en el fruto. CPA-7 atenud la
adherencia de S. enterica a las células
Caco-2 en 0.8 logig, independientemente
de la interaccion en el fruto, mientras que

no afectd6 la adherencia de L

monocytogenes (Fig. 1).

La interaccion  patdgeno-antagonista-
alimento durante el periodo de pre-
adaptacion propiciaron la reducciéon de la
capacidad de invasion de ambos
patégenos, en 1.3 logiw para L
monocytogenes y por debajo del limite de
deteccion (5 CFU/g) para S. enterica.

CPA-7 fue capaz de adherirse al epitelio
intestinal lo que indicé la posibilidad de
establecer competencia por sitios de
adhesién en el epitelio intestinal. La
capacidad de adhesién se incrementd en
funcién de la concentracién de inéculo. Sin
embargo, la supervivencia de CPA-7 a la
digestion gastrointestinal fue menor (en 2
logio) después de la pre-incubacion en la
pera que inicialmente. Su adherencia no
fue afectada por la digestién pero su
invasion si se vio reducida a niveles
indetectables, independientemente de la
pre-adaptacion en la matriz alimentaria.
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Figura 1. Reduccién de la adhesion (A) y de la invasion
(B) de L. monocytogenes CECTA032 y de S. enterica
CECT4300 antes y después de la incubacién en pera de
cuarta gama: ( 1) control CPA-7, (CJ) control CECT
4032, (=]) CECT 4032 co-inoculada con CPA-7, (Hi
)eontrol CECT 4300y ( E) CECT 4300 co-inoculada con
CPA-7. Las columnas representan las medias de las
reducciones logaritimicas: logio (Ni/No), donde N
representa las células viables después del paso de
adhesidn o invasién y No representa las bacterias
adicionadas a las monocapas de células Caco-2 en cada
caso. ND: no detectado. Las barras de error representan
el error estandar de la media (n=12). Letras diferentes
representan diferencias representativas  segin un
andlisis de varianzas (ANOVA) y un test de Tukey (P <
0.05).

El efecto de CPA-7 en las capacidades de
colonizacion de los patdgenos analizados
pudiera estar dado tanto por |la
competencia establecida en la matriz que
pudiera modular la expresién de genes de
virulencia de los patégenos, como por la

competencia por sitios de adhesién en el
epitelio intestinal, la cual esta influenciada
por la multiplicidad de infeccién.
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Figura 2. P. graminis CPA-7 dinamica poblacional
durante la simulacion digestiva, antes y después de de
la incubacion durante 7 d a 10 °C en pera de cuarta
gama. Los simboles representan medias de los
recuentos de viables en cada fase (n=6). Las letras
representan diferencias significativas entre fases para
cada tiempo de andlisis (mayusculas) o entre tiempos
de andlisis para cada fase (mintsculas) segtin un andlisis
de varianzas (ANOVA) y un test de Tukey (P <0.05).
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SELECCION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS CON ACTIVIDAD
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MADURADOS TRADICIONALES
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Resumen

En el presente trabajo se han seleccionado
cepas de bacterias acido-lacticas (BAL)
autéctonas de embutidos y quesos
madurados con actividad anti-L.
monocytogenes para su utilizacion en el
control de esta bacteria patégena. La
seleccidn de aislados se realizé primero con
el método de difusion en agar vy
posteriormente en ensayos de
coinoculacién con L. monocytogenes en
medios cultivo elaborados con queso vy
salchichén. Mas del 20% de aislados de BAL
de quesos y embutidos curado-madurados
presentaron algun tipo de actividad
antagonista frente a L. monocytogenes,
pero sélo determinadas cepas mostraron
alguna inhibiciéon del crecimiento de esta
bacteria patdégena en las condiciones de
maduracién de estos productos. Estas
cepas podrian ser de gran interés para el
control de L. monocytogenes en alimentos
madurados tradicionales.

Introduccién

Listeria monocytogenes es un
microorganismo patégenos que representa
un peligro en alimentos madurados debido
a su gran ubicuidad y adaptacién en las
condiciones de elaboracién. Esta bacteria
se ha encontrado tanto en las industrias
elaboradoras como en los propios
alimentos madurados listos para el
consumo (RTE- Ready to Eat) [1].

Por tanto, es necesario desarrollar
estrategias eficientes capaces de controlar
L. monocytogenes en alimentos madurados

RTE. Entre estas estrategias estan Ia
utilizacion de cultivos protectores de
microorganismos autéctonos no patégenos
como las bacterias acido-lacticas (BAL),
aislados de embutidos curado-madurados
y quesos madurados [2].

El objetivo de este estudio fue seleccionar
cepas de BAL autdctonas de embutidos y
quesos madurados con actividad anti-L.
monocytogenes para poder ser utilizadas
en estos productos como estrategia de
control de esta bacteria patégena.

Material y métodos

Este estudio se desarrollé en 5 industrias
de productos madurados tradicionales. En
ellas se aislaron bacterias acido lacticas a
partir de 21 embutidos y quesos
madurados en distintos etapas de
maduracién. Los aislamientos de BAL se
realizaron en agar MRS.

Los aislados de BAL obtenidos fueron
seleccionados inicialmente en funcion de
su actividad anti-L. monocytogenes
mediante el método de difusidon en agar.
Para ello, se depositaron 5 discos de papel
en placas de agar BHI, inoculados 4 de ellos
con aislado de BAL, siendo el 52 disco
usado como control. Tras 48 horas a 30 2C
se afnadid a la placa agar BHI previamente
inoculado con L. monocytogenes S7-2
(Figura 1). Posteriormente las placas se
sometieron a incubacién durante 72 horas
a 302C y se determinaron los didmetros de
los halos de inhibicion
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Figura 1: Esquema de la metodologia usada
para este ensayo.

Los aislados que mostraron halo de
inhibicion se sometieron a segunda
evaluacién de actividad anti-L.

monocytogenes en medios de cultivo
elaborados con queso o salchichdn
liofilizados [3], seglun la procedencia del
aislado. En ambos medios se inocularon
conjuntamente los aislados de BAL y L.
monocytogenes S7-2 a niveles de c.a. 3 log
ufc por placa cada uno y se incubaron a 72C
durante 7 dias simulando condiciones de
maduraciéon de productos madurados
tradicionales. Transcurrido este tiempo se
evalué el crecimiento de L. monocytogenes
en agar ALOA y se comparé con los
controles sin BAL.

Resultados y discusion

De los 206 aislados de BAL obtenidos 49
mostraron actividad anti-L.
monocytogenes, lo que representa un
23,8% del total de las bacterias estudiadas
(Figura 2), siendo este porcentaje de BAL
con actividad muy similar al obtenido por
otros autores [4]. Los halos de inhibicion de
los aislados activos variaron entre 1-13,5
mm dependiendo de la cepa. Ademas, cabe
destacar que la mayoria de las cepas con
actividad antagonista fueron aisladas de
chorizo (Figura 2).

En la segunda seleccién de aislados de BAL
realizadas en condiciones de maduracion,
s6lo determinadas cepas mostraron
capacidad de inhibicién del crecimiento de
L. monocytogenes, lo que muestra la
importancia de esta fase en la seleccion de
BAL para su utilizacion como cultivos
protectores en productos madurados.
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Figura 2: Numero de bacterias acido lacticas
(BAL) con actividad anti-Listeria
monocytogenes.

Conclusiones

Aungue un porcentaje elevado de aislados
de BAL de quesos y embutidos madurados
presentan algun tipo de actividad
antagonista frente a L. monocytogenes,
s6lo determinadas cepas son capaces de
provocar inhibicidn del crecimiento de esta
bacteria patdégena en condiciones de
maduracién de estos productos. Estas
cepas podrian ser de gran interés para el
control de L. monocytogenes en alimentos
madurados tradicionales.
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El incremento de la demanda de frutos
rojos en Espafia ha traido consigo un
aumento considerable de la superficie de
produccion. Entre ellos, las fresas son un
fruto altamente perecedero y con una vida
atil muy corta, debido principalmente a la
aparicién de podredumbres causadas por
Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer.
Asimismo, patégenos como Salmonella y
norovirus pueden estar presentes en fresas
y frambuesas frescas y congeladas y por
tanto, constituir un riesgo emergente para
la salud publica [1].

En este estudio se evalud la interaccién
metabidtica de los principales mohos
alterantes en fresa (B. cinerea y R.
stolonifer) sobre el comportamiento de
S. enterica. Para ello, se inocularon 10 ul de
una suspension fungica (~10° y 10*
conidias/ml, respectivamente), 1 (D1), 2
(D2) dias antes, asi como en el mismo
momento (D0O) que un ‘cocktail’ de
distintas cepas de S. enterica (BAA-707,
709, 710, 711 y CECT-4300, 10’ ufc/ml)
sobre heridas realizadas en la superficie de
las fresas. Se monitorizd la evolucién
bacteriana y el pH de la herida durante un
almacenamiento de hasta5y 14 diasa 20y
4 °C, respectivamente. Posteriormente, se

ajustaron una serie de modelos predictivos
(Weibull y log lineal) a los datos de
supervivencia de S. enterica para cada
temperatura estudiada con objeto de
predecir la tasa de inactivacion (log ufc/h).
Por ultimo, se llevd a cabo un analisis
univariante (ANOVA) para evaluar el efecto
de la temperatura, momento de
inoculacién del moho (DO, D1 y D2) y tipo
de moho sobre la inhibicion de S. enterica.

Los resultados demostraron que la
presencia de los mohos afectd
negativamente a la supervivencia de
S. enterica, existiendo una mayor inhibicién
de B. cinerea con respecto a R. stolonifer
(p<0.05). Asimismo, se observaron
diferencias significativas con respecto al
momento de inoculacion del moho, siendo
mayor la inactivacion para el momento D2
(p<0.05). Esto pudo ser debido a Ia
competencia de los mohos, asi como a una
acidificacion de la fruta en el lugar donde
se desarrollaron. Por tanto, la fresa
constituye un medio hostil para el
crecimiento de Salmonella, corroborando
lo obtenido por otros autores [2] donde se
observé una reduccion de 2-3 log ufc tras 5
dias de almacenamiento en refrigeracion (4
-15°C).
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Por otro lado, se demostré que hubo
diferencias significativas en la inhibicidn de
los patégenos a las temperaturas
ensayadas. El almacenamiento a 20°C
presenté un efecto inhibitorio
significativamente menor que el
tratamiento a 4 °C sobre ambos patégenos
(p<0.05).
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Figura 1: Efecto de la inhibicion de B. cinerea
(a) y R. stolonifer (b) sobre S. enterica
inoculados sobre heridas en superficie de fresa
a4d°C

Como se puede observar en la Fig. 1, la
inhibiciéon causada por B. cinerea a 4°C
redujo la poblacidon de S. enterica aprox.
1.5 log ufc/herida tras 50h de
almacenamiento. En el caso de la inhibicidn
causada por R. stolonifer, la inhibicidn fue <
1 log ufc/herida.

Las variaciones de pH a lo largo del
almacenamiento no fueron significativas a

ambas temperaturas, manteniéndose en
unos valores en torno a 3.4 —3.9.

En relacién con los modelos predictivos
utilizados, tanto el modelo Weibull como el
log linear presentaron un buen ajuste a los
datos observados (R? > 0.80; MSE <0.52).
En la mayoria de las condiciones ensayadas
se observd una tendencia lineal, aunque en
algunos casos, la inactivacién fue de tipo
no lineal, existiendo una fase inicial
“hombro” o de resistencia de S. enterica y
una fase final o regién “cola” demostrando
la existencia de una poblaciéon residual de
S. enterica al final del almacenamiento. Los
valores estimados de tasa de inactivacién
(kmax) oscilaron entre 0.009 y 0.143 log
ufc/herida/h.

Por tanto, se concluye que la presencia de
mohos causantes de podredumbres reduce
la poblacién de S. enterica en caso de que
aparezca en la cadena de produccion de
fresa fresca o congelada. No obstante, la
implementacion de buenas practicas de
higiene durante la recoleccion y posterior
transformacion en la industria se antojan
indispensables para garantizar la seguridad
microbiolégica de estos alimentos,
catalogados como listos para el consumo.
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Resumen. El jamoén curado loncheado es
susceptible de contaminacién por Listeria
monocytogenes durante su deshuesado y
loncheado. Un posible método de control
de este patégeno es la utilizacién de
cultivos protectores de microorganismos
autéctonos en jamdén como Debaryomyces
hansenii. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de D. hansenii en el
crecimiento y la expresion de dos genes de
virulencia de L. monocytogenes (hly e iap).
Para ello, se inoculd una cepa seleccionada
de D. hansenii junto con L. monocytogenes
en lonchas de jamdn curado a actividades
de agua (aw) de 0,95 y 0,93. En general, D.
hansenii no inhibidé el crecimiento de L.
monocytogenes en las lonchas de jamdn en
ambos valores de ay ensayados y ademas
estimuld la expresién de los genes de
virulencia de esta bacteria patégena en las
lonchas con a, 0,95. Aunque son
necesarios mas estudios, la utilizacion de
D. hansenii no parece una estrategia
adecuada para el control de L
monocytogenes en  jamoén  curado
loncheado.

Introduccién

Listeria monocytogenes provoca listeriosis,
una de las enfermedades alimentarias mas
severas en los paises industrializados. Los
productos listos para el consumo o RTE
(Ready-To-Eat) como el jamoén curado
loncheado, han sido identificados como
vehiculos potenciales de este patdgeno
debido principalmente a la posible
contaminacion durante las fases de
deshuesado y loncheado del producto.

La utilizacion de métodos de biocontrol
basados en el uso de levaduras como
cultivos protectores podria ser una
estrategia adecuada encaminada a reducir
la presencia de L. monocytogenes.
Debaryomyces hansenii es una de las
especies de levaduras mas comunmente
aislada de jamdn curado [1].

El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de D. hansenii en el crecimiento y la
expresion de genes de virulencia de L.
monocytogenes.

Material y métodos

En este trabajo se ha utilizado 1 cepa del
serotipo 1/2c de L. monocytogenes aislada
de jamén curado procedente de |la
coleccion de cultivos microbianos del INIA;
y 1 cepa de D. hansenii aislada de jamoén
curado y seleccionada previamente por su
actividad anti-L. monocytogenes en medios
de cultivo.

El efecto antimicrobiano de D. hansenii se
evalué en lonchas de jamdén curado con
una superficie de 16 cm?, previamente
esterilizadas y con valores de activad de
agua (aw) de 0,95 y 0,93. A continuacion,
las lonchas fueron inoculadas en dos lotes,
un lote control (sin levadura) y un lote
mixto (con L. monocytogenes y levadura)
con una concentracion de ca. 2 log
ufc/cm? de ambos microorganismos e
incubadas a 7 °C durante 10 dias. Al
finalizar el periodo de incubacion, se
llevaron a cabo los recuentos de L.
monocytogenes y la levadura en el medio
cromogénico ChromAgar™ Listeria y en
agar extracto de levadura sacarosa (YES),
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respectivamente. Ademas, se analizdé Ia
expresion  génica relativa de L
monocytogenes tras la exposicion a D.
hansenii mediante el analisis de dos genes
de virulencia, hly e iap, utilizando para ello
el método descrito por Alia et al. [2].

Resultados

L. monocytogenes crecid en las lonchas de
jamon curado alcanzando recuentos de
aproximadamente 5 log ufc/cm? y 2 log
cfu/cm? a los valores de ay de 0,95 y 0,93,
respectivamente (Fig. 1A). En cuanto a la
actividad anti-L. monocytogenes de D.
hansenii, no se observd reduccion
significativa (p<0,05) en ninguna de los
niveles de a,, ensayados.

Cuando se evalud el efecto de la levadura
sobre la expresion de los genes de
virulencia hly e iap de L. monocytogenes, se
observd un incremento de la expresion de
ambos genes en la ay, de 0,95 (p<0,05) (Fig.
1B).

Discusion

D. hansenii ha demostrado ser un buen
candidato como cultivo protector frente a
otros microorganismos [3]; sin embargo,
los resultados obtenidos en este trabajo no
mostraron un efecto positivo en cuanto a
la inhibicion del crecimiento de L.
monocytogenes en lonchas de jamén
curado. Ademads, D. hansenii podria
favorecer la expresién de genes de
virulencia de L. monocytogenes. Por tanto,
aunque son necesario nuevos estudios en
los que se incluyan mayor nimero de
genes de virulencia, la utilizaciéon de D.
hansenii como cultivo protector en jamon
curado loncheado podria incrementar la
virulencia de L. monocytogenes.

Conclusiones

La utilizacion de cepas seleccionadas de D.
hansenii como cultivo protector en lonchas
de jamon curado no inhibe el desarrollo de
L. monocytogenes, pudiendo incluso
favorecer la expresion de sus genes de
virulencia, lo que limita su uso en este tipo
de productos como estrategia de
biocontrol.

o
[CRY
L

W s
[LIFNR]
L

N

(log ufc/cm?)

| I

Mixto Mixto

a, 0,95

o
ocuruUNU W
.

Recuento de L. monocytogenes

Control Control

a, 0,93

=
o
y

— 9
3 ol s H
g 7]
=] 6 A
&
o 51
S 41
3 31
g 2] b b
i | |
a,095 |a,093 |a,095 Ia,0,93
gen hly gen iap

Figura 1: A) Recuentos de L. monocytogenes (log
ufc/cm?) tras 10 dias de incubacién a 7°C, en el
lote control (sin levadura) y en el lote mixto (con
levadura) en aw de 0,95 y 0,93. B) Expresion
relativa (logz) de los genes hly e iap de L.
monocytogenes en presencia de D. hansenii en
lonchas de jamén curado en ambas ay.
Diferentes letras implican diferencias
significativas en la expresiéon de un mismo gen a
distintas aw.
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Resumen. Penicillium nordicum puede
producir ocratoxina A (OTA) en derivados
carnicos-curado  madurados. Para su
control se ha propuesto a Debaryomyces
hansenii, levadura con actividad
antifungica, mayoritaria en estos
productos, aunque sus mecanismos de
accion no se conocen en profundidad. El
objetivo fue determinar si la actividad
antifungica de D. hansenii frente a P.
nordicum en condiciones de temperatura
(25, 20y 15 oC) y actividad de agua (aw 0,97
y 0,94) habituales en el procesado de estos
productos estaba basada en la competicidon
por nutrientes y sustrato. Para ello, se
determinaron la utilizacién de fuentes de
carbono (FC), el indice de superposicion de
nicho (NOI) y la competicién entre ambas
especies. P. nordicum utilizd un mayor
nimero de FC y el NOI mostré que se
encontraba favorecido nutricionalmente.
Sin embargo, D. hansenii redujo el
crecimiento del moho y la produccién de
OTA. En conclusion, D. hansenii puede ser
propuesta como agente de biocontrol para
reducir OTA en productos carnicos, aunque
su actividad antagdnica no se debe a la
competicion por nutrientes y sustrato.

Introduccién. P. nordicum coloniza con
frecuencia la superficie de derivados
carnicos curado-madurados durante su
maduracién. Este moho es productor de
ocratoxina A (OTA), una micotoxina
posiblemente carcindégena. Para reducir la
presencia de OTA se ha propuesto el
empleo de agentes de biocontrol presentes

en la poblacion habitual de estos
productos, como D. hanseni, levadura
mayoritaria en este tipo de alimentos. La
actividad antifungica de las levaduras
puede deberse a la competicion por
nutrientes y sustrato, la produccion de
compuestos o enzimas liticas o la degracion
de la micotoxina por parte de la levadura
[1]. El objetivo del estudio fue conocer si el
mecanismo de accidn de D. hansenii frente
a P. nordicum estaba basado en Ia
competicidn por nutrientes y sustrato.

Material y métodos. Se empled la cepa de
P. nordicum Pnib4 y la levadura D. hansenii
253H, ambas aisladas de jamdn curado. Se
analizé la utilizacion de 20 FC (aminoacidos
y azlcares) por estas cepas en placas
multipocillo. La utilizacién de las FC se
determiné midiendo la transformacién de
la resazurina mediante un
espectrofotometro de fluorescencia. Con
ello se realizé el calculo del NOI:

NOla+s/a= FC usadas por Ay B /FC usadas por A.

Utilizando las FC asimiladas por ambos
microorganismos se preparé un medio de
cultivo en el que se inocularon las dos
cepas a una distancia de 2 cm. Se analizo el
crecimiento de P. nordicum midiendo
diariamente el didmetro horizontal de las
colonias durante 15 dias. Se analizé la
produccion de OTA mediante
cromatografia liquida de alta resolucién
con detector de fluorescencia (HPLC-FLD).
Todos los experimentos se realizaron a tres
T2 (25, 20y 15 oC) y dos valores de ay (0,97
y 0,94).
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Resultados y discusion: P. nordicum
empled mas FC que D. hansenii (Figura 1).
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Figura 1. Fuentes de carbono empleadas.

Los valores de NOI (Tabla 1) muestran que
solo a 152C existe coexistencia de las dos

cepas (NOI>0,9). En el resto de las
temperaturas P. nordicum se encuentra
favorecido nutricionalmente (NOI<0,9)
frente a D. hansenii (NOI>0,9).
T2 (°C)  D. hansenii  P. nordicum

25 0,94 0,83

20 0,93 0,82

15 0,93 0,93

Tabla 1. Valores de NOI para P. nordicum y D.
hansenii.

D. hansenii provocd una disminucién

significativa (p< 0.05) del crecimiento de P.
las

nordicum en todas condiciones

estudiadas (Figura 2).

D. hansenii-P. nordicum

P. nordicum

Figura 2: Efecto de la presencia de D. hansenii
sobre el crecimiento de P. nordicum tras 15 dias
a259%yayde0,97.

Esta inhibicion puede estar relacionada
probablemente con la produccidn de algun
compuesto con actividad antifungica [2] ya
que los valores de NOI mostraban una
dominancia del moho.

D. hansenii también provocd una reduccion
en la concentracion de OTA (Tabla 2). La
capacidad de esta levadura para disminuir
la produccién de OTA se ha atribuido a la
represion en la expresion de genes
relacionados con la biosintesis de esta
micotoxina [3].

0,97a, 15°C 20¢C 25°C
Pn 7,50 <0,1 <0,1
Pn+Dh <0,1 <0,1 <0,1
0,94a, 15°C 20¢C 25°C
Pn 1,50 3,10 4,06
Pn+Dh <0,1 <0,1 <0,1

Tabla 2. Concentracion de OTA (ng/g agar)
producida por P. nordicum (Pn) en ausencia y
presencia de D. hansenii (Dh) en distintas
condiciones de temperatura y actividad de
agua.

Conclusién. La actividad antifungica de D.
hansenii no puede atribuirse a la
competicidon por nutrientes. Sin embargo,
debido a su capacidad para reducir el
crecimiento de P. nordicum y la produccidn
de OTA la cepa de D. hansenii estudiada
puede ser propuesta como agente para el
biocontrol del peligro de OTA en productos
carnicos.
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Introduccién

Entre los microrganismos patdgenos
asociados a los alimentos, Campylobacter
es desde hace varios afios y a nivel
mundial, la causa mas frecuente de
enfermedades diarreicas de origen
bacteriano [1]. Segun la maxima Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
en el afo 2015 se confirmaron 29.213
casos de campilobacteriosis en la Unidn
Europea. [2]. Campylobacter es el principal
patdogeno bacteriano asociado a los
alimentos, a pesar de su extrema
sensibilidad a diversos tipos de estrés, lo

que constituye toda una paradoja
microbiologica. A esta capacidad de
sobrevivir en la cadena alimentaria
contribuyen  diversos  atributos de

virulencia que emplea este patégeno como
herramientas para provocar la enfermedad
en humanos, denominada
campilobacteriosis. Entre estos atributos
de virulencia, se ha descrito que Ia
capacidad de formar biofilm podria ser una
caracteristica muy relevante del genero
Campylobacter para sobreponerse a los
diferentes tipos de estrés presentes en la
cadena alimentaria. En el presente trabajo,
se ha determinado la capacidad de
diferentes cepas, aisladas tanto de Ia
cadena alimentaria de la carne de pollo,
como de pacientes con campilobacteriosis,
de formar biofilm. Se ha evaluado el
impacto de la capacidad de formar biofilm
en la virulencia de este patdgeno
alimentario y en el incremento de su
resistencia diferentes tratamientos.

Materiales y Métodos

Se utilizaron un total de 50 cepas de
Campylobacter: 29 cepas aisladas de la
cadena alimentaria (CA) de la carne de
pollo (23 cepas de C. jejuni y 6 cepas de C.
coli) y 21 cepas aisladas de casos clinicos
(H) de campilobacteriosis (16 cepas de C.
jejuni y 5 cepas de C. coli). Las diferentes
cepas se recuperaron por siembra en
placas de Mueller Hinton Sangre y se
incubaron en condiciones de microaerofilia
(85% N2, 10% CO2 y 5% 02) utilizando un
incubador de atmésfera variable (VAIN
MACS-VA500, Don Whitley Scientific) a una
temperatura de 429C durante 48 horas.
Para la determinacién de la capacidad de
Campylobacter de formar biofilm en
superficies abidticas se utilizd un método
basado en el protocolo descrito
previamente por Reeser y col. [3] con
modificaciones realizadas para el presente
trabajo. El estudio del impacto de la
formacién de biofilm en la actividad
antimicrobiana de los compuestos
estudiados se llevd a cabo siguiendo la
metodologia descrita en Silvdn y col en
2014 [4].

Resultados y Discusion

En la Figura 1 se presenta la comparacién
de los valores medios de formacién de
biofilm entre las cepas de Campylobacter
aisladas de la cadena alimentaria de la
carne de pollo (CA) y las cepas clinicas (H).
Como se puede observar, las cepas aisladas
de la cadena alimentaria formaron mayor
cantidad de biofilm que las cepas de origen
clinico, lo que sugiere que la capacidad de
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formar biofilm podria ser una herramienta
utilizada por las cepas alimentarias para
incrementar su virulencia y perdurar a lo
largo de toda la cadena alimentaria de la
carne de pollo.
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Figura 1: Formacién de biofilm en cepas de la
cadena alimentaria de la carne de pollo (CA) y
de cepas provenientes de casos de
campilobacteriosis (H).

Cuando a las cepas estudiadas se le afiadio
exudados de pollo, se observd un
incremento de la formacion de biofilm en
todas las cepas. Sin embargo, este
procedimiento no favorecié la formacion
de Dbiofiim en aquellas cepas no
formadoras. Las cepas de C. coli fueron
mas productoras de biofilm que las cepas
de C. jejuni. La mayoria de los casos
documentados de campilobacteriosis a
nivel mundial se deben a la especie C
jejuni, que representa aproximadamente el
90% de los aislamientos confirmados,
asociandose el 10% restante de los casos a
la especie C. coli [1]. Sin embargo, en los
ultimos afios se ha reportado en todo el
mundo la emergencia de cepas de C. coli

resistentes a diversos antibidticos,
incluyendo macrélidos como la
eritromicina, el cual se considera la

principal opcion terapéutica en el caso de
la campilobacteriosis. El hecho de que esta
especie presente ademds atributos de
virulencia especificos como es una mayor
capacidad de formar biofilm, la convierte
en una candidata potencial a ser
considerada en el futuro como una

protagonista de mayor relevancia en la
infeccién humana por Campylobacter. Al
comparar la capacidad de formar biofilm
de ocho cepas de C. jejuni aisladas de dos
lugares diferentes de la cadena alimentaria
de la carne de pollo, jaulas y maquinas
desplumadoras, antes y después de su
higienizacidn por parte de los operarios, se
observé que las cuatro cepas aisladas de
superficies limpias fueron capaces de
producir mas biofilm que las cuatro cepas
aisladas de superficies sucias, lo que
evidencia que la produccidn de biofilm
podria contribuir a la resistencia de este
patdgeno a los protocolos de higienizacion,
y por tanto ser una estrategia relevante en
la prevalencia de Campylobacter en la
cadena alimentaria de la carne de pollo.
Finalmente, la produccion de biofilm
aumentd la resistencia de las cepas a
desinfectantes como el hipoclorito sédico y
a antimicrobianos naturales, como es el
caso de un extracto de semilla de uva.

Conclusiones

La formaciéon de biofilm puede ser una
estrategia de supervivencia de
Campylobacter en la cadena alimentaria y
aumentar su resistencia a desinfectantes y
otros compuestos antimicrobianos.
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Hoy en dia, los humanos pueden
considerarse como "meta-organismos"
compuestos por 10  veces mas

microorganismos que de células humanas.
Estos microorganismos, llamados
microbiota, son diferentes dependiendo
del drgano considerado. Como
consecuencia del mutualismo establecido
entre el huésped y su microbiota, la
microbiota intestinal es clave para el
mantenimiento de la homeostasis de un
individuo sano. De hecho, la microbiota
intestinal suministra nutrientes esenciales,
metaboliza compuestos no digeribles vy
protege al huésped contra la colonizacién
de patégenos. También contribuye al
desarrollo de la arquitectura intestinal, asi
como a varias funciones inmuno-
moduladoras. En determinadas
condiciones, puede  producirse un
desequilibrio microbiano conocido como
disbiosis, que se caracteriza por el
crecimiento de diferentes bacterias no
predominantes y/o la reduccién de las
comensales que puede conducir a una
situacion de enfermedad. Como resultado,
este desequilibrio también acarrea la
reduccién de algunos efectos beneficiosos
de estas bacterias comensales y, por lo
tanto, desencadenar enfermedades no solo
debido al crecimiento excesivo de
patdgenos. Por estos motivos, la idea de
utilizar algunos miembros de la propia
microbiota como probidticos de nueva
generacion (PNG) ha comenzado a
destacarse. Los probidticos son
"microorganismos vivos que, cuando se

administran en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio para la salud del
huésped"”. La mayoria de los probidticos
tradicionales pertenecen tanto al grupo de
Bacterias de Acido Lactico (LAB) como a
Bifidobacteria. Estos nuevos probidticos se
consideran, por lo tanto, como PNG que,
en comparacion con los tradicionales, no se
seleccionaron sobre la base del analisis de
la microbiota humana. Para considerar una
cepa como probidtica debe: i) estar bien
caracterizada, ii) cumplir los requisitos de
seguridad, y iii) conferir efectos
beneficiosos al huésped. Sin embargo, a
diferencia de la mayoria de las cepas
probidticas tradicionales, estos PNG no
estdn reconocidos oficialmente como
organismos seguros. Ademas, al no tener
un largo historial de seguridad de consumo
(en concreto, ningln uso seguro
documentado en Europa antes de 1997),
estos PNG deben ser usados como nuevos
alimentos o medicamentos siendo los
requisitos para su comercializacion en
Europa mucho mas estrictos que para
cepas probidticas convencionales (1).

Faecalibacterium  prausnitzii es un
miembro del grupo Clostridium vy
representa alrededor del 5% de |Ia
microbiota fecal total en adultos sanos (2).
En los ultimos afios, esta bacteria ha sido
propuesta como un biosensor y un actor
principal de la salud intestinal humana
debido a su importancia en el ecosistema
intestinal. De hecho, se ha demostrado la
reduccion de los niveles de F. prausnitzii en
pacientes que padecen varios sindromes y
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enfermedades tales como enfermedades
inflamatorias del intestino (Ell), sindrome
del intestino irritable (Sll), cancer
colorrectal (CCR), obesidad y enfermedad
celiaca, asi como en ancianos fragiles (2).
Debido a su importante papel en la
homeostasis del tracto gastrointestinal, F.
prausnitzii se considera hoy en dia como un
potencial PNG. Con el objetivo de probar
sus posibles efectos beneficiosos como
PNG, se ha utilizado esta bacteria en varios
modelos murinos inflamatorios de Ell y SSI
con resultados positivos (3). También se ha
observado que F. prausnitzii es capaz de
reducir la sensibilidad al dolor en los
modelos murinos de estrés de restriccidn
parcial y separacion neonatal (3). Asi
mismo, se ha determinado que F.
prausnitzii ejerce sus efectos benéficos por
medio de diferentes efectores: (A) péptidos
MAM secretados, (B) butirato, (C) EPM vy
(D) los acidos salicilico y siquimico (3).

Shikimic acid

aap - ¥
EPM ey, >  Salicylic acid
4
]
/

P e

BUTYRATE i

Figura 1: Efectores potenciales de F. prausnitzii
y sus efectos sobre el huésped. Extraido de (3).

A pesar de su importancia en la salud
humana, se han realizado pocos estudios
microbioldgicos para aislar nuevas cepas
de F. prausnitzii con el fin de comprender
mejor la biodiversidad y la diversidad
fisiolégica de esta especie comensal
beneficiosa. En 2017, establecimos un
protocolo para aislar nuevas cepas de F.
prausnitzii de heces de voluntarios sanos,
asi como una caracterizacién molecular y
metabdlica detallada (4). Las cepas de F.
prausnitzii aisladas se clasificaron en 3
grupos segun las secuencias de ARNr 16S.

La produccién de enzimas, la resistencia a
los antibidticos y las propiedades
inmunomoduladoras fueron cepa-
dependientes, aunque todos los aislados
mostraron: i) ausencia de adhesidn a
células epiteliales, de plasmidos, y de
actividad antimicrobiana y hemolitica, v ii)
la presencia de actividad de ADNasa.
Ademas, se observd una correlacién entre
la produccién de butirato y la capacidad de
inducir IL-10, una citocina antiinflamatoria,
en células mononucleares de sangre
periférica. En conjunto, estos resultados
ponen en evidencia que varias de las cepas
de F. prausnitzii aisladas pueden ser
considerados como buenos candidatos
como PNG. Entre ellas la cepa F. prausnitzii
CNCM 1-4573 ha sido seleccionada por la
Start-Up francesa NexBiotiX con el fin de
realizar un ensayo clinico en humanos en
los préximos 3 afios.

§ CNCM 1-4573
. %

Figura 2: Imagen de microscopia electrénica de
barrido de F. prausnitzii CNCM 1-4573. Extraido
de (4).

AGRADECIMIENTOS

Los autores quieren agradecer a todo el
personal cientifico y técnico que ha participado
en los estudios sobre F. praustnizii que se
presentan en esta comunicacién, en particular
a Harry Sokol y Sylvie Miquel.

REFERENCIAS

[1] Miquel S. et al. Microb Cell Fact. 2015, 14, 48.

[2] Miquel S. et al. Current Opinion Microbiol.
2013,1,7.

[3] MartinR. et al. Front in Microbiol. 2018, 9, 346.

[4] Martin R. et al. Front in Microbiol. 2017, 8,
1226.

207



Sesion 4A. Probidticos y alimentos funcionales

DESARROLLO DE PROBIOTICOS PARA LA HIPERURICEMIA

Garranzo M.}, Jara J.! Orgaz B.!, Segura J.2, Rodriguez J.M.3, Fernandez L.!
1 Universidad Complutense de Madrid/Facultad de Veterinaria/Seccion Departamental de
Tecnologia de los Alimentos. Avda. Puerta de Hierro s/n, 28040, Madrid.
2 Universidad Complutense de Madrid/Facultad de Veterinaria/Departamento de Produccion

Animal. Avda. Puerta de Hierro s/n, 28040, Madrid.

3 Universidad Complutense de Madrid/Facultad de Veterinaria/Seccién Departamental de
Nutricion y Ciencia de los Alimentos (Veterinaria). Avda. Puerta de Hierro s/n, 28040, Madrid.

marcog03@ucm.es

El catabolismo de las purinas genera como
producto final el dcido urico®. El acido urico
ejerce una funcién vital como el principal
antioxidante de la sangre', pero su
acumulacién en el organismo produce
hiperuricemia, tradicionalmente asociada
como factor de riesgo de la gota®. En los
Ultimos afios también se ha puesto de
manifiesto que la hiperuricemia es un
factor de riesgo para la diabetes tipo Il y
para enfermedades cerebrovasculares y
cardiovasculares?. El acido Urico se elimina
del cuerpo via urinaria (70%) e intestinal
(30%)2. El acimulo patoldgico de dacido
urico se debe mayoritariamente a factores

genéticos que inducen wuna excesiva
sintesis 0 una insuficiente eliminacion del
mismo?.

Los alimentos consumidos contienen

purinas, y éstas se absorben a nivel
intestinal, elevando el nivel sérico de acido
Urico tras su catabolismo. La ingesta de
fructosa también incrementa este nivel®.
Las personas con predisposicion genética a
padecer hiperuricemia deben de controlar
su dieta, evitando consumir alimentos con
alta concentracién en purinas.

Actualmente existen medicamentos para el
tratamiento de la hiperuricemia, aunque
pueden presentar efectos secundarios en
ciertos individuos®. Debido a esto, los
probidticos se han propuesto como una
alternativa y/o complemento a los
medicamentos actuales. El probidtico
adecuado deberia reducir la absorcion de
purinas dietéticas y/o los niveles séricos de
acido Urico. Para este fin, se ha evaluado la

capacidad de captar y degradar |la
guanosina, la inosina y el acido Urico,
ademas de algunas propiedades de interés
para su empleo como probidticos, en una
coleccion de 17 cepas de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium.
Inicialmente, la captacién de purinas se
determind incubando las células con una
soluciéon de inosina o guanosina durante
una hora a 372C y cuantificando mediante
cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) la concentracidn de las purinas que
no habian sido transportadas al interior
celular. Lactobacillus plantarum ZL17 5y
cuatro cepas de Lactobacillus salivarius
(TA143Mal, V4ll90, V7IV1 y ZL31 32)
fueron las que presentaron mayor
capacidad para captar estos compuestos.
En general, la captacion de inosina siempre
fue mayor que la de guanosina, salvo en el
caso de L. salivarius ZL31 32.

A continuacion se evaludé en estas cinco
cepas el efecto de la presencia de glucosa
en la capacidad de captar las purinas,
empleando una concentraciéon celular
menor. En todas las cepas se incremento la
capacidad de captacion de las purinas
(figura 1). L. salivarius V41190 destacd en
especial porque en presencia de glucosa
llegd a captar practicamente todas las
purinas presentes en el medio, mientras
gue en ausencia de glucosa el porcentaje
de purinas transportadas era inferior al
40%.
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L. salivarius ZL 31 32
L. salivarius ZL 31 32*
L. salivarius V7 IV 1

L. salivarius V7 IV 1*

L. salivarius V41191

|
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e |
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L. salivarius VAl 0* e —
L.salivariusTA 143 ME1 e —1
L. salivariusTA 143 ME1* ﬂ
L.plantarumZL 175 h—|
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Captacion de purina (%)
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Figura 1. Captacion de purinas en presencia (*)
y ausencia de glucosa en el medio. Acido urico
(gris), guanosina (naranja) y guanosina (azul).

Para determinar si estas purinas solo eran
transportadas al interior de la célula o si
también eran transformadas, se estudiaron
los productos de degradacion generados
por extractos celulares. Para ello, en el
ensayo se sustituyeron las células
completas por extractos intracelulares
obtenidos por rotura mecdnica de las
células. Los extractos celulares de L.
plantarum ZL17 5, L. salivarius TA143Maly
L. salivarius ZL31 32 degradaron toda la
inosina y guanosina, transformandolas en
acido Urico, xantina e hipoxantina. Tres
cepas de L. salivarius (V41I90, V7IV1 vy
TA143Mal) transformaron hasta el 50 %
del acido drico. En el caso de L. salivarius
V7IV1 y TA143Mal estos porcentajes
coinciden con la captacion de acido Urico
en presencia de glucosa, pero para L.
salivarius V41190 supone una reduccién del
50% de la degradacion con respecto a la
captacion.

En relacion con otras propiedades de
utilidad para un probidtico, se ha estudiado
la resistencia a las condiciones del tracto
gastrointestinal mediante ensayos de
supervivencia a pH acido y a diferentes
concentraciones de bilis asi como la
capacidad de formacién de biofilms in vitro
(técnica del carrusel). Todas las cepas
sobrevivieron a las condiciones de acidez y
bilis empleadas (Figuras 2 y 3). L. salivarius

TA143Mal demostré tener la mayor
resistencia a pH 2 mientras que L. salivarius
V41190 lo hizo frente a la presencia de 0,5 %
(p/v) de bilis en el medio. Ademads, estas
dos cepas mostraron las cinéticas de
formacidn de biofilms mds répidas.

8
T
T T, | T
.
) [

L. plantarum

IN )

N

Supervivencia (log10ufc/ml)

L. salivarius

ZL175 TAl143Mal V4lI90 V7IVl 7L 3132

Figura 2. Supervivencia en el medio sin control
de pH (gris), a pH 4 (naranja) y a pH 2 (azul).
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Figura 3. Supervivencia a diferentes

concentraciones de bilis: control (azul), 0,1 %
(naranja), 0,25 % (gris) y 0,5 % (amarillo).

En conclusién, L. plantarum ZL17 5, L
salivarius TA143Mal, L. salivarius VAII90, L.
salivarius V7\V1 y L. salivarius ZL31 32 son
buenos candidatos para el futuro
desarrollo de un probidtico para Ia
hiperuricemia.
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Aunque en general, los granulos de kéfir se
han venido utilizando como entidad
fermentativa para la fermentacion de
diferentes tipos de leches (vaca, oveja,
yegua, cabra y oveja) para la produccion de
kéfir, en los dltimos afios se han ensayado
otros sustratos (suero lacteo, leches de
soja, coco y nuez, zumos de zanahoria,
hinojo, meldén, cebolla, tomate y fresa)
para la produccidn de diferentes productos
funcionales [1].

Por esa razon, en el presente trabajo se
realiza un estudio de la cinética de la
fermentacién del zumo de uvas blancas de
mesa (“El Ciruelo”, uva blanca dominga de
categoria I, Alhama, Murcia, Espaia) con
granulos de kéfir (Azkoyen Alimentos S.L.,
Vizcaya, Espafia) para la produccion de una
bebida fermentada con un elevado
contenido de células probidticas viables
(principalmente  bacterias  lacticas vy
levaduras). El granulo se activé durante 24
h en leche de vaca entera UHT (La
Asturiana, Asturias, Espafia). Las
fermentaciones se llevaron a cabo por
triplicado en régimen discontinuo,
realizando 4 subcultivos (2,5 g de granulo
de kéfir/50 mL de zumo), a 202Cy 150 rpm,
con transferencias del granulo a 50 mL de
zumo fresco cada 24 h.

En el primer subcultivo (0-24 h), el pH
disminuyd ligeramente desde 3,96 hasta
3,54, se produjeron 5,35 g de a&cido
lactico/L, y no se detectd acido acético
(Tabla 1).

El peso himedo del granulo aumenté
desde 2,50 hasta 2,70 g vy las

concentraciones de las poblaciones de
levaduras, BAL y BAC alcanzaron niveles de
biomasa (entre 1,9x10” y 2,4x10” UFC/mL)
muy similares (Fig. 1). Ello sugiere que las
BAL y las BAC utilizaron los azucares
(fructosa y glucosa) para la produccién de
acidos lactico y acético, respectivamente.
Sin embargo, estos 4cidos podrian haber
sido asimilados por las levaduras (e.g. S.
cerevisiae) presentes en el granulo de kéfir

[2].

BAL BAC LEV

Log{UFCimL}

25 50 75 0 25 50 75 100
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Figura 1: Evolucion de las poblaciones de

bacterias acido lacticas (BAL), acéticas (BAC) y

levaduras (LEV) en los diferentes subcultivos en

zumo de wuvas blancas. UFC: unidades

formadoras de colonias.
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La produccién de glicerol alcanzé un nivel
de 0,73 g/L, el nivel mas bajo de todos los
subcultivos (Tabla 1). Esta produccion suele
asociarse a las levaduras, pero se ha
demostrado que algunas BAL pueden
asimilar este compuesto [3], por lo que
seria logico suponer que la concentracion
final de glicerol sea el resultado de la
diferencia entre la velocidad de produccion
por las levaduras y la velocidad de
consumo por las BAL.

En el segundo subcultivo (24-48 h), el pH
descendié desde 3,96 hasta 3,58, sin
embargo, la concentracion final de acido
lactico (2,41 g/L) fue 2,2 veces inferior (P <
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0,05) a la obtenida (5,35 g/L) en el
subcultivo anterior (Tabla 1).

Las producciones de biomasa libre (3,90
g/L), glicerol (5,03 g/L) y etanol (37,37 g/L)
fueron superiores (P < 0,05) a las del
subcultivo anterior (Tabla 1). Esto sugiere
gue ya, en esta etapa, las cepas del granulo
de kéfir estaban mds adaptadas a Ia
composicion del mosto de uvas blancas.
Probablemente por ello, se incrementaron
(P < 0,05) los consumos de glucosa (93,2 %)
y fructosa (77,4 %).

Subcultivo |

Subcultivo Il Subcultivo Il Subcultivo IV

Biomasa 1,00+0, 14a 3,90+0,43b 3,35+0,39b,c  3,98+0,30b,c,d

Acido l4ctico 5,35+0,60a 2,41+0,01b 0,77 +0,01c ND

Glicerol 0,73+0,27a 5,03 £0,65b 4,72+0,34b,c  5,44+0,33b,c,d

Etanol 15,74+1,78a 37,37+4,20b  43,47+4,39c  47,12+1,30c,d

Glucosa 20,51 +4,95a 3,23+0,60b 3,24+0,30b,c  3,07%0,17b,c,d

Fructosa 61,07 +8,38a  18,72+4,23b 8,42 +3,88c 7,40 %0,58c,d

pH final 3,54+0,09a 3,58+0,03a,b 3,70£0,04a,c 3,69 %0,02¢,d

Tabla 1: Niveles medios y desviacion estandar
(g/L) de las principales variables de cultivo al
final de cada subcultivo. Las medias de cada
variable (colocadas en filas) seguidas de la
diferente letra son significativamente
diferentes a P < 0,05.

El peso himedo del granulo se incrementd
hasta 2,83 g/L y las concentraciones de
levaduras, BAL y BAC viables al final del
segundo subcultivo fueron 7,0x107, 8,1x10’
y 7,0x10” UFC/mL, respectivamente (Fig. 1).

En el tercer subcultivo (48-72 h), la
produccién de acido lactico (0,77 g/L)
continud con su tendencia descendente (P
< 0,05), aunque el pH final descendio hasta
3,70 (Tabla 1).

El consumo de glucosa (93,2 %) se mantuvo
constante (P > 0,05), pero el de fructosa se
incrementod (89,8 %). Aunque los niveles de
biomasa libre (3,35 g/L) y glicerol (4,72 g/L)
fueron similares a los del subcultivo
precedente (Tabla 1), la concentracién final
de etanol (43,47 g/L) aumentd (P < 0,05).
Las concentraciones de levaduras, BAL y
BAC viables al final de este subcultivo
fueron 7,4x107, 7,8x10” y 6,7x107 UFC/mL,
respectivamente (Fig. 1) y el peso humedo
del granulo aumento hasta 2,92 g.

En el dltimo subcultivo (72-96 h), los
niveles finales de pH (3,69), glucosa (3,07
g/L) y fructosa (7,40 g/L) y los consumos de
ambas fuentes de carbono (93,2 % de
glucosa y 91,1 % de fructosa), fueron muy
similares a los del subcultivo anterior (P <
0,05).

Las producciones de biomasa libre (3,98
g/L), glicerol (5,44 g/L) y etanol (47,12 g/L)
mostraron repuntes no significativos (Tabla
1) y no se detecto la produccién de lactico.

El peso humedo del granulo se incrementd
hasta 3,01 g (Tabla 1), mientras que las
concentraciones de levaduras, BAL y BAC
viables al final de este subcultivo fueron
6,0x107, 6,1x10” y 5,5 x 10’ UFC/mL (Fig. 1).

En conclusion, el primer subcultivo se
podria considerar como una nueva
activacion del granulo y los restantes,
como fermentaciones batch propiamente
dichas. La bebida obtenida en los tres
ultimos subcultivos podrian utilizarse como
bebidas probidticas (con elevada
viabilidad: entre 107 y 10® UFC/mL)
saludables (niveles finales de glucosa y
fructosa < 4 g/L, lactico < 2,4 g/L, etanol ~ 6
% (v/v)) para la alimentacién animal y/o
humana.
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Los productos fermentados tradicionales
de otras culturas presentan un gran
potencial en biodiversidad, y por ello son
objeto de investigacion en la bisqueda de
nuevas cepas de bacterias acido-lacticas
(BAL) de interés biotecnoldgico [1]. Asi, el
estudio de la biodiversidad BAL asociada a
dos productos fermentados tradicionales
andinos de origen vegetal (chicha y tocosh)
permitio la seleccién de 14 cepas,
pertenecientes a los géneros Lactobacillus
(Lb.) y Leuconostoc (Lc.), por su capacidad
para producir vitaminas (riboflavina,
folatos) e inhibir  microorganismos
alterantes y patégenos. Para su posible
aplicacion en el disefio de alimentos
funcionales, se determind la ausencia de
resistencias a antibiodticos y de produccion
de aminas bidgenas, mediante ensayos in
vitro [2,3]. Ahora, este trabajo da un
enfoque gendmico a la evaluacidon de su
seguridad alimentaria para complementar
y completar la informacidon fenotipica,
teniendo en cuenta las recomendaciones
de la EFSA para el uso de microorganismos
como aditivos alimentarios y como
organismos productores [4].

Material y métodos

Se exploraron los genes implicados en la
produccion de histamina, tiramina vy
putrescina (ruta de la agmatina y de la

ornitina) usando BLAST y genes de
referencia de los clusteres histidina
descarboxilasa de Lb. reuteri (LN877767),
tirosina descarboxilasa (NC_008497.1) vy
agmatina deiminasa (AF446085.5) de Lb.
brevis y ornitina descarboxilasa de Lb.
rossige  (KT020759). Se  utilizd la
herramienta Resistance Gene Identifier
(RGl) de la Comprehensive Antibiotic
Resistance Database (CARD) [5] para la
deteccién de genes de resistencia a
antibidticos (AMR). Se observéd el entorno
génico de los genes detectados mediante
el servidor RAST. Se analizaron las
secuencias CRISPR empleando el programa
CRISPRCasFinder [6] y las secuencias de
genes de profagos mediante el servidor
PHASTER. Se utilizé la herramienta
PathogenFinder para analizar la presencia
de genes relacionados con patogenicidad.

Este programa estima, ademas, la
probabilidad de que la bacteria sea
patégena en humanos. Los genes

implicados en la sintesis de bacteriocinas
se estudiaron mediante BAGEL4.

Resultados y discusion

La busqueda de genes relacionados con la
sintesis de aminas bidgenas, mostré que
todas las cepas carecen de los genes de los
clusteres estudiados excepto dos cepas de
Lb. sakei, CECT 9267 y CECT 9624, que
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mostraron 1 y 5 genes, respectivamente,
de los 6 genes del cluster de la agmatina
deiminasa para la sintesis de putrescina.

El programa RGI de CARD predijo un gen de
resistencia a aminoglucésidos en todas las
cepas (gen AAC(6)-1b7, en la cepa de Lb.
fermentum y gen aadA, en el resto) pero
ninguna de ellas presentd resistencia a
estreptomicina, gentamicina y kanamicina
en ensayos in vitro [2]. Estos genes se
disponen en cassettes y son parte de un
gran numero de integrones, plasmidos y
transposones [7]. La guia EFSA determina
que, aunque la concentracién minima
inhibitoria (MIC) de un antibidtico sea
inferior al corte definido, si se encuentran
genes AMR, debe evaluarse la posibilidad
de su activacion [4]. La localizacion aislada
estos genes, como Unico gen del contig (o
acompafiado de un gen de proteina
hipotética), impide determinar con certeza
la probabilidad de dicha activacion y de su
transferencia horizontal.

Cepa 1 2 3 4 5 6
Lb. fermentum

CECT 9269 (T3M3b) -+ o+ o+ - -
Lb. plantarum

CECT 8962 (M5MA1) -+ o+ o+ - -
CECT 8964 (MOMM4) = -  +  + + - +
CECT 8963 (MOMM1) - +  + + - +
CECT 8965 (MIMG6) -+ o+ o+ -+
CECT 8966 (M9Y2) -+ o+ o+ -+
Lb. sakei

CECT 9267 (T3M7) + 0+ + + -+
CECT 9624 (T3M3a) + 0+ o+ o+ - -
Lc. mesenteroides

CECT 9217 (T1M3) -+ o+ o+ -+
CECT 9266 (T2MM5) -+ o+ o+ -+
CECT 9268 (T2MM®6) -+ -+ -+
Lc. suionicum

CECT 8484 (M8MG2) -+ o+ o+ - -
CECT 9496 (M8Y1) -+ o+ o+ - -
CECT 9216 (MOMG2b) - + + + - -

Tabla 1: Resultados de la exploraciéon gendmica de
genes implicados en la sintesis de aminas bidgenas
(1), AMR (2), secuencias CRISPR (3), secuencias de
profagos (4), patogenicidad (5) y bacteriocinas (6). -
ausencia de genes, + presencia de al menos un gen.

Todas las cepas tienen secuencias de fagos
completos y, salvo Lc. mesenteroides CECT
9268, secuencias CRISPR. La presencia de

CRISPR confiere inmunidad frente al
atague de fagos y da estabilidad al
genoma.

De las 14 cepas estudiadas 8 mostraron
clusteres de sintesis de bacteriocinas: 4
cepas de Lb. plantarum (plantaricina A, E,
F, J, enterocina X cadena beta vy
lactococcina), 3 cepas de Lc. mesenteroides
(enterocina X cadena beta, bacteriocina
lic), y 1 cepa de Lb. sakei (lactocina 705 alfa
y beta).

Conclusiones

Las 14 cepas con potencial probidtico
estudiadas no poseen genes relacionados
con patogénesis en humanos y aunque se
encontraron genes de resistencia a
antibioticos, ninguna de ellas presentaba
resistencia a aquellos que son diana de los
enzimas codificados por dichos genes. La
capacidad de sintesis de putrescina en las
dos cepas de Lb. sakei se debera confirmar
in vitro. La inestabilidad gendmica que
puede suponer la presencia de profagos se
contrarresta con la de secuencias CRISPR y
genes cas en la mayoria de cepas. Por
tanto, al menos 12 de las 14 cepas relnen
los requerimientos de seguridad
alimentaria para su posible aplicacién.
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Lactobacillus pentosus MP-10 isolated from
brines of naturally fermented Alorefia
green table olives exhibited high probiotic
potential. The genome sequence of L.
pentosus MP-10 is currently considered the

largest genome among lactobacilli,
highlighting the microorganism’s ecological
flexibility and adaptability. Here, we

analyzed the sequences of five plasmids
(pLPE-1, pLPE-2, pLPE-3, pLPE-4 and pLPE-5
ranging 29-46 kb) from L. pentosus MP-10
for the presence of probiotic determinants
and safety aspects to explore its putative
safety and its functionality in food and
host. Bioinformatic analyses of the
annotated plasmid sequences revealed the
presence of genes coding for funcional and
probiotic activities such as genes coding for
carbohydrate metabolism, toxin
degradation, adhesion, stress response and
adaptation to brine-associated niches.
Furthermore, in silico analysis of five
plasmids revealed the absence of acquired
antibiotic resistance genes and virulence
determinants in L. pentosus MP-10. Thus, L.
pentosus MP-10 could be considered safe
and with high probiotic potential, which
could facilitate its application as a starter
culture and probiotic in food preparations.

Introduction

Lactobacillus pentosus MP-10 isolated from
brines of naturally fermented Alorefia
green table olives (Abriouel et al., 2012)
exhibited high probiotic potential such as

resistance to low pH (1.5), tolerance to
high concentrations of bile salts (4%),
antimicrobial activity, good ability to auto-
aggregate and co-aggregate with
pathogenic  bacteria, adherence to
intestinal and vaginal cell lines besides its
ability ferment several carbohydrates and
also prebiotics (Pérez Montoro et al.,
2016).

Along with the probiotic features of some
lactobacilli strains, aspects of food safety
should be considered as both properties
are inherently linked to the specific strains
and host susceptibility. Thus, the safety
aspects and probiotic properties of L.
pentosus MP-10 is of great importance
with regards to its future application as
probiotic. In this sense, bioinformatic tools
could provide a greater sense of the
microorganism’s safety and functionality in
food preparations.

Materials and methods

Analysis in silico of safety and probiotic
aspects in L. pentosus MP-10 plasmids. The
genome sequence of L. pentosus MP-10
consisted of a single circular chromosome
of 3,698,214 bp, with an estimated mol%
G+C content of 46.32% and 5 plasmids
ranging 29-46 kb (accession numbers
FLYG01000001 to FLYG01000006) (Abriouel
et al., 2016). In this study, the sequences of
five plasmids (pLPE-1, pLPE-2, pLPE-3,
pLPE-4 and pLPE-5) from L. pentosus MP-10
were annotated (Abriouel et al., 2016,
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2017). The annotated plasmid sequences
were screened for safety aspects (antibiotic
and virulence determinants) and probiotic
features.

Results and discussion

General features of L. pentosus MP-10
plasmids: The average GC content of L.
pentosus MP-10 plasmids was ranging
39.52-42.50%, being slightly lower than the
host chromosome (GC value of 46.32%)
(Fig. 1). Furthermore, the GC content of L.
pentosus MP-10 plasmids was among the
highest of the available L. pentosus
plasmids.

Figura 1: Circular representation of the
Lactobacillus pentosus MP-10 plasmids.

In silico analysis of safety aspects in L.
pentosus MP-10 plasmids: To predict the
complete resistome from L. pentosus MP-
10 genome, including resistance genes and
mutations conferring antibiotic resistance,
we used the Resistance Gene ldentifier
(RGI) tool available in the recent updated
CARD database (Jia et al.,, 2017), which
revealed the absence of antibiotic
resistance determinants.

Regarding the possibility of acquired
resistance by horizontal gene transfer,
ResFinder did not detect any acquired
antibiotic resistance genes for
aminoglycoside, beta-lactam, colistin,
fluoroquinolone, fosfomycin, fusidic acid,
MLS-series (macrolide, lincosamide and
streptogramin B), nitroimidazole,
oxazolidinone, phenicol, rifampicin,

sulphonamide, trimethoprim, tetracycline
and glycopeptide (data not shown).

On the other hand, the BLAST search
against a virulence gene database (PHAST)

revealed the absence of Vvirulence
determinants in L. pentosus MP-10
plasmids.

In silico analysis of probiotic features in L.
pentosus MP-10 plasmids: BLAST search
was conducted for each annotated
element of L. pentosus MP-10 plasmid
sequences. The results obtained showed
the presence of genes coding for
carbohydrate metabolism, toxin
degradation, adhesion, stress response and
adaptation to brine-associated niches.

Conclusion: in silico analysis of five
plasmids revealed that L. pentosus MP-10
could be considered safe and with high
probiotic potential, which could facilitate
its application as a starter culture and
probiotic in food preparations.
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Bioengineering of probiotics allows the
improvement of their beneficial
characteristics. Here, we explore a new
molecular tool that allows the activation of
desirable traits of probiotics once they
reach the intestine. The activity of
upstream regions of bile-inducible genes of
Lactobacillus casei BL23 and Lactobacillus
plantarum WCFS1 was analysed using
plasmids encoding an anaerobic
fluorescent protein as reporter. Our results
confirmed bile-induction of two of the

promoters tested in Lb. casei BL23,
resulting in the selection of the promoter
P16090. Lactobacillus rhamnosus and

Lactobacillus reuteri strains transformed
with a plasmid containing this promoter
also showed induction in the presence of
bile salts. However, induction did not occur in
Lactococcus lactis MG1363 or Bifidobacterium
transformants. Studies with different bile
compounds revealed the importance of
cholic acid in this bile-induction process.
Detection of fluorescence induction was
confirmed in transformed Lb. casei BL23
when cultured under intestinal conditions
and in the presence of intestinal microbiota.
The developed vector pNZ:16090-aFP is a
promising tool suitable for the expression
of genes of interest under intestinal
conditions in probiotic lactobacilli such us
Lb. casei, Lb. rhamnosus and Lb. reuteri.

Introduction

The application of bioengineering techniques
opens new possibilities to improve probiotic
strains [1]. The control of the gene
expression under gastrointestinal
conditions would make possible to obtain

improved effects once the probiotic is in
the intestine, without affecting their
behaviour during the production phase.
One possible trigger to this controlled
expression is bile, which appears in the
gastrointestinal tract once the food
reaches the intestine. The mechanism of
response to bile has been studied in
lactobacilli, and several bile-induced genes
have been described [2,3].

Results and discussion

Three putative promoters of bile-inducible
genes from Lb. casei BL23 and Lb.
plantarum WCFS1 were incorporated into a
plasmid encoding the anaerobic cyan-
green fluorescent protein evoglow-Pp1l as
reporter and used to transform Lb. casei
BL23. The promoter P16090 was selected
because it showed the strongest bile-
induction (Figure 1).
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Figure 1. Fluorescence mean values obtained
from Lb. casei BL23 transformed with plasmids
containing each promoter and grown without
bile (light gray), with 0.1 % (dark gray) and 0.2
% of bile (black).
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To analyse whether promoter P16090
could work in different strains of
lactobacilli and bifidobacteria as well as the
effect of using different bile compounds or
under intestinal conditions, new
fluorescent  induction  assays  were
performed. Lb. rhamnosus INIA P232, Lb.
rhamnosus INIA P426 and Lb. reuteri INIA
P572, harboring the plasmid pNZ:16090-
aFP showed a notable induction by bile
salts, with similar fluorescence emission to
that of L. casei BL23 16090-aFP in the case
of the two Lb. rhamnosus strains (Figure 2).

Lb.casei Lb.thamnosus Lb.thamnosus Lb.reuteri  L.lacis ~ B.breve  B.longum
BL23 INIA P232 INIAP426  INIAP572 MG1363  INIAP734 subsp. infantis
CECT 4551

s @ 3
S 3 =3

% Fluorescence vs Lb. casei BL23

1%}
1=

Strains harbouring pNZ:16090-aFP

Figure 2. Fluorescence induction by 0.05 % bile.
Comparison of bacterial strains harbouring the
plasmid pNZ:16090-aFP.

The influence of several concentrations of
bile compounds (ox-bile, cholic acid, sodium-
glycodeoxycholate, taurodeoxycholic acid,
taurocholic acid and glycocholic acid) was
analyzed. The Lactobacillus strains showed
different levels of induction with each
compound. In general, the fluorescence
increased with the concentration of the
bile compounds, although not in a linear
manner and restrained by the growth-
inhibiting effect of the compounds. In
order to test bile-induction under intestinal
conditions, Lb. casei BL23 16090-aFP was
co-cultured with human fecal microbiota
with and without bile salts. The expected
fluorescence induced by bile during the co-
culture was maintained over time during
the growth in MRS plates without bile.

Our findings show that the selected
promoter P16090 from Lb. casei B23

induces high expression levels in Lb. casei
and Lb. rhamnosus. The fluorescence level
induced by this promoter in Lb. reuteri was
less than a half than that obtain in L. case,
while no induction was observed in the
non-lactobacilli strains tested. Induction or
repression mechanisms of gene expression
are highly regulated by the cellular
machinery [4], and response to bile is likely
to be mediated by two-component systems
in gram-positive bacteria. A possible
explanation for the different induction
levels observed for P16090 in each strain
could be due to the existence of
differences in the regulatory part of the
two-component system signalling the
presence of bile, which could have reduced
affinity for the promoter sequence of not
related genera or species. In the same way,
it could explain why the two bile-inducible
promoters from Lb. plantarum WCFS1 did
not achieve the same induction in Lb. casei
BL23 as the promoter coming from the
same strain. Therefore, for each species, or
even each strain, it could be a good
approach to look for its own inducible
promoters, which would fit better with
their own cellular regulatory machinery.
Nevertheless, the pNZ:16090-aFP plasmid
worked well in strains of species closely
related to Lb. casei like Lb. rhamnosus and,
to a lesser extent, in less related ones, like
Lb. reuteri.
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Introduccién

Las  biopeliculas o  biofilms  son
comunidades microbianas, formadas por
células embebidas en una matriz
extracelular (97% agua y 3% parte sélida,
donde el 85% son exopolisacdridos y el
resto células, ADN vy proteinas), que se
encuentran adheridas a las superficies
tanto bidticas como abidticas. En estas
comunidades mixtas, cabe la posibilidad de
que convivan distintos géneros
bacterianos, especies y cepas.

Esta matriz sirve como soporte estructural,
mecanismo de defensa y aporte nutricional
a las bacterias. En general, estas formas de
vida son mas resistentes que las células en
suspension o células plancténicas, de ahi su
importancia en entornos alimentarios vy
clinicos, en los cuales es critico minimizar,
en la medida de lo posible, su presencia. Su
organizacién y estructura dependen de los
microorganismos que los formen, por lo
gue es necesario su estudio para conocer el
comportamiento de los mismos en
comunidades mixtas.

El empleo de microorganismos probidticos
como estrategia anti-biofilm se ha
propuesto por muchos autores que
observaron como ciertas especies y cepas
de bacterias eran capaces de ejercer un
papel beneficioso para la salud, a la vez
que competian directamente con bacterias
patogenas, desplazando su crecimiento
cuando lo hacian simultaneamente. Asi, en
este trabajo se propone el

“acondicionamiento” de superficies con
biofilms de microorganismos probidticos
para modular la adhesién de patdgenos.

Objetivos

I. Evaluar la capacidad de formacion de
biofiims de bacterias probidticas, en
concreto de, Lactobacillus fermentum ZL
26-21y Lactobacillus salivarius AP14/Me2.

Il. Evaluar la capacidad de formacién de
biofilms de varias especies del género
Listeria spp.

lll. Evaluar la capacidad de adhesion de
Listeria spp. sobre biofilms preformados
por los microorganismos probidticos
estudiados.

Material y Métodos
Desarrollo de los biofilms bacterianos

Tras la revitalizacion de las cepas desde su
stock congelado, los cultivos se
centrifugaron y los pellets se
resuspendieron en medio fresco. Tras esto,
la absorbancia (Asoonm) del cultivo se ajusto
a 0.15, equivalente a una densidad celular
de 107 ufc/mL.

Figura 1: Estructura del carrusel (Imagenes
pertenecientes al grupo de investigacidn
FOREVER).
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200 ul de esta suspension bacteriana se
utilizaron para inocular los carruseles que
contenian 60 ml de medio fresco (Figura 1).
Como sustrato de adhesién se emplearon
cupones de vidrio de 22 x 22 mm, o bien
limpios, o bien con un biofilm preformado
de 24h de las cepas probidticas.

La poblacion adherida se determind a lo
largo del tiempo rascando las células de los
cupones y sembrando en medios
selectivos.

Determinacion de la superficie ocupada
Los cupones con el biofilm se tifieron con
Azul de Coomassie. Estas muestras (Figura
2) se escanearon, se binarizaron y con la
ayuda del programa Imagel se obtuvo el %
de superficie ocupada.

Figura 2: Cupdn tefiido con Azul
de Coomassie de una muestra
de L. fermentum de 24 horas.

Determinacion de la biomasa adherida
Los cupones teiiidos, se decoloraron con
etanol 96% y se determind la Aszsnm de la
solucion obtenida en el espectrofotémetro.

Andlisis de imagen mediante CLSM
Se obtuvieron imagenes de los biofilms
formados mediante microscopia confocal
(CLSM) con el microscopio FLUOVIEW® FV
1200 (OLYMPUS).

Resultados

Lactobacillus  fermentum ZL 26-21 'y
Lactobacillus salivarius AP14/Me2 fueron
capaces de formar densos biofilms a las 24
h. Ademads, en términos de superficie
ocupada y biomasa, ambas cepas se
comportaron de forma similar.

Las imagenes de CLSM de las estructuras
de los biofilms formados por dichas cepas,
fueron similares, presentando un espesor
maximo medio de 7 micras. Se observaron

agregados bacterianos rodeados por una
matriz  extracelular, cuya proporcion
aumentaba con el tiempo.

La capacidad de adhesién de Listeria
innocua ATTC 50109 sobre los biofilms
preformados de L. fermentum ZL 26-21y L.
salivarius AP14/Me2 no solo no resultd
inhibida, sino que se observd una
estimulacion de la misma. De hecho, se
observé un aumento de la densidad celular
de Listeria innocua ATTC 50109 en el
biofiilm con respecto al  biofilm
monoespecie. Igualmente, la presencia de
L. fermentum vy L. salivarius en las
superficies favorecid, aunque en menor
medida, la capacidad de adhesion de L.
monocytogenes. Esto podria indicar que la
matriz o bien algunos metabolitos
producidos por los lactobacilos, y que
quedan retenidos en ella, podrian
estimulan la adhesién de ambos
microorganismos.

Asi, el empleo de microorganismos
probidticos como estrategia anti-biofilm se
debe considerar caso por caso, ya que no
se puede descartar que determinadas
cepas estimulen la adhesion de
microorganismos potencialmente
patdgenos.
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La biodiversidad microbiana del sistema
gastrointestinal estd determinada por las
interacciones de los microorganismos
simbiontes, que a su vez dependen de la
genética del huésped y de la dieta a la que
éste estd expuesto. Los microorganismos
trataran de contrarrestar la capacidad de
autorregulacién del sistema, se adaptardn
a los alimentos y competirdn por los
recursos, defendiéndose contra productos
guimicos o proteinas agresivas, lo que hara
gue muchos de estos grupos de bacterias
desarrollen estrategias y mecanismos de
defensa. Uno de estos mecanismos es la
expresion de factores de virulencia que
pueden causar condiciones clinicas graves
en el huésped.

En este estudio, investigamos si una
dieta rica en ciertas grasas puede fomentar
o inhibir ciertas cepas que pueden ser
perjudiciales para el hospedador. En el
marco de una investigacién previa sobre el
efecto del aceite de oliva virgen extra
(AOVE) y otras grasas sobre la microbiota
intestinal de ratones [1], aislamos una
coleccion de cepas de enterococos. El
género Enterococcus es ampliamente
conocido por su presencia en alimentos y
en la ruta oral-fecal y su papel y seguridad
siguen siendo fuente de controversia [2].
Nuestro objetivo ha sido llevar a cabo un
estudio de seguridad de las bacterias

obtenidas, incluyendo  también la
produccidon de aminas bidgenas, asi como
determinar si existian diferencias entre los
enterococos de las diferentes dietas.

Las cepas se consiguieron a partir de
muestras fecales de ratones sometidos a
tres tipos diferentes de dietas altas en
grasa (20%), enriquecidas respectivamente
en mantequilla (M), aceite de oliva
refinado (AOR) y aceite de oliva virgen
(AOVE), asi como un grupo con dieta
estandar (SD) [1]; y fueron obtenidas al
inicio de la investigacion, a las seis y a las
doce semanas, caracterizandose mediante
las correspondientes pruebas bioquimicas
y genéticas. A partir de estas cepas se
obtuvo ADN mediante el método de fenol-
cloroformo y se realizaron PCRs especificas
para identificar diferentes genes de
patogenicidad asociados a Enterococcus
(agg, gelE, cylA, cylB, cylM, esp, efaAfs,
efaAfm, cpd, cob, ccf) [3] y distintas aminas
bidégenas (hdcl, hdc2, tdc, odc) [4].

A lo largo del experimento obtuvimos
una coleccién de enterococos que, tras
llevar a cabo genotipado, quedd reducida a
52 cepas pertenecientes a seis especies
diferentes. La presencia de factores de
virulencia fue residual en todos los casos
excepto para la proteina de superficie
enterocdcica (esp) que estaba presente en
un 60% de las cepas. Aunque la principal
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diferencia observada desde el comienzo
fue la incapacidad de aislar enterococos a
tiempo final a partir del AOVE, una tabla de
contingencia no mostré  diferencias
significativas globales entre los otros
grupos con respecto a la presencia de
factores de patogenicidad, ni encontramos
diferencias a lo largo del tiempo con esta
variable. Sin embargo, como se muestra en
la figura 1, si se pudo observar una
tendencia diferente en la presencia del gen
esp entre la dieta estandar (SD) y las dietas
altas en grasa, especialmente a mitad del
experimento, con mayor convergencia en
las cepas aisladas al final.

100

50

0

SD
M AOR

Figura 1: Porcentaje de cepas positivas para el
gen esp aisladas a tiempo intermedio (TI) y
tiempo final (TF). SD, dieta estandar; M, dieta
alta en mantequilla; AOR, dieta alta en aceite
de oliva refinado.

En el caso de las aminas biégenas, no
encontramos ningun positivo en hdc1, hdc2
y odc, pero hubo un 60% de positivos con
el gen tdc, distribuidos en las tres dietas
no-AOVE. Tampoco hubo diferencias
globales al comparar las distintas dietas
tras realizar una tabla de contingencia pero
encontramos una tendencia importante
con significacién al 10% (Chi cuadrado con
p<0.1) en la presencia de genes de
produccidon de aminas a las 12 semanas en
comparacién con el inicio del experimento
(figura 2). Si bien este resultado no fue
confirmado de nuevo al realizar un test
exacto de Fisher (p=0.13), seguimos
pensando que es una tendencia
importante a ser tenida en cuenta y que un
mayor numero de datos confirmaria la
hipotesis.
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Figura 2: Distribucién de cepas positivas y
negativas para el gen tdc a tiempo inicial (TI) y
final (TF)

Aln cuando se trata de un modelo
murino y que es un estudio preliminar que
requiere ampliar el nimero de datos para
mejorar  la significacion, nuestros
resultados abren la puerta a un enfoque
diferente sobre la relacion hospedador-
seguridad alimentaria, donde la dieta es
estudiada como posible fuerza selectiva de
nuestros simbiontes intestinales,
favoreciendo a aquellos que nos benefician
o por el contrario, a los que nos son
perjudiciales.
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Resumen: El procesado de alimentos es
una de las técnicas ligadas a la
alimentacion mas usadas desde Ia
antigliedad. Los principales objetivos del
procesado de alimentos son la seguridad
microbioldgica, la conservacién vy
estabilidad del producto a lo largo del
tiempo, la mejora en aspectos como la
digestibilidad, la palatabilidad, o Ia

transformacion final del producto. La
optimizacion de las condiciones de
tratamiento para alcanzar el equilibrio

deseado en cuanto a la consecucion de
dichos objetivos ha sido tarea fundamental
y reto de procesadores y cientificos de
todo el mundo a través de los afos. En este
camino, y desde hace décadas, NUEVAS
TECNOLOGIAS para el tratamiento de los
alimentos emergen y se consolidan en el
mercado, como alternativa a tratamientos
convencionales, ofreciendo ventajas
respecto a los mismos en cuanto a mejora
nutricional, alta eficiencia y sostenibilidad
(bajo consumo energético; baja o nula
generacién de residuos), y mejora de
competitividad (nuevas posibilidades en la
I+D+l de nuevos productos). Sobre estas
tecnologias se apoya la innovacién y la
busqueda de soluciones de futuro para la
alimentacién de una sociedad cambiante
que debera enfrentar problemas
relacionados con el agotamiento de
recursos, la sobrepoblacion, el cambio
climatico y la aparicion de nuevas
enfermedades.

Procesos como las Altas Presiones
Hidrostaticas (HHP), los Pulsos Eléctricos de
Alta Intensidad (PEF), o el tratamiento
mediante la tecnologia del Plasma Frio

(Cold Plasma, CP) son de los procesos mas
innovadores y con mejores perspectivas de
futuro en el procesado de NUEVOS
ALIMENTOS. Desde principios del siglo XX
las tecnologias de HHP y PEF comienzan a
ser planteadas para el tratamiento minimo
(< 50 °C) de productos sensibles,
fundamentalmente frutas, hortalizas vy
productos lacteos. Niveles adecuados de
seguridad microbiolégica (Food Safety
Objectives, FSO), y una mejora de la calidad
(vitaminas, proteinas, funcionalidad,
aroma, sabor, textura) del producto final
respecto al tratado térmicamente, son ya
una realidad en el mercado para productos
de alto valor afadido procesados mediante
ambas tecnologias, carnicos (HHP), zumos
(HHP y PEF) y platos preparados (HHP).

Alimentos funcionales, suplementos
nutracéuticos, cereales infantiles
parcialmente hidrolizados, aislados

proteicos dirigidos a grupos de poblacién
especificos, son algunos ejemplos de
productos en polvo, un sector en auge,
integrado por productos de elevado valor
nutricional, cuyos factores de calidad
deben ser preservados. Nuevas propuestas
asociadas a la explotacion de macro y
microalgas, legumbres, o la utilizaciéon de
insectos como fuentes proteicas
alternativas a la proteina de origen animal,
se vislumbran en el desarrollo de nuevos
alimentos/ingredientes en polvo. A pesar
de las muchas ventajas asociadas a este
tipo de productos (facil transporte,
estabilidad, reducido volumen, bajo coste),
hasta la fecha no existe un proceso
conocido en la esterilizacion efectiva de
productos en polvo. Para el tratamiento de
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estos alimentos, emerge como
prometedora la tecnologia de PLASMA
FRIO que se encuentra hoy en estadio
inicial de desarrollo para su aplicacién en
alimentos. El plasma, definido como el

cuarto estado de la materia, estd
compuesto por iones (positivos vy
negativos), electrones libres, radicales,

radiacion electromagnética de diversa
longitud de onda (fotones UV y luz visible),
con efectividad en la inactivacion de
bacterias, incluidas esporas, virus, vy
micotoxinas [1]. Importantes esfuerzos en
evaluacién de riesgos, modelizacién
matemadtica de resultados, y la obtencidn
de cinéticas de conservacion para factores
de calidad (vitaminas, proteinas,
polifenoles) son todavia necesarios para
implantar esta tecnologia a corto-medio
plazo. El reto de la esterilizacion de
productos en polvo mediante plasma, es
uno de los escenarios de estudio de mayor
interés en nuestros dias [2].

El incremento en la biodisponibilidad de
compuestos funcionales en alimentos, el
escaso o nulo impacto negativo en factores

nutricionales/sensoriales (vitaminas,
proteinas, color, sabor, aroma),
versatiidad en la  adaptacién e
implementacion a nivel industrial,
efectividad en la transformaciéon de
productos mejorando propiedades

tecnolégicas de componentes especificos:
(p.e. texturizacién de proteinas vegetales),

desarrollo de productos de alta
conveniencia, tailor-made, asi como la
reduccion del potencial alergénico

asociado a determinados alimentos, son
algunos de los campos de investigacion en
los que avanza el conocimiento sobre estas
tecnologias, contribuyendo de esta manera
a mejorar la salud de la poblacion a través
de la dieta, y el desarrollo de alimentos por
y para todos.

Todos los productos resultantes de la
aplicacion de tecnologias de vanguardia

deben ser evaluados de acuerdo al
Reglamento (UE) 2015/2283, del 1 de
Enero de 2018, relativo a NUEVOS
ALIMENTOS, siendo seguros para el
consumidor. En la validacién de dichas
tecnoldgicas emergentes, también nuevas
técnicas y modelos se ponen al servicio de
la ciencia. Evaluar de forma rapida y fiable
la seguridad vy funcionalidad de los
productos sometidos a nuevos procesos es
objetivo Ultimo antes del escalado. El
modelo animal Caernohabditis elegans es
uno de los modelos in vivo mas facilmente

manejables a nivel de labortorio,
transparente, y cuya similitud al ser
humano (nervios, tracto digestivo,

produccidon de células reproductivas) en
epitelio intestinal, facilita enormemente la
evaluacién de toxicidad, bioactividad vy
biodisponibilidad asociadas a nuevos
alimentos procesados mediante NUEVAS
TECNOLOGIAS [3; 4].

Se espera una NUEVA ERA de alimentos en
cuyo procesado las tecnologias emergentes
tengan un papel principal, para ganratizar
la seguridad, el valor nutricional y la
competitividad de los productos
desarrollados (sin limites en espacio vy
tiempo), siendo sostenibles (en proceso,
producto, y residuo cero).
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El control de la carga microbiana previa al
sacrificio en animales para consumo humano
puede ser una medida preventiva para evitar
un exceso de contaminaciéon  por
microorganismos zoondticos a lo largo de la
cadena alimentaria. Los antibidticos usados
en veterinaria como método preventivo y
terapéutico y como promotores del
crecimiento han dado lugar a la aparicion de
resistencias microbianas que se propagan
desde animales a humanos o al contrario, via
directa o indirecta [1,2].

Salmonella Typhimurium es un patégeno
alimentario zoonédtico. Fue el segundo
serovar mas infectivo en 2016 en UE,
responsable de 94,530 casos de infecciones
humanes notificadas en todos los paises
miembros. En animales, el porcentaje mas
alto fue en ganado vacuno (40%), y en
alimentos se detecté principalmente en
carne de ganado vacuno, cerdo y aves de
corral, siendo mayoritaria en carne porcina
(30%) en 2016 [3]. En junio 2017, la Comisién
Europea adopté un plan de accién frente
resistencias microbianas incluyendo el
desarrollo de nuevos antimicrobianos vy
productos alternativos para humanos vy
animales. En este contexto surgen
alternativas relacionadas con el uso de
antimicrobianos naturales como aditivos en
piensos animales para reducir la carga
microbiana durante el sacrificio del animal y
su presencia en las distintas etapas de la
cadena de produccion de alimentos de
origen animal [4]. Este estudio se centré en el
potencial antimicrobiano de la parte no
comestible de la coliflor (45-60% del peso
total de la hortaliza), concretamente las
hojas, las cuales poseen compuestos

bioactivos con propiedades antioxidantes y
antimicrobianas, pudiendo resultar
interesante como potencial aditivo en
alimentacién animal y a la vez, contribuir
tanto a una agricultura sostenible, como
econdmicamente, a la optimizacion de
gestioén de residuos [5,6].

Objetivo

El objetivo del estudio fue caracterizar la
evolucién de la infeccién por Salmonella
Typhimurium en Caenorhabditis elegans
después de su exposicion a infusion de
extracto de coliflor al 3% (Brassica oleracea
var. botrytis) durante 24h, 48hy 96h.

Material y Métodos

Los grupos de tratamiento del estudio
fueron: C. elegans infectados con S.
Typhimurium (5h) y alimentados con E. coli
OP50 en medio NGM (grupo control), o bien
infectados con S. Typhimurium (5h) y
alimentados con E. coli OP50 en medio NGM
con infusion de coliflor al 3%. El estudio se
llevé a cabo en nematodos adultos jovenes
sincronizados y desarrollados a 20 2C en
medio NGM (Nematode Growth Media) con
césped de E.coli OP50. La infeccion de
C.elegans consistio en transferir adultos
jovenes sincronizados (1 nematodo/placa)
desde medio NGM con césped de E.coli OP50
a una placa de medio NGM con césped de S.
Typhimurium. Tras la exposicion a S.
Typhimurium durante 5 horas a 20 2C, una
parte de los nematodos fueron extraidos
para lisarse, y el lisado se sembrdé por
dilucién e incubé en medio EMB 48h a 37°C
para recuento inicial de colonias presuntivas
de S. Typhimurium (UFC) en el intestino del
nematodo en esa poblacion (to). Los
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restantes C.elegans infectados se
transfirieron individualmente a placas de
NGM con o sin adicidn de infusion de coliflor
y césped de E. coli OP50 durante 24h, 48h o
96h (t;). Transcurridas 24h, 48h o 96h, se
procediéd a la lisis, siembra, incubacién y
recuento de UFC de Salmonella procedente
de los nematodos del grupo control o del
tratamiento con infusion de coliflor (t1). S.
Typhimurium se obtuvo de la Coleccion
Espariola de Cultivos Tipo (CECT 443)

Analisis Estadistico

El andlisis estadistico y la representacion
grafica de los resultados obtenidos se realizé
con Statgraphics® Centurion XVI (Statpoint
Technologies, Inc., EE.UU.) y Microsoft® Excel
2013 respectivamente.

Resultados y Discusion

En la figura 1 se puede apreciar la
comparacion entre la evolucion de Ia
infeccién por Salmonella en el intestino del
nematodo alimentado con y sin coliflor. La
supervivencia del patdgeno es
significativamente diferente entre ambos
grupos de estudio a las 24h, 48h y 96h post-
infeccién (p-valor <0.05).

La figura 1. muestra un aumento de la
supervivencia de Salmonella en el interior de
C. elegans infectado a las 24h,
independientemente de la exposicién o no al
extracto de coliflor, siendo mas de medio
ciclo logaritmico inferior en la poblacién de
nematodos alimentados en presencia de
extracto de coliflor (p-valor <0.05) lo que
podria significar un cierto control del extracto
sobre el microorganismo. A las 48h, la
supervivencia de Salmonella se reduce casi
dos ciclos logaritmicos en los nematodos
alimentados con extracto de coliflor respecto
del grupo control. Esto podria significar que
algin/os componente/s de la infusién de
coliflor podrian ayudar al nematodo a
sobreponerse a la infeccidn y asi seguir con
su ciclo de vida normal 6 que el propio
extracto estuviera matando a la Salmonella
en el intestino del animal. No existen
diferencias estadisticamente significativas
entre la supervivencia de Salmonella a las

48h y 96h dentro del mismo grupo de
estudio (p-valor >0.05).
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Figura 1. Probabilidad de supervivencia de
Salmonella (Log (N/No)) en grupo control (no
coliflor) y grupo de tratamiento con infusién de
extracto de coliflor (coliflor). Las letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas
(p-valor £ 0.05) con un IC del 95%.

Conclusion

La presencia de extracto de coliflor en el
medio de alimentacién de C. elegans parece
controlar la infeccién por S. Typhimurium en
el intestino del nematodo e incluso reduce la
concentracion de dicho microorganismo.
Estos resultados abren la puerta a la
incorporacion de éstos extractos vegetales
como aditivo en la formulacidn de las
mezclas para el desarrollo de piensos de
animales de granja. No obstante, seria
necesario llevar a cabo estudios con grupos
de animales controlados y observar el
comportamiento en granja.
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B-phycoerythrin (BPE) is a water-soluble,
red-coloured phycobiliprotein present in
marine microalgae Phorphyiridium
cruentum. This pigment can be used as a
colorant in the food, cosmetic and
pharmaceutical industries, but also as a
fluorescent biomarker in immunology.
Since BPE is assembled on the thylakoid
membranes of chloroplast, cell disruption
methods are required to obtain this
pigment. However, these microalgae have
a thick cell wall composed of sulfated
polysaccharides that hinder cell destruction
and the subsequent extraction processes.
Traditional cell-disrupting methods are
characterized by lack of specificity, which
thereby leads to the release of cell debris
and the necessity of downstream
purification. Increasing general interest in
the use of microalgae to obtain valuable
products necessitates the elaboration of
cost-effective  disruption methods to
overcome the problems associated with
traditional pre-treatments methods.
Pulsed electric fields (PEF) increase cell
membrane permeability (electroporation),
via the application of high-intensity electric
field pulses of short duration (us-ms). This
study aims to evaluate PEF technology to
improve BPE extraction from fresh P.
cruentum.

The loss of the selective membrane
permeability of P. cruentum was studied
with the entry of fluorescent die Propidium
iodide which is unable to cross through
intact cytoplasmic membrane. Figure 1
shows that Pl permeabilization was
enhanced by increasing electric field
strength and treatment time. For example,

the increment of electric field strength
from 2 to 10 kV/cm for 150 ps augmented
the percentage of permeabilized cells from
27 to 98 %.

2 kViem 4 kViem 6 kViem 8 kV/icm 10 kviem

% PI stained cells

30 %0 150

30 90 150 30 90 150 30 %0 150 30 %0 150

Treatment time (us)
Figure 1: Influence of the electric field strength
and treatment time on the Pl permeabilization
of P. cruentum cells treated by PEF.

The effect of treatment time (75 ps and
150 ps) at two electric field strengths (4
and 8 kV/cm) and of electric field strength
(2, 4, 6, 8 and 10 kV/cm) at 150 ps on the
extraction of BPE in Mcllvaine buffer (pH 7)
from P. cruentum is illustrated in Figure 2.
BPE was scarcely detected in the extraction
medium containing untreated cells of P.
cruentum after the longest extraction time
assayed in this investigation (48 hours).
However, BPE was progressively released
from PEF-treated cells to the extraction
medium. Similarly to the increment in PI
uptake, both the release rate and the
maximum  extraction vyield of BPE
depended on electric field strength and
treatment time. The maximum BPE
extraction vyield within the shortest
extraction time (24 h), which was around
30 mg BPE/g d.w., was achieved after
treating P. cruentum cells at 8 and 10
kV/cm for 150 ps.
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Figure 2: Extraction curves in pH 7 Mcllvaine
buffer of BPE from P. cruentum.

After those treatments, the supernatant of
PEF-treated cells turned strong pink, and
the remaining pellets were colorless,
thereby indicating that practically 100 % of
the cells’” BPE content had been extracted.
This extraction yield was comparable to
that obtained after completely destroying
the cells by bead-beating (32 mg/g d.w.),
but the purity of the extract obtained
(0.284£0.03), was much worse than that
obtained after PEF (0.94+0.01). However,
even after the application of the most
intense  PEF-treatments that caused
permeabilization of almost 100 % of the P.
cruentum population or after bead-
beating, BPE was not released immediately
after the treatment, on the contrary a lag
time of at least 6 hours was observed.

PEF treatments could accelerate the
autolysis process which consists in the
hydrolysis of intracellular biopolymers by
their own enzymes after cell death [1]. P.
cruentum autolysis triggered by PEF could
be the main cause involved in those
treatments’ effectivity in BPE extraction
after a prolonged time. The hydrolytic
enzymes could help to disassemble the
associations between BPE and other
structures of the cell; in this way, the

water-BPE complex could diffuse across the
cell membrane, driven by a concentration
gradient. Recently, the autolysis of
microalgae by certain lytic enzymes
involved in cell division and programmed
cell death such as endopeptidase has been
proposed as a low cost alternative to
enzymatic or physical disruption methods
in order to facilitate the release of
intracellular compounds [2]. However, the
self-degradation of the cellular
constituents by their own enzymes is a
slow process that occurs after cell death.
Therefore, it  would be highly
recommendable to accelerate this process
by means of PEF treatments in order to
reduce the downstream operation duration
and avoid degradation of the target
products.

The cell destruction stage represents one
of the most critical steps which have an
impact on costs and extraction yields for
obtaining bio-products from microalgae.
PEF could serve as an effective and cost
competitive technique to obtain that
objective. In this investigation it has been
demonstrated that low intensity PEF
treatment of P. cruentum fresh biomass,
followed by 24 hours of incubation,
permits an extraction of the totality of BPE
contained in the cells, with a purity greater
than that obtained via mechanical cell
disruption  methods. An  improved
understanding of the kinetics and the
mechanism of the enzymes participating in
microalgae autolysis, and of the autolysis
trigger by PEF, will allow for the
development of this process at an
industrial scale in order to extract high
value products from microalgae biomass.
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Después de la fermentacion alcohdlica, el
vino se estabiliza, se conserva y antes de
colocarlo en botella se filtra para eliminar
cualquier célula microbiana. El filtrado del
vino es una técnica que se utiliza desde
hace afos. Actualmente existen
tecnologias de filtrado que proporcionan
una leve disminucién de la calidad, no
existiendo ninguna técnica de filtrado
capaz de evitar modificaciones en Ia
calidad del vino. Por otro lado se utiliza
sulfitos (durante la conservaciéon del vino)
para impedir que microorganismos
modifiquen el vino antes de su consumo.
Saccharomyces cerevisiae se encuentra
presente en casi todos los vinos debido a
su uso durante el proceso de elaboracién.
En vino seco, no genera mayores
problemas, pero si en aquellos vinos que se
comercializan con distintas
concentraciones de azucar residual. En
estos vinos, el dioxido de azufre es
utilizado a concentraciones mayores para
evitar el desarrollo microbiano. Distintos
organismos internaciones (OMS, FAO, OIV)
han establecido limites méaximos para los
vinos y han promovido una reduccion de su
concentracién en los productos
alimenticios, especialmente en los vinos.
Por ello, son necesarias alternativas que
permitan eliminarlos sin afectar a su
calidad. Se ha demostrado la eficacia de los
tratamientos por Pulsos Eléctricos de Alto
Voltaje (PEAV) para la inactivacion
microbiana [1]; sin embargo, los
tratamientos utilizados son demasiados

intensos para su uso industrial. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la aplicacion de
PEAV a temperaturas moderadas (<452C)
como estrategia para reducir la intensidad
de los tratamientos PEAV requeridos para
la inactivacidn microbiana en el vino de S.
cerevisiae.

Para ello, se evalu6 el efecto de los PEAV
(campo eléctrico 15, 25 y 25 kV/cm) con
una camara de electrodos paralelos,
tiempo de tratamiento (15-200 ps) vy
energia especifica (10-100 kJ/kg) aplicados
en flujo continuo (12 mL/min) en vino tino
(1,54 + 0,2 mS/cm) a distintas
temperaturas (20, 25, 30 vy 352C),
utilizando un generador de pulsos de 10 kV
y 200A (EPULSUS-PM1-10).

La Figura 1 muestra los ciclos logaritmicos
de inactivacion de S.  cerevisiae
conseguidos tras la aplicacion de PEAV de
20 kV/cm a distintas energias y
temperaturas iniciales del vino. Y la Figura
2 la temperatura final alcanzada en el vino
tras la aplicacion de los mismos
tratamientos que los de la Figura 1. Como
se observa en la Figura 1, la inactivacién
incrementd con la energia y temperatura
de tratamiento, siendo mdas rapida Ia
muerte con bajos niveles energéticos,
reduciéndose esta al aumentar la energia
aplicada.
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Figura 1: Curvas de supervivencia de S.
cerevisige tratadas por PEAV (20 kV/cm) a
diferentes temperaturas iniciales del vino.
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Figura 2: Temperaturas finales del vino tinto
tras la aplicacion de tratamientos PEAV
(20kV/cm). Tiempo tratamiento: 0,5 segundos.

La temperatura inicial del vino influyé
notablemente en la letalidad: un
tratamiento de 16 ki/kg (25us) a 20 kV/cm
inactivé 0,5 1,2 2,2 y 2,8 Logio cuando la
temperatura inicial del vino fue de 20, 25,
30 y 359C, respectivamente (Figura 1), y la
temperatura final fue de 24, 29, 34 y 399C
respectivamente (Figura 2). Como se
observa, el incremento de temperatura
para una energia de 16 kl/cm fue calculado
en 42C para un tiempo de residencia en el
interior de la cdmara de 0,39 segundos

A medida que se aumenta la energia
aplicada (resultados similares cuando se
representa el tiempo de tratamiento), la
inactivacion de S. cerevisiae fue mayor para
las 4 temperaturas analizadas. Sin
embargo, los incrementos de letalidad
entre las distintas temperaturas fue cada
vez menor a media que incrementaba la
energia o el tiempo de tratamiento. Asi, la
diferencia de letalidad a 16 kJ/kg fue de 2,3
Logio cuando la temperatura inicial del vino

variaba desde los 202C hasta los 359C,
mientras que para un tratamiento de 50
ki/kg (75 ps) resultd de 1,19 Logo.

La maxima inactivacién registrada fue de
3,5 Logio segun se puede ver en la Figura 1
para una energia aplicada de 50 ki/Kg vy
una temperatura inicial del vino en 359C;
sin embargo la temperatura final de
tratamiento en ese caso fue de 46,82C
(Figura 2). En este caso, la inactivacion
observada también estuvo influenciada por
el calor aportado, debido a la temperatura
final alcanzada. La mayor inactivacion para
un campo eléctrico de 20 kV/cm y con
temperaturas finales por debajo de 40°C
fue de 2,6 Logio con 50 kl/kg (392C). La
inactivacion alcanzada fue mayor que la
observada por otros autores [2, 3].

Los resultados demuestran que los PEAV
aplicados a temperaturas moderadas
(inferiores a 402C como temperatura final)
son una estrategia adecuada para su
implementacion de la tecnologia PEAV a
nivel industrial. Los tiempos de
tratamientos son inferiores a 0,5 segundos
y en este caso habrda que evaluar el
impacto de los tratamientos en la calidad
del vino.
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El hipoclorito sédico es actualmente el
método de desinfeccién mas utilizado en
las industrias de transformacion de frutas y
hortalizas. Sin embargo, su uso esta siendo
cuestionado por la posible formacion de
compuestos derivados que son
potencialmente cancerigenos [1]. El uso de
la luz UV-C asistida por agua estd siendo
investigada como alternativa [2]. Los
principales inconvenientes de su uso son el
bajo poder de penetracién y, en el caso de
los equipos en los que se utiliza la luz UV-C
asistida por agua, la turbidez de la misma.
En este estudio se pretende evaluar el
efecto de la turbidez en la desinfeccidn de
Listeria innocua en tomates y en el agua de
lavado.

El trabajo se realizd con tomates de la
variedad ‘pera’ en estado de madurez
comercial (97-147 g/unidad). Los tomates
se lavaron, secaron y se marcaron con un
circulo (2,2 cm didmetro). El dia anterior al
ensayo, se inocularon de forma superficial
(50 ul, repartidos en varias gotas) dentro
del circulo, con una suspension
concentrada de Listeria innocua CECT-910
(=10° ufc/ml). La poblacién inicial del
patdgeno sobre los tomates se determind
por triplicado (3 tomates) antes y después
de los distintos tratamientos. Se tomé la
piel del circulo marcado, con la ayuda de
un sacabocados de 2,2 cm de didmetro, y
se homogenizoé durante 2 min con 20 ml de
agua de peptona tamponada (APT) dentro
de una bolsa estéril. La muestra se sembré
en superficie en medio selectivo Palcam

(Oxoid) y las placas se incubaron a 37°C
durante 48 h. Los resultados se expresaron
en ufc/cm? de piel.

El prototipo de equipo UV-C asistido por
agua estd compuesto por un tanque de
agua con un sistema de recirculacidn, vy
cuatro lamparas de UV (17,2 W) dispuestas
longitudinalmente en el centro (LAB-
UVCGama, UV-Consulting Peschl Espafia,
Castellén). Para determinar Unicamente el
efecto del lavado con agua, se realizé un
tratamiento control dentro del prototipo
con las ldmparas apagadas. También se
determiné a distintos tiempos (1, 3, 5y 10
min) el efecto de la desinfeccion mediante
el UV-C en agua limpia (0,47 NTU) y agua
con dos niveles de suciedad distintos: baja
(3% de tomate triturado, 173 NTU) y alta
(10% de tomate triturado, 683 NTU).

El tanque del equipo UV-C se llené con 12 L
de agua de red fria (5-8 °C). Paralelamente,
junto a los recuentos en la piel de los
tomates tratados se realizaron recuentos y
deteccion de L. innocua en las muestras de
agua tomadas en cada tiempo ensayado
para evaluar su efecto en el agua,
importante para prevenir contaminaciones
cruzadas.

Los tomates inoculados presentaron una
poblacién inicial de L. innocua de 6,910,1
unidades logaritmicas (log) ufc/cm? (Fig. 1).
No se observaron diferencias significativas
en la piel del tomate entre el tratamiento
de agua y el de agua limpia con UV-C,
observandose reducciones de 4,7+0,8 y

232


mailto:ivinas@tecal.udl.cat

XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

5,8+0,0 log ufc/cm? a los 5 min,
respectivamente.  Sin  embargo, se
observaron diferencias entre las muestras
de agua de estos tratamientos. En el agua
de lavado tras el tratamiento control la
poblacién de L. innocua fue de 1,7, 1,9 y
2,1 log ufc/ml, tras 1, 3 y 5 min del lavado;
mientras que las muestras de agua del
tratamiento UV-C en agua limpia
presentaron ausencia de L.innocua en
todos los tiempos.

70 5

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo tratamiento (min)

Figura 1: poblacion de L. innocua en tomates
después del tratamiento en el prototipo UV-C
asistido por agua.

En los tratamientos UV-C en los que el agua
presentd un nivel de suciedad bajo (173
NTU), se observaron diferencias
significativas en la poblacién de L. innocua
en la piel del tomate entre 1 min de
exposicion al UV-C (3,9+0,7 log reduccidn)
y los 3 y 5 min, obteniendo una reduccidn
méaxima de 6,5+0,6 log ufc/cm? a los 5 min.
También se observd que la poblacion de
L. innocua en el agua de lavado con baja
suciedad se reducia al incrementar el
tiempo de exposicion al UV, de 1,9 log
ufc/ml a 1 min a 0,4 log ufc/ml a los 5 min.
Cuando el nivel de suciedad del agua fue
alto (683 NTU) no se observaron
diferencias entre los distintos tiempos de
exposicion al UV-C en tomate, presentando
una reduccién media de 4,8+0,9 log
ufc/cm?. La efectividad de la radiaciéon UV
en el agua con alto nivel de suciedad se
redujo, presentando una poblacién de
L. innocua de 2,5 log ufc/ml después de 1
min y de 0,7 log ufc/ml transcurridos 10
min del tratamiento UV.

El tratamiento con el prototipo UV-C
ensayado presentd una reduccion media
de L.innocua de 5,240,9 log ufc/cm? en
tomate. En producto, no se observaron
diferencias significativas con el uso de la
luz UV-C. Las reducciones en producto
observadas en el prototipo UV-C ensayado,
son mucho mayores que las obtenidas a
nivel general con el tratamiento con
hipoclorito (1-2 log, [3]). Cabe destacar la
importante reduccion que obtuvo este
sistema en el agua de lavado, llegando a
recuentos de L. innocua por debajo del
limite de deteccion. También se observo
que cuando el agua presentd un nivel de
suciedad inferior a 173 NTU, un mayor
tiempo de exposicién consiguid mayor
destruccién del patdégeno. Para que el agua
de tratamiento con un alto nivel de
suciedad (683 NTU) presentara una
poblacién de L.innocua similar a la del
agua con un nivel de suciedad bajo, fue
necesario doblar el tiempo de exposicién a
la luz UV-C, pasando de 5 a 10 min. Estos
resultados abalan la importancia de
incorporar un filtrado del agua en el
momento de la recirculacion, reduciendo
de este modo el nivel de suciedad e
incrementando la efectividad de Ia
radiacion UV-C asistida por agua.
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El género Arcobacter comprende especies
Gram negativas de forma curvada, de las
cuales algunas, especialmente Arcobacter
butzleri, son consideradas patdgenas
emergentes que pueden llegar a causar
cuadros de diarrea y bacteremia en
humanos [1]. Se considera que la principal
ruta de transmision de estos patdgenos es
por consumo de agua y alimentos
contaminados. Actualmente, el género estd
compuesto por 27 especies de las cuales 9
(33.3%) han sido originalmente aisladas de
moluscos bivalvos por lo que este tipo de
alimento supone un reservorio de
Arcobacter que puede representar un
riesgo para el consumidor [1]. Por ello en
los ultimos afos el nimero de estudios
investigando la prevalencia de Arcobacter
en alimentos de origen marino ha
incrementado notablemente. El porcentaje
de prevalencia de Arcobacter en este tipo
de alimentos va desde un 17.1% hasta un
73.3% [2].

Entre los distintos tipos de alimentos de
origen marino, el marisco es el que
presenta una mayor positividad en cuanto
a la deteccién de Arcobacter, siendo los
mejillones los bivalvos mds estudiados.
Debido a que estos alimentos son
normalmente consumido crudos o poco
cocinados, en la Unidon Europea se han
establecido unas medidas que regulan las
areas de recoleccion de bivalvos. Estas
medidas estdn basadas en los niveles de
Escherichia coli presentes en los moluscos

que se determinan como parte de un
programa de monitoreo continuo y que
clasifica las zonas de cultivo en cuatro
categorias (A-D). Asi, en la categoria A, el
marisco no requiere depuraciéon y puede
ser consumido directamente ya que el 80%
de las muestras no sobrepasa 230 Numero
Mas Probable (NMP) de E. coli /100g y el
20% restante no excede 700 NMP/100g.
Las categorias B, C y D el marico requieren
depuracion hasta alcanzar los valores de la
categoria A antes de ser consumidos.

Dos estudios recientes uno llevado a cabo
en Italia [3] y otro en Espafa por nuestro
grupo [4] han demostrado que los niveles
de E. coli en marisco estan correlacionados
con la presencia de Arcobacter butzleri y
Arcobacter cryaerophilus en los mismos.
Sin embargo, se ha observado que E. coli
fallaria como indicador de Arcobacter
durante los meses en los que Ia
temperatura del agua estd por encima de
26°C, es decir, durante los meses de
verano. Estas muestras fueron negativas
para la presencia de E. coli pero sin
embargo demostraron ser positivas para A.
butzleri [4].

Por otra parte, cuando los niveles de E. coli
en mejillones y ostrones fueron de < 230
NMP/ 100g, los ostrones resultaron ser
mucho mas positivos para la presencia de
Arcobacter que los mejillones (83 vs. 44%).
Las especies mas prevalentes en este tipo
de muestras fueron A. molluscorum (mas
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abundante en mejillones), A. marinus (mas
abundante en ostrones) o A. mytili, todas
ellas consideradas especies ambientales
[4].

La metodologia empleada para el analisis
de Arcobacter en alimentos de origen
marino, determina que especies se
recuperan, asi como la positividad de las
muestras. En este sentido se ha
demostrado que la adicion de wuna
concentracién final 2.5% NaCl en el caldo
Arcobacter-CAT de pre-enriquecimiento y
el posterior cultivo en agar marino,
aumenta en un 40% la positividad de las
muestras y la diversidad de especies
recuperadas en comparacion con la
metodologia convencional que es un pre-
enriquecimiento en caldo Arcobacter-CAT y
posterior cultivo en agar sangre [2]. Con el
método convencional se recuperaron 7
especies conocidas y 2 potenciales especies
nuevas, que se encuentran en proceso de
descripcién. En cambio, con la nueva
metodologia se aislaron 11 especies
conocidas, entre las cuales se encontraban
A. marinus y A. halophilus, de las cuales
solo se conocian las cepas tipo incluidas en
su descripcién original en USA y Corea, y
también se aislaron hasta 7 nuevas
especies [2].

La incorporacién en los ultimos afios de un
gran numero de nuevas especies al género
Arcobacter, ha puesto en evidencia que
estas presentan una gran diversidad en
base a la similitud del gen 16S rRNA que
oscila entre 91.2-99.6%. Los valores de
similitud <95% sugieren que algunas
especies podrian considerarse como
pertenecientes a otros géneros. El andlisis
del core genome (284 genes), asi como de
diferentes indices gendmicos de 55 cepas
incluyendo las cepas tipo han evidenciado
que el género Arcobacter, puede dividirse
en 7 nuevos géneros, para los que los
nombres propuestos son Arcobacter,
Aliiarcobacter gen. nov., Pseudoarcobacter
gen. nov., Haloarcobacter gen. nov.,

Malacobacter gen. nov., Poseidonibacter
gen. nov., y Candidato ‘Arcomarinus’ gen.
nov [5]. El género Aliiarcobacter
comprenderia las especies tipicamente
consideradas patdgenas humanas y de
animales y que estdn estrechamente
relacionadas con contaminacion fecal (A.
cryaerophilus, A. butzleri, A. skirrowii, entre
otras). Otros géneros, como Malacobacter
gen nov. comprenderia especies
tipicamente asociadas a moluscos (A.
halophilus, A. mytili, A. marinus, A.
molluscorum y A. pacificus) y de las cuales
se sabe muy poco sobre su potencial
patégeno para los humanos o animales.
Sélo se conocen algunos datos sobre A.
molluscorum y A. mytili que mostraron
capacidad de adherencia, pero no de
invasion a células intestinales Caco-2.

La erradicacion vy eliminacion de las
infecciones provocadas por Arcobacter se
puede conseguir si se llevan a cabo buenas
practicas sanitarias para prevenir la
contaminacioén del agua y de los alimentos
con heces o con agua residual, que son
consideradas como las principales fuentes
de estas bacterias.
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La costa de Galicia (NO Espafia) con mas de
1.490 km y una topografia particular,
caracterizada por la presencia de rias con
una importante produccidon primaria,
hacen que esta region sea muy favorable
para el cultivo de moluscos. De hecho,
Galicia es uno de los productores de
mejillon mas importantes del mundo, con
mas de 250.000 ton/afio.

Debido a la proximidad a nucleos de
poblaciéon asi como a las actividades
antropogénicas en estos estuarios, y a
pesar de los controles rutinarios oficiales
de las areas de cultivo de bivalvos, a veces
es posible la contaminaciéon con material
de origen fecal. Aunque la legislacion
actual, basada en Escherichia coli como
microorganismo indicador, se ha revelado
util para el control de contaminantes
bacterianos, no ocurre lo mismo en el caso
de los virus entéricos.

El objetivo de este trabajo es ofrecer una
vision de la situacidn de diferentes areas
de cultivo en Galicia desde un punto de
vista virolégico. Se presenta una
recopilacion de los resultados obtenidos en
los ultimos 20 afios, que incluye no solo los
datos de los clasicos norovirus (NoV) vy
virus de la hepatitis A (HAV), sino también
de agentes emergentes, incluyendo
sapovirus (SaV), virus de la hepatitis E
(HEV) vy aichivirus (AiV). También se
presentan y discuten diferencias
epidemioldgicas relacionadas con las
caracteristicas de las areas de cultivo, la
distribucién genotipos virales o los vinculos
epidemioldgicos entre las cepas
ambientales y clinicas.

La presentacidon conjunta de estos datos
historicos podra ser de utilidad en futuras

decisiones de las autoridades competentes
para una mejor gestidon de las dreas de
cultivo de bivalvos.

El primer estudio sistematico de la
presencia del virus entérico en las Rias de
Galicia se realiz6 en los afos 90 del siglo
pasado [1]. Se analizaron un total de 164
muestras de 3 especies de moluscos,
recolectados en diferentes dreas de Galicia
(Figura 1), para determinar la presencia del
virus de la hepatitis A y Enterovirus (EV).

Figura 1: Zonas de produccién de moluscos
analizadas en el primer estudio.

Se detectd HAV en 27,4% y EV en 43,9% de
las muestras que fueron analizadas. La
deteccién simultdnea de ambos tipos
virales ocurrié en el 14,1% de las muestras.
Es interesante sefalar que no se observd
una relacion significativa entre Ia
contaminacion viral y bacteriana, o entre la
presencia de HAV y EV.

Entre marzo de 2004 hasta diciembre de
2006 y entre enero de 2011 y junio de 2012
se realizaron nuevos estudios en esta
misma zona [2-6]. En el primero de estos
periodos, NoV GIl fue el virus mas
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prevalente, detectandose en el 53,7% de
las muestras analizadas. Se observd
ademas un incremento en la prevalencia
de HAV con un 43,1% de muestras
positivas. NoV GI, AsV, EV y RV se
encontraron con prevalencias menores.

En el segundo periodo, se observé un
importante cambio en las prevalencias,
siendo Nov Gl fue el virus mas prevalente
(34,6%) seguido de NoV Gl (25,6%), SaV
(21,8%), HAV (7,7%) y AV (5,1%). Asi, la
prevalencia del HAV disminuyd
drasticamente del 43,1% al 7,7%,
disminuciéon que podria estar relacionada
con la implementacién en 2011 de un
programa de saneamiento en la Ria de
Vigo. Por otro lado, se observé un aumento
en la prevalencia (de 7,3 a 34,6%) de NoV
Gl, considerada mas ambiental, y una
disminucion del 50% en la de NoV Gll. En
muestras clinicas procedentes de la misma
zona geografica se detectaron genotipos
comunes a los detectados en moluscos.

En los Ultimos afios se realizaron también
muestreos en dos rias del norte de Galicia,
la Ria del Burgo en A Corufia y la Ria de
Ares-Betanzos. Las prevalencias virales
observadas en la Ria de Ares-Betanzos
fueron en general similares a las
encontradas en la Ria de Vigo, a pesar de
las diferencias en las caracteristicas de
ambos estuarios. Por el contrario, la Ria do
Burgo, con una clara influencia urbana,
mostré ser la mayor contaminaciéon por
virus detectdndo prevalencias del 49,4%
para Norovirus, 37,5% para SaV, 18,5%
para HAV, 14,8% para HEV y 3,7% para AiV
[7-9].

La falta de un diagndstico -etioldgico
riguroso y de investigaciones epidemio-

I6gicas en muchos brotes gastrointestinales,
asi como de analisis viroldgicos rutinarios en
moluscos bivalvos, limitan claramente
nuestro conocimiento sobre el origen de
contaminacién en los brotes viricos
transmitidos por alimentos, especialmente
en casos esporadicos. Lo que parece
evidente es que la presencia de virus
entéricos en moluscos refleja la distribucion
de esos virus en la poblacidn.
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Se ha estudiado la microbiota de 8 especies
de algas comestibles deshidratadas.
Ademas de los andlisis en 8 medios de
cultivo, se seleccionaron e identificaron
225 colonias representativas.

La poblacién microbiana mas elevada se
encontré en U. pinnatifida, con niveles
medios de 5,0 Log UFC / g en agar marino y
2,4 Log UFC/ g en VRBA.

Los 225 aislados identificados pertenecian
a 11 familias, 27 géneros y 56 especies. La
familia Bacillaceae fue la que contd con el
mayor nimero de aislados (111) seguida
de las familias Enterobacteriaceae (60) y
Bacillales Familia Xl Incertae Sedis (20). Las

especies bacterianas mas frecuentes
fueron Bacillus megaterium, B.
licheniformis, Pantoea sp. y Pantoea

termorresistente sp. Cuatro especies de
Bacillus aisladas de algas deshidratadas (B.
cereus, B. licheniformis, B. pumilus y B.
subtilis)  estan  consideradas  como
patdgenos alimentarios, y nueve de las
especies no-Bacillales han sido descritas
como patdgenos oportunistas.

Introduccién

Aunque las algas contienen ingredientes
funcionales y compuestos bioactivos (3), su
contribucion a la dieta occidental es
bastante reducida (4). En la superficie de
las algas reside una microbiota muy diversa
gue participa en funciones fisiolégicas del
alga y en la defensa frente a
microorganismos patogenos (1).

La deshidratacidn tiene un efecto sobre los
compuestos funcionales de las algas y sus
propiedades (3), y previsiblemente tendra
un efecto selectivo sobre la microbiota,
con una inhibicion del crecimiento
ocasionada por la pérdida de humedad, y
un efecto letal sobre los microorganismos
menos termorresistentes. Ademas,

durante el almacenamiento, los
microorganismos no formadores de
esporas experimentaran una progresiva
pérdida de viabilidad (2).

No existe informacidn sobre la microbiota
de algas deshidratadas, que generalmente
son consumidas tras un periodo de
rehidratacién a temperatura ambiente. La
presencia de microorganismos patdgenos
podria suponer un riesgo para la salud.

Objetivo

Estudiar las poblaciones bacterianas
cultivables en ocho especies de algas
comestibles deshidratadas, con especial
interés en su seguridad microbioldgica.

Materiales y Métodos

Algas. Chondrus crispus (Musgo de Irlanda),
Himanthalia elongata (Espaguetti de mar),
Laminaria ochroleuca (Kombu), Palmaria
palmata (Dulse), Porphyra umbilicalis
(Nori), Saccharina latissima (Kombu de
azucar), Ulva lactuca (Lechuga de mar) y
Undaria pinnatifida (Wakame). Fueron
recolectadas en Galicia, lavadas vy
deshidratadas a 46-48°C durante 24 h.
Analisis microbioldgicos. 10 g de algas se
homogeneizaron en 100 ml de NaCl al 2%
estéril. Se determinaron: microorganismos
aerobios totales (PCA a 25°Cy 45°Cy M17),
bacterias marinas heterotréficas (Agar
Marino), bacterias lacticas (MRS a pH 5,7),
enterococos (KF), bacterias Gram-negativas
(McConkey), coliformes (VRBA) y mohos y
levaduras (CGA).

Seleccion y caracterizacion de aislados.
225 colonias fueron examinadas al
microscopio, se realizaron pruebas de
Gram, catalasa y oxidasa, y se amplifico y
secuencié un fragmento del gen 16S rDNA.
También se realizaron pruebas bioquimicas
(API 20E y API 50CH, BioMérieux Espafia) a
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los aislados cuyas secuencias obtuvieron
homologias inferiores al 99% y/o que
podian pertenecer a varias especies.

Resultados

Los niveles de microorganismos en los
medios mas significativos se muestran en
la Tabla 1.

Tabla 1. Recuentos microbioldgicos de ocho

especies de algas comestibles deshidratadas.

Alga Medio Media+DS Rango
Chondrus  PCA,25°C 3,99+0,13° 3,83-4,18
crispus PCA, 45°C 2,54 +0,28 3¢ 2,36-2,85

Agar Marino 4,21+0,12bc 4,05 - 4,39
VRBA ND ND
Himanthalia PCA, 25°C 1,340,522 ND-2,53
elongata PCA,45°C 1,41+0,452 ND-2,36
Agar Marino 1,67+0,742 ND-2,78
VRBA ND ND
Laminaria  PCA,25°C  4,03+1,49° 1,60-5,64
ochroleuca PCA,45°C  2,08+0,882 1,00- 3,59
Agar Marino 4,36+1,59bc 148-5,95
VRBA 1,59+0,97 0,70-3,31
Palmaria PCA,25°C  3,41+1,22° 1,30-4,51
palmata PCA,45°C 3,11+0,31¢ 2,83-3,47
Agar Marino 3,71+0,75b¢ 2,26-4,78
VRBA 1,36 +£0,532> ND-2,27
Porphyra PCA,25°C  3,46+0,72b¢ 2,15-4,49
umbilicalis PCA, 45°C 2,34+ 0,24 a¢ 1,98 - 2,76
Agar Marino 3,56+1,20 1,60-4,61
VRBA 1,20+0,502 ND-2,48
Saccharina PCA, 25°C  2,57+1,0220 1,00- 3,48
latissima PCA,45°C 2,48 +0,323bc 2,04-2,73
Agar Marino 3,090,712 1,95-4,20
VRBA ND ND
Ulva PCA, 25°C 2,63+1,4023 148-4,54
lactuca PCA, 45°C  2,51+0,29bPc 2,02-2,98
Agar Marino 3,15+1,16® 2,15-4,80
VRBA 1,81+1,202 1,30-3,84
Undaria PCA, 25°C 4,47+1,88¢ 1,78-7,27
pinnatifida PCA,45°C 2,18 £ 1,342 1,00 - 4,46
Agar Marino 4,99+1,30¢ 3,85-7,67
VRBA 2,38+1,63° 1,00-4,60

Media + DS expresadas como Log UFC / g.

aeDiferencias significativas (P < 0,05) entre
algas para niveles en el mismo medio.

Los 225 aislados bacterianos pertenecian a
3 phyla (148 Firmicutes/Bacilli, 74
Gammaproteobacteria y 3 Actinobacteria),
6 ordenes (147 Bacillales, 60
Enterobacteriales, 12 Pseudomonadales, 3
Micrococcales, 2 Xanthomonadales y 1
Lactobacillales), 11 familias (1112
Bacillaceae, 60 Enterobacteriaceae, 20

Bacillales Familia Xl Incertae Sedis, 11
Planococcaceae, 7 Moraxellaceae, 5
Paenibacillaceae, 5 Pseudomonadaceae, 2
Micrococcaceae, 2 Xanthomonadaceae, 1
Carnobacteriaceae y 1 Microbacteriaceae),
27 géneros y 56 especies.

las bacterias Gram-

Colonias de
negativas (A1-A4) y Gram-positivas (B1-B4) mas
abundantes.

Figura 2.

Conclusiones

A pesar de los niveles microbianos
reducidos (medias inferiores a 5,0 log UFC /
g), se ha encontrado una gran diversidad
microbiana en las algas deshidratadas.

Los niveles de microorganismos detectados
no suponen un riesgo para la salud, pero
entre los aislados identificados, 4 especies
de Bacillus (B. cereus, B. licheniformis, B.
pumilus y B. subtilis) contienen cepas
consideradas como patégenos alimentarios
y 2 especies de Bacillus (B. megateriumy B.
mycoides) y 9 de las especies no-Bacillales
(Enterobacter ludwigii, Escherichia vulneris,
Leclercia adecarboxylata, Pseudomonas
fulva, P. putida, Rahnella aquatilis vy
Stenotrophomonas maltophilia) han sido
descritas como patdgenos oportunistas.
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Introduccion

La sepia cocida (Sepia pharaonis) es un
producto de la pesca de alta demanda a
nivel de restauracién. Sin embargo, el
producto cocido comercializado cuenta con
una vida util muy limitada, por lo que
parece oportuno adoptar estrategias que
permitan alargar su vida util, manteniendo
su calidad microbioldgica y caracteristicas
sensoriales.

Objetivo

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar
el efecto del lavado con una combinacidn
de conservantes, lauril arginato y 4cido
lactico, en sepia cocida, envasada
posteriormente al vacio.

Material y Métodos

Para realizar los estudios se partié de sepia
congelada eviscerada. Antes de iniciar el
ensayo se procedié a la descongelacion,
lavado y adicidn de aditivos antioxidantes
(ascorbato sddico y metabisulfito potasico)
e ingredientes como almidén y proteina de
leche que aportan textura vy sabor,
respectivamente, al producto.
Posteriormente se realizé6 la coccién en
aguay el posterior enfriado.

Antes del envasado se sometié al producto

a un lavado por inmersién en lauril
arginato 'y 4cido lactico, a una
concentraciéon del 0,34% vy 0,02%,

respectivamente, durante 30 segundos. El
lote control se sometié a lavado en agua
desionizada.

A continuacidn de procedié al envasado al
vacio y posterior almacenamiento a 42C. Se
tomaron muestras después del lavado y a
los 20, 29 y 61 dias de almacenamiento. Se
analizé la evolucién de distintos
pardmetros microbioldgicos, asi como las
caracteristicas sensoriales.

Los pardmetros microbioldgicos analizados
fueron los siguientes:

e Flora aerobia mesdfila (método 1SO
4833:2006 a 30 °C, con limite de
deteccion 10 ucf/g)

e Flora anaerobia (método ISO
4833:2006 a 30 °C, con limite de
deteccion 10 ucf/g)

e Bacterias acidolacticas
ISO 15214:1998, con
deteccion de 10 ucf/g)

(método
limite de

Resultados

En la figuras 1 a 3 se presenta la evoluciéon
de la flora aerobia mesdfila, flora
anaerobia y bacterias acidolacticas a lo
largo del almacenamiento en sepia cocida
trataday sin tratar.

La reduccién del crecimiento bacteriano es
notable en el caso del tratamiento con
lauril arginato y acido lactico. A los 29 dias
de almacenamiento se observa que la
poblacién de flora aerobia mesofila,
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anaerobios y flora acidoldctica fue 4
unidades logaritmicas menor en los lotes
tratados que en los lotes control. En los
lotes tratados no se detecté flora
acidolactica si bien en el lote control se
alcanzaron a los 60 dias poblaciones de 5
log ufc/g. La flora aerobia mesdfila alcanzo
poblaciones superiores a 7 log ufc/g en los
lotes control a los 60 dias de
almacenamiento, mientras que en los lote
tratados las poblaciones alcanzadas fueron
inferiores a 5 log ufc/g.

Log UFC/gramo
N

3
/ —e—LOTE TRATADO
2 u

= LOTE CONTROL

0 20 40 60 80
tiempo (dias)

Figura 1. Evolucién de la flora aerobia meséfila
en sepia cocida troceada con y sin tratamiento
almacenada a 4°C
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Figura 2. Evolucion de la flora anaerobia en
sepia cocida troceada con y sin tratamiento
almacenada a 4¢C.
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Figura 3. Evolucion de bacterias acidolacticas
en sepia cocida troceada con y sin tratamiento

almacenada a 4°C.

Las caracteristicas sensoriales de la sepia
no se vieron afectades negativamente. El
sabor, olor, color y textura fueron
aceptables, tanto en la muestra control
como en la muestra tratada con lauril
arginato y acido lactico.

El presente trabajo pone de manifiesto la
eficacia del lavado de sepia cocida con
lauril arginato y acido lactico en el control
del crecimiento microbiano sin afectar
negativamente a la calidad sensorial.
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La evaluacion cuantitativa de riesgos
permite establecer la probabilidad de un
efecto adverso sobre los consumidores
asociado a la exposicion a un determinado
peligro en la cadena alimentaria. También
determina los limites de un peligro que
pueden suponer un riesgo para la
poblacién basado en informacidn cientifica
contrastada. Estd integrada por |la
identificacion y caracterizacion del peligro,
la evaluacién de la exposicion y la
caracterizacién del riesgo.

La Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) constituye el eje bdasico
de la Evaluacidon de Riesgos en la Unidn
Europea. Su objetivo es garantizar la
seguridad en la alimentacién humana vy
animal. Proporciona asesoramiento
cientifico y una comunicacién transparente
sobre los riesgos alimentarios existentes y
emergentes, en estrecha colaboracién con
los Estados miembros.

Las competencias de la EFSA cubren la
evaluacién de la alimentacion humana y
animal, la salud y bienestar animal, la
proteccién de cultivos y la proteccion del
medio ambiente en dichos dambitos.
Actualmente las decisiones relacionadas
con la inocuidad alimentaria deben basarse
en una aproximacién basada en el riesgo,
“risk-based approach”, es decir que debe
existir una justificacion asociada a peligros
presentes en alimentos para la poblacién o

para la produccién agricola o ganadera. La
EFSA proporciona asesoramiento cientifico
cuando se le solicita por parte de las

instituciones europeas o por iniciativa
propia.

La microbiologia predictiva permite
simplificar procesos que tienen lugar
mediante hipdtesis que describen el
comportamiento microbiano mediante

ecuaciones, que normalmente presentan
un numero variable de coeficientes
constantes desconocidos y que se estiman
a partir de datos experimentales (Garre et
al.,, 2017). La modelizacion matematica
aplicada a la microbiologia de alimentos
permite dos propdsitos: la prediccidn
(simular la evolucién microbiana durante

las distintas etapas de la cadena
alimentaria) y la infererencia
(interpretacién de los parametros del
modelo) [1].

En el Panel de Peligros Bioldgicos (BIOHAZ)
de EFSA se utilizan herramientas de
microbiologia predictiva para establecer un
disefio de toma de decisién basada en la
cuantificacion del riesgo. Por ejemplo, se
ha utilizado un modelo de inactivacion de
virus para establecer la relacidn del disefio
del procesado térmico de moluscos
bivalvos con el riesgo para la salud de los
consumidores [2].

246


mailto:pablo.fernandez@upct.es

XXI Congreso Nacional de Microbiologia de Alimentos (SEM): Tarragona 2018

Se considera que el establecimiento de un
valor F a una temperatura de referencia
como un criterio de proceso requiere
definir la reduccién necesaria del virus y
considerarla como un criterio de actuacion.
Ello permite calcular distintos niveles de
inactivacion y establecer el cumplimiento
del criterio establecido [2].

Se han desarrollado modelos predictivos
de inactivacidén en condiciones dindmicas
gue permiten establecer el aumento de
resistencia tras exposicién a condiciones de
estrés y que pueden ser muy utiles para
definir correctamente el impacto del
historial previo sobre la capacidad de
supervivencia de microbiana [3].

predictiva es un
instrumento de gran utilidad en la
evaluacién  cuantitativa de  riesgos
microbioldgicos y para la toma de
decisiones. El disponer de modelos
adecuados que permiten describir la
evolucién de los riesgos en la cadena
alimentaria es de gran importancia para
establecer el riesgo. El uso de un disefio de

La microbiologia

proceso basado en riesgo permite
establecer una correlacién entre el objetivo
de proceso y su impacto sobre la salud
publica.
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Introduccién

El desarrollo de nuevos productos puede
suponer un riesgo desde el punto de vista
de seguridad alimentaria. Por ello, la
industria alimentaria se apoya cada vez
mas en herramientas matematicas que
permitan garantizar la seguridad y calidad
(nutricional y sensorial) de los productos
durante su vida util. Estas técnicas se
engloban dentro de la Ilamada
microbiologia predictiva, capaz de describir
la respuesta microbiana a tratamientos de
inactivacion.

En este estudio, se aplicaron técnicas de
modelizacién predictiva para describir la

cinética de inactivacion de Listeria
monocytogenes en pechuga de pollo
durante una técnica de cocinado

novedoso: la cocina sous-vide, que consiste
en el cocinado de la carne a baja
temperatura y envasada al vacio. Ademas,
se evalud el impacto de la intensidad del
cocinado en la calidad del producto.

Materiales y Métodos
Preparacion de la muestra

Se desarrollé6 una técnica experimental
para simular la inactivacion de L
monocytogenes en superficie durante el
cocinado. Para la preparacion de |la
muestra nos basamos en el estudio [1], con
algunas modificaciones. Se introdujeron
10g de pechuga de pollo previamente
picada en bolsas de vacio, se afiadieron
45mL de agua de peptona y se inocularon
las muestras con un 1mL de L

monocytogenes a una concentracién de 108
UFC/ml. Se volvieron a envasar a vacio para
aplicarles los distintos tratamientos.
Adicionalmente, se siguio un
procedimiento similar utilizando PCA (Plate
Count Agar) en lugar de carne de pollo.

Tratamientos térmicos
La cinética de inactivacion de L.
monocytogenes durante el cocinado se
evalué mediante tratamientos isotérmicos
en un bafio térmico (Ultrasonic Vaivén
6032011, Selecta). Una vez la temperatura
del agua en el bafo se estabilizd, se
introdujo un numero suficiente de bolsas
previamente inoculadas. Las bolsas se
extrajeron a tiempos predeterminados. Los
tratamientos se realizaron a 53.6, 56, 59.5
y 62°C. Los ensayos se hicieron por
triplicado.

Andlisis fisicoquimico de la carne
Se midieron varios parametros
fisicoquimicos de la carne al final del
tratamiento. El color se midid con un
fotocolorimetro de reflexion (Minolta Data
Processor DP-301 for Chroma Meter CR-
300 series; Ramsey, NJ, EE.UU.). El pH se
evalu6 por medio de un pH-metro
(Medidor PHBasic20; Crison).
Los resultados de pH y color se utilizaron
para determinar el tipo de carne [2,3].
La capacidad de retencion de agua se
evalud segun [4]. La firmeza de la carne se
midié por medio de un texturémetro (TA.
XT plus; Stable Micro Systems).
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Andlisis sensorial
Se selecciond un panel de 10 catadores
entrenados, que evaluaron la calidad de Ila
carne al final del tratamiento en una escala
de 1 a 9 para distintos aspectos: apariencia,
sabor, jugosidad, textura y valoracién
global.

Resultados y Discusion

La Fig. 1 compara las curvas de inactivaciéon
de L. monocytogenes obtenidas en carne
de pollo y en PCA a las cuatro
temperaturas de tratamiento. En todos los
casos, se obtuvo una inactivacidn
microbiana de, al menos 5 log UFC/ml para
los tiempos de tratamiento probados. El
modelo de Geeraerd proporciond una
descripcién adecuada de los datos [5].
Aunque no se observaron diferencias
significativas entre los valores D estimados
en ambos medios, los resultados en
pechuga pollo muestran un hombro de
inactivaciéon (60,25 min a 53,6°C, 8,63 min
a 56°C, 3.75 min a 59.5°C y 1.92 min a
62°C) que no se observa en el PCA. Esto
puede deberse a la presencia de
componentes organicos en el pollo que
protegen a la bacteria al inicio del
tratamiento [6].

Gonking e i

Figura 1: Curvas de inactivacion de L.
monocytogenes en polloy PCA.

Los tratamientos aplicados tuvieron un
impacto limitado en los parametros
fisicoquimicos de la carne (Tabla 1). En
todos los casos, la carne se clasific6 como

“normal” de acuerdo con los limites
definidos por [2] y [3].
Temperatura L* pH

Control 57,98 6,67

53,6 79,56 5,93

56 80,17 5,87

59,5 76,98 5,73

62 78,72 5,50
Tabla 1: Valores de L* y pH para la

determinacion del tipo de carne de pollo.

La firmeza de la carne se vio afectada por
el cocinado, aumentando con respecto a la
carne sin cocinar. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre
las diferentes temperaturas de tratamiento
probadas. Ademas, no hubo diferencias
significativas en la capacidad de retencién
de agua de la carne tratada a las diferentes
temperaturas.

La calidad sensorial de la carne al final del
cocinado fue aceptable a las cuatro
temperaturas probadas (Fig. 2). Llas
muestras tratadas a la temperatura mas
alta (62°C) son las que obtuvieron una
mayor puntuacion.

——53,6%
56°C
59,5°C

—60°C

Figura 2: Evaluacién sensorial de los distintos
aspectos analizados por los catadores.

Conclusiones

El modelo de Geeraerd se puede utilizar
para describir la inactivacién de L.
monocytogenes durante el cocinado sous-
vide de carne de pollo. Posiblemente
debido a la presencia de compuestos
organicos en la carne, se observd un
hombro de inactivacién durante el
tratamiento. Ademas, los tiempos vy
temperaturas de tratamiento empleados
son adecuados para inactivar L
monocytogenes, manteniendo una buena
calidad sensorial del producto.
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Clostridium botulinum vy C. perfringens
constituyen patdgenos de transmisién
alimentaria capaces de producir
neurotoxinas a través de la germinacion de
sus formas esporuladas. C. sporogenes esta
considerada como  equivalente no
toxigénico de la bacteria proteolitica C.
botulinum, por lo que se utiliza como
microorganismo sustitutivo en estudios de
inoculaciéon. La adaptaciéon de estas
especies a condiciones de estrés ambiental
(temperatura, pH, NaCl etc.) puede hacer
gue sobrevivan en alimentos fermentados
de baja acidez o bajo condiciones de
almacenamiento prolongadas.

A través del desarrollo y aplicacién de
modelos de microbiologia predictiva se
puede conocer el efecto de los principales
factores que influyen sobre el desarrollo
microbiano en matrices alimentarias,
siendo una herramienta de gran utilidad
para las industrias alimentarias y
administracion sanitaria [1]. Los modelos
de probabilidad son un grupo de modelos
predictivos que  describen si  un
microorganismo puede o no crecer o
germinar bajo unas condiciones especificas
de almacenamiento. La aplicacion de
modelos de probabilidad (o crecimiento/no
crecimiento) es altamente interesante para
la  prediccion de  microorganismos

productores de toxinas, o para aquellas
especies que tengan dosis infectivas bajas,
ayudando al productor de alimentos a la
hora de tomar decisiones acerca de la
formulacién, procesamiento, envasado vy
almacenamiento de un producto [2].

En el presente trabajo se han desarrollado
modelos de regresion logistica para la
evaluacion de la probabilidad de
germinacion de cepas adaptadas a pH 5,5
de C. sporogenes, asi como cepas no
adaptadas, bajo diferentes condiciones de
pH (4,0 — 7,0) y concentracién de NacCl (0 —
6%), y tiempos de incubacién de las
esporas a 302C (1 - 42d).

Para ello, se utilizaron cepas de C.
sporogenes CECT 485, CECT 892 y CECT
4990, las cuales se adaptaron a condiciones
de pH ligeramente acido (5,5). Las
respuestas se compararon con cepas ho
adaptadas (pH 7,0). La activacion de la
esporulacion se llevd a cabo en medio
tioglicolato a 802C durante 15 min.
Posteriormente, se inoculd una suspension
de esporas (~10* UFC/ml) en medio DRCM
modificado a distintas condiciones de pH y
NaCl anteriormente mencionadas. La
evaluacién del crecimiento se realizd en
placas microtiter (8 pocillos por condicidn)
incubadas a 302C. La germinacion de las
esporas se observé por un viraje a negro de
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los pocillos debido a la reduccién de
sulfitos. Los datos obtenidos se procesaron
en MS Excel y se ajustaron a modelos de
regresion logistica con ayuda del programa
R v3.4.0 utilizando la funcién g/m. Para ello,
se siguid6 un método de regresién por
pasos, eliminando aquellas variables no
significativas (p>0,05). Para la evaluacion
de la bondad de ajuste del modelo, se
calcularon los coeficientes Hosmer-
Lemeshow, chi-cuadrado de Pearson, el
coeficiente de determinacion ajustado (R?),
asi como el porcentaje de casos
correctamente clasificados (c).
Las estimaciones de los
consideraron germinacién cuando la
probabilidad estimada > 0.125 (1/8
pocillos). Los modelos presentaron un
buen ajuste a los datos observados, con
mas de un 96% de casos correctamente
clasificados. C. sporogenes no fue capaz de
germinar a pH < 5,0 aunque la adaptacion
de las cepas produjo un incremento de la
probabilidad de germinacién a niveles de
pH acido (5,0 — 5,5), asi como a altas
concentraciones de NaCl (6%).
pH 5.0; NaCl 2%

1 1
7/8 09

modelos

8
—e— Respuestas observadas

6/8 0.7 aptad
o/ 06 cepas no adaptadas

05 —e— Respuestas observadas
3/8 04 cepas adaptadas pH 5.5
2/8 03

2/8 02
/8 01
0 0
0 10 20 30 40 50

Probabilidad estimada
cepas no adaptadas

Germinacién pocillos
IS
el

= Probabilidad estimada
cepas adaptadas pH 5.5

Tiempo de germinacién (d)

pH 5.75; NaCl 4%

1 1
7/8 09

6/8 08
s 07 —e—Respuestas observadas

o 06 cepas no adaptadas

4/8 05 —e—Respuestas observadas

3/8 04 cepas adaptadas pH5.5

2/8 03

2/8 02

1/8 01

0 0
0 10 20 30 40 50

Tiempo de germinacién (d)

Probabilidad estimada
cepas no adaptadas

Germinacién pocillos

Probabilidad estimada
cepas adaptadas pH 5.5

Figura 1. Respuestas observadas y estimadas
por el modelo de regresion logistica de la
probabilidad de germinacion de C. sporogenes
a diferentes valores de pH y condiciones de
NaCl.

Los resultados obtenidos mostraron que la
germinacién de las cepas adaptadas a pH
acido fue mas rapida a las condiciones de
pH y NaCl estudiadas. A valores de pH
acido (5,0), se obtuvo que las cepas
adaptadas germinaron a los 10 d de
incubacién, mientras que el tiempo de
germinacién de las cepas no adaptadas
aumentd hasta los 15 d. Asimismo, como
se puede observar en la Figura 1, a pH 5,75
y NaCl = 4% la germinacion de los pocillos
en el caso de las cepas adaptadas tuvo
lugar en un tiempo inferior a 7d, mientras
que las cepas no adaptadas germinaron en
5 de los 8 pocillos a lo largo de los 42 d de
almacenamiento.

Se concluye que el efecto de la adaptacion
de ciertas cepas a ambientes acidos puede
ser util para evaluar el efecto de
formulaciones alternativas en alimentos
fermentados
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Introduccién

Los esporos “superlatentes” son incapaces
de germinar en las condiciones habituales
de cultivo. Para que estos esporos inicien la
germinacién es necesario que previamente
sean activados por un estimulo externo. El
calor es uno de los estimulos mas
conocido; por tanto, al inicio de un
tratamiento térmico se producen dos
fendmenos contrapuestos: por un parte la
activacidon, que tiende a aumentar el
recuento, y por otro la inactivacion
térmica, que tiende a reducirlo. Del
balance de ambos fendmenos dependerd
la aparicién y forma de los hombros en las
graficas de supervivencia.

Durante decenios se han buscado modelos
matemadticos que permitan ajustar los
recuentos en las fases de hombro y deducir
la cinética de activacion de los esporos
superlatentes, aunque con un éxito escaso.
El objetivo de este trabajo ha sido
desarrollar un modelo adecuado para este
propdsito y estudiar el efecto de Ia
temperatura y el pH en la velocidad de
activacion.

Material y Métodos

El objeto de estudio fue una suspensién de
G. stearothemophilus que contenia un 90%
de esporos superlatentes. Los tratamientos
térmicos se aplicaron en un
termorresistémetro TR-SC [1] y las células
se recuperaron en agar nutritivo con un
0,6% (p/v) de extracto de levadura. Las
placas se incubaron a 552C durante 48
horas.

Resultados y Discusion
Los modelos existentes en la bibliografia
fueron desarrollados principalmente para

calcular tratamientos de esterilizacidn,
objetivo para el que son adecuados, pero
no lo son tanto para describir la cinética de
activacion.

En este trabajo se desarrollé un nuevo
modelo. Para desarrollar la formula
asumimos, como en la mayoria de los
modelos existentes, que en la poblacion
existian dos fracciones de esporos: latentes
y superlatentes, que los superlatentes se
transformaban en latentes como
consecuencia de la activacion térmica, y
que las cinéticas de muerte y activacion
seguian un curso exponencial; pero
ademads, asumimos que en los instantes
previos a la destruccidon por el calor se
producian fendmenos de dafio vy
reparacion celular. La Figura 1 esquematiza
el proceso.

Ka

L — » A Esporos

activados
Esporas Sl

superatentes
D Esporos dafiados

| Kka

M Esporos
inactivados

Figura 1: Diagrama del modelo propuesto.

Segun nuestra hipdtesis la poblacion de
esporos superlatentes (L) se transformaria
en esporos activados (A) a un ritmo
definido por la constante de activacion
(ka). Los esporos activados se danarian (D)
lo que daria lugar a la aparicion de un “flat
shoulder” de una duracién SL. Finalmente,
los esporos dafiados se destruirian (M) a un
ritmo definido por la constante de
inactivacion Kd.

Existe ya un modelo muy adecuado y bien
contrastado para describir el paso de A a
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M, considerando la existencia de un dafo
previo, el modelo de Geeraerd et al. [2].
Una pequena dificultad del modelo de
Geeraerd es que utiliza logaritmos neperianos
para los calculos lo que dificulta la comparacién
de las constantes obtenidas en el ajuste con la
mayoria de las existentes en la bibliografia. Por
ello decidimos transformar la férmula original
en otra semejante en logaritmos decimales.
Esta transformacién es muy corriente en
nuestros dias, por ejemplo para describir las
curvas de supervivencia. La ecuacion de
Geeraerd et al. (2000) transformada seria:

Log N = Logl10 (NO*10(-Kd*t)) *(10(Kd*SL)) /
(1+ (10(Kd*SL)-1)*10(-Kd*t)))

Esta ecuacidn no permite modelizar el
aumento de recuento inicial ya que no
considera la activacion de los esporos
superlatentes. El numero de esporos
activados vendria descrito por la ecuacion:

NO=A0+LO-LO*10(-Ka*t)

Incluyendo esta ultima ecuacién en la de
Geeraerd transformada obtendriamos la
siguiente ecuacion, que es la expresion
matemadtica de nuestro modelo:

Log N = Logl0 ((AO+LO-LO*10(-Ka*t) )*10(-
Kd*t)*(10(Kd*SL))/(1+(10(Kd*SL)-1)*10(-Kd*t))

Como se muestra en la tabla 1 el ajuste de
nuestro modelo a los datos experimentales
resultd excelente a todas las temperaturas
y pHs de tratamiento, como demuestra la
proximidad a O de los valores RMSE y la
proximidad a 1 de los valores Af y Bf. Estos
valores fueron mejores que los obtenidos
al ajustar las curvas con otros tres modelos
de la bibliografia.

De los parametros calculados se deduce
gue tanto la velocidad de activacién como
la de muerte son funcion exponencial de la
temperatura a los tres pHs (Figura 2).

No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05)
entre las pendientes de las lineas de
regresion, ni de la activacion ni de la
inactivacion, a los tres pHs investigados, lo
gue nos permitid establecer unos valores z
de 11,4 y 9,2 para ambos fenémenos.

Al contrario que la constante de muerte, la
constante de activacion por el calor alcanzé

un minimo a pH 5,5, aumentado tanto con
la acidificacién como con la alcalinizacion.
De nuestro trabajo se concluye que la
velocidad de muerte térmica es mayor que
la de activacion de los superlatentes, y que
las diferencias en velocidad disminuyen
con la temperatura de tratamiento.

Tabla 1: Efecto del pH y la temperatura en la
cinética de activacién y muerte de esporos de
G. stearothermophilus.

Temper

atura ka kd SL RMSE Br A

(c)

107 0,016 0,024 14,40 0,065 1,002 1,000

110 0,045 0,023 1,845 0,064 1,002 1,000
7

115 0,118 0,131 4,575 0,158 1,000 1,005

120 0,180 0,854 1,670 0,071 1,000 1,001

107 0,003 0,082 27,20 0,043 0,999 1,000

110 0,008 0,076 12,79 0,066 0,997 1,001
55 115 0,032 0,182 3,878 0,074 0,999 1,001

120 0,070 1,062 1,514 0,042 1,001 1,001

100 0,016 0,019 0,000 0,070 0,996 1,001

105 0,016 0,124 10,94 0,055 1,000 1,000
4 107 0,027 0,162 7,383 0,088 1,003 1,002

110 0,076 0,248 2,134 0,143 0,992 1,014

A0 B 05
00 [ ]
¢ : g /
’ .
] 20
% 100 105 0 15 120 15 * 9% 100 105 110 115 120 125
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 2: Relacion de las constantes de
activacién (A) y muerte (B) con la temperatura
de tratamiento para cada pH: (e) pH4, (e) pH
55y (®)pH7.
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Se compara el método ISO 11290 de
deteccion de Listeria monocytogenes en
alimentos con un nuevo método rapido por
acortamiento de los enriquecimientos
(Listeriquick). Se busca Listeria
monocytogenes (2 dianas inoculadas:
WDCMO00019 y WDCMO00021) en 20
alimentos diferentes tipicamente
susceptibles de su presencia, incluyendo
como interferentes L. innocua
WDCMO00017 y L. ivanovii WDCMO00018; y
como acompafiantes cantidades muy
superiores de Bacillus cereus WDCMO00001,
Staphylococcus  aureus  WDCMO00032,
Micrococcus luteus WDCMO00111,
Enterococcus faecalis WDCMO0009 y E. coli
WDCMO00013, ademas de la microbiota
acompafiante propia de cada matriz
alimentaria empleada.

Se realizan para cada uno de los dos
métodos 20 positivos para conocer la
sensibilidad, 20 negativos para conocer la
especificidad y 20 positivos débiles para
conocer el limite de deteccion de cada una
de las dos técnicas.

Las 20 matrices alimentarias empleadas
fueron: Salmén ahumado con eneldo,
Requesdn, Jamon york loncheado vy
envasado, Leche de cabra, Langostinos
congelados, Paté de pato, Mortadela de
aceitunas loncheada y envasada, Ensalada
(candnigos embolsados, tomate, pimiento
verde embolsado), Queso azul envasado,
Salchichas de cerdo embutidas, Salchichas
de Frankfurt envasadas, Pollo crudo
natural, Helados (miniconos de nata y
chocolate), Queso Brie envasado, Huevo
hilado envasado, Boquerones en vinagre,
Chorizo loncheado vy envasado, Salsa
romesco, Sobrasada envasada y Zanahoria

rallada embolsada. Lo cual no limita el uso
de Listeriquick a sélo estos alimentos.

El inéculo de cepas diana en las 20
muestras positivas es de 23 ufc de L
monocytogenes WDCM 00019 en unas
muestras y de 48 ufc de L. monocytogenes
WDCM 00021 en las demas. En todas ellas
hay interferentes y acompafiantes a niveles
1-2 log por encima de las diana.

El inéculo conseguido de cepas diana en las
20 muestras positivas débiles (para
estudiar el limite de deteccion) es de 12, 8,
6, 4 y 3 ufc/25 g, bajando las interferentes
y acompafiantes proporcionalmente a 1-2
log por encima de cada concentracién
diana.

El indculo en las cepas no-diana en las 20
muestras negativas es de 10%-10° ufc/25 g.
Se incubaron todas las muestras a 352C
durante un total de 36 h para el método
rapido Listeriquick, y de 72 h para el
método I1SO 11290.

Las colonias obtenidas en el medio
Ottaviani & Agosti (Chromocytogenes Agar)
se confirmaron con la simple prueba de la
Xylosa/Rhamnosa para diferenciar L.
monocytogenes de L. ivanovii.

Los resultados obtenidos demuestran que
el método Listeriquick detecta
exactamente igual que el método ISO
11290, con la ventaja de ahorrar 36h en la
lectura de resultados, ya que ambos
cumplen con los 3 criterios estandar
basicos de validacién cualitativa: En ambos
métodos, la Sensibilidad resulta del 95% (a
causa de un falso negativo en matriz de
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pollo en ambos métodos), la Especificidad
del 100% (ni un solo falso positivo), la
Eficiencia es del 97,5% el limite de
deteccion se demuestra hasta 3 ufc/25 g, y
la precisién (medida como conformidad) es
del 100%.
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