
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE VETERINARIA 

Departamento de Nutrición y Bromatología III 
(Higiene y Tecnología de los Alimentos) 

CIPIOS ANTIINFLAMATORIOS DE 
T PRINCIPIOS ANTIINFLAMORIOS DE 

Utilización de anticuerpos policlonales frente a
 Pseudomonas fluorescens para determinar la calidad 

higiénica de la leche y de la carne refrigeradas por métodos 
inmunoenzimáticos (Elisa) 

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
PRESENTADA POR 

María Isabel González Alonso 

Directores 

Mª Rosario Martín Santos 

 Bernabé Sanz Pérez 

Pablo Elpidio Hernández Cruza. 

Madrid 2005 

ISBN: 978-84-8466-284-6 © María Isabel González Alonso, 1994 



49
UNIVERSIDAD COMPLUTENSEDE MADRID

FACULTAD DE VETERINARIA

DEPARTAMENTODE NUTRICION Y BROMATOLOGíA III

(HIGIENE Y TECNOLOGíA DE LOS ALIMENTOS).

UTILIZACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A

PseudomonasfluorescensPARA DETERMINAR LA CALIDAD

HIGIENICA DE LA LECHE Y DE LA CARNE REFRIGERADAS POR

METODOS INMUNOENZIMATICOS (ELISA)

Memoria que
de Doctor en
LicenciadaM~

para optar al grado
Veterinaria presentala
IsabelGonzálezAlonso

Madrid, mayode 1994



TELP. 34-(9i1394 37 49

rAx: 34-19)1-394 37 43

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE VETERINARIA

OPTO. DE NUTRICION Y BROMATOLOGíA III

NIGIENE Y TECNOLOGíA CE LOS ALiMENTOS

CIUDAD UNIVERSITARIA

28040 MADRID

MA. DEL ROSARIO MARTIN DE SANTOS, PROFESORA TITULAR DE

NUTRICION y BROMATOLOGíA DE LA FACULTAD DE VETERINARIA DE

LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID,

CERTIFICA:

Que la tesis doctoral titulada “Utilización de anticuerpos

policlonalesfrente a Pseudomonasfluorescenspara determinarla

calidadhigiénicade la lechey de la carnerefrigeradaspormétodos

inmunoenzimáticos(ELISA)”, de la quees autorala Licenciadaen

Veterinaria MA Isabel González Alonso, ha sido realizadaen el

Departamentode Nutrición y BromatologíaIII (Higieney Tecnología

de los Alimentos) bajo la dirección conjuntade los catedráticosD.

BernabéSanz Pérezy D. Pablo E. HernándezCruza y de la que

suscribe,y cumple las condicionesexigidaspara optar al título de

Doctor en Veterinaria.

$~t~t=tt
Edo: PabloE. Hernández Edo: BernabéSanz

Madrid, 23 de Mayo

Edo: MA del RosarioMartín



AGRADECIMIENTOS

Al Prof. Dr. Bernabé Sanz Pérez, por su cálida acogida en el

Departamentoque dirigía en el momentode mi incorporaciónal mismo.

Igualmente,deseoagradeceral actual director del Departamento,Prof. Dr.

Juan Antonio Ordóñez Pereda,el apoyo y estímulo que siempre me ha

infundido.

Expresomi gratitud al a la Prof Dra. RosarioMartín de Santos,quiena

lo largo de la realización de esta tesis ha seguido de cerca mi tarea

investigadora demostrandosu constante dedicación e interés por mi

formación. Asimismo, agradezcoal Prof. Dr. Pablo HernándezCruza, el

habermedado la oportunidadde iniciarmeen el campode la investigación,así

como susvaliosasorientacionesy ayudadurantetodosestosaños.

Mis más sincerasgraciasal resto de Profesoresde esteDepartamento,

particularmentea la Dra. TeresaGarcía,por su pacienteasistenciaen el inicio

de mis experimentos,al Prof Dr. JoséTormo, por atendertan amablemente

mis consultasy a los ProfesoresDres.CarmenCasasy Lorenzode la Hoz, por

su asesoramientoen el tratamientoestadísticode mis resultados.

Tambiénquiero dar las graciasa los doctorandosde esteDepartamento,

cuya presenciay apoyohan sido muy importantesen el transcursode mis

experiencias(tanto inmunoenzimáticascomo personales);en especial a

Cristina y María, sufridorasmásantiguasde mis ELISAs y pseudomonasy a

Carmeupín,Manuelay Ana, por los muchosy buenosratos compartidos.

Al personalfacultativo y auxiliar del Pabellónde Medicina y Cirugía

Experimentaldel HospitalMilitar “GómezUlla”, por su colaboracióndurante

la inmunización de los conejos. Al personal de la Granja Diplomada



“Priégola”, que nos proporcionóen repetidasocasioneslas muestrasde leche

cruda. Deseoagradeceral Ministerio de Educacióny Ciencia la concesiónde

unabecadel Plan de Formaciónde Profesoradoy PersonalInvestigador.

A mis amigosde siempre,graciasun vez más.

A mis hermanosVicente y Pabloy muy especialmentea mis padres,por

darmeen todomomentosu cariño, apoyoy confianza

.y a Daniel.



INDICE 1

1. EXPOSICION GENERAL DEL PROBLEMA PAGINA

A INVESTIGAR 2

II. INTRODUCCION 6

11.1. MICROBIOLOGIA DE LA LECHE CRUDA 7

1.1. Flora psicrotrofa 7
1.2. Microorganismosque integran la flora psicrotrofa

de la leche 8
1.3. Importanciade los microorganismospsicrotrofos

en la calidadde la lechecrudarefrigeraday de
los productoslácteos 12

1.4. Aspectoslegalesreferentesa la calidadhigiénica
de la leche 19

11.2. MICROBIOLOGíA DE LA CARNE CRUDA 22

2.1. Importanciade los microorganismospsicrotrofos
en la calidad de la carnecruda refrigerada 22

2.2. Cambiosquímicosasociadosal crecimientomicrobiano
en la carne cruda refrigerada 26

11.3. METODOSDE DETECCION E IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOSDE LOS ALIMENTOS 30

3.1. Métodosconvencionalesde análisismicrobiológico
de los alimentos 30

1. Recuentoestándaren placas(REP) 30
2. Método del númeromásprobable(NMP) 32
3. Método de reducciónde colorantes 32
4. Recuentomicroscópicodirecto (RMD) 33

3.2. Métodosrápidosde deteccióne identificaciónde
microorganismosde los alimentos 34

1. Automatizaciónde los métodosconvencionales 34
2. Métodos fisico-quimicos 36



INDICE II

1. Impedimetría 36
2. Microcalorimetría 37

3. Turbidimetría 38
4. Radiometría 39
5. Epifluorescenciadirectasobrefiltro (DEFT) 39
6. Bioluminiscencia 41

7. Pruebadel Limulus 43
8. Pruebade la actividadaminopeptidásica

ligada a la paredcelular 45

3. Técnicasinmunológicas 46
1. Aglutinación 47
2. Inmunofluorescencia 47
3. Radioinmunoensayo(RíA) 48
4. Métodosinmunoenzimáticos(ELISA) 48

4. Métodos genéticos 55
1. Perfil plasmídico 55
2. Perfil de restriccióndel ADN cromosómico 56

3. Sondasde ADN
4. Reacciónen cadenade la polimerasa 58
5. Aplicación de las técnicasde ingeniería

genéticaa la bioluminiscenciabacteriana 59

III. MATERIALES Y METODOS 61

111.1. MATERIALES 62

1.1. Material de laboratorio 62
1.2. Material biológico 64

1. Microorganismos 64
2. Obtenciónde los inmunosueros 65

3. Origen de las muestras 65
1.3. Productosy reactivos 66



INDICE III

111.2. METODOS 66

2.1. Métodos microbiológicos 66
1. Medios de cultivo parael crecimiento

de bacteriaspsicrotrofas 66
2. Recuentode microorganismos

psicrotrotrofosviables 66
2.2. Aislamientode las proteínasde la membrana

externade Ps. fluorescens 67
1. Solucionesempleadas 67

2. Metodología 68
2.3. Determinaciónde la proteína 70

2.4. Caracterizaciónde las proteínasde la membrana
externade Ps. fluorescens 71

1. Electroforesisen gelesde poliacrilamida
con dodecil sulfato sódico 71

1. Tampones,gelesy soluciones 72
2. Preparaciónde las muestras 74
3. Preparaciónde los geles 74
4. Electroforesis 74
5. Tinción del gel 75

6. Determinacióndel pesomolecular 75

2.5. Purificaciónde la proteínaE de Rs.fluorescens 77

1. Cromatografíade filtración en geles 77

1. Gel y tampón de elución 77

2. Condicionesde trabajo 77

3. Determinacióny caracterización
de la proteínaF purificada 78

2.6. Técnicasinmunológicas 78
1. Obtenciónde los inmunosueros 78

1. Extractosantigénicosutilizados 78
2. Pautade inmunización 79
3. Sangríafinal 79
4. Obtencióny conservacióndel suero 81
5. Purificaciónparcialde los inmunosueros 81

6. Conjugaciónde los anticuerpos
purificadoscon la biotina 83



INDICE IV

2. Preparaciónde las muestras 84

1. Muestrasde referencia 84
1. Leche UHT 84
2. Came cruda estéril 84

2. Muestrasproblema 85
1. Leche cruda refrigerada 85

2. Carne cruda refrigerada 85
3. Condicionesde utilización de las muestras 86

3. Técnicasinmunoenzimáticas 87
1. Técnica del ELISA indirecto 87

1. ELISA indirecto clásico 87
2. ELISA indirecto utilizando el sistema

de amplificaciónbiotina-avidina 90
2. Técnica del ELISA sandwich 90

IV. RESULTADOS 94

IV. 1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIONPARCIAL DE LAS
PROTEINASMAYORITARIAS DE LA MEMBRANA

EXTERNA DE Ps.fluorescens 95

IV.2. PURIFICACIONY CARACTERIZACION DE LA PROTEíNAF
DE Ps. fluorescensAH-70 96

2.1. Cromatografíade filtración en geles 96
2.2. Electroforesisen gelesde poliacrilamida

con dodecil sulfato sódico 96

JV.3. ESTIMACION PORLA TECMCA DEL ELISA INDIRECTO DE
LA CAPACIDAD DE LOS INMUNOSUEROSANTI-PROTEINA F

(ANTI-PF) Y ANTI—PARED CELULAR (ANTI-PC) DE
RECONOCERDIVERSAS CEPAS DE Ps. fluorescens 101

3.1. Capacidadde reconocimientode cepas
de Ps.fluorescensporel inmunosuero
anti-proteínaF (anti-PF) 101



INDICE V

3.2. Capacidaddereconocimientode cepas
de Ps.fluorescens por el inmunosuero
anti-paredcelular (anti-PC) 104

IV.4. DETECCIONPORMETODOSINMUNOENZIMATICOS (ELISA),
DE Ps.fluorescensY DE OTRAS BACTERIAS PSICROTROFAS

DE LA LECHE CRUDA REFRIGERADA 106

4.1. Técnica del ELISA indirecto 106
4.2. Técnica del ELISA sandwich 108

1. Determinaciónde la concentraciónidóneade
los reactivosque intervienenen el ensayo 109

2. Anticuerposanti-proteínaF (anti-PF) 109

3. Anticuerposanti-paredcelular (anti-PC) 117

IV.5. DETECCIONPORMETODOS INMUNOENZIMATICOS (ELISA),
DE Ps.fluorescensY DE OTRASBACTERIAS PSICROTROFAS
DE LA CARNE CRUDA REFRIGERADA 123

5.1. Técnicadel ELISA indirecto,utilizando el sistema
de amplificación biotina-avidina 123

1. Evaluaciónde la concentraciónidóneade los
reactivosque intervienenen el ensayo 123

2. Anticuerposanti-proteinaF (anti-PF) 124
3. Anticuerposanti-paredcelular (anti-PC) 129

5.2. Técnica del ELISA sandwich 133
1. Determinaciónde la concentraciónidóneade

los reactivosqueintervienenen el ensayo 133
2. Anticuerposanti-proteínaF (anti-PF) 133

3. Anticuerposanti-paredcelular (anti-PC) 138

V. DISCUSION 142

V. 1. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION
PARCIAL DE LA PROTEíNAE DE LA MEMBRANA
EXTERNA DE Ps. fluorescens 143



INDICE VI

V.2. OBTENCION DE INMUNOSUEROS 147

2. u Conjugaciónde los anticuerpos
purificados con la biotina 149

V.3. DETECCIONPORMETODOSINMUNOENZIMATICOS (ELISA),
DE Ps.JluorescensY DE OTRAS BACTERIAS PSICROTROFAS
DE LA LECHE CRUDA REFRIGERADA 150

V.4. DETECCIONPORMETODOSINMUNOENZIMATICOS (ELISA),
DE Ps.fluorescensY DE OTRASBACTERIAS PSICROTROFAS

DE LA CARNE CRUDA REFRIGERADA 155

4.1. Detecciónde Ps.fluorescensy de otrasbacterias
psicrotrofaspor la técnicadel ELISA indirecto,
utilizando el sistemade amplificación
biotina-avidina 156

4.2. Detecciónde Ps..fluorescensy de otrasbacterias
psicrotrofasutilizando la técnicadel ELISA
sandwich 158

V.5. COMPARACION DE LAS TECNICASINMUNOENZIMATICAS
(ELISA) DESARROLLADASCON OTROSMETODOSRAPIDOS

DE ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS 159

VI. CONCLUSIONES 162

VII. TRABAJO FUTURO 164

VIII. BIBLIOGRAFíA 168



CAPITULO 1

EXPOSICION GENERAL DEL

PROBLEMA A INVESTIGAR



EXPOSICIONGENERAL 2

La composiciónquímicay las característicasbiológicasde la carney de
la leche, las convierten en un excelentemedio de cultivo microbiano.
Bacterias, mohos y levadurasdesempeñanun papel fundamentalen la
alteración y, por ello, la conservaciónde la leche y de la carne persigue
minimizar o inhibir la actividady el crecimientomicrobiano.De los diversos
procedimientostecnológicosempleadospararetardarlos cambiosalterativosy
prolongar la vida útil de los alimentos (aplicación de frío, tratamientos
térmicos, adición de sustanciasquímicas, utilización de atmósferas
modificadas,irradiación,etc.), la refrigeraciónconstituye,sin lugar a dudas,
el método de conservaciónmás generalizado(Lambert y col., 1991; Jay,
1992a).

Si bien el empleode sistemasde refrigeraciónparael almacenamientode
la leche cruda en las granjas,en los centroscomarcalesde recogida,en el
transportee incluso en las centraleslecheras,permiteprolongarsu vida útil,
tambiénfavorecela proliferación de bacteriaspsicrotrofasGram-negativas,
de las queel géneroPseudomonasrepresenta,generalmente,másdel 50% de
los aislamientos.La especiede estegéneromásfrecuentementeaisladaes Ps.
fluorescens(Cousín,1982).

A temperaturasde refrigeración, muchas bacterias psicrotrofas
producenenzimasexocelularestermoestables.Aunquelas formasvegetativas
se destruyenpor los tratamientostérmicos,las proteasasy lipasasexocelulares
permanecenactivas en la leche y no se destruyentotalmentepor el calor
(Adamsy Brawley, 1981; Pately col., 1983). La presenciade concentraciones
elevadasde estosenzimasen la lechecrudaorigina problemasde gelificación
y de apariciónde saboresamargos,tanto en las lechesesterilizadascomo en
otros productoslácteos(Downey, 1980; Fairbairny Law, 1986). En la leche
cruda refrigerada hay una relación directa entre número de bacterias
psicrotrofasy actividadenzimática(Adamsy col., 1975). La presenciaen la
leche cruda de unaconcentraciónde bacteriaspsicrotrofasdel orden de 106
ufc/ml, suele ser suficiente para que los exoenzimasque liberan originen
defectosen las lechesconservadasy en otros productoslácteos(Law, 1979;
Downey, 1980; Baker, 1983).

La refrigeraciónduranteel almacenamientode la carnefrescaprolonga
su vida útil duranteun tiempo generalmentesuficienteparaque llegue a las
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industriastransformadoraso al consumidoren condicionesadecuadas.Sin
embargo,la carnealmacenadaen refrigeraciónse altera inevitablementeal
desarrollarselos microorganismosque proliferan a bajastemperaturas.La
mayoría de los microorganismosalterantes de la carne proceden,
fundamentalmente,de contaminacionesposterioresal sacrificio, debidasal
contactode las canalescon el utillaje, el agua,el aire, las manosy la ropa de
los manipuladores,contaminadosa su vez a partir del contenidointestinal y
hecesdurantelas operacionesde carnizaciónanimal (Nottingham, 1982). En
la carnefresca,se consideraníndicesde buenamanipulaciónhigiénicade las

canaleslos que no excedende 103 ufc/cm2 (Gilí, 1982). Al igual que sucede
con la leche, si la carne se conserva en refrigeración, son los
microorganismospsicrotrofospertenecientesal género Pseudomonaslos
principales responsablesde su alteración(McMeekin, 1982; Dainty y col.,
1983). La alteración en aerobiosisde la carnerefrigeradase caracterizapor
la apariciónde oloresanómalosy limosidad superficial, lo queocurrecuando
la cargabacterianase sitúa entre lO~ y 108 ufc/cm2(Ayres, 1960; Jngramy
Dainty, 1971).

El desarrolloy puestaa punto de un métodoeficaz,rápido y baratoque
detectey cuantifiquela flora psicrotrofa contaminantede la carne y de la
leche refrigeradastendríaun interés extraordinario,no sólo para indicar la
posible presenciade enzimasexocelularesalterantes,sino también para
evaluarla calidadmicrobiológicade estosalimentos.

Las técnicasmicrobiológicasutilizadasen el control de calidadde los
alimentoshancambiadoen los últimos años.Los métodosconvencionales,que
incluyen fundamentalmentelos recuentosmicrobianosen placas,presentanel
inconvenientede exigir mucho tiempoparala obtenciónde resultados.En la
actualidad,la utilización cadavez másfrecuentede sistemasde control de la
calidadbasadosen el análisisde riesgosy en la identificacióny control de
puntos críticos (ARICPC), así como el empleo de planes de muestreo
estadísticamentecorrectos,requierenel análisis de un gran número de
muestrasy la obtencióninmediatade resultadosquepermitanaplicaracciones
correctivasrápidasen la cadenade fabricación.Estasrazoneshan impulsado
el desarrollode nuevosmétodosrápidos de análisis microbiológico de los
alimentos(Firstenberg-Edeny Sharpe,1991).
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Las pruebas rápidas desarrolladaspara predecir la calidad
microbiológicade los alimentosutilizan técnicasde impedimetría(Bishop y
col., 1984; Bishop y White, 1985), turbidimetría(Mattila, 1987; Mattila y
Alivehmas, 1987), epifluorescencia(Pettipher y Rodriguez, 1982),
bioluminiscencia(Bishopy White, 1986)y otras,como por ejemplola prueba
del Limulus (May y col., 1989) y el ensayode la actividadaminopeptidásica
bacteriana(Pérezde Castroy col., 1989).Si bien la mayoríade estastécnicas
poseenuna adecuadasensibilidady reproducibilidad,requierenla utilización
de equiposinstrumentalessofisticadosque,junto con el elevadocostede los
reactivos,limitan su utilización.

Actualmente, entre las técnicas de reciente aplicación al análisis
microbiológicode los alimentosseencuentranlas inmunológicas.La utilidad
de estastécnicasse ha demostradoen el análisisrutinario de los alimentos
debidoa su sensibilidad,especificidad,rapidezy bajo coste(Candlish,1991).
Porello, en el presentetrabajo se proponeel empleode dichastécnicaspara
evaluarla calidadmicrobiológicade la lechey de la carnerefrigeradas.

Las bacteriasGram-negativasposeenen su membranaexternanumerosas
proteínas,de las que algunasson igualesen especiesde un mismo géneroe

incluso en las de génerosdistintos.Así, Geyer y col., (1979) comprobaron
que los inmunosuerosobtenidosfrentea proteínasde la membranaexternade
Salmonellatyphimuriumreconocíanproteínasde Escherichiacoli y Shigella
sp. Además,sonmuchoslos estudiosque indicanque la membranaexternade
Pseudomonas Qeruginosa contiene una porina (proteína F), que
antigénicamentemuestrabastantesanalogíasen todas las cepasde Ps.

aeruginosa analizadas(Woodruff y col., 1986). Basándonosen esta
información, y dado que la mayor parte de los microorganismosque
constituyen la flora psicrotrofa de los alimentos pertenecenal género
Pseudomonasy quesu especiemásfrecuentees Pseudomonasfluorescens,se

ha procedidoal aislamiento,purificación y caracterizaciónparcial de la
proteínaF de Ps. fluorescensAH-70 (1). Una vez purificaday caracterizada,
se ha inoculado a conejospara obtener los correspondientesanticuerpos
policlonales anti-proteínaF que permitan, mediante el desarrollo de las
técnicas inmunológicasadecuadas,evaluar la calidad microbiológicade la
lechey de la carne crudarefrigeradas.

(1) Se ti-ata de una cepaaisladaen nuestroDepartamentoporAzconay col., en 1988.
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Asimismo se sabedesdehacealgunosaños(Styay col., 1984; Islam y
Stimson, 1987; Patersony Tiffin, 1988; Wong, 1990) que en la detección
inmunológica de microorganismospuedenutilizarse como inmunógenos
célulasbacterianasenteras.Porello, otra aproximaciónmetodológicade este
trabajo ha consistidoen la inmunizaciónde un segundolote de conejoscon
células activas de Ps. fluorescens AH-70, con el fin de obtener los
correspondientesanticuerpospoliclonalesanti-paredcelular (anti-PC).Dado

que estos anticuerposse han obtenido frente a numerososcomponentes
antigénicosde la paredcelularbacteriana,es naturalque muestrenun espectro
de detecciónmásamplio.

Para alcanzar los objetivos descritos, primero se han tenido que
conseguirlos siguientes:

1. Aislamientopor ultracentrifugaciónde las proteínasmayoritariasde
la membranaexternade variascepasde Rs.fluorescens.

2. Caracterizaciónde las proteínasaisladaspor electroforesisen geles
de poliacrilamidacon dodecilsulfato sódico(SDS-PAGE).

3. Purificación de la proteínaF de Rs. fluorescensAH-70 utilizando
técnicasde cromatografíade filtración en geles.

4. Inmunizaciónde dos lotes de conejos,uno con proteínaF de Ps.
fluorescensAH-70 y otro conuna concentraciónadecuadade célulasvivas de:
la misma cepa,para obtenerlos correspondientesinmunosuerosanti-proteína
F y anti-paredcelular.

5. Estudiode la capacidadde los inmunosuerosde reconocerdistintas
cepasde Rs. fluorescensy de otrasbacteriaspsicrotrofas,utilizando diversas
variantesinmunoenzimáticas(ELISA).

6. Utilización de los anticuerposanti-PF y anti-PCpara evaluar la
calidadmicrobiológicade la lechey de la carnecrudarefrigeradas.
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11.1. MICROBIOLOGíA DE LA LECHE CRUDA

11.1.1. FLoRA PSICROTROFA

La capacidadde algunos microorganismosde desarrollarsea bajas
temperaturasse conocedesdehace más de 100 años. En 1887, el Dr. J.
Forster, profesor de bacteriología en la Eacultad de Medicina de la
Universidad de Amsterdam,fue el primero en demostrarel crecimiento
bacterianoa 00C, al observarque algunasbacteriassemultiplicabanen el agua
heladade los canalesde Amsterdam.En 1923,Brooks y l-lansfordobservaron
que ciertoshongosse desarrollabanen la carnealmacenadaa 60C. Aunqueel
término “psicrófilo” no lo propusoSchmidt-Nielsenhasta1902, la definición
y la terminologíaempleadasparadesignara los microorganismosque crecen
y se multiplican a temperaturasde refrigeracióny menores,ha sido objeto de
polémica.A diferenciade los términos“mesófilo” y “termófilo”, que definen
a los microorganismossegún su temperaturaóptima de crecimiento, el
término “psicrófilo” se ha utilizado atendiendoa numerososcriterios. Muchos
autoreshan clasificadocomo psicrófilos a los que crecena 00C, sin teneren
cuentasu temperaturaóptima de crecimiento.Así, Ingrahamy Stokes(1959)
y Stokes (1963) definen como psicrófilos a los que se desarrollana 00(2

formandocoloniasmacroscópicamentevisibles en un periodo de una o dos
semanas.Sin embargo,otros autoresopinan que paradenominarpsicrófilos a
los microorganismos,debe incluirse su temperaturaóptima de crecimiento.
Actualmente, y según el criterio más aceptado, se denominan

microorganismos“psicrófilos” a los que tienen una temperaturaóptima de
crecimientode 150C o inferior, crecenhastalos 200C y se multiplican a 00C o
menos(MoÑa, 1975).

En 1960, Eddy sugirió la utilización del término “psicrotrofo” para
definir las bacteriasque crecenen la proximidadde 00C, independientemente
de cuál seasu temperaturaóptima de crecimiento. De acuerdocon este
criterio, se consideranpsicrotrofos a los microorganismosque, aunque
clasificables como mesófilos con respectoa su temperaturaóptima de
crecimiento, forman colonias visibles en un tiempo de 7-10 días a

temperaturascomprendidasentreO y 100C (Kraft y Rey, 1979).

No se conocenbien los mecanismospor los que los microorganismos
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psicrófilos y psicrotrofossedesarrollana temperaturasbajas,pero se sabeque
poseenenzimasy sistemasformadoresde enzimasque difieren de los de otros
microorganismosal ser activos a temperaturasde refrigeración,poseyendo
tambiénmembranascelularesque permitenel transportede sustratosdebido a
un mecanismoadaptativode sus lipidos a las temperaturasbajas(Russell y
Fukunaga,1990; Gounot, 1991;Jay, 1992a).

11.1.2. MICROORGANISMOS QUE INTEGRAN LA FLORA
PSICROTROFADE LA LECHE

Los microorganismospsicrotrofosaislados de la leche y productos
lácteosno constituyenun grupo taxonómicoespecíficoe incluyen bacterias,
levadurasy mohos(Stokes y Redmond,1966). En la tabla 11.1 se citan los
principalesgénerosbacterianospsicrotrofosaisladosde la leche y de los
productoslácteos.

11.1.2.1. BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

La mayoría de los microorganismosaisladosde la leche cruda son
bacteriasGram-~negativas,no esporuladasy catalasa-positivas(Thomas,1958).
Los del géneroPseudornonasson los que se aíslan con mayor frecuencia,

llegandoa ser los predominantescuandola lechese mantienea temperaturas
de refrigeración(Stadhouders,1975; Shelley y col., 1986). Las pseudomonas
poseenun metabolismoestrictamenteaeróbícoy aunqueno hidrolizan la
lactosa,puedenoxidar la glucosay la galactosa(Lessie y Phibbs, 1984).
Algunas característicasdel géneroPseudomonasque favorecensu selección

son:

a) su versatilidad metabólica,ya que ademásde la glucosautiliza
eficientementeotros nutrientescomoaminoácidosy ácidosorgánicos.

b) su capacidadpara el almacenamientoexógenode sustratos,oxidando
la glucosaa gluconato,2-cetogluconatoy otros compuestosintermediariosque
no son utilizablespor la mayoríade los microorganismos.

c) [a secreciónde enzimas hidrolíticos extracelularespara el
aprovechamientode proteínasy lípidos.
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d) la producciónde sideróforosquelantesdel hierro.

Dentrodel géneroPseudornonas,la especiequecon mayorfrecuenciase
aísla de la leche cruda mantenidaa temperaturasde refrigeraciónes Ps.
fiuorescens.OtrasespeciespresentessonPs.putida,Ps.fragi, Ps. putrefaCiens
y Ps. aeruginosa(Juffs, 1973; Suhren, 1989; Bramley y McKinnon, 1990).

También se han aislado otros géneros de bacterias psicrotrofas
Gram-negativas,comoElavobacterium,Alcaligenes,Acinetobati-ter, Serraday
enterobacteriáceascomoEnterobaCtery Klebsiella(Milliere y Veillet Poncet,
1985; Reinheimery col., 1985).Asimismo se hanaisladootras pertenecientes
a los génerosAeromonas,Chromobacteriumy Citrobacter.

En un trabajorealizadopor García-Collíay col., (1981) con muestrasde
leche crudaespañola,las bacteriasGram-negativasrepresentaronun 87% de
los aislamientos,de los cualesun 83,5% pertenecíanal géneroPseudomonas.

Dentro de estegénerose observóque las especiespredominantesfueronPs.
fiuorescens(64,4%) y Ps. putida (19,7%).Otros datospublicadosacercade la
poblaciónpsicrotrofade la leche crudaen varios paíseseuropeoscoinciden
con estadistribución (Suárezy Ferreiros, 1991; Gennari y Dragotto, 1992;
Ternstrómy col., 1993).

11.1.2.2. BACTERIAS GRAM-POSITIIVAS

En los últimos años se ha prestado una gran atención a los
microorganismospsicrotrofos termorresistentes(Washam y col., 1977,
Weckbachy Langlois, 1977). Estosmicroorganismosincluyenprincipalmente
bacteriasGram-positivas y se encuentranen la leche cruda en menor
proporción que las bacteriaspsicrotrofasGram-negativas.Las bacterias
Gram-positivasquemásfrecuentementeseaíslande la lechecrudapertenecen
a los génerosMiCroCocc’us,Bacillus,LaCtobacillus y ArthrobaCter (Cousin,
1982) (Tabla 11.1). Tambiénse han descritoespeciesde Mic-robacterium,

StreptocoCcus,y Corynebacterium.

La importanciade la presenciaen la leche de la flora psicrotrofa
Gram-positivaradica en que algunasespecies,especialmentelas del género
BaCillus, son termodúricasy producenesporostermorresistentes(Collins,
1981). Los esporos, asícomo las formasvegetativas,puedensobrevivira los
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Tabla 11.1. Principales bacterias aisladas de la leche y productos lácteos

Productode origen

Acinetobacter

Acrornonas

Alcaligenes

Chron¡obacteriunz

Citrobacíer

Cytophaga
Enterobacter

Fícherichia

Flavobacreriurn

Klebsiella

Pseuciomonas

Serrada

Vibrio

Leche cruda,pasteurizaday nata

Lechecruda,pasteurizaday mantequilla

Lechecruda,pasteurizada,natay mantequilla

Lechecruda

Lechecruday pasteurizada

Lechecruda

Lechecruda,pasteurizaday mantequilla

Lechecruda

Lechecruda,pasteurizaday mantequilla

Lechecruda,nata,mantequillay queso

Lechecruda,pasteurizada,natay mantequilla

Lechecruda

Mantequilla

Bacterias Gram-positivas

Arthrobacter

Bacillus

Clostridiunz

Co,-vnebacteriunz

Brochothrix

Micrococcus

Sarcina

Staphylococcus

Strepíococcus

Lechecruday mantequilla

Lechecruda,pasteurizaday nata

Lechecruda

Lechecruda,pasteurizaday nata

Lechecruday pasteurizada

Lechecruday pasteurizada

Lechepasteurizada

Lechecruda

Lechecruday pasteurizada

Géneros

Bacterias Gram-negativas

Fuente:Cousin, 1982
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tratamientostérmicos a los que se sometenla leche y los productoslácteos,
convirtiéndoseen agentespotencialmentealterantesde las lechesconservadas
(Credit y col., 1972; Mikolajcik, 1979). No obstante,el námerode esporos
psicrotrofosde la lechesueleserescaso(Suhren,1989).

En contraste con las bacteriaspsicrotrofas Gram-negativas,los
psicrotrofos termodúricos tienen un tiempo de generaciónmás largo y
necesitanun almacenamientoen refrigeración más prolongado y unas
condicionesmásselectivasparaproduciralteracionesen la leche.

11.1.2.3. MICROORGANISMOSPATOGENOS

La mayoría de los microorganismosproductoresde toxiinfecciones
alimentariasno sedesarrollana temperaturasinferioresa 100C. Sin embargo,
algunoscomoRacilluscereus,Yersiniaenterocolítica,Listeria monoCytogenes
y Aeromonashydrophila crecena temperaturasbajas(Cousin,1982; Fleming
y col., 1985).

Griffiths y Phillips (1990) señalanque ciertascepasde Bacillus cereus
capacesde desarrollarseentre4,5 y 7,50C, podrían estar implicadasen la
aparición de algunosbrotes toxiinfectivos. Otro microorganismopatógeno
que se desarrollaa temperaturasde refrigeraciónes Y. enteroColítica. El
primer brote de estatoxiinfección alimentariase produjo en 1976 como
consecuenciadel consumode leche pasteurizadaen la que se identificó la
presencia de una cepa del serotipo 0:8. Desde entonces,numerosas
investigacionessehan centradoen el estudiode estabacteriacapazde crecera
temperaturasde refrigeración(Lee, 1977; Schiemann,1978).

El géneroListeria comprendesiete especies,pero sólo se tiene
constanciade su patogenicidadparael hombrede L. monocytogenes.Aunque
se sabeque crece a temperaturasde refrigeración, diversosautores han
estudiadoy cuestionadosu resistenciaa los tratamientostérmicos (Farber,
1989; Mackey y Bratchell, 1989; Donnelly, 1990). Si bien son muchoslos
trabajosque revelanque L. rnonocytogenesno sobrevive a temperaturasde
pasteurización,estudiosrecientessugierenque en ciertoscasospodríatolerar
las temperaturasaltas (Knabel y col., 1990; Farbery col., 1992). De las
toxiinfeccionesalimentariasatribuidasa L. monocytogenes,la másgrave tuvo
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lugar en 1985 en el sur de California y se atribuyó al consumode queso
fresco (Anon, 1985).

11.1.2.4. LEVADURAS Y MOHOS

De algunosproductoslácteos,principalmentede la mantequillay menos
frecuentementede la lechepasteurizada,sehan aisladolevaduraspsicrotrofas
pertenecientesa los génerosCandida,Sac’CharomyCes,Rhodotorula y
Torulopsis(Ingrahamy Stokes,1959; Rohmy col., 1992). Asimismo, algunas
alteracionesde la mantequillay de la nata sehanasociadoal desarrolloen su
superficiede hongospsicrotrofosde los génerosAspergillus,Cladosporium,
Geotrichumy PeniCillium (Thomas,1970; Thomasy Druce, 1971). Stokes
(1963) señalóque algunasespeciesde los génerosAlternaria, MuCor y
Rhizopus,podíancomportarsecomo psicrotrofasy originar alteracionesen

algunosproductoslácteos.

11.1.3. IMPORTANCIA DE LOS MICROORGANISMOS
PSICROTROFOS EN LA CALIDAD DE LA LECHE CRUDA

REFRIGERADA Y DE LOS PRODUCTOS LACTEOS

La importanciade los microorganismospsicrotrofosen la calidadde la
leche cruda ha crecidoen las últimas décadas,debido al mayorempleo del
frío para prolongar la vida útil de la leche. Generalmente,la leche recién
ordeñadase enfría a unatemperaturade 50C o inferior, con el fin de inhibir
el crecimiento de los microorganismostermófilos y de la mayoría de los
mesófilos.El usogeneralizadode la refrigeraciónduranteel almacenamiento
de la lechecruda antesde su tratamientotérmico, ha eliminado el riesgo de
deterioroasociadoal crecimientode las bacteriaslácticas(responsablesde los
oloresy saborestípicosde la lecheagria) y de muchosotros microorganismos
patógenos.No obstante,el empleo de las bajas temperaturasduranteel
almacenamientode la lechefavoreceel desarrollode las bacteriaspsicrotrofas
(Shelleyy col., 1986).

Los microorganismospsicrotrofosestánampliamentedistribuidosen la
naturaleza,encontrándoseen el agua, el suelo, el aire, las plantas y los
animales.Las fuentesmásimportantesde contaminaciónde la lechepor estas
bacteriasson el interior de la ubre, la superficie externadel animal y los
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equiposde ordeño,transportey almacenamientode la leche. El contactode la
leche con estas fuentes constituye un riesgo de contaminaciónque puede

traducirseen recuentosbacterianoselevadosen la leche recién ordeñada
(Ingrahamy Stokes,1959; Witter, 1961; Stokesy Redmond,1966;Thomasy
Thomas,1973).

El desarrollode la flora psicrotrofaen la leche cruda es variable,
dependiendodel tipo, número y característicasfisiológicas de cada

microorganismo,así como de las condicioneshigiénicasduranteel ordeño,
almacenamientoy procesadode la leche.La microflora de la lechecruda al

abandonarla granja donde se produjo dependede su carga inicial, de la
temperaturay velocidadde enfriamientoy almacenamientode la lechey del
tiempo transcurridohasta su recogida (Bramley y McKinnon, 1990). Al
disminuir la temperaturade refrigeraciónde la leche cruda,se restringeel
crecimiento de las bacteriaspsicrotrofasy la actividad de sus enzimas
excretados(Griffiths y col., 1987). Asimismo, y dadoque la refrigeración
prolongael tiemporequeridopara la multiplicaciónde estasbacterias,la leche
que se enfría inmediatamentedespuésde su obtención presentaun menor
incrementode los recuentosdurantesu almacenamientoen refrigeraciónque
la leche que se enfría despuésde pasadasunas horas tras el ordeño
(Stadhouders,1975; Ponce de León, 1993); ello dependetambién de su
contaminacióninicial (Tabla11.2). Actualmente,en la mayoríade los paísesse
recomiendaconservarla lechea 40C, ya que temperaturasinferiorespodrían
dar lugar a fenómenosde congelaciónque alteraríansu composicióny su
calidad.

Con una adecuada higiene durante el ordeño y una correcta
manipulaciónposterior, se puedenobtenerrecuentosiniciales de bacterias
psicrotrofasen la leche cruda del ordende íO~ ufc/ml (Mabbit, 1981). Sin
embargo,teniendoen cuentaque el tiempode generaciónde estas bacteriasa
PC es de unas4 horas,el recuentode psicrotrofosde la lechecrudade buena
calidad higiénica puede alcanzar,al cabo de 3 días de almacenamiento,
nivelesde LO~ ufc/ml (Law y Mabbit, 1983). Con estosrecuentos,la actividad
metabólicade la flora psicrotrofa origina defectosen la leche y en otros
productoslácteos(Law y col., 1979; Mikolajcik, 1979; Baker, 1983).
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Tabla 11.2. Evolución del contenido de microrganismos de la leche
durante 48 h a una temperatura de 40C, en función
contaminación inicial y de la velocidad de enfriamiento

cruda
de la

Contaminacióninicial (bacterias/mi)

75.000 125.000

Periodode
almacenamiento

24h. 48h.

Enfriamiento
instantáneo

Enfriamiento
en 3 horas

22.000 23.500

23.000 25.550

79.500 87.750

87.000 101.250

132.500 188.250

212.500 469.250

Enfriamiento
en 5 horas

25.250 30.200 115.500 237.750 273.400 613.800

20.000

24 h. 48 h. 24 lv 48 h.

Fuente:Poncede León(1993)
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Por ello, paraelaborarproductoslácteosde buenacalidady mejorarsu
conservaciónduranteel almacenamientoen refrigeración,es imprescindiblela
utilización de lechecrudade característicasóptimas.

La presenciade bacteriaspsicrotrofasen la leche y derivadoslácteos
tratadostérmicamenteseasocia,generah-nente,a una contaminaciónposterior
al tratamientotérmico ya que,salvo excepciones,estasbacteriasse destruyen
por la acción del calor. No obstante,las bacteriaspsicrotrofasproducen
enzimasexocelularestermorresistentes(proteasasy lipasas)quemodificanlas
propiedadesorganolépticasdel productoacabado,especialmentecuandoel
periodo de almacenamientoes largo (Law, 1979; Cousin, 1982; Fairbairny
Law, 1986; Stead,1986; 1987).

La proteolisis y lipolisis que experimentanla leche y los productos
lácteos dependendel tipo y del número de microorganismospsicrotrofos
presentesen la lechecruda,asícomode su capacidadde producirproteasasy
lipasastermorresistentes(Cousin, 1982).Se ha señaladoque un alto porcentaje
de las bacteriaspsicrotrofas de la leche cruda (80-85%) poseenactividad
proteolíticao lipolítica (García-Collíay col., 1981; Garcíay col., 1989) y un
65% compartenambaspropiedades(Thomasy Blodwen, 1973). Además,el
70% de los enzimasproteolíticosy/o lipolíticos elaboradospor estasbacterias
presentanuna gran termoestabilidad,resistiendotratamientostérmicos de la
mismaintensidadque los que seaplicanen la esterilizaciónde la lechepor el
procedimientoUHT (Cogan,1977; Law, 1979; Downey, 1980; Cousin, 1982;
Deethy col., 1983; Fairbairny Law, 1986; García-Collíay col., 1988; García
y col., 1989). Señalemosa este respectoque Adams y col., (1975)
comprobaronque la proteasaproducidapor unaespeciede Pseudomonasera
4.000 veces más resistente al calor que las esporas de Bac-illus

srearothermophilus,de dondese deducequeel término “estéril” no siempre
implica estabilidaddurantela conservación.

A pesarde la gran termoestabilidadde las lipasasy proteasasde las
bacteriaspsicrotrofas,diversos trabajos apuntanla posibilidad de que su
inactivaciónse alcancea temperaturasmásbajas(550C),durantetiemposmás
largos como lo minutos o 1 hora (Driessen,1983; Fairbairny Law, 1986) o
bien 850C durante45 segundos(Guamis y col., 1987). Sin embargo,estos
tratamientostérmicos puedenoriginar en la leche cambiosorganolépticos
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desagradables(Barachy col., 1976).

La poblaciónde bacteriaspsicrotrofasde la leche cruda necesariapara
producircambiosdetectables,tanto en la lechecomoen los productoslácteos,
varía dependiendode los génerosy de las especiespresentes.No existe
unanimidaden cuantoal númeromínimo de microorganismosque produce
alteracionesapreciablesen la leche refrigerada.Mientras Adams y col.,
(1976) estimanque a partir de 104 microorganismospsicrotrofos/mlya se
detectaproteolisis en la leche, otros autores(Law, 1979; Driessen,1983;
Mottar, ~984) afirman que la población mínima necesariaes de IO~
psicrotrofos/ml.Estasdiferenciaspodríandebersea las técnicasutilizadasen
la detecciónde los enzimas,a la sensibilidadde los métodosempleadosen la
determinación de los productos de las proteolisis y lipolisis o a las
temperaturasa la que se realizanlos ensayos(Mottar, 1984). Generalmente,
las modificacionesdel aromay del saborde la leche, comoconsecuenciade las
reaccionesproteolíticasy lipolíticasque en ella acaecen,sepercibencuandoel
númerode bacteriaspsicrotrofasde la leche cruda es superiora 106 ufc/mI
(Ritcher, 1979; Schródery col.. 1982).

Las proteasasy lipasasactúandirectamentesobrela micelade caseínay
los triglicérídos de la leche, respectivamente.La mayoría de las proteasas
elaboradaspor las bacteriaspsicrotrofasdegradanla k-caseína,produciendola
desestabilizaciónde las micelasde caseínafrenteal Ca++ y la coagulaciónde la
leche de forma análogaa la acción de la quimosina.A continuaciónde la
k-caseínase hidroliza la fi-caseínay, por último, la a-caseína.Las proteínas
séricasson menossensiblesa estaacciónque las caseínas(Cousin y Marth,
1977; Law y col., 1977), posiblementedebidoa su estructuraglobular y a un
plegamientomáscompacto.Los productosde degradaciónde las proteínasson
péptidosde un peso molecularentre 5.000 y 20.000 daltonesy son los
responsablesde la apariciónde los saboresamargosde la lechey productos
lácteos.La actividadde las lipasas recaeprincipalmenteen los triglicéridos,
que son el componentemayoritariode la materiagrasade la leche (98%),
hidrolizándoloscon la consiguienteliberaciónde ácidosgrasos.Los ácidos
grasosde cadenacortaC4-C8son los responsablesdel sabora rancio, mientras
los de cadenamedia C10-C12originansaboresjabonososy los de cadenalarga

C14-C18 contribuyenmuy poco al sabor.Muir y col., (1979) señalanque las
bacteriaspsicrotrofasmás lipolíticas sonPs.fiuoresCens,Flavobacteriun,sp. y
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AlCaligenessp.

En la lechepasteurizadano sehan detectadocambiossignificativosen el
aromay sabor debidos a Los enzimasexocelularesproducidospor la flora
psicrotrofa, ya que este producto generalmentese almacenadurante un
periodocorto. No obstante,la acciónde las proteasasgenerapéptidosde bajo
pesomolecularresponsablesde la aparición de saboresamargos(Visser,
1981; Cousin, 1982). Asimismo, la actividad lipolítica origina sabora rancio
(Deeth y col., 1983) por la liberaciónde ácidosgrasos,principalmentede
cadenacorta o media (C4 a C1). En la leche pasteurizada,las alteraciones
debidasa proteolisisy lipolisis no suelenpercibirsea no ser queel tiempo de
almacenamientoexcedadel aconsejado.En el 40% de las lechespasteurizadas
almacenadasa 6-PCaparecendefectosdel sabora los 10-1 1 días, cuandolos
recuentosson del ordende 1,9 x 107 psicrotrofos/ml(Bandíery col., 1981).

En la lecheUHT, las modificacionesorganolépticasson másperceptibles
debido al largo periodo de conservaciónde este producto. La proteolisis,
ademásde originar saboresamargosintensospor liberación de péptidos
(Bengtssony col., 1973; McKellar y col., 1984),provocala desestabilización
de la micelade caseínallegandoa producirespesamientoso gelificacionesque
limitan la vida útil del producto(Bengtssony col., 1973; Adamsy col., 1976;

Law y col., 1977). La actividad de las lipasasoriginaen la lecheUI-IT sabora
rancio debido a la liberaciónde ácidos grasos,aunquela lipolisis en este

producto poseeuna importanciasecundaria(Mottar, 1989; Collins y col.,
1993).

La nata obtenida de lechescon un alto contenido de lipasases más
sensibleal enranciamiento(Davis, 1981). La nata rancia requiereun batido
más largo para obtener mantequilla, pudiendo originar problemas de
separaciónde fases, formación de espumay disminucióndel rendimiento
(Dumont y col., 1977).

En el casode la mantequilla,su bajo contenidode aguay la presenciade
sal, hacenque no constituyaun medio adecuadopara el crecimientode las
bacteriaspsicrotrofas(Thomasy Druce, 1971). Además,su bajo contenidode
proteínalimita la actividad de las proteasas,siendolas lipasaslos enzimasque
desempeñanel papel más importante en el deterioro de este producto,
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originandosaboresa rancio y a jabón (Deeth y col., 1979; Woo y Lindsay,
1983).

Los quesoselaboradosa partir de leche con un alto contenido de
microorganismospsicrotrofosposeenun tiempo de coagulaciónmás corto.
Esto se debea la hidrólisis previade partede la caseína,quetiene lugarcomo
consecuenciade la acción proteolíticade estosmicroorganismosen la leche
cruda (Cousin y Marth, 1977). Asimismo, la acciónde las proteasasorigina
mayorespérdidasde nitrógeno soluble con el suero, lo que determinauna
disminución en el rendimientodel producto(Law, 1979; Fairbairn y Law,
1986), una mayor dificultad en el desuerado(Juffs, 1974) y una mayor
firmeza de la cuajada(Cousiny Marth, 1977). La liberaciónde ácidosgrasos
por las lipasasde la lechees importanteparaque se desarrollenel aromay
sabor típicos del queso. La aparición de saboresy olores anómalos
(especialmentea rancioy tambiénjabonoso,mohosoy afrutado)se atribuyea
una lipolisis excesivade la grasadurantesu fabricación,con liberaciónde
grandescantidadesde ácidos grasos libres. Para que no se detecten
modificacionesorganolépticasen el queso,el contenidode psicrotrofosde la
lechecrudautilizadapara su elaboracióndebesituarseentre ío~ y 106 ufc/ml,
ya que recuentossuperioresa 107 ufc/ml producenen estetipo de producto
una rancideztemprana(Law y col., 1976; 1979).

Dadoque las bacteriaspsicrotrofasdifieren en su capacidadde elaborar
lipasasy proteasastermorresistentes,es difícil señalaren la leche cruda una
tasade microorganismospsicrotrofosque asegureque su actividadenzimática
exocelularno originarámodificacionesorganolépticasni en la lecheni en los
productos lácteosal prolongarmucho su vida útil. No obstante,se puede
concluir que recuentosmayoresde 106 microorganismospsicrotrofos/ml
proporcionanunamateriaprima de calidadcuestionable.
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11.1.4. ASPECTOS LEGALES REFERENTES A LA CALIDAD
HIGIENICA DE LA LECHE

La entradade Españaen la Unión Europeay la puestaen marchadel
Mercado Unico en 1993, ha significado un reto importante para las
condicionesde producciónde leche de nuestro país. Los estudiosde los
últimos añossobrecalidadbacteriológicade la lechecrudaespañolamuestran
un distanciamientoevidentecon la del resto de la Unión (Tabla 11.3). Se ha
calculadoque el 65% de la lecheque llegabaa las centralesespañolastenía
más de un millón de bacterias/ml(Gonzálezde Canales,1990). Este desfase
entre la calidadhigiénicade la lecheproducidaen Españay la del resto de la
Unión puedeatribuirsea una deficiente situaciónestructural,económicay
técnica,así como al desconocimientopor muchosganaderosde los principios
higiénicosa seguiren la obtenciónde leche de buenacalidadmicrobiológica
(Rico Mansilla, 1990). Entre las medidasaplicadasal sectorlácteoespañolen
su aceleradaadaptacióna la OrganizaciónComún de Mercados,hay que
señalarla adjudicaciónde primasy descuentosparael pagopor composicióny
por nivel de bacterias,a fin de poderdisponerde lechecompetitivaen precio
y encalidadcon respectoa la producidaen las explotacionesde otros paísesde
la UE.

La mejorade la calidadhigiénicade la lecheen nuestropaísy en el resto
de los paísescomunitariosestá condicionada,ademásde por la demanda
interna, por la Directiva del Consejode Europa del 5 de agostode 1985
(Directiva 85/397/CE)relativa a las característicasque debe reunir la leche
cruda utilizada para la obtenciónde productoslácteosque se destinena
intercambioscomunitarios.Dichas característicasse recogieronen el Real
Decreto362/92de 10 de abril (BOE de 15 de abril de 1992) del Ministerio de
Relacionescon las Cortes y de la Secretaríadel Gobierno,por el que se
establecieronlas normas de ordensanitarioy de policía sanitariarelativasa
la leche cruda para tratar térmicamente,exigibles para los intercambios
intracomunitarios.Posteriormente,la Directiva 92/46/CEde 14 de septiembre
de 1992 estableció las normas sanitariasaplicablesa la producción y
comercializaciónde la lechecruda,leche tratadatérmicamentey productos
lácteos.
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Calidad bacteriológica de la leche cruda en España

países de la Unión Europea

Contenidoen bacterias/ml

Menosde Entre2xlO5

2 io~ y 7

Entre7 x 10~

y ío6

ESPAÑA 5% a 10% 20% 65%

FRANCIA 70% 20% 5% 5%

ALEMANIA 80% 15% 3% 2%

DINAMARCA 80% 15% 5% —

HOLANDA 85% 10% 5%

BELGICA 70% 10% 15% 5%

REINO UNIDO 80% 10% 10%

a. Porcentajede lecherecogida

Fuente:Gonzálezde Canales(1990)

Tabla 11.3. y en otros

País

Másde

106
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En este sentido, la legislación estableceque la leche cruda de las
explotaciónes,para poderser tratada térmicamentey para la elaboraciónde
yogur, cuajaday cremas,deberátenerunaconcentraciónde microorganismos
inferior a ío~ ufc/ml. Asimismo, la concentraciónde microorganismosde la
leche cruda destinada a la elaboración de productos lácteos tratados
térmicamente,distintosde los anteriormentemencionados,deberáser inferior
a 4 x ío~ ufc/ml. En las lechesde cabra y oveja, el límite se sitúa en 106

ufc/ml para la leche utilizada como materiaprima en la elaboraciónde
productoslácteostratadostérmicamentey se reducea 5 x ío~ ufc/ml para la
destinadaa productosno tratadospor el calor. No obstante,hasta 1998 la
Directiva admiteexcepcionesparalas industriasde producciónlimitada y para
aquéllasque se abastecende lecheque no cumplelos mínimosmicrobiológicos
que establecela legislación. La concesiónde las excepcionestemporalesy
limitadasdebeir acompañadade un plan de trabajodondese especifiquenlos
plazos en los que los establecimientospuedenajustarsea los requisitos
exigidos.Por todoello, se estimaqueproducir lechecon un nivel de bacterias
inferior a 105/ml es el primer objetivo a cumplir por todaslas explotaciones
ganaderas.
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11.2. MICROBIOLOGíA DE LA CARNE CRUDA

11.2.1. IMPORTANCIA DE LOS MICROORGANISMOS
PSICROTROFOS EN LA CALIDAD DE LA CARNE CRUDA

REFRIGERADA

La composiciónquímica y las característicasbiológicas de la carne,
hacenqueestaconstituyaun excelentemedio de cultivo parae] desarrollode
bacterias,mohosy levaduras.Ademásde la riquezaen nutrientes,los valores
de pH y de actividad de agua(a~) de la carne se encuentrandentro de los
límites de crecimientode muchos microorganismos.El bajo potencial de
óxido-reducciónexistenteen el interior de la carne,haceposibleel desarrollo
de microorganismosanaerobiosfacultativos y obligados.Sin embargo,los
microorganismosaerobiosencuentranlas condicionesadecuadaspara su
desarrolloen la superficiede la carne,dondeel potencialde óxido-reducción
es ligeramentepositivo.

La diversidadde microorganismosque puedenllegaral músculo,tanto
cuando el animal estávivo, como duranteel sacrificio y manipulaciones
posterioresde las canales(Dainty y col., 1983), determinaque la flora
microbianade la carne sea de naturalezamuy heterogénea.Aunque se ha
sugeridola existenciade unaflora intrínsecadistintade la flora contaminante,
se ha comprobadoque el interior de los músculosde los animalessanos,
sacrificadosen condicioneshigiénicas,es prácticamenteestéril (Gilí, 1979).
La mayoríade los investigadorescoincidenen afirmar que la alteraciónde la
carne es un fenómenomeramentesuperficial (McMeekin, 1982; Gilí, 1983;
Notermansy Kampelmacher,1983).

Los microorganismosalterantesde la carneprocedenfundamentalmente
de las heces,piel y víscerasdel animal, llegandoa la superficiede la carne a
travésdel utillaje, agua,aire,manosy ropa de los manipuladores.Por ello, es
estrictamentenecesarioaplicarel sistemade análisisde riesgose identificación
y control de puntoscríticos (ARICPC) durantela sangría,faenadoy posterior
manipulación de las canales (Nottingham, 1982). Una concentraciónde
microorganismosen la carne frescadel orden de lO~ ufc/cm2 se considera
índice de unabuenamanipulaciónhigiénicade las canales(Gilí, 1982).
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La mayoría de los microorganismosque alteran la carne fresca son
bacteriaspsicrotrofasaerobiaspertenecientesa los génerosPseudornonas,
MoraxellalACinetobaCtery Aerornonas.Tambiénpuedenencontrarseespecies
anaerobiasfacultativascomoAlterornonasputrefaciens(Gilí y Newton,1978;
Buchanany Palumbo, 1985) y microorganismosGram-positivos como
Lactobacillussp.y Brochothrix therrnosphacta (Dainty y Hibbard, 1980).

Las bacteriasmesófilasproductorasde toxiinfeccionesalimentariasque
con mayorfrecuenciase aíslande la carneincluyen cepasde Salmonellasp.,
Staphylococcusaureus, Yersinia enterocolitica, Clostridiurn botulinu.rn,

Clostridiurn perfringens, Carnpylobacter sp., E. coli enterohemorrágico
0157:H7, Aerornonashidrophyla y Listeria monocytogenes(Buchanany
Palumbo,1985; Kotula y col., 1987; Lammerdingy col., 1988). Aunque el
crecimientode la mayoríade estosmicroorganismosse inhibe a temperaturas
de refrigeración, algunos como Yersinia enterocolitica, Listeria

rnonocvtogenesy Aerornonashydroph¿la puedencrecera dichastemperaturas.

Si bien el crecimientode mohos y levadurasse ve limitado duranteel
almacenamientode la carne en refrigeración, algunasespeciespueden
desarrollarseen su superficie. Entre los mohos se incluyen especiesde
Penicillium, Cladosporiurn, Thamnidium,Mucor, Rhizopus,Aspergillus,

Alternaria y Sporotrichumy entrelas levaduras,especiespertenecientesa los
génerosTorulopsis,Candiday Rhodotorula (Ayres, 1960).El crecimientode
mohosy levadurasen la superficiede la carne se ve favorecido por la alta
disponibilidad de oxígeno, especialmentesi la actividad de agua es baja
(Hechelmanny Kasprowiak,1991).

Los microorganismosjuegan un papel importanteen la alteraciónde la
carney, por ello, las prácticasde manipulacióny los métodosde conservación
y almacenamientoestánencaminadosa minimizar o inhibir la actividad y el
crecimiento microbiano. De los diversosprocedimientosempleadospor la
industria cárnicapararetardarlos cambiosalterativosy prolongarla vida útil
de sus productos (aplicación de frío, tratamientostérmicos, adición de
sustanciasquímicas,uso de atmósferasmodificadas,irradiación, etc.), la
refrigeraciónconstituye,sin lugar a dudas,el métodode conservaciónmás
generalizado.Antiguamente,las canalessemanteníandespuésdel sacrificio al
aire libre y en lugaressombreados,donde la temperaturapodía oscilarentre
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15 y 200C. Estas temperaturasfavorecían el desarrollo rápido de
microorganismosmesófilosen la superficie y en el interior del músculo,
limitando a 1 día o incluso a menosla vida útil de la carne(lngramy Dainty,
1971).

Con el fin de inhibir el desarrollode la mayoríade la flora aerobiay
anaerobiamesófila,responsablede la alteracióny putrefacciónde la carney
productos cárnicos, ha sido necesario el empleo de sistemas de
almacenamientoa bajastemperaturas.Ayres (1960) demostróque la vida útil
de la carnecon unacargabacterianainicial de ío~ ufc/cm2 era de 16 díasa
00C, de 5 díasa 50C y de tan sólo 2 días si se manteníaa 100C. De ello se
deduceque la temperaturade almacenamientoes de vital importanciaen el
control de la contaminaciónmicrobianade la carne.Por otra parte,si bien la
aplicaciónde temperaturasde refrigeraciónpara el almacenamientode la
carnepermite que se prolonguesu vida útil duranteun tiempo generalmente
suficientepara que el alimento llegue a las industriastransformadoraso al
consumidoren condicionesadecuadas,la carnealmacenadaen refrigeración
termina inevitablementealterándosedebido a los microorganismosque se
desarrollana bajastemperaturas.A temperaturasde refrigeraciónse favorece
el crecimientoselectivode los microorganismospsicrotrofosGram-negativos,
que son los responsablesde la alteraciónde la carne refrigerada(Ingram y
Dainty, 1971; McMeekin, 1982;Dainty y col., 1983).

La evolución de la flora microbianade la superficie de la carne a
temperaturasde refrigeraciónvaría con las condicionesde almacenamiento.
En la carnerefrigerada,las pseudomonaspredominana partir de los 4 díasde
almacenamientoy al cabo de 7 días constituyenel 95% de la población
microbianaalterante(Gilí y Newton, 1977; Dainty y col., 1983; Gilí,
1983; Eribo y Jay, 1985). El predominiodel géneroPseudomonasseproduce
tanto en carne de vacuno (Ayres, 1960; Jay, 1972), como en la de cerdo
(Gardnery col., 1967) y aves(Banese Impey, 1968; McMeekin, 1975) y no
hay evidenciasque indiquen que diferenciasen la composiciónde la carne
afectena la composiciónde la flora alterante(Gilí y Newton, 1977). Conviene
señalarque hasta temperaturasde almacenamientocercanasa los 200C,
Pseudornonassiguesiendoel géneroque con mayorfrecuenciase aislade la
carne.
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A las pseudomonasles siguen, por orden de importancia,bacterias
aerobiasde los génerosMoraxella (especiessacarolíticasy no sacarolíticas).

Acinetobacter, Flavobacteriuni y Aerornonas.También se ha señaladola
presenciade bacteriasanaerobiasfacultativascomo algunasenterobacterias,
Alterornonasputrefaciensy Brochothrix thermosphactay de algunasespecies
microaerófilasdel géneroLactobacillus (Sneathy Jones,1976; McMeekin,
1982; Dainty y col., 1983).

Como ya se ha señalado, la contribución de cualquiera de los
microorganismosmencionadosa la alteraciónde la carne,viene determinada
en gran medida por las condiciones de almacenamiento.En las carnes
envasadasen películaspermeables,es Pseudornonasel géneropredominante
(Ayres, 1960; Asensio y col., 1988), aunque también se encuentran
Acinetobactersp.,Moraxella sp., B. thermosphac’tay una pequeñaproporción
de lactobacilos (Gardnery col., 1967; Roth y Clark, 1972). En la carne
envasadaen atmósferasmodificadas(vacío,atmósferasenriquecidascon CO2,
etc.) se inhibe el crecimiento de Pseudomonas y proliferan bacterias
psicrotrofasmicroaerófilasy anaerobiasfacultativascomo Lactobacillus sp.

(Newton y Gilí, 1978), algunasenterobacteriáceasy B. therrnosphacta
(Asensioy col., 1988). Si las condicionesde refrigeraciónno se mantienen,
puedencrecerademásde lactobacilosmesófilos,clostridios potencialmente
patógenos(lngram y Dainty, 1971; GIl y Newton, 1980). Por ello, en la
carneenvasadaen atmósferasmodificadases necesarioun control estricto de
la temperaturade almacenamiento(Lamberty col., 1991).

Si bien las condiciones de almacenamientodesempeñanun papel
primordial en la alteraciónde la carne,tambiénhay quedestacarla influencia
queejercela cargainicial de microorganismos.Ayres (1960) demostróqueen
las carnescon unacargainicial de 65 ufc/cm

2su vida útil se prolongabahasta
los 21 díasa 00C, mientrasque si la carga inicial era de 6 x 104 ufc/cm2, la
alteraciónse poníade manifiestoa los 11 días.
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11.2.2. CAMBIOS QUíMICOS ASOCIADOS AL CRECIMIENTO
MICROBIANO EN LA CARNE CRUDA REFRIGERADA

En la carne refrigeradala alteraciónse caracterizapor la aparición de
olores anómalos,quese manifiestana tasasbacterianasalgo superioresa ío~
ufc/cm2 y por limosidad superficial, cuando la cargabacterianase sitúa
alrededorde 108 ufc/cm2 (Ayres, 1960; lngram y Dainty, 1971). Tambiénse
producencambiosen el color de la carneque se detectancuandola población
bacterianaalcanzavaloresde 106 ufc/cm2(Bala y col., 1977).

El grado de alteraciónde la carne dependedel tipo y número de
microorganismosque predominany de su capacidadpara producir, a partir
de sustratoscomoglucosa,ácido láctico o aminoácidos,compuestosodoríferos
como 5H

2, aminasvolátiles, ésteres,acetoinay NH4 que afectanal pH de la
carne(McMeekin, 1982).La tabla 11.4 muestralos sustratosutilizadospor los
principalesmicroorganismosalterantesde la carnerefrigerada.

El comienzo de la alteraciónde la carne refrigeradaen aerobiosis
dependedel metabolismode las pseudomonas,que utilizan la glucosacomo
sustratopreferente.A medidaqueel númerode microorganismosaumentaen
la superficiede la carne,la concentraciónde sustratodisminuyeoriginándose
un gradientede concentraciónde glucosadesdeel interior del tejido muscular
hastala superficie(Gilí, 1976). Cuandolas pseudomonasllegan a unatasade
108 ufc/cm

2, la glucosaya se ha agotadoen la superficie de la carne y
comienzana degradarsustratoscomo los aminoácidosy el ácido láctico,
produciendosulfuros odoríferos, ésteres,ácidos y aminas (Gilí, 1976;
McMeekin, 1982). El gluconato y el 2-cetogluconatoson productos
intermediariosdel metabolismode la glucosaque también son degradados
cuandoéstase agota(Farbery Idziac, 1982).

Entre las especiesdel géneroPseudomonas,la quemásfrecuentemente
se aísla de la carne es Ps. fragi (Molin y Ternstróm, 1982; Shaw y Latti,
1984, 1988), que es la principal responsablede la producciónde etil y
metil-ésteresde ácidos grasosde cadenacorta, lo que se traduce en la
aparición de un olor afrutado-dulceen la carne (Dainty y col., 1983). En
una etapa posterior, la actividad conjunta de las distintas cepas de
Pseudomonasda lugara la formación de compuestosazufradosque confieren
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Tabla 11.4. Sustratos utilizados por los principales microorganismos alterantes
de la carne refrigerada

Sustratosutilizadosparael crecimiento

Microorganismo Aerobiosis Anaerobiosis

Productosfinalesdel metabolismo

Aerobiosis Anaerobiosis

Glucosa’ Sulfuros
Aminoácidos2
Ácido láctico3

Esteres,ácidos
Aminas (puascina)

Acinetobacter/
Moraxella

Aminoácidos1 Esteres,nitrilos
Ácido láctico2

Altero~nonas
putrejáciens

Glucosa1
Aminoácidos2

Glucosa’ Sulfurosvolátiles
Aminoácidos2

Acido láctico3

Brochothrix
thermosphacta

Glucosa1
Aminoácidos2
(solo glutamato)

Glucosa1 Ácido acético
Acetofria

Ácido isobutírico
Acido isovalérico

Ácido láctico
Acidosgrasos
volátiles

Glucosa1
Glucosa6-fosfato2
Aminoácidos3
Ácido láctico4

Lactobacillus

Glucosa1
Glucosa6-fosfato2
Aminoácidos3

Glucosa’
Aminoácidos2

5W, aminas
Ácido láctico
Ácidosgrasos
volátiles

* El númeroen superfndiceindica el ordende utilizaciónde cadasustrato.

Pseudomonas

Sulfuros

51$

Enterobacter SR-,
Aminas

Fuente:Lamberty col., (1991)
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a la carne el olor pútrido (Dainty, 1989) característicode una fase de
alteraciónavanzada(tasasde lO~ ufc/cm2y superiores).Las pseudomonas
producen,además,diversostipos de hidrocarburos(Dainty y col., 1984) y
amoniaco(Gilí, 1976), que es el responsabledel aumento del pH que se
observacorrientementeen la fasequesiguea la de agotamientode la glucosa
(Dainty, 1986). Las aminasproducidasen mayor cantidadson cadaverinay
putrescina,tanto en la carne de cerdo como en la de vacuno y ovino
(Edwardsy col., 1983). El aumentode la producciónde putrescinase ha
atribuido a las pseudomonasy el de cadaverinaa las enterobacterias(Dainty,
1986).

El grupo Moraxella/Acinetobactersigueen importanciaa Pseudomonas

sp. en la alteraciónde la carne refrigerada.Estos microorganismosutilizan
principalmenteaminoácidoscuya degradaciónno origina olores anormales.
Además,puedenpotenciarla actividadde Pseudomonassp. y de Alteromonas

putrefaciens al limitar o restringir la disponibilidad de oxígeno, lo que
determinaquelas pseudomonasdegradenlos aminoácidosaúnen presenciade
glucosautilizable (Gilí y Newton, 1977).

Alteromonasputrefaciensno se ha detectadoen carnesde pH normal
(5,5); en aerobiosisutiliza los aminoácidoscisteínay sernaproduciendo
sulfuros orgánicosvolátiles (Gilí y Newton, 1979) y en anaerobiosisrinde
sulfuro de hidrógeno (SF1

2). El sulfuro de hidrógenoreaccionacon la
mioglobinadel músculopara formar la sulfomioglobina,que es el compuesto
responsabledel enverdecimientode la carnealteradapor estabacteria.Si las

condicionesexistentesfavorecenel crecimientode Alteronionasputrefaciens

(pH elevadoy restricciónen la disponibilidadde oxígeno),puedellegara ser
el microorganismode mayorpotencialalterativode la carne.

Brochothrix therrnosphactautiliza la glucosacomofuentede energía.El
metabolismoen aerobiosisde este carbohidratoorigina ácido acético,
acetoina,diacetilo y ácidosgrasosvolátiles (acético,iso-butírico, iso-valérico,
etc.), responsablesdel olor “dulce” característicoque se producecuandoeste
microorganismocreceen la carnede vacuno(Dainty y Hibbard, 1980; Stanley
y col., 1981; Dainty y Hibbard, 1983). Si B. thermosphactametabolizala
glucosaanaeróbicamente,el compuestoresultantemayoritario es el ácido
láctico, si bien puedenformarseademáspequeñascantidadesde otros ácidos
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grasosvolátiles (Davidson y col., 1968). Este microorganismoes el agente
alterantemás significativo de las carnesenvasadasa vacío que contienen
oxígenoresidual.

En condicionesaeróbicas,las enterobacteriasutilizan como sustratos
glucosay glucosa-6fosfato. Algunas cepaspuedendegradarlos aminoácidos
produciendosulfuros volátiles como 582 y aminas,que confierena la carne
oloresanómalos(McMeekin, 1982).

Aunqueel géneroLactobacillusconstituyeunapequeñaproporciónde la
flora alterante inicial de la carne refrigerada(Gardnery col., 1967), se
convierteen predominantecuandodisminuyela tensiónde oxígeno(Piersony
col., 1970; Christophery col., 1979 a, b). Los lactobacilosutilizan la glucosa
generandoácido láctico y sólo cuando se agota este azúcardegradanlos
aminoácidoscon formaciónde compuestosde olor a “rancio” o a “quesería”
típicos de la carneenvasadaa vacío (Nakaey Elliott, 1965; Gilí y Newton,
1977).

Se ha demostradoque los enzimasmicrobianos contribuyen a la
degradacióntisular. Sin embargo,no está clara su participación en la
alteraciónde la carne, tal y como ha sido definida por la mayoríade los
autores.La proteolisis bacterianaque tiene lugar durante la alteraciónno
juega un papel importanteen la generaciónde olores anómalosni en la
apariciónde limo superficial,debido a que las proteínasde la carnesólo son
atacadasen una fase avanzadadel desarrollomicrobiano, cuandoya se han
agotado los constituyentescárnicosmás sencillos. Es decir, los enzimas
proteolíticosno se producenhastaque la poblaciónde bacteriaspsicrotrofas
alcanzael final de la fase logarítmica de crecimiento (tasasde iO~-ío~
ufc/cm2), momentoen el cual ya se detectanlos signoscaracterísticosde la
alteración(Jngramy Dainty, 1971). En relación con las lipasasmicrobianas,
difícilmente pueden atribuirseles los cambiosque afectana la fracción
lipídica, ya que son debidosa fenómenosautooxidativosy a la lipolisis por
enzimastisulares,comohan visto ciertos investigadoresdurantela alteración
de la carne(Gilí, 1982; Dainty y col., 1983).
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11.3. METODOS DE DETECCION E IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS DE LOS ALIMENTOS

Las técnicasde deteccióne identificación de microorganismoshan
evolucionadonotablementeen los últimos añosdebido a las exigenciasde la
industria alimentariadada la necesidadde reducir costes y de obtener
resultadosmás rápidos y fiables. Los métodos tradicionalesde análisis

microbiológico de los alimentos requierenvarios díaspara la obtenciónde
resultados;son laboriososy, generalmente,poco reproducibles.Por ello, están
siendodesplazadospor otros métodosmásrápidosy automatizadosaplicables
al análisisrutinario de los alimentos(Firstenberg-Edeny Sharpe,1991).

En estasecciónseabordarántanto los métodosconvencionalescomo las
técnicasrápidasutilizadasen la deteccióne identificaciónde microrganismos
de los alimentos.

11.3.1. M ETODOS CONVENCIONALES DE ANALISIS

MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS

El númerototal de microorganismosviablesde unamuestrade alimento
sueledeterminarsepara estimarsu vida útil, su estadohigiénico y la pérdida
de calidadorganoléptica.Los cuatrométodosbásicosque se utilizan parael
“recuentototal” de microorganismosen los alimentosson(Jay, l992b):

1. Recuentoestándaren placas (REP)

2. Métododel númeromásprobable(NMP)

3. Técnicasde reducciónde colorantes

4. Recuentomicroscópicodirecto (RMD)

¡1.3.1.1. RECUENTOESTANDAREN PLACAS (REP

’

El REPes unatécnicautilizadapor numerososinvestigadores(Chesbro
y col., 1979; Champagney col., 1989; Zwietering y col., 1990) y se suele
emplear como referenciapara estimar la fiabilidad de otros métodos
analíticos.Sin embargo,presentavarios inconvenientescomo son su lentitud,
la necesidadde manipulacionesmúltiples y la laboriosidadque suponerealizar
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el recuentode colonias.

El recuentode microorganismosviablesconsisteen la enumeraciónde
las coloniasque se desarrollanen placasde agar nutritivo inoculadascon
cantidadesconocidasdel alimento e incubadasen condicionesambientales
predeterminadas.Ello conlíeva la preparación de homogeneizadosy
diluciones.

La identificación de los microorganismosdesarrolladosrequieresu
posteriorsiembraen mediosde cultivo sólidos,selectivosdel microorganismo
que se pretendeinvestigar.El REP puedeaplicarseal recuentode distintos
microorganismosmediante la combinación de una amplia variedad de
condiciones,como composicióndel medio de cultivo, gasesde su entornoy
tiempoy temperaturade incubación.

El métodoestándarparaenumerarlos microorganismospsicrotrofosde
los alimentosconsisteen incubarlas placassembradasdurante10 días a una
temperaturade 70C (Franky col., 1985). Sin embargo,por el largo periodo
de tiempo necesarioparaobtenerresultados,su interéspráctico esescasoen la
industriaalimentaria.Por ello, se hanpropuestodiversasalternativasbasadas
en el empleode temperaturasmásaltas y tiemposde incubaciónmáscortos.
En el casode la carne,las placasse incuban a 250C durante24 h (Greer,
1981) y en el de la leche, a 210Cdurante25 h (Oliveira y Parmelee,1976) o
a 180C durante45 h (Oehlrich y McKellar, 1983). En estascondicionesde
incubación se forman colonias visibles de microorganismospsicrotrofos,
siendolas de los microorganismosmesófilos demasiadopequeñaspara ser
contadas.No obstante,los recuentossuelensermásaltosquelos obtenidoscon
el métodoestándar,debidoal crecimientode algunasbacteriasGram-positivas
no psicrotrofas(Punch y Olson, 1962). Parala enumeraciónde psicrotrofos
en los alimentos,también se ha propuestola incubaciónpreliminar de las
placasa 150C durante24 h, seguidade otra incubacióna PC durante3 días
(Juffs, 1970). Asimismo, las placaspuedenincubarseprimeroa 170C durante
17 h y despuésa PC durante3 días (Sogaardy Lund, 1981). Estasúltimas
variantespresentanuna mejorcorrelaciónque las anteriorescon el método
estándarde recuentoen placa(10 días/70C).

Dado que la mayoríade las bacteriaspsicrotrofasson Gram-negativas,
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en la enumeraciónde estasbacteriastambién se han utilizado medios de
cultivo que contieneninhibidoresselectivosde las bacteriasGram-positivas.
De ellos, el másutilizado es el medio “CTV”, que contienecristal violeta y
cloruro de tetrazolio, incubándoselas placasa 300C durante48 h o a 22 0C
durante5 días. El principal inconvenientedel empleo de estos inhibidores
selectivos es que las condicionesde incubación utilizadas generalmente
permiten el crecimiento de los microorganismosmesófilos (Thomas y
Thomas,1973).

11.3.1.2. METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE(NMP

)

Este método fue introducido por McCrady en 1915. La muestradel
alimento sepreparacomoen el casodel REPy, a continuación,tres diluciones
seriadasdel alimento se siembranen 9 ó 15 tubos de un medio adecuado
(dependiendode que se emplee el método de los 3 o de los 5 tubos,
respectivamente).El númerode microorganismosde la muestraoriginal se
determinamediantetablasestándardel NMP. Este métodoes de naturaleza
estadísticay generalmentesu resultadoes más alto que el obtenidocon el
REP. AunqueWoodward(1957) duda de la precisióny fiabilidad del método
del NMP. entresusventajasdestacaremossu simplicidad y su utilidad en la
detecciónde microorganismoso gruposmicrobianosespecíficosmedianteel
empleode mediosselectivos.

11.3.1.3. METODO DE REDUCCION DE COLORANTES

El métodode la reducciónde colorantesse basaen los cambiosde color
que experimentandeterminadoscompuestosen solución bajo la actividad
reductorade algunosmicroorganismos.Parasu realización,se añadena las
muestrasde interés solucionespatrón de azul de metileno o de resazurina,
cuya coloracióncambia(vira), lo que se apreciaa simple vista (el azul de
metileno vira de azul a blanco y la resazurinade azul apizarradoa rosao
blanco). El tiempo necesariopara la reduccióndel colorantedependede la
actividadenzimáticabacterianay estáinversamenterelacionadocon el número
de microorganismospresentesen la muestra.

Si bien la reducciónde colorantesha sido utilizadadurantemuchosaños
paraevaluarla calidadmicrobiológicade la techecruda(Garvie y Rowlands,
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1952), en la actualidadcarecede valor, dado que la refrigeraciónde la leche
antesde su procesadodeterminaque no seala flora lácticala másabundante,
sino la flora psicrotrofaGram-negativa,que no elaborareductasas(Cousin,
1982). De acuerdocon estemétodo,un tiempode reduccióncorto indicaríala
presenciade un número elevado de bacteriaslácticas, pero un tiempo de
reducción largo no significa necesariamenteque la leche tenga una buena
calidad microbiológica, ya que puede tener una gran carga de bacterias
psicrotrofas,queno sondetectablesconestatécnica.

En determinadosalimentoscomo la carne cruda,uno de los problemas
que presentala utilización de estatécnicaes la existenciade sustanciascon
capacidadreductorainherentesal propio alimento;su aplicaciónes másfiable
en el casode las carnescocinadas(Austin y Thomas, 1972). No obstante,
algunosautoreshan señaladoque triturandocon agualas muestrasde carne
fresca, la concentraciónde enzimasreductoresen el sobrenadantees menor
que si se utiliza un homogeneizado,ya quese provocaunamenordestrucción
tisular. El método de la reducciónde colorantesdetectaen la carne cruda
niveles de microorganismosmayoresde íO~ ufc/g (Dodsworthy Kempton,
1977;Holley y col., 1977).

Esta técnicase ha utilizado para evaluar la calidad microbiológicade
productoscomo la carne picada (Saffle y col., 1961), heladosy gambas
congeladas.Entre las ventajasquepresentadestacansu simplicidad,rapidezy
bajo coste, aunque la variación en la capacidadreductora de unos
microorganismosa otros limita su utilización. No obstante,seestáavanzando
en la investigaciónde otros métodosde reducciónde colorantescomoel de la
citocromo-c oxidasa,mucho más rápido y específicopara la detecciónde
microorganismospsicrotrofosen la lechecruda y pasteurizada(Kroll, 1985;
Pishawikary col., 1992).

11.3.1.4. RECUENTOMICROSCOPICODIRECTO(RMD

)

Esta técnica,desarrolladapor Breeden 1916, se basaen el recuentode
las bacteriasconla ayudade un microscopio.Consisteesencialmenteen contar
el número de células bacterianascontenidasen un volumen conocido,
depositadoen un áreadeterminadade un portaobjetos.Paraello, las célulasse
fijan por el calory se tiñen con un coloranteadecuado.Es un métodorápido,
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simple y ampliamente extendido para determinar los recuentos de
suspensionesde células cuyo tamaño sea lo suficientementegrandepara
contarlassin dificultad. Sin embargo,no convieneutilizarlo en el caso de
microorganismosformadoresde cadenas,como es el casode las bacterias
lácticas(Garcíay col., 1991).Otrasdesventajasque limitan su utilización son
la dificultad de diferenciarlas célulasviablesde las no viables,asícomo las
célulasmicrobianasde las pequeñaspartículasde alimento, lo cual origina
recuentosinvariablementemásaltos que los recuentosestándaren placa(Jay,
1986). Por otro lado, la falta de sensibilidady la fatiga del operario han
favorecidopoco su desarrollohastaque se ha dispuestode nuevastécnicas
analíticascomo la de la epifluorescenciadirecta(Barcina y col., 1989).

11.3.2. METODOS RAPIDOS DE DETECCION E IDENTIFICACION

DE MICROORGANISMOS DE LOS ALIMENTOS

Las técnicasmicrobiológicasutilizadasen el control de la calidadde los
alimentoshan variadoen la última década(Jarvis, 1982; Dziezak.1987). Los
métodosconvencionalesestánsiendosuperadosdebidoa que las ventajasde su
simplicidady bajo costeno compensansusprincipalesdesventajas:demoraen
la obtenciónde resultadosy trabajo laboriosoparaobtenerlos(Barcina y col.,
1989; Firstenberg-Edeny Sharpe, 1991; Vasavada,1993). Los métodos
rápidos de análisis microbiológico que se abordanen esteapartadose han
clasificadoen:

1.- Métodos basados en la automatización de las técnicas

convencionales
2.- Métodosfisico-quimicos
3.- Métodosinmunológicos
4.- Métodosgenéticos

11.3.2.1. AUTOMATIZACION DE LOS METODOSCONVENCIONALES

El método tradicional de recuentopor siembraen medio sólido, que
sueleserel métodode referenciaparaestimarla fiabilidad de otros métodos
analíticos,presentavarios inconvenientescomoson la lentitud, la necesidadde
múltiples manipulacionesy la laboriosidadque suponerealizarel recuentode
colonias.Para solucionaralgunos de estos inconvenientes,se han propuesto
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diversastécnicasque permitenla automatizaciónde los métodostradicionales
y cuyo fin es reducir el gastode material, facilitar el manejoy aumentarel
número de muestrasa analizar. No obstante,estastécnicas no evitan la
necesidadde incubar las placasduranteperiodosde tiempo más o menos
largos (24-72 horasen el más favorablede los casos),no disminuyendopor
ello el tiemponecesarioparacompletarcadaensayo.

Actualmente existen en el mercado numerososinstrumentosque
permitenuna automatizacióndel proceso.Quizásel más interesanteseael
“Spiral Plate Svstem”,desarrolladopor la Eood and Drug Administration

(FDA) de EE.UU. Este aparatoconstade un dispensadorque depositade
forma continuaun volumen decrecientede líquido en la superficie de la placa
de agar, la cual gira a una velocidadadecuadamientras el dispensadorse
mueve desdeel centrohastael extremo. Este dispensadordiluye y siembra,
presentandouna buena correlacióncon el método de recuento en placa
(Hedgesy col., 1978; Kramer y col., 1979). Además,requieremucho menos
material que el método de siembraconvencional,ya que se eliminan las
diluciones seriadas,no requiereduplicaciónde las siembrasy permite la
automatizaciónde las mismas.

Otro instrumentointeresantees el “Colworth droplet”, que diluye el
inóculo en agar fundido atemperado y, posteriormente, produce
microcoloniasdentro de pequeñasgotitas de agar facilitando el recuento.
Tiene poca correlacióncon el método estándar.Fung y col., (1980) han
desarrolladoel método de la “cinta adhesiva”, que permite recoger
directamentelos microorganismosde las superficiesde alimentoscomo la
carney sembrarlosen placaevitandolas diluciones.

Un sistema ideado para realizar diluciones automatizadases el
“Gravimetric diluter” (Spiral System,Inc., Bethesda,MD). Los diluidores
gravimétricosson aparatosque llevan conectadoun repartidorde líquidos a
unabalanza,de maneraque unavez pesadaunacantidadde la muestraen una
bolsaestéril, se depositaen la misma el volumennecesariode diluyente para
obteneruna dilución prefijada.

Los “preparadoresautomáticosde mediosdecultivo” sonsistemasque se
componende un autoclaveconectadoa un sistemade llenado y apilado
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automáticode placasde Petri.

Los “contadoresautomáticosde colonias” son aparatosqueexaminanla
placa, detectandolas diferenciasen propiedadesópticas que presentanlas
coloniasrespectodel medio de cultivo.

Otras operacionesque requierenmucho tiempo y trabajo, como la
preparaciónde mediosy la tinción de bacterias,tambiénse han automatizado.
De los equipos diseñadospara esta automatización,merece citarse el
“Dynastainer”. Se tratade un instrumentoque realiza tincionesGram, o de
otro tipo, sieteu ocho vecesmásrápidamentequecuandoserealizande forma
manual(Fung, 1975).

11.3.2.2. METODOS FISICO-OUIMICOS

Generalmentese basan en la detección y amplificación de las
modificacionesfisico-quimicasdel medio, comoconsecuenciadel crecimiento
activo de los microorganismos.Entre ellos destacanla impedimetría,
microcalorimetría, turbidimetría o nefelometría, radiometría,
epifluorescenciadirecta sobrefiltro (DEFT), bioluminiscenciao medidadel
ATP, la pruebadel Limulus y el ensayode la actividad aminopeptidásica
ligada a la paredcelular.

11.3.2.2.1. Impedimetría

Es una de las técnicascon un mayor potencial de aplicación en la
detecciónde microorganismosen los alimentos(Firstenberg-Edeny Zindulis,
1984).Se basaen la detecciónde la actividadmicrobianaa travésde la medida
de la impedanciaeléctrica.La impedanciaes la resistenciaal pasode una
corrientealternaa travésde un materialconductor,comopuedeserun medio
de cultivo. Cuando los microorganismoscrecen,metabolizansustratosno
iónicos de baja conductividad (proteínas, carbohidratos y grasas)
convirtiéndolosen metabolitosiónicos de una conductividadmayor (ácidos
grasos,aminoácidosy ácidos orgánicos).Así, los cambiosde impedancia
debidosal acúmulode metabolitosresultantesdel crecimientomicrobianose
puedenmedir colocandoel medio de cultivo en unospocillos provistosde dos
electrodosde acero inoxidable y aplicando a continuaciónuna corriente
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alterna. Este método permite detectarpoblacionesbacterianasde lO5~lO6
ufc/ml en 3-5 horas y de i04-í05 ufc/ml en 5-7 horas,presentandounabuena
correlacióncon el métodode recuentoen placa(Wood y col., 1977)

La impedimetriase ha utilizado con éxito parapredecirla vida útil de la
leche (Bishop y col., 1984), quesos(Bishop y White, 1985), hortalizasy
alimentoscongelados(Hardy y col., 1977). Tambiénse ha empleadoen la
industria cárnica, permitiendo la detecciónen las carnesrefrigeradasde
nivelesde microorganismosigualeso superioresa íO~ ufc/cm2en menosde 2
horas(Bulte y Reuter,1984).

Los instrumentos utilizados para medir la impedancia son el
“Bactometer”y el “Bactobridge” (Firstenberg-Eden,1986). Entre las ventajas
de estemétododestacanunadetecciónrápidade microorganismosespecíficos
cuandose utilizan mediosde cultivo selectivos,el bajo costede la prueba,la
simplicidaden la preparaciónde las muestras,la rapidezy la posibilidadde
informatización de los datos obtenidos (Easter, 1985; Firstenberg-Eden,
1986). En cuanto a sus inconvenientes,merecencitarseel elevadocostedel
instrumentaly la baja relación sensibilidad/velocidad,ya quecuantomenores
son los recuentos,mayor es el tiempo necesariopara la obtención de
resultados(Jarvis y Easter,1987).

11.3.2.2.2. Microcalorimetría

Se basaen la medidade los pequeñoscambiosde calorresultantesde la
actividad catabólicacelular generadaduranteel crecimiento microbiano
(Eorrest, 1972). El calorse detectay se transformaen señaleseléctricas,que
son amplificadas y medidas con un microcalorímetro de Calvet. La
microcalorimetriaseha utilizado con éxito para el recuentode bacteriasen la
masapanaria(Martínez y Rodrigo, 1987) y en conservas(Sacksy Manefee,
1972). No obstante,el métodono ha alcanzadounagrandifusióndebido a su
elevadocostey a la imposibilidad de procesarun gran númerode muestras.
Gram y Sogaard(1985) sugierenque un estudiomás avanzadode la técnica
permitiría relacionarlas lecturasde producciónde calor, no sólo con los
recuentostotales de colonias, sino también con la modificación de las
propiedadessensorialesde los alimentos.



INTRODUCCION 38

11.3.2.2.3. Turbidimetría

La turbidimetríao nefelometríaes el métodomásutilizado para evaluar
el crecimiento de un cultivo microbiano. Se basaen la propiedadde las
partículasde pequeñotamañode refractarla luz incidente. Así, dentro de
cienoslímites, existeuna relación entrela cantidadde luz que atraviesauna
suspensióncelular y el número de microorganismospresentesen ella. La
mayoría de colorímetros y espectrofotómetrosutilizados para medir la
turbidez de un cultivo efectúan las lecturas en forma de absorbancia,
calculándoseel crecimientomicrobianoporel aumentode éstacon el tiempo.
Sin embargo,cuandose alcanzanvaloreselevadosde absorbanciala relación
deja de ser lineal (Garcíay col., 1991). Paraefectuarmedidasdirectasde
suspensionesdensases precisoutilizar un nefelómetro,quemide directamente
la luz difractada.Si no se disponede este instrumento,convieneefectuar
diluciones del cultivo para realizar las medidasdentro del intervalo de
linealidaddel aparato.

Uno de los inconvenientesde estemétodoes que,si el medio de cultivo
no permaneceestable,no puedeestablecerseunarelación con el crecimiento
microbiano.Otra limitacióndel métodoviene dadapor su sensibilidad,ya que
no es capazde detectarconcentracionesde microorganismosinferioresa ío~
ufc/ml. Además, solo es aplicable si la población se considera
morfológicamentehomogéneay uniformementedistribuida por el medio
(Lambrechty col., 1988).

La turbidimetríase ha utilizado parael recuentode bacteriasen diversos
alimentoscomo la leche cruda (Mattila y Alivehmas, 1987), carne picada,
hamburguesasy salchichas(Jorgenseny Schulz, 1985; Mattila, 1987). No
obstante,la aplicaciónde estemétodosehavisto limitadapor la grancantidad
de panículaspresentesen los alimentosy por la opacidadde las mismas.La
comercializaciónde un turbidímetro(BioscreenAnalysis System;Labsystems,
Helsinki, Finlandia)que contieneun sistemadispensadorde dilucionesy una
placaagitadoraprovista de pocillos dondese incuba la muestra,ha permitido
estableceruna relación más exactaentre los datos turbidimétricos y el
crecimientomicrobianoen las muestrasde alimentos.
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11.3.2.2.4. Radiometría

Este métodosebasaen la deteccióndel dióxido de carbonoprocedente
de la acciónmetabólicade los microorganismosen los hidratosde carbono
(Fung, 1984; Martínez y Rodrigo, 1987). Los microorganismosse siembran
en un medio de cultivo al que se incorporaun metabolitomarcadocon 14C y,
a continuación,seprocedea medirla cantidadde ‘4C0

2 liberadomedianteun
contadorde centelleo.Paralos microorganismosqueutilizan la glucosa,ésta
se empleageneralmentemarcadacon

14C y paralos queno la metabolizan,se
sueleutilizar el 14C-formiatoo el 14C-glutamato.

Levin y col., (1956) fueron los primerosen utilizar la radiometríaen
microbiologíaclínica, aunqueposteriormentese ha aplicadoa los alimentosy
al agua.Estemétodose ha utilizado parainvestigaren la carnela presenciade
algunasbacteriaspatógenascomo S. aureus,S. typhimuriurny esporosde Cl.
botulinum (Previte, 1972, Lampi y col., 1974; Steward y col., 1980).
Asimismo, se ha utilizadoen la determinaciónde microorganismosviablesen
concentradode zumo de naranja congelado(Hatcher y col., 1977), en
vegetalescocidos (Rowley y col., 1977) y como test de esterilidad para
alimentos UHT. Esta técnica puede utilizarse como orientación en los
alimentosque contienenelevadasconcentracionesde microorganismosy
precisade 5 a 6 horasparala obtención de resultados(Lampi y col., 1974).
No obstante, su elevado coste y los problemas derivados del uso de
compuestosradiactivoslimitan su utilización.

11.3.2.2.5. Epifluorescenciadirecta sobre filtro (DEFT)

Esta técnica se desarrolló como una alternativa al método de la
reducciónde colorantespara la determinaciónde la calidadbacteriológicade
la leche,si bien ha sido aplicadaposteriormentea otros alimentos.El método
se basaen la filtración de la muestrade alimentoa travésde unamembranade
policarbonatoque retienemohos,bacteriasy levaduras.Los microorganismos
retenidosen el filtro se tiñen con el colorante fluorescentenaranja de
acridina,con el fin de poderlosobservary contarmedianteun microscopiode
fluorescencia(Pettipher, 1986). Las preparaciones,una vez teñidas, se
mantienenestablesduranteaproximadamenteun mes,permitiendosu análisis
en instalacionescentralesmejor equipadasqueun laboratoriomicrobiológico.
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La DEFT es un método de detecciónde microorganismosrápido y
sensible, con un límite de detecciónde l0~ ufc/ml o cm2 (Pettiphery col.,
1980; Pettipher y Rodríguez, 1982; Shaw y col., 1987). Además, la
correlacióndel método DEFT con el de recuentoen placa es bastantealta,
llegándosea obteneren alimentos como la leche cruda coeficientesde
correlacióncomprendidosentre 0,86 y 0,96 en el intervalo entre l0~ y

ufc/ml (Pettiphery Rodríguez,1982). No obstante,es una técnicacarapara
serutilizada con fines rutinarios(Eastery col., 1987).

La DEFT se utilizó originalmente para determinar la calidad
microbiológicade las aguas(Hobbiey col., 1977; Zimmermanny col., 1978).
Sin embargo,al aplicarsepor primera vez a la lechecruda (Pettiphery col.,
1980), los glóbulosgrasos,las célulassomáticasy los agregadosproteicos
obstruíanlos poros de las membranas,siendonecesarioun pretratamiento
enzimáticode la lechecon tripsina y la adiciónde agentestensoactivoscomo
el tritón X-I0O (Wood y Gibbs, 1982). La utilización de detergentesy
enzimasha permitido la filtración de diversosproductoslácteoscomo la
mantequilla,crema,lechepasteurizaday leche UHT. Con el fin de paliar los
inconvenientesde la baja repetitividady de la dificultad de los recuentos
debidosa las partículasde alimento retenidasen el filtro, sehan desarrollado
unaseriede prefiltros de tamañosde poro variablesquehanpermitido queun
grannúmerode productoscomo la harina, la carnecongeladay las hortalizas
puedanser analizadosmedianteestatécnica. (Pettiphery Rodríguez,1982).
La DEFT tambiénse ha aplicadoen alimentosirradiados(Betts y col., 1988),
en la enumeraciónselectivade bacteriasen alimentos(Rodriguezy Kroll,
1988) y en el análisis bacteriológicode aguasen la industria farmacéutica
(Newby, 1991).

En los alimentostratadospor calor,hay queteneren cuentaque algunas
célulasno viablespuedenproducir fluorescenciay dar lugar en los recuentos
a falsospositivos(Easter,1985). No obstante,aunqueno esunacaracterística
constantede la DEFT, las célulasviables suelenoriginar fluorescenciaroja
mientrasque las no viablesemitenun color verde.

Recientementese han desarrolladoequipospara el filtrado y la tinción
que, junto con la introducción de los analizadorescomputerizadosde
imágenes,permitenel análisisde un mayornúmerode muestrasy eliminan el
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trabajo tedioso que supone al operario el efectuar los recuentos al
microscopio.Sin embargo,la utilización de un analizadorde imagenelevael
coste de la prueba, permitiendoúnicamenteuna semiautomatizacióndel
método,ya queno evita determinadasoperacionesmanuales(Pettipher,1986).
Recientemente,una compañíafrancesaha comercializadoun instrumento
(COBRA) que automatizalas fasesde filtración, tinción, secadoy recuentodel
DEET. Este aparatoseha utilizado parala enumeraciónrápidade bacteriasen
cultivos puros, leche cruda, carney pescado,obteniéndosecoeficientesde
correlacióncon el métodoestándarde recuentoen placa de 0,99 (cultivos
puros), 0,81 (leche cruda) y 0,91 (carney pescado).El sistemaes muy
sencillo y un solo operadorpuedeprocesaralrededorde 100 muestrasen
menosde unahora(Pettiphery col., 1992).

11.3.2.2.6. Bioluminiscencia o medida del ATP

Esta técnicase basaen la visualizaciónde reaccionesenzimáticasque
cursan con emisión de luz (Quesneau,1983) y que tienen lugar en
determinadosseresvivos como las luciérnagasy algunosmicroorganismos
marinos. Actualmentese estánutilizando reaccionesluminiscentesen el
control de la calidadbacteriológicade los alimentosmedianteel empleode la
luciferasa,enzima presenteen la cola de la luciérnagas.Este enzima, en
presenciade dos sustratos,luciferina y adenosín-trifosfato(ATP), catalizauna
reacciónbioluminiscenteen la cual la luciferina se oxida provocandola
emisiónde una luz azul verdosamedibleespectrofotométricamentea 560 nm

(Wood y Gibbs, 1982). Así, conociendola cantidadde ATP presenteen las
célulasbacterianas,sepuedeestimarel númerode microorganismosexistentes

en la muestra.

Sharpey col., (1970) fueron los primerosen emplearestatécnicaen el
análisis microbiológico de los alimentos.Estos y otros investigadores
señalaronque su principal inconvenientese debíaa la presenciade ATP no
microbiano en los alimentos (Sharpe y col., 1970; Starker, 1984).
Actualmente,esteproblemase ha intentadopaliarpor dos vías: 1) separando
los microorganismosdel alimento empleandométodos físicos como la
filtración y 2) extrayendo y destruyendoselectivamenteel ATP no
microbianomediantela adición de surfactantesy enzimas(Wood y Gibbs,
1982; Payney Kroll, 1991). Al aplicar conjuntamenteun tratamientode
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filtración diferencialy una destrucciónenzimáticadel ATP no microbiano,
Spurgashy col., (1985) observaronuna alta correlación(r = 0,96) entreel
ATP y los recuentosen placade muestrasde carnede vacunoen el intervalo
comprendidoentre5 x íO~ y 2 x 108 ufc/g.

En la leche cruda, la medida del ATP permite la estimación de
concentracionesbacterianassuperioresa 105 ufc/ml. Sin embargo,para
niveles inferioresde microorganismos,la presenciaresidualde ATP micelar
no destruidopor el tratamientoenzimáticopuedeinterferiren la deteccióndel
ATP bacteriano.Además, la presenciade Ps.fluorescensy otras especies
psicrotrofasen la leche cruda mantenidaa temperaturasde refrigeración,
puedetambién proporcionarresultadosfalsos al medir el ATP bacteriano
debido a la gran actividadATPásicaque poseenestasbacterias.No obstante,
se ha señaladoque la probabilidadde que la actividad ATPásicade la flora
psicrotrofa interfiera en la determinación del ATP de la leche sólo es
significativa cuandola concentraciónde psicrotrofosalcanzaun valor de 108
ufc/ml, en cuyo casolas propias alteracionesorganolépticasde la leche la
hacen inadecuadapara su procesamiento(Bothe y col., 1986). También
puedenpresentarproblemasaquellasmuestrasde leche con un elevado
número de células somáticas(> 105/ml), las cuales producensuficiente
ATPasa para hidrolizar el ATP extraído,provocandointerferenciasen la
deteccióndel ATP bacteriano(Stannard,1989).

La bioluminiscenciase ha utilizado para determinarla vida útil y la
calidadbacteriológicade muchosalimentos(Stannardy Gibbs. 1986; Kricka,
1988). En la actualidadse comercializan“kits” que contienentodos los
reactivosnecesariospara su utilización en alimentoscomo la leche, cremas,
carnes,alimentospreparadosy bebidas.

La bioluminiscenciaes probablementela técnicamás rápiday eficazpara
evaluarel contenidototal de microorganismosde un alimento(Wood y Gibbs,
1982), ya que proporcionalos resultadosen 10-20 minutos con un límite de
detecciónde alrededorde ío~ ufc/ml ó g. A pesarde su simplicidady rapidez
(Bakery col., 1992), presentaalgunosinconvenientescomo son la compleja
preparaciónde las muestras,el elevadocostey la inespecificidad (Martínezy
Rodrigo, 1987). Su aplicaciónal análisisde los alimentoses másrestringida
que el método DEFT y, por lo general,su correlacióncon los métodosde
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referenciaesmenor(Barcinay col., 1989).

El gran avanceexperimentado por las técnicas de ingeniería genéticaha
permitido incorporarlos genesresponsablesde la luminiscencia(genes“lux”),

vía bacteriófagos,a los microorganismosno luminiscentes,lo que ha
mejoradotanto la especificidadde la técnicade identificaciónde bacteriasde
los alimentoscomo la correlacióncon los recuentosbacterianos(Bakery col.,
1992; Griffiths, 1993).

11.3.2.2.7. Pruebadel Limulus

La pruebadel Lirnulus sebasaen la capacidadqueposeeunaendotoxina
de naturaleza lipopolisacárida de la pared celular de las bacterias
Gram-negativas(Westphal,1975)de provocarla coagulaciónde un lisadode
amebocitos procedentesdel plasma del cangrejo americano (Limulus
polyphoernus).El lipopolisacáridoque componela endotoxina(Lípido A),
junto con los ionesCa2+ y Mg2+ de la paredcelularbacteriana,provoca la
activaciónde un enzimaprocoagulante(coagulina)semejantea la tripsina,que
al reaccionarcon unaproteínadel lisado de amebocitosorigina la formación
de un gel (Young y col., 1972).

La endotoxina lipopolisacárida sólo existe en las bacterias
Gram-negativasy en cantidadesrelativamenteconstantes.Es termoestabley se
libera al medio cuandolas bacteriasmueren,aunqueen ciertas condiciones
puedeliberarsede las célulasbacterianasviables (Hanseny col., 1982). La
termorresistenciade la endotoxinaproporcionaa la pruebadel Limulus la
capacidadde detectarbacteriaspsicrotrofaspresentesen alimentoscomo la
lechecruda(Stidi, 1982).

La prueba se realiza añadiendo alícuotas de un homogenizado del

alimento a pequeñascantidadesde un preparadode lisado de Limulus,
incubandoa continuacióna 370C durante1 hora. La presenciade endotoxinas
produce la gelificación del material lisado, lo que indica la presenciade
bacteriasGram-negativasen la muestra.Por el contrario,si no se forma gel
esque,o no existenbacteriasGram-negativaso estánpresentesen tasasbajas.
El título de bacterias se considera como el inverso de la dilución más alta de

muestraque produce la gelificación del lisado. Si se requiere una mayor
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precisión en el resultado, la turbidez originada como consecuenciade la

reaccióndel lisado con la endotoxinapuedemedirseespectrofotométricamente
a 360 nm (Bishop y White, 1986).

Esta técnicase aplicó por primera vez a la carne picada(Jay, 1977),
observándoseque los títulos de endotoxinaaumentabanproporcionalmentea
los recuentosde bacteriasGram-negativasviables (Jay y col., 1979; Jay,
1981). Diversosinvestigadoresafirmanque la pruebadel Lirnulus constituye

un métodosensible,rápido y eficazparamedir la cantidadde endotoxinaen la
leche cruda y pasteurizaday, en consecuencia,un buen procedimientopara
determinarlos antecedentesde un productolácteorespectode su recuentode
bacteriaspsicrotrofasGram-negativas(Hanseny col., 1982; Mikolajcik y
Brucker, 1983).

Aunque la prueba del Limulus detectaconcentracionespequeñasde
microorganismos (102 ufc/ml ó g), su precisión y fiabilidad mejoran
considerablementea partir de tasasde íO~ ufc/ml ó g (1 ng de endotoxina)
(Mikolajcik, 1983). Este método proporcionalos resultadosen menosde 1,5
horasy presentaunabuenacorrelacióncon los recuentosbacterianosen placa
(Stidi y col., 1981).

Una modificaciónde la pruebadel Lirnulus es el método cromogénico
(Iwanaga y col., 1978), que se ha utilizado para estimar la calidad
microbiológicade la leche (Mottar, 1988). Al poneren contactola lechecon
el lisado de amebocitos se añade también un sustrato cromogénico
(arginina-p-nitroanilida), desarrollándoseun color amarillo como
consecuenciade la liberación de p-nitroanilina debida a la hidrólisis del
sustrato.La p-nitroanilinaliberadapuedemedirseespectrofotométricamentea
405 nm, reflejandola cantidadde endotoxinapresentey, por lo tanto, la tasa
de bacteriasGram-negativas.Si bien el límite de detección(lO3i0~ ufc/ml) es
similar, el ensayo cromogénico proporciona lecturas más precisas,
reproduciblesy cuantificables,así como resultadosmásrápidos (Svenssony
Hann-Hagerdahl,1987).

Tanto la prueba del Lirnulus como la modificación cromogénica
requierenel mismo volumen de lisado de amebocitosy presentanel
inconveniente de un coste excesivo. Por ello, se han desarrollado
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micrométodosque reducensignificativamentela cantidadde lisadonecesariay
detectanconcentracionesbacterianasa partir de íO~-íO~ ufc/ml con una
elevadacorrelacióncon los recuentosbacterianos(Prior y Spagna,1979;
Gordi y Aspargaus,1980; Stidi y col., 1981; Melvaar y Fystro, 1982; May y
col., 1989).

Recientemente,se ha comercializado un aparato denominado
Toxinómetro ET-201 (Wako Chemical Industries Ltd., Amagasaki,Japón)
que mide automáticamenteel cambiode turbidezquese produceen el medio
comoconsecuenciade la actividadde la endotoxinaen el lisado de Limulus.
Mottar y col., (1993)hanevaluadola utilidad del Toxinómetroparael análisis
rutinario de la leche en relación con su contenido de bacterias
Gram-negativas,obteniendoun límite de detecciónde í0~ ufc/ml con una
mayor rapidezy repetitividadque el métodocromogénicodescrito.

11.3.2.2.8. Pruebade la actividad aminopeptidásicaligada a la
pared celular

Se basa en la existencia en la pared celular de las bacterias
Gram-negativasde un enzimacon actividad aminopeptidásica(Lazdunskiy
col., 1975). Este enzimaactúasobre los péptidos,pero también lo hace
sobre sustratos cromogénicos (pseudopéptidos) como la
L-alanina-p-nitroanilida,L-lisina-p-nitroanilida,L-leucína-p-nitroanilida,etc,
liberandoel aminoácidocorrespondientey la p-nitroanilina,un compuestode
color amarillo.

En un principio, la actividad aminopeptidásica seutilizó para diferenciar
las bacteriasGram-positivasde las Gram-negativas,observándoseque al
adicionarel sustratoa un cultivo en superficiede unaplacade recuento,las
bacteriasGram-negativasadquiríanun color amarillo debido a la actividad
aminopeptidásica,mientras que las Gram-positivasno presentabanesta
coloraciónpor carecerde dichaactividad(Cerny, 1976).

Estapruebaha sido utilizadapor Pérezde Castroy col., (1988; 1989)y,
posteriormente,perfeccionadapor Alvarado y col., (1992) para la estimación
de la calidad microbiológica de la carne fresca y de la leche cruda
refrigeradas.Se basaen la detecciónde la actividadaminopeptidásicade las
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bacteriaspsicrotrofas Gram-negativas,lo que se realiza determinando
espectrofotométricamentea 390 nm la p-nitroanilina, compuestode color
amarillo liberado en la hidrólisis de un sustrato incoloro como la
L-alanina-p-nitroanilida.El límite de detecciónes del ordende ío~ ufc/cm2
en el caso de la carne y de 5 x l0~ ufc/ml en la leche; presenta una gran

correlacióncon el métodotradicionalde recuentoen placay los resultadosse
obtienen en sólo 2,5 - 3 horas.Aunque, como hemosdicho, la tasa de
p-nitroanilina se determinaespectrofotométricamentea 390 nm, si su
concentraciónes elevadase detectaa simple vista. Por lo tanto,estemétodo
permitediferenciar las muestrasde buenacalidadmicrobiológica (tasasde
bacterias< 105 ufc/cm2 parala carney < 5 x io~ ufc/ml para la leche)de las
de baja calidadmicrobiológica(tasasde bacterias>io~ ufc/cm2 parala carne
y > 5 x 10~ ufc/ml para la leche) mediantela simple visualizacióndel color
amarillo desarrollado.

La prueba descrita es rápida, sencilla y económica. Su principal
inconvenienteparaestimarla calidadmicrobiológicade la lecheradicaen que
pierde sensibilidaddebido a que es poco eficaz la recuperaciónde los
microorganismosde las muestras.En el casode la carne,unacentrifugacióna
2000 x g es suficientepara sedimentarel 99,9 % de los microorganismos
previamentesuspendidosen un medio líquido. Sin embargo,paraarrastrarlos
microorganismosde una muestra de leche debe aplicarse una fuerza

centrífuga mucho mayor (13.000 x g), ya que en el sedimento sólo se
recuperanentreel 70 y el 80% de las bacteriaspsicrotrofaspresentes,que son
las que participaránen la reacciónenzimáticadurantedesarrollode la prueba
(Pérezde Castroy col., 1988; Pérezde Castro,1989).

11.3.2.3. TECNICÁSINMUNOLOGICAS

La investigacióny desarrollo de las técnicas inmunológicascomo
técnicasanalíticascomenzóhaceaproximadamente30 años,empleándose
sobre todo en microbiología clínica. Su aplicación a los alimentos para la
detección de constituyentes naturales, de plaguicidas, residuos,
microorganismosetc, estáadquiriendocadadía másaugedebido a las ventajas
queposeenfrentea los métodosconvencionales.Su sensibilidad,especificidad,
rapidez y bajo coste, las hacenespecialmenteútiles para la deteccióny
cuantificación de los microorganismosde los alimentos. Además, la
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disponibilidad de “kits” comercialesahorratiempo y trabajo y elimina la
necesidadde analizarlas muestrasen laboratoriossofisticados(Alíen, 1990;
Samarajeeway col., 1991). Las técnicasinmunológicasse diferenciande otras
técnicasanalíticasen quesu “tecnología” resideen las moléculas(anticuemos)
y no en equiposinstrumentalescomplejos.

Entre los métodosinmunológicosque con mayor éxito se han aplicado
al análisis microbiológico de los alimentos destacan:la aglutinación, la
inmunofluorescencia, el radioinmunoensayo (RíA) y las técnicas

inmunoenzimáticas(ELISA) (Candlish,1991).

11.3.2.3.1. Aglutinación

La aglutinaciónes una técnica inmunológicabasadaen la detecciónde
microorganismosmediante la utilización de inmunosuerosespecíficos.Los
anticuerposse unen a los antígenosde la superficiede las bacteriasformando
una red que se pone de manifiesto por la precipitación de los
microorganismos.Aunque la técnica se ha utilizado en la detecciónde
Salmonellasp.,Shigellasp.,5. aureusy otros microorganismos,se considera
inespecífica,ya que puede dar reaccionescruzadascon microorganismos

afines.Una variantede estatécnica,empleadaen estudiosepidemiológicosy
en la identificaciónde microorganismospatógenosaislados de alimentos,
consisteen la utilización de partículasde látex unidasa los anticuerpos(Rosey
Stringer, 1989).

11.3.2.3.2. Inmunofluorescencia

Se basaen la detecciónde los microorganismosmediantela utilización
de anticuemos marcados con fluoresceína. Para la visualización de esta
reacción de antígeno-anticuerpose empleaun microscopio de fluorescencia.
Esta técnicase ha utilizado para la detecciónde bacteriaspatógenascomo
Sainzonellasp. y su límite de detecciónes de íO~ ufc/ml. Algunos de los
inconvenientesde su empleoson la existenciade reaccionescruzadasconotros
microorganismos,la necesidadde disponer de personalcualificado y el
trabajotediosoasociadoal exámenmicroscópico(Cox y col., 1987).
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11.3.2.3.3. Radioinmunoensayo (RíA)

Se basaen la utilización de antígenosmarcadoscon isótoposradiactivos
que compitenpor su unión a los anticuerposcon los antígenosde la muestra
problema (Van Vunakis, 1980). La concentraciónde antígenounida a los
anticuemosse cuantificaen un contadorde radiactividad.La separaciónde los
complejos antígeno-anticuerpose realiza por precipitación con sulfato
amónicoo polietilén-glicol, cromatografíalíquida, placasde poliestireno,etc.
Esta técnica se ha utilizado en la detecciónen productos lácteos,cárnicos y
mariscos de las enterotoxinas A y B de 5. aureus (Johnson y col., 1972;

Collins y col., 1972) y tambiénen la detecciónde algunasmicotoxinas,como
la aflatoxina M1 y la ocratoxinaA (Pestkay col., 1981). Los problemas
derivadosdel uso de compuestosradiactivos,así como el elevadocostey la
complejidadde la técnica,han limitado su utilización (Wolcott, 1991).

11.3.2.3.4. Métodos inmunoenzimáticos(ELISA)

Los métodos inmunoenzimáticos ELISA (Enzyme-Linked

IrnrnunosorbentAssays)son, sin duda, los más empleadosen la detecciónde
microorganismosy toxinas de los alimentos. Se basanen la fijación del
antígenoo anticuerpoen un soportesólido y en la visualizaciónobjetivade la
interacción antígeno-anticuerpomediantela conjugación de uno de los
componentesde la reaccióncon un enzima.Parala fijación del antígenoo
anticuerpose utilizan placasde poliestireno,polivinilo, propilenoo nylon,que
permitensu adsorciónpasivay unaseparaciónmáseficaz de los compuestos
libres (Clark y Engval, 1980). Por lo que se refiere al enzimautilizado en la
conjugación,es convenientequeestépurificado, queseafácil de obtenery que
al reaccionarcon el sustratoorigine un productofácilmentecuantificable.Los
enzimasmás utilizados para estefin son la peroxidasade rábano, la B-
galactosidasa,la glucosaoxidasay la fosfatasaalcalina(Voller y col., 1986)

La eleccióndel sustratodel enzimaestambiénimportanteen las técnicas
de ELISA. El sustratodebe ser establey soluble antesy despuésde su
degradación.El enzimaperoxidasade rábano,uno de los másempleados,
utiliza comosustratoel peróxidode hidrógenoy comodonantesde hidrógeno
la o -fenildiamina (OPD), el ácido 2,2’-azino-di (3-etil-benzotiazolina)
sulfónico (ABTS), el ácido 5-aminosalicílico y la 3,3’,
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5,5’-tetrametilbenzidina.En el casode la B-galactosidasa,el sustratomás
utilizado esel o-nitrofenil-13-D-galactopiranósido(O-NPG) y para la fosfatasa
alcalinael p-nitrofenil (P-NPP) (Tijssen, 1985). Los donantesde hidrógeno,
al oxidarse en presenciadel sustrato, originan compuestoscoloreados
cuantificablesespectrofotométricamente.

Los métodos inmunoenzimáticospermiten el diseño de diversas
variantesmetodológicas.De ellas, las másutilizadassonel ELISA indirecto,
el competitivoy el sandwich.

En la técnicadel ELISA indirecto (Fig. 11.1), el antígenose fija por
adsorciónpasivaa una superficieinerte (1); a continuaciónse adicionanlos
anticuerposespecíficos,que reconocenal antígeno(2) y seunen a él formando
un complejo que se detectamediante la incorporaciónde un segundo
anticuerpomarcadocon un enzima(3). La reacciónse visualiza porqueel
enzima,al actuarsobreel sustrato(4), liberaun compuestocoloreado.

En la técnica del ELISA competitivo (Fig. 11.2), el anticuerpo o
antígenoespecíficose fija a una superficie inerte (1) y, a continuación,se
añade un conjugado de enzima-antígenoo enzima-anticuerpo(2a) de
concentraciónconocida,mezcladocon la muestraproblema.Utilizando como
control otro pocillo carentede muestra(2b), y despuésde adicionadoel
sustrato(3a y 3b), se observala diferenciade color entreambospocillos,que
es indicativade la concentraciónde antígenode la muestraproblema.

En la técnicadel ELISA sandwich(Fig. 11.3), el anticuerpoespecífico
(anticuerpode captura)se fija a una fase sólida (1) y a continuaciónse añade
el antígenoproblema,el cual es capturadopor el anticuerpofijado (2). El
complejo anticuerpo-antígenose detecta generalmentecon el mismo
anticuerpomarcadocon un enzima(3) (anticuerpode detección).Einalmente
se añade el sustrato (4) y el compuesto coloreado, originado como

consecuenciade la acciónenzimática,permitevisualizarla reacción.

En los últimos años, seha comprobadoque el complejo avidina-biotina
es un mediadormuy útil y versátil en una gran variedad de aplicaciones
analíticas,incluidas las técnicasinmunoenzimáticas(Wilchek y Bayer, 1988).
El hechode queen poco tiemposehayageneralizadosu usoen campos muy
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diversosse debe a la elevadísimaafinidad (1015 M4) de la avidina por la
biotina y a la gran estabilidadde esta interacción no covalente. Las
reaccionesinmunoenzimáticas(ELISA) se pueden amplificar utilizando las
propiedadesdel complejo avidina-biotina.En el caso del ELISA indirecto
(Fig. 11.4), despuésde fijar el antígenoa unasuperficiesólida (1), se añaden
los anticuemosespecíficosde la reacciónconjugadoscon la biotina (2) y, a
continuación,el complejo antígeno-anticuerpose detectaadicionandoun
conjugadode avidina-enzima(3), en lugar de las anti-inmunoglobulinasde la
especiede la que procedeel anticuerpounido al enzima. La reacción se
visualizaporqueel ezima,al actuarsobreel sustrato(4), liberaun compuesto
coloreado.

Las técnicas inmunoenzimáticaspresentanmúltiples ventajasen el
análisismicrobiológicode los alimentosdebidoa su especificidad,sensibilidad
y sencillez.Ademássonbaratasy permitenanalizaren poco tiempoun gran
númerode muestras,lo que las convierte en muy útiles para su utilización
rutinariaen la industria alimentaria.Estastécnicasse han utilizado con éxito
en la deteccióny cuantificaciónen diversosalimentosde microorganismos
patógenoscomoSalmonellasp. (D’Aoust y Sewell, 1988; Wyatt y col., 1990),
Shigellasp. (Islam y Stimson,1987), Escherichiacoli enterotoxigénico(Shah
y Rhea, 1986), Carnpylobacter jejuni (Annan-prah y Janc, 1988),
StaphylocoCcusaureus(Peterkiny Sharpe,1984; Mirhabibollahi y col., 1990),
Yersinia enterocolítica (Slavchevy Zlatka, 1989), Listeria nionocytogenes

(Mattingly y col., 1988) y Aeromonashydrophila (Merino y col., 1993), así
como de diversos mohos y toxinas bacterianas,detectandoniveles de
microorganismosdel ordende lO5~106 ufc/ml o g (Candlish,1991).
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Hg. 11.1. Esquema de la técnica del ELISA indirecto
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Hg 11.2. Esquema de la técnica del ELISA competitivo



INTRODUCCION 53

1.- Anticuerpoadsorbidoal pocillo
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anticuerpoespecifico
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4.- Adición del sustratoenzimático

Hg. 11.3. Esquema de la técnica del ELISA sandwich
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Fig. 11.4. Esquema de la técnica del ELISA indirecto, utilizando anticuerpos
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11.3.2.4. METODOSGENETICOS

Incluyendiversastécnicasbasadasen la identificaciónde fragmentosde
ADN cromosómicoo plasmídico.Los métodosgenéticos,aunqueresultan
carospara ser utilizadoscon fines analíticosrutinarios, proporcionan datos
específicosy útiles para detectaren los alimentosla presenciade algunos
microorganismospatógenos(Earnshawy Gidley, 1992).

11.3.2.4.1. Perfil plasmídico

Los plásmidosson moléculascircularesde ADN, distintasdel ADN
cromosómico,que sereplican autónomamente.La tipificación e identificación
de algunasbacteriasatendiendoa su perfil plasmídicose realizamediantela
extracciónde los plásmidosde las célulasy su caracterizaciónposteriorpor
electroforesisen gelesde agarosa.En las bacteriasGram-positivas,el ADN
plasmídicose extraemedianteun procesode lisis con SDS (dodecil sulfato
sódico)que siguea un tratamientocon lisozimau otros enzimasque digieren
la pared celular. Las bacteriasGram-negativasson más difíciles de lisar y,
antesde la digestión de su pared con lisozima,necesitanun tratamientocon
EDTA (ácido etilén-diamín-tetraacético)para romperla. No obstante,son
muchos los métodos de extracción y aislamiento del ADN plasmídico
(Birnboim y Doly, 1979;Towsendy col., 1985).

El estudiodel perfil plasmídicose utilizó inicialmenteen epidemiología
clínica para la tipificación de cepasde Salmonellasp. (Fantasiay col., 1990),
pero tambiénse ha aplicadoa otros microorganismospatógenos.Actualmente,
constituye un método muy utilizado para identificar las fuentes de
contaminaciónduranteel procesadode los alimentos.Ellison y col., (1989)
han empleadoestatécnicapara diferenciarlas cepasde Bacillus cereusde
algunos ovoproductos.También se ha utilizado en la identificación y
diferenciaciónde cepasde Clostridiurn. perfringens (Phillips-Jonesy col.,
1989), Brochothrix íhermosphacta,Salmonella sp., Escherichia cali

(Scheinbachy Hong, 1988), Staphylococcusaureus(Thompsony Holding,
1986)y Pseudomonassyringae(King, 1989).

Aunque la electroforesisde los ácidosnucléicosen geles de agarosa
permitela caracterizacionde moléculasde tamañopequeño(< 1 MDa), en
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algunoscasoslos perfiles son complejosy difíciles de interpretar,sobretodo
si hay varios plásmidos de tamaño parecido o si algunos plásmidos
experimentanmodificacionesque originan una migraciónno uniforme en el
gel. No obstante,estosproblemaspuedenresolversemedianteel empleode
enzimasde restriccióny técnicasde hibridación(Eamshawy Gidley, 1992).

11.3.2.4.2. Perfil de restricción del ADN cromosómico

El ADN cromosómicoestá formado por una doble hélice de 4
nucleótidosquese repiten(adenina,guanina,citosinay timina). Los enzimas
de restricción(endonucleasas)rompenla moléculade ADN en determinados
lugares de secuenciasespecíficasde nucleótidos,originandofragmentosde
diversos tamaños.El número y posición de los lugaresde fragmentación
dependende la secuenciade la molécula de ADN de cadamicroorganismo.
Por tanto, el númeroy tamañode los fragmentoscromosómicosgenerados
reflejan la mayor o menor actividad de las endonucleasasdel genoma
bacteriano,así como los cambios de la secuenciade nucleótidos del
cromosomabacteriano.

La electroforesisen gelesde agarosa(Schabergy col., 1981) permite
separarlos fragmentosde restriccióndel ADN microbianosegúnsu tamano,
en el intervalocomprendidoentre 0,1 y 100 MDa. No obstante,la técnica
presentalimitacionescuandoson muchos los fragmentos(más de 50) o son
demasiadograndes(>100 MDa). El protocolo de extracción del ADN
cromosómicodeberealizarsecon sumocuidadopara preservarla integridad
de las moléculasde ADN de posiblesdañosfísicos. Aunqueexistenmúltiples
procedimientospara extraery purificar el ADN, generalmentese utilizan
tratamientoscíclicos con RNasasy proteasas,seguidosde unaextraccióncon
cloroformoy precipitacióndel ADN en alcohol (Earnshawy Gidley, 1992).

El perfil de restriccióndel ADN cromosómicose ha aplicadocon éxito
en la identificaciónde muchosmicroorganismospatógenosde los alimentos,
como Yersinia enterocolitica, Salmonella typhirnuriurn, Listeria
rnonocytogenes,Serratiarnarcescens,Staphylococcussp.,Carnpylobactersp. y
Aerornonassp. (Bialkowska-Hobrzanskay col., 1990; Kapperudy col., 1990;
Simor y col., 1990).
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11.3.2.4.3. Sondasde ADN

Una sondade ADN es un fragmentopequeñode nucleótidosque seunen
a regionescomplementariasde un blancoo diana,permitiendola detecciónde
una secuenciahomólogade ADN y, por tanto, de microorganismoscon esa
secuencia.La complementariedadentre los nucleótidos determina la
hibridaciónde unasondacon su ADN específico.Paradesarrollarun sondade
ADN es necesario identificar una secuenciade nucleótidos, aislarla,
reproduciríay marcaríacon un compuestoparadeterminarsi ha tenido lugar
la hibridación con el ADN diana (Tenover, 1988). Los marcadoresmás
utilizados son los radioisótopos32p, 3H, 1251 y ‘4C, aunquetambiénpueden
emplearseenzimascomo la peroxídasade rábano, la fosfatasaalcalina, el
complejoavidina-biotinao el haptenodigoxigenina(Doveyy Towner, 1989).

No obstante,las sondaspuedenobtenersede varias formas: a) mediante
síntesisquímica de los oligonucleótidos,para lo cual es necesarioconocerla
secuenciade nucleótidos del ADN plasmídico o cromosómico del
microorganismoa investigaro la secuenciaaminoacídicadel componente
estructuralo toxina del microrganismode interésy b) extrayendoel ADN de
las célulasy rompiéndoloen fragmentoscon enzimasde restricción,con el fin
de que,al menosuno de ellos, contengala secuenciade basesque le confiera
especificidad.A continuación,y con el fin de reproduciresasecuencia,se
insertanlos fragmentosen un vectorplasmídicoque favorezcasu donacióny
despuésde otro tratamientocon endonucleasasy de la separaciónde los
fragmentospor electroforesis,éstos se transfierena filtros de nitrocelulosay
se marcancon el radioisótopo.Así, al depositaren los filtros la sondaque
contieneel ADN diana, los lugaresde hibridaciónde la sondacon el ADN
adquierenradiactividadque se mide por autorradiografía(Leighton-Jones,
1991; Wolcott, 1991).

La especificidadde las sondasdependede su unión al ácido nucléico
diana y no a otros procedentesde otros microorganismoso del alimento y
puedenserespecificasde familia, géneroy especie.Las sondasde ADN sehan
desarrollado para la detección y/o enumeración de microorganismos
patógenospresentesen los alimentosy en el agua.Actualmentese disponede
sondasgénicasespecíficasparaSalmonellasp. (Fitts y col., 1983; Fitts, 1985),
Listeria sp. (Klinger y Johnson, 1988), enterotoxinasestafilocócicas
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(Notermansy col., 1988), enterotoxinasde Clastridium perfringens (Van

Damme-Jongsten,1990) y E. coil enterotoxigénico(Samadpoury col., 1990),
Carnpvlobac’tersp. (Olive y col., 1990), Shigellasp. (Small y Falkow, 1986) y
Pseudornanassp. (Ursing, 1986). Tambiénse han utilizado las sondaspara
detectarmicroorganismosde interésindustrial, comoLactobacilluscurvatus,

utilizado en la fabricaciónde productoscárnicosfermentados(Petrick y col.,
1988).

Otra de las ventajasde las sondases su sensibilidad,ya que pueden
detectarla presenciade un pequeñonúmerode microorganismos.Mientras
algunosautoresseñalanque la concentraciónmínimadetectablecon unasonda
estándares de l06~l07 células,otros indican un límite de detecciónde íO~
células.No obstante,la sensibilidadde las sondasgénicaspuede mejorase
notablementemedianteunaamplificaciónpreviadel ADN, lo quese consigue
utilizando la técnica de la reacción en cadenade la polimerasa(PCR)

(Firstenberg-Edeny Sharpe,1991).

11.3.2.4.4. Reacciónen cadenade la polimerasa(PCR)

La reacciónen cadenade la polimerasa,descritapor primera vez por
Kepple y col., (1971) y modificadaposteriormentepor Saiki y col., (1985),
tambiénse utiliza en la detecciónde microorganismospatógenos.La reacción
constade tres pasosfundamentales:1) la desnaturalizacióndel ADN en dos
cadenas;2) la utilización de oligonucleótidossintéticosespecíficos“primers” o

cebadoresque sirven de punto de partidapara la incorporaciónde nuevos
nucleótidosy 3) una reacciónenzimáticaque permite, a partir de los cebos
utilizados, completarla cadenacomplementariadel ADN utilizando los
nucleótidospresentesen la solución.Duranteel segundociclo y siguientes,el
fragmentoinicial del ADN y el resultantede la hibridaciónse utilizan como
molde. La reacciónen cadenade la polimerasadobla la cantidadde ADN
específicoen cadaciclo de desnaturalización.Una amplificaciónde 20-40
ciclos origina una amplificaciónde 1 millón de vecesel ADN original. La
reacciónse ha simplificado con la utilización de una ADN-polimerasa
termoestable.El ADN amplificadoresultantese ponefácilmentede manifiesto
medianteelectroforesisde las muestrasen gelesde agarosa.Estemétodoseha
utilizado para detectar,entreotras,cepasenterotoxigénicasde E. cali (Olive,
1989),L. manocytagenes(Fitter y col., 1992), Vibria vulnificus (Hill y col.,
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1991), Taxaplasmagondil y Shigella sp., mejorando considerablementeel

tiempoy límite de su detección(Eirstenberg-Edeny Sharpe,1991).

11.3.2.4.5. Aplicación de las técnicas de ingeniería genética a
la bioluminiscenciabacteriana

Algunos microorganismos marinos de los géneros Vibria,
Photobacteriurn,Alteramanasy Xenorhabdus(Meigen,1991) emitenluz. La
energíanecesariapara la bioluminiscenciaproviene,no del ATP bacteriano,
sino del flavín-mononucleótidoreducido(FMNH2) y de un aldehídoalifático
de cadenalarga (dodecanalo tetradecanal),que se oxidan en una reacción
intracelularcatalizadapor el enzimaluciferasa,provocandola emisiónde una
luz verdosa medible en un luminómetro.Los microorganismosterrestres
carecende los genesque codifican el enzima luciferasa. Actualmente, la
aplicación de técnicas genéticas ha permitido incorporar los genes
responsablesde la luminiscencia(genes“lux”) a microorganismosque no
emiten luz, posibilitandoasí la deteccióne identificación de determinadas
bacteriasde los alimentos (Ulitzur y Kuhn, 1987; Baker y col., 1992;
Griffiths, 1993).

La inserciónde los genes“lux” en el ADN de bacteriófagosespecíficos
permite su expresiónen la bacteriahospedadora,que adquiereun fenotipo
bioluminíscente.Esto ha posibilitado la detecciónde microorganismos
patógenoscomo Salmanella typhimurium, Campylabactersp. y Listeria

manaCytagenes,asícomo la de bacteriasentéricasindicadorasde la calidad
higiénicade los alimentos(Stewarty col., 1991).

Por otra parte, los genes“lux” aisladosde Vibria fisCheri permiten
construir fenotiposbioluminiscentesde microorganismosde importancia
industrial, como Lactabacillus casei, Streptacaccuslactis y Lactabacillus

plantarurn. Dadoque la emisiónde luz estáligada a una reacciónmetabólica,
la pérdida de luminiscenciade estasbacteriasse consideraindicativa de
actividadesantimicrobianas(antibióticos,biocidas,bacteriófagos,etc.)que en
caso de encontrarseen la leche originaríanla inactivación de los cultivos
iniciadoresutilizados en la fabricaciónde productos lácteoscomo yogur o
queso(Stewarty col., 1989). La utilización de microorganismoscon fenotipos
luminiscentesconstituyeuna alternativametodológicaeficazpara evaluarlas
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actividadesantimicrobianasde la lechecruda.

Las bacteriasluminiscentesproporcionanademásunaherramientamuy
útil para observaro seguir la recuperaciónde los microorganismoscon
lesionessubletalesoriginadaspor la aplicaciónde tratamientos(esterilización,
congelación,irradiación, etc.) destinadosa prolongar la vida útil de los
alimentos.La determinaciónde la recuperaciónde las célulasbacterianas
lesionadases importanteen la enumeraciónde los microorganismosde los
alimentos(Stewart, 1990).

Las bacteriasluminiscentestambiénseempleanpara controlarla eficacia
de los tratamientosde pasteurizacióny esterilizaciónde diversosalimentos.
Los esporosde las célulasvegetativasbioluminíscentes,al sermetabólicamente
inactivos,no emiten luz, perodurantesu germinaciónse activanlas reacciones
enzimáticasque cursancon bioluminiscencia.Porestemotivo, la introducción
de los genes“lux” en determinadasespeciesde Bacillus (B. subtilis y 8.

megaterium) ha permitido la detecciónen los alimentosde aquellosesporos
que,al no habersido convenientementedestruidospor el tratamientotérmico,
constituyenun peligro parael consumidor(Stewarty col., 1989).

Aunque estántodavía en fase de desarrollo, las pruebasque utilizan
genesproductoresde enzimasluminiscentesparala deteccióne identificación
microbiana se consideranrápidas, sencillas,específicasy sensibles(los
luminómetrosdetectanrecuentosde 500 bacterias/mlo más). Además,su
correlacióncon los recuentosbacterianosen placaes alta (Bakery col., 1992;
Griffiths, 1993).
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111.1. MATERIALES

111.1.1. MATERIAL DE LABORATORIO

En la preparaciónde los medios de cultivo y solucionesacuosasse
empleóaguadestiladaobtenidaen un destiladorAfora (1) y desmineralizada
en un intercambiadoriónico “Seta” mod. R-600.

Las pesadasordinariasse efectuaronen balanzasmonoplato“Sauter”
mod. S-l000. Paralas pesadasde precisiónse utilizaronbalanzasanalíticas
“Sartorius” mod. 2443 y “A&D” mod. ER-120A. Para equilibrar las
muestrasa centrifugarseutilizó unabalanzabiplato “Cobos” mod. 28.

Las centrifugacionesse realizaron en una centrífuga refrigerada
“Sorvalí” RG-5B, equipada con rotores SS-34 y GSA. Las
ultracentrifugacionesse efectuaronen una ultracentrífuga“Sorvalí” mod.
OTD-Combi,equipadacon rotoresT-875 y T-647.5.

Los pHmetrosutilizadosfueron “Crison” mod. Digit 501, “Radiometer”
mod. 28 y “Metrohm” mod. 654.

Las siembrasmicrobianasserealizaronenunacampanade flujo laminar
“Telstar” mod. CE-A, equipadaconuna lámparaultravioleta.

En las incubacionesse utilizaron estufas“Heraeus” mod. KB-500 y
“Selecta” mod. Termotronic338, termostatadasa la temperaturadeseada.Las
incubaciones en agitación se realizaronen un incubador-agitadororbital
“Lab-line” mod, 35271.

Las determinacionesespectrofotométricasse llevaron a cabo en un
espectrofotómetro“Kontron” mod. Uvikon 820 (e “Hitachi” mod. 2000),
registrándoselos resultadosen una impresoratérmicaUvikon LS-4B y en un
registradorUvikon 21.

(1) La cita demarcasde aparatas,reactivos,etc, no significaquela autora las recomiendecon

preferenciaa otrasmal-casdelmercado.
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Los recuentosmicrobianos se llevaron a cabo con un contadorde
colonias“WTW” mod. BZG-24.

Las esterilizacionesde los mediosde cultivo y solucionesse realizaron
en un autoclave“Autotester” 437-Gy “Autotester” G Selecta.La esterilización
del material de vidrio se efectuópor calor secoen unaestufade aire forzado
“Heraeus”mod. KFTU-K.

En el procesode rupturade las célulasmicrobianaspor ultrasonidosse
empleóun sonicadorde “Heat SystemsUltrasonic Inc., Plainview, NY” mod.
W-220F.

Las liofilizaciones se realizaronen un liofilizador “Terruzi-Melvisa”
mod. TP-3 con una superficie útil de cargade 0,3 m2, dotado de equipo de
registro, dispositivode termovacioy programador.

Las muestrasy reactivos se conservaronen arcones congeladores
“Kelvinator” mod. ACK-55, así comoen frigoríficos “Aspes “ y “Kelvinator”
mod. AKR-20 y en un armariofrigorífico “Kelvinator” termostatadoa 4±IOC

construidopor una firma local.

Para la electroforesisen geles de poliacrilamida con dodecilsulfato
sódico se utilizó un aparatode electroforesis“Bio-Rad” mod. ProteanII,
empleandocomo fuente de alimentaciónun aparato“Shandon” mod. SAE
2761.

Las cromatografíasde filtración en gelesse realizaronen columnasde
“Pharmacia”mod. 4,5 x 91 cm. Las fraccionescromatográficasse recogieron
en un colectorde fracciones“LKB Bromma” mod. 2212 Helirac.

Las muestrasse dializaron en membranasde diálisis “Serva” mod.
“Visking dialysis tubing, type 27/32”.

La recogida de los microorganismosde la superficie de la carne se
realizó mediantelavadossucesivosde la superficiedelimitadapor un cilindro
metálicohuecode 3,5 cm de diámetro.
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Las muestrasde carne refrigeradasse mantuvieronen una cubetade
metacrilatodivididaen dos compartimentospor unaplacadel mismo material
perforadacon numerososorificios. En el compartimentosuperior (más
amplio que el inferior) se colocaron las muestrasy en el inferior, una
disoluciónde cloruro sódicomantuvo la humedadrelativaen el interior de la
cubetaal 99%. Las muestrassedispusieronen posiciónvertical, suspendidas
de ganchosde acero inoxidable pendientesde varillas de vidrio paralelasy
horizontales.Los soportesde metacrilatode las varillas disponíande hilos de
nylonque mantuvieronseparadoslos filetes a unadistanciasuficiente.

Las placasde ELISA utilizadasen los ensayosinmunoenzimáticosfueron
de la marca“Costar” mod. 3590 de 96 pocillos.Suagitaciónse llevó a caboen
un agitadorde placasde ELISA marca“Wallac”, mod. 1296.001Plateshake,y
para su lectura se utilizó un lector espectrofotométrico“Titertek Multiskan
Plus,versión 1.4”.

Como material general de laboratorio se utilizaron pipetas y
micropipetasautomáticasde la marca ‘Gilson” modelos p-SOOO, p-IOOO,
p-200 y p-2O, agitadores,mecherosde gas, termómetros,etc. El materialde
vidrio empleadoen las experienciasfue siemprede la marca “Pyrex”.

111.1.2. MATERIAL BIOLOGICO

111.1.2.1. MICROORGAMSMOS

Se han utilizado seis cepasdiferentesde Ps. fluorescens:tres de origen
lácteo (AH-70, AR-1 1 y B-52) y tres de origen cárnico (DC-5, DC-7 y
NT-19). Las cepasDC-5, DC-7 y NT-19 nos las proporcionóel Dr. B.G.
Shaw,del FoadResearchInstitute,Bristol, UK; las cepas8-52 y AR-1 1 el Dr.
R.C. McKellar, del Foad ResearchCenter,Otawa,Canadáy el Dr. B.A. Law,
del Natianal Institutefor Researchin Dairying, Slanfield, Reading,UK. Por
último, la cepa de Rs. fluarescens AH-70, aislada de leche española
refrigerada,fue identificadaen nuestrolaboratoriopor Azconay col., (1988).

Las bacteriaspsicrotrofasFlavobacterium odaraturn, Acinetobacter

calcaaceticus,Achrarnabacter cycloclastes, Alcaligenes denitr¡ficans,
Klebsiella sp.,Enterabacteraerogenes,Pseudamanasaeruginasay Ps. fragi
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procedíande la Colección Española de Cultivos Tipo, ubicada en el
Departamentode Microbiología de la Facultadde CienciasBiológicasde la
Universidadde Valencia.

111.1.2.2. OBIENCIONDE LOS INMUNOSUEROS

En la obtenciónde los inmunosuerosse emplearonconejosmachos
blancosde razaNuevaZelanda,de 3-3,5 Kg de peso,criadosy mantenidosen
el anímalariodel Departamentode Cirujía Experimentaldel Hospital Militar
Central “Gómez Ulla” de Madrid.

111.1.2.3. ORIGENDE LAS MUESTRAS

En estetrabajosehanutilizado dostipos de muestrasdistintas:

a) Muestras de leche

Lecheesterilizada:procedíade centroscomercialesde ventaal detalle;
estabaenvasadaen tetrabricky esterilizadapor el procedimientoUHT.

Leche cruda refrigerada: se adquirió de una Granja Diplomada
(“Priégola”) ubicadaen la ComunidadAutónoma de Madrid. La leche se
recogió directamente del tanque de refrigeración y se transportó al
laboratorioenbotellasde vidrio estériles,que se introdujeronen un recipiente
herméticoisotermoque conteníahielo en bolsasimpermeables.

b) Muestrasde carne

Carne estéril: todas las muestrasprocedíandel músculo Iongissimus

darsi de cerdoy se adquirieron en un matadero industrial frigorífico
localizadoenla provinciade Madrid.

Carne cruda refri2erada:las muestrasprocedíande diversoscentros
comercialesy pertenecíana la especieporcina. Se adquirieronfileteadasy
envasadasen bandejasde poliestirenorecubiertascon una películaplásticade
polietileno.
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111.1.3. PRODUCTOS Y REACTIVOS

Los productosquímicos y biológicos utilizados en los experimentos
descritosen estetrabajo fueron suministradospor algunade las siguientes
firmas: “Merck”, “Sigma”, Bio-Rad”, “Oxoid”, “Pharmacia”, “Difco”,
“Panreac”, “Dako” y “Fluka”.

111.2. METODOS

111.2.1. METODOS N4ICROBIOLOGICOS

111.2.1.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO DE

BACTERIAS PSICROTROFAS

a) Medio líquido semidefinido:Se preparóa basede un 1% de triptona
(Oxoid), 1% de extracto de levadura(Oxoid) y 0,5% de CíNa (Panreac)en
aguadestilada.Se utilizó paracultivar las cepasde Pseudarnonasfluorescens

y las demásbacteriaspsicrotrofasutilizadas.

b) Mar pararecuentoen placa(PCA, Oxoid): Se empleóen el recuento
de bacteriaspsicrotrofasviables.

c) Agar nutritivo (Difco): Se empleóparael mantenimientode las cepas
de Pseudornanas.

Los mediosse prepararonde acuerdocon las instruccionesde las casas
suministradorasy seesterilizarondurante15 mm a 1210C.

111.2.1.2. RECUENTODE MICROORGANISMOSPSICROTROFOSVIABLES

Los recuentosse realizaron por el método de dilución en placa,
efectuandolas siembraspor duplicado. Las placas se incubaron a una
temperaturay tiempovariable dependiendodel origende las muestras.

1) Muestrasde lecheUHT y de carneestéril: las muestrasinoculadascon
cepasde Pseudomanassp. (véaseapartados111.2.6.2.1.1y 111.2.6.2.1.2)se
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incubarona la temperaturaóptima de crecimientode estasbacterias:240C
durante48 horas,

2) Muestrasde lechecruday de carneno estéril: la incubaciónse realizó
primero a 17”C durante17 horasy luego a 7”C durante72 horas(Sogaardy
Lund, 1981).

El recuentode las coloniasse llevó a cabocon un contadorde colonias
provistode registrador.Solo se consideraronlas placasqueconteníanentre30
y 300 colonias.

111.2.2. AISLAMIENTO DE LAS PROTEíNAS DE LA MEMBRANA
EXTERNA DE Pseudomonasfluorescens

El aislamiento de las proteínas de la membrana externa de Ps.
fluorescensse realizó esencialmentede acuerdoal protocolo descritopor
Yoshimuray col., (1983) en el aislamientode una porina de la membrana
externade Pseudamonasaeruginosa.

111.2.2.1. SOLUCIONESEMPLEADAS

- SoluciónA

Es una soluciónde fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,lmM en tampón
Tris-HCl l5mM, pH 8,0 a la que se le incorpora, en el momentode su
utilización, 1 mg de ribonucleasay 1 mg de deoxirribonucleasa.

- SoluciónB

Contieneun 2% de dodecilsulfatode litio (LDS) en tampón Tris-HCl
l5mM, pH 8,0. Estasoluciónsemantieneen un baño de hielo picadohastasu
utilización.

- SoluciónC

Contieneun 2% de LDS, LiCí 1M y Tris-HCl l5mM, pH 8,0 en agua
destilada.
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111.2.2.2. METODOLOGíA

La cepaAI-1-70 de Ps.fluorescens,previamenterevitalizada,se sembró
al 2% en 4 litros de medio de cultivo líquido semidefinidoy se incubó a 240C
durante48 h. A continuación,la suspensióncelular se centrifugódurante10
mm a 9000 x g y a una temperaturade 40C. Despuésde eliminar el
sobrenadante,las célulasse resuspendieronen 100 ml de tampónTris-HCl
l5mM de pH 8,0.

Esta suspensiónse centrifugó como quedadicho y el sedimentose
resuspendióen 40 ml de soluciónA (ver sección111.2.2.1),procediéndosea
continuaciónal lisado de las célulascon ultrasonidos(30 pulsos de una
intensidadde 50 KHz y 20 seg de duración). La sonicacióntuvo lugar
manteniendola muestraen un baño de hielo picadoy realizandopausasde 15
segundosentrecadapulso,paramantenerlas condicionesde refrigeración.La
sonicaciónsedió por finalizadacuandola absorbanciade la suspensióncelular
a 600 nm disminuyóa un 10% de su valor original.

La suspensiónsonicadase centrifugó durante10 mm a 9000 x g a una
temperaturade 40C y, trasdesecharel sedimento,el sobrenadanteobtenidose
ultracentrifugóa 100.000x g durante45 mm para recuperarlas proteínasde
la membranaexterna.El sedimentoobtenidose resuspendiótres vecesen 45
ml de solución B (ver sección111.2.2.1),ultracentrifugándosecada vez a
100.000x g durante45 mm.

Porúltimo, el sedimentoresultantese resuspendióen 3 ml de soluciónC
(ver sección111.2.2.1), incubándosea continuacióna 370C durante90 mm.
Transcurridoestetiempo, la soluciónseultracentrifugóa 100.000x g durante
45 mm y el sobrenadanteobtenido,queconteníalas proteínasmayoritariasde
la membranaexterna,se liofilizó y se mantuvo en viales herméticamente
cerradosen refrigeraciónhastasu utilización.

Los sobrenadantesde las otras ultracentrifugaciones(sobrenadantes1, 2,
3, y 4) también se liofilizaron y se mantuvieronen refrigeraciónhastael
momentode su empleo(Fig. 111.1).
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Cultivo de Ps. fluorescens

(4 litros)
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Figura III.] . Metodología empleada en el aislamiento de las proteínas de la
membrana externa de Ps. fluorescens
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El procesode extracciónde las proteínasde la membranaexternade la
cepa AH-70 de Ps. fluarescens se repitió con el resto de las cepas

seleccionadasde Ps. fluorescensAR-Il, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19. La
extracciónde las proteínasde la membranaexternade cadacepatuvo que
repetirsevarias vecespara obteneruna concentraciónde proteínasuficiente
paralos ensayosposteriores.

111.2.3. DETERMINACION DE LA PROTEíNA

La determinaciónde la proteínade los sobrenadantesliofilizados se
realizócon la técnicade Lowry modificadapor Markwell y col., (1978) para
muestrasque contienenlipoproteinasy otros componentesde la membrana
externa.

La técnicase basaen el desarrollodel color al poner en contactolas
proteínascon los reactivosque posteriormentese detallan.El desarrollodel
color sedebea unacombinaciónde reacciones:

a) En condicionesalcalinas,el cobre(Cu2+) formaun complejocon los
enlaces peptídicos de las proteínas (reación de tipo Biuret),
reduciéndosea Cu+.

b) El Cu+, junto con la tirosina y el triptófano, reaccionacon el
reactivo de Folin-Ciocalteauoriginandoun compuestoinestableque
lentamentese reducepara dar lugar al reactivo molibdeno-.túngstico
de color azul. Dependiendofundamentalmentede su contenidode
tirosina y de triptófano, las proteínasproducencolor de diferente
intensidad.

Estatécnicaponede manifiestolos gruposfenolesde las proteínasy por
ello, es necesarioextrapolarlos resultadosa una curvapatrónconstruidacon
anterioridad. Como proteína estándarpara construir la curva patrón se
empleóla fracciónV de la seroalbúminabovina.

Reactivos:

- SoluciónA: Na
2CO3 al 2%, NaOH al 0,4%,dodecilsulfato sódico
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(SDS) al 1% y tartratosódicopotásico(NaKC4H4O6) (4H20) al
0,16% en aguadestilada.

- SoluciónB: CuSO4(5H20)al 4% en aguadestilada.

- SoluciónC: Se obtienemezclando100 volúmenesde la soluciónA
con 1 volumende la soluciónB.

- SoluciónD: Reactivode Folin-Ciocalteandiluido en aguadestilada
en la proporción 1:1 (y/y)

Procedimiento:

A 1 ml de unamuestraquecontengaentre 10 y 100 gg de proteínase le
añaden3 ml de la solución C y la mezclase deja en reposoa temperatura
ambiente durante 10 minutos. A continuación,se adicionan0,3 ml de la
solución D y la mezcla se mantienea temperaturaambientedurante 45

minutos.Finalmente,se mide el aumentode la absorbanciaa 660 nm con
referenciaa un blancopreparadode la mismamaneraperocon aguadestilada.

111.2.4. CARACTERIZACION DE LAS PROTEíNAS DE LA

MEMBRANA EXTERNA DE Ps. fluorescens

Los sobrenadantesliofilizados procedentesde la extracción de las
proteínasde la membranaexternade las cepasde Ps. fluorescens AH-70,
AR-Il, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 (apartado111.2.2.2) se sometierona
electroforesisen un gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico
(SDS-PAGE).

111.2.4.1. ELECTROFORESISEN GELES DE POLIACRILAMIDA CON

DODECIL SULFATO SODICO

Esta técnica permite separarmezclas complejas de polipéptidos en
función de su tamañomolecular.La electroforesisen gelesde poliacrilamída
con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE)se realizó según la técnica de
Laemmli (1970). El dodecil sulfato sódico es un detergenteque,con otros
agentescomoel mercaptoetanoly el calor, intervieneen la desnaturalización
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de las proteínas a subunidadesy, además,proporcionaa las cadenas
polipeptídicasuna densidadde carga similar. De esta forma, cuando el
complejo SDS-proteínase sometea electroforesisenun gel quecontieneSDS,
su velocidadde migraciónviene determinadaprincipalmentepor la masade la
partícula SDS-polipéptido segúnel principio de exclusión molecular. El
campoeléctrico,en estecaso,solo suministrala fuerzaimpulsora.

111.2.4.1.1.Tampones,geles y solucionesempleadas

1<- Tampónparasolubilizar las muestras

Secomponede:

Tris HCl 0.5 M, pH 6,8
Glicerol
SDS (10%)
13-mercaptoetanol

1,0 ml

0,8 ml
1,6 ml

0,4 ml
Azul de bromofenol(0.05%) 0,2 ml

Aguadestilada 4,0 ml

2.- Soluciónde acrilamida-bisacrilamida

Contiene:

Acrilamida
N,N’- metilén-bisacrilamida
Agua destilada

14,6 g
0,4 g

hasta50 ml

3.- Gel de separación

Constade:

Soluciónde acrilamida-bisacrilamida
Tris HCl 1,5 M, pH 8,8
Agua destilada
SDS (10%)

20 ml

7,5 ml
1,9 ml
0,3 ml

Persulfatoamónico(10%) 0,15ml
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TEMED

4.- Gel de concentración

Está formado por:

Soluciónacrilamida-bisacrilamida
Tris HCl 0,5 M, pH 6,8
Aguadestilada
SDS(10%)
Persulfatoamónico
TEMED

5.- Tampónde electroforesis

Contiene:

Tris base
Glicina
SDS
Agua destilada

6.- Soluciónde tinción

Constade:

Acido acético 10,0 ml
Alcohol metílico 40,0 ml
Agua destilada 50,0 ml
Azul brillante de Coomassie 0,25g

Estasolución debefiltrarse por papel (Whatmann~ 1) antesde su

15

1,3 ml

2,5 ml
6,1 ml
0,1 ml

50 gí
l0 gí

6, 6 g

28, 8 g
2 g
2,2 1

uso



MATERIALESY METODaS 74

7.- Soluciónde lavado

Se componede:

Acido acético 10,0 ml
Alcohol metilico 40,0 ml
Aguadestilada 50,0 ml

111.2.4.1.2. Preparaciónde las muestras

Las muestrasliofilizadas se disolvieronenel tampónde solubilizacióna
una concentraciónde 0,4 mg/ml y se mantuvieron5 minutos en un bañode
agua hirviendo antes de depositar 25 gí (correspondientesa 10 gg de
proteína)de cadasoluciónen el gel de concentración.

111.2.4.1.3. Preparaciónde los geles

El gel constade dos porciones:faseinferior (gel de separación)y fase
superior(gel de concentración).Paraevitar la presenciade burbujasde aire
en los geles,éstos se desgasificaronpor sonicaciónen un baño durante5

minutos,antesde añadirel TEMED y el persulfatoamónico.

Los recipientesde formación de geles se llenaron primero con la
solucióndel gel de separaciónhastaunos 3 cm de su extremosuperior.Para
evitar la formaciónde meniscos,se depositóen la superficiede la mezclaun
pequeñovolumende una soluciónsaturadade butanol. La mezclase mantuvo
durante 1 h a 370C y una vez polimerizadase retiró el butanol y se lavó su
superficiecon aguadestilada.A continuación,se depositóla solucióndel gel
de concentracióny se introdujo el peine que forma los pocillos donde se
depositaríanlas muestras.Finalmente,la mezclasepolimerizódurante30 mm
a 3’70C, quedandoel gel listo pararealizarla electroforesis.

111.2.4.1.4. Electroforesis

Una vez colocadaslas muestras,la electroforesisse realizó pasandopor
el gel una corriente de 18-20 mA. Finalizadaésta,el gel se extrajo de los
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recipientesde soporte.

111.2.4.1.5. Tinción del gel

Terminadala electroforesis,el gel se sumergióen la soluciónde teñido,
dondese mantuvodurante1 h a 370C.La eliminacióndel coloranteno fijado
se realizócon la soluciónde lavado.

111.2.4.1.6.Determinacióndel peso molecular

El pesomolecularde las proteínasmayoritariasde la membranaexterna
dePs. fluarescenssedeterminópor interpolaciónen unagráficaen la que se
representael logaritmo del pesomolecularde las proteínasestándarfrentea
su distanciade migraciónen el gel (Fíg. 111.2). Las proteínasutilizadasen la
confecciónde la rectapatrónprocedíande un “kit” comercial (Sigma) que
contenía:a-lactoalbúmina(14,2 KDa), proteínainhibidorade la tripsina (20,1
KDa), tripsinógeno (24 KDa), anhidrasa carbónica (29 KDa),
gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa(36 KDa), ovoalbúmina(45 KDa) y
seroalbúminabovina (66 KDa).
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Rectapatrónparala determinacióndel pesomolecularpor

la técnica de Laemmli. Proteínas estándar: (A)

a-lactoalbúmina;(13) Proteínainhibidora de la tripsina;

(C) Tripsinógeno; (D) Anhidrasa carbónica; (E)

Gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa;(F) Ovoalbúmina;

(G) Seroalbúminabovina.
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111.2.5. PURIFICACION DE LA PROTEíNA F DE Ps. fluorescens
AH-70

El sobrenadanteliofilizado queconteníalas proteínasmayoritariasde la
membranaexternade Ps.fluorescensAH-YO (sobrenadante5), se purificó por

cromatografíade filtración en geles.

111.2.5.1. CROMATOGRAFíA DE FILTRACION ENGELES

Estatécnicacromatográficasebasaen la separaciónde las moléculasen
función de su tamañomolecular.

111.2.5.1.1.Gel y tampón de elución empleados

El gel utilizado fue el SephacrylHR S-200, que es un polímero
resultantede la formaciónde enlacescovalentescruzadosentre las moléculas
de alil-dextrano y N-N-metilén bisacrilamida. Este gel permite el
fraccionamientode moléculasentre5.000y 250.000daltones.La preparación
y activacióndel gel se realizó siguiendolas normasde la casasuministradora
(Pharmacia).El gel hidratado se conservó en refrigeración hasta su
utilización.

La muestrase eluyó con un tampón que conteníaun 1% SDS, NaCí
0,4M, Tris-HCl lOmM, pH 8,0 y un 0,01%de azidade sodio.

111.2.5.1.2. Condicionesde trabajo

La cromatografíase realizó en una cámaratermostatadaa 370C para
evitar la precipitacióndel tampón de elución y el eluato se recogió en un
colectorde fracciones.

El sobrenadanteliofilizado de la última ultracentrifugaciónrealizada
duranteel aislamientode las proteínasde la membranaexterna de Ps.
fluorescensAH-70 se purificó por cromatografíade filtración en un gel de
Sephacryl5-200. Para ello, 5 mg de proteínadel extracto liofilizado se
disolvieronen 3 ml del tampónde elución y se depositaronen una columna
(1,5 x 91 cm, Pharmacia)previamenteequilibradacon el mismo tampón. El
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eluato,en fraccionesde 1 mí, se sometióa una lecturaespectrofotométricaa
280 nm para determinar su contenido protéico. Las fracciones
cromatográficascorrespondientesal primer y segundopico de absorción

máxima a 280 nm, se recogieronseparadamentey se dializaronfrente a agua
destiladadurante24 h. Finalmente,se liofilizaron ambosy se mantuvieronen

un desecadora 40C hastasu utilización posterior.

111.2.5.1.3. Determinación y caracterizaciónde la proteína F
pur¡ fi cada

La determinación de la proteína de los extractos liofilizados
correspondientesa cadapico cromatográficose realizó mediantela técnicade
Lowry modificadapor Markwell y col., (1978),previamentedescritaen el
apartado111.2.3.

Los extractosliofilizados, correspondientesal primer y segundopico de
absorciónmáxima a 280 nm, se sometierona electroforesisen un gel de
poliacrilamidaconSDS, segúnla técnicadescritaen el apartado111.2.4.1.

111.2.6. TECNICAS INMUNOLOGICAS

111.2.6.1. OBTENCIONDE LOS INMUNOSUEROS

111.2.6.1.1. Extractos antigénicosutilizados

Se emplearondosextractosantigénicosdistintosparala inmunizaciónde
dos lotesde conejos:

1) ProteínaF purificadade Ps. fluorescensAH-70, obtenidacomo se
describeen la sección111.2.5.1.

2) Célulasvivas dePs.fluorescensAH-70 (l0~ ufc/ml).
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111.2.6.1.2. Pauta de inmunización

Parala producciónde inmunosuerosseemplearondos lotes de 2 conejos
machosde raza Nueva Zelanda,de 3-3,5 Kg de peso.Al primer lote se le

inoculó la proteína F purificada y al segundolas células vivas de Ps.
fiuorescensAH-70.

La inmunizaciónde cadalote comenzócon la inyecciónsubcutánea,en
varios lugaresde la espalda,de los correspondientesextractosantigénicos(0,5
mg de proteínaE y 109 ufc de Ps. fiuorescensAH-70) emulsionadosen una
mezclaa partesiguales(0,5 mí) de AdyuvanteCompletode Freundy de PBS
(tampónfosfatosalino de pH 7,2). Las inoculacionesse realizarondurante4
mesesa intervalosde 7 días(Tabla111.1), sustituyendo,a partir de la segunda
inyeción,el AdyuvanteCompletode Freundpor el Incompleto.

Antes de la primera inoculaciónde los extractosantigénicosy para
comprobarla ausenciade reactividadde los animalesfrente a los antígenos
utilizados,se realizó unasangríainicial (Sg).Asimismo, a los 21, 42, 63, 84 y
a los 105 díasdel procesode inmunización,se realizaronsucesivassangrías
parcialescon el fin de verificar la eficaciadel mismo.

111.2.6.1.3. Sangría final

A los 112 días del comienzo del procesode inmunización y una vez
comprobadoqueel título de los inmunosuerosera el adecuado,se efectuóla
sangríafinal de los animales.Se procediócomosigue:despuésde anestesiaral
animal por vía intramuscularcon Kelotar (clorhidrato de ketamina)a una
dosisde 10 mg/Kg de peso,secolocaenunamesade sujecciónenposiciónde
decúbitosupinoy se inmoviliza por las cuatroextremidades.Una vez depilada
y desinfectadala zonacervicalinferior sepracticanlas tres incisionescutáneas
siguientes:

a) Longitudinala lo largo de la linea media ventral
b) Transversala nivel de la segundavértebracervical
c) Transversala nivel de la sextavértebracervical
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Tabla ¡¡Li. Pauta de inmunización de los conejos por inoculación subcutánea
de los extractos antigénicos de Ps. fluorescens AH-70

Extractosantigénicos

LOTE 1 LOTE 11

Días ProteínaF Célulasvivas PBS A C F A 1 F Sangría
(mg) (ufc) (mI) (mI) (mI)

o

7

14

21

28

35

42

49

56

63

70

77

84

91

98

105

112

0.5

0,5

0.5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

1 0~

io9

1 o~

1o~

io9

1 o~

l0~

1 o~

10~

1 0~

io9

1 0~

1 o~

1 o~

1 0~

1 0~

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0.5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5 So

SI

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0.5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5 55

0,5

P B 5: Buifer fosfato salino,pH 7,2
A C F: AdyuvanteCompletode Freund
A 1 F: AdyuvanteIncompletode Freund

So: Sangríainicial
Sí: Sangríadía2l
82: Sangríadía42
53: Sangriadíaó3

S
4: Sangríadía84

S~: Sangríadía 105

S~: Sangría final
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A continuación,se disecanlos músculosventralesdel cuello visibles en
esteárea:Ms. cleidomastoideus(partedel Ms. cleidocephalicusy éstea su vez

del Ms. braclziocephalicus),Ms. sternomastoideus(parte del Ms.

síernocephalicus),Ms. sternohyoideusy Ms. sternothyroideus.Por el borde
lateral del Ms. sternothyroideusse disecaen profundidad hasta llegar al

paquetevásculo-nerviososituadoa uno y otro lado de la tráquea(A. carotis

comunis,V. jugularis y Troncus vagosympathicus).Se disecala A. carotis

comunisy con una pinzade tipo “mosquito” sefija el N. vagus,que continúa
unido al tronco vascular.De estemodo, al efectuarla secciónde la arteriase
puededirigir el flujo sanguíneoa un tubo o recipientedonde se recoge la
sangre.Cuandodisminuyeel flujo se recomiendaaplicar un masajecardiaco
con el fin de conseguirel mayorvolumende sangreposible.

Una vez realizadala sangríafinal de acuerdoa las normasseñaladas,se
recogieronde 120 a 150 ml de sangrede cadaanimal.

111.2.6.1.4.Obtención y conservacióndel suero

La sangreobtenidasetrasvasólentamentea tubosde ensayolimpios y se
mantuvo 1 h a temperaturaambienteparafacilitar la formación del coágulo.
A continuación,se separócuidadosamenteel coágulo de las paredesde los
tubos con ayuda de una espátulay se mantuvo a 40C para favorecersu
retracción.El suerose trasvasóa tubosde centrífugalimpios y se centrifugó
durante 10 mm a 2000 x g a una temperaturade 40C. El sobrenadante
obtenidose distribuyó en fraccionesde 2 ml a las que se añadió una o dos
gotasde una soluciónde azidade sodio al 0,01% que actuabacomo agente
conservador.Los viales se conservaronen congelacióna -200C hastael
momentode su su utilización.

111.2.6.1.5. Purificación parcial de los inmunosueros

Los inmunosuerosobtenidosfrente a la proteínaF (anti-PF)y frente a la
paredcelular(anti-PC)de Ps. fiuorescensAH-70 sepurificaron parcialmente
medianteunaprecipitaciónselectivacon sulfato amónicoal 50%.
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111.2.6.1.5.1. Precipitaciónde las inmunoglobulinasconsulfatoamónico

La precipitación con sulfato amónico es uno de los métodos más
utilizadosparala separaciónde los anticuemosdel inmunosuero.El métodose
basaen que las proteínassolublesforman puentesde hidrógenocon las
moléculasde agua a través de sus grupos polares. Cuando se añaden
concentracioneselevadasde ionesfuertementecargadoscomoel amonio y el
sulfato,éstoscompitencon las moléculasproteicasporel agua.De estaforma,
las proteínas,al perdersu unión con las moléculasde agua,disminuyensu
solubilidad, lo que origina su precipitación. La concentraciónde sulfato
amóniconecesariapara precipitarlas inmunoglobulinasvaríacon la especie
animal de la que proceden,aunquela más convenienteen la mayoríade los
casosesunasolución al 50% (Harlow y Lane, 1988).

En la precipitación de las inmunoglobulinasde los inmunosueros

obtenidosfrentea la proteínaF (anti-PF)y frentea la paredcelular (anti-PC)
de Ps.fiuorescensAH-70 seprocediócomosigue(Harlow y Lane, 1988):

- Se centrifugaron 10 ml de suero a 3000 x g durante 30 mm y el
sobrenadantesetrasvasóa un vasode precipitados.

- Seañadieron(gota a gota y agitandoal mismotiempo) 10 ml de sulfato
amónicosaturado(76,1 g de (NH4» 504 en 100 ml de aguadestilada)cuyo
pH se habíaajustadoa 7,4 con NaOH lN inmediatamenteantesde suempleo.

- La mezcla se mantuvo en reposo una noche a 40C y se volvió a
centrifugar a 3000 x g durante30 mm para recuperarlas inmunoglobulinas
precipitadas.

- Eliminado el sobrenadante,las inmunoglobulinaspresentesen el
sedimentose resuspendieronen 5 ml de tampónfosfatosalino (PBS, de pH
7,2) y, a continuación,se dializarondurante16 h a 40C. Finalizadala diálisis,
las inmunoglobulinasse distribuyeronen alícuotasde 5 mí, manteniéndosea
-200C hastasu utilización.
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111.2.6.1.6. Conjugación de los anticuerpos purificados con la
biotina

La biotina es uno de los 12 factores hidrosolublesque forman el
complejo vitamínicoB. Debidoa su pequeñotamañomolecular,su unión con
el anticuerpoes másestablequecuandoésteseconjugadirectamentecon un
enzima (Yolken y col., 1983). La unión de la biotina con el anticuerpo
(biotinización), ademásde ser fácil de realizarpresentala ventaja de que el
anticuerpo sigue manteniendola especificidadpor el antígeno. Se ha
comprobadoque la avidina, proteínaantibacterianade la clara de huevo,
poseeuna granafinidad por la biotina (1015 ½l).Por ello, utilizando las
propiedadesdel complejoavidina-biotinasepuedenamplificar las reacciones
ínrnunoenzimáticas(ELISA). Los anticuemosbiotinizadosse detectanpor un
conjugadocomercialde avidinao estreptavidinaconjugadaa un enzima.

Los anticuerposparcialmentepurificados anti-PF y anti PC de Ps.
fluorescensAH-70 se conjugaroncon un ésterde la biotina utilizando el
compuesto denominado N-hidroxi-succinimida biotinamidocaproato,
siguiendo la técnica de Bonnard y col., (1984). Para su realización se
procedióde la siguientemanera:

- Se preparóuna solucióndel ésterde la biotina en dimetilsulfóxido a
unaconcentraciónde 1 mg/ml.

- Los anticuerpospurificadosse disolvieronen tampónPBSde pH 7,2, a
unaconcentraciónde 1 mg/ml.

- Se añadió la soluciónde biotina a la del anticuerpo,en una relación
molarbiotina/anticuerpode 50:1.

- La mezclase incubó durante2 h a temperaturaambiente.

- La biotina libre se eliminó mediantediálisis de la mezcladurante16 h
a40C frentea tampónPBS.

- Los anticuerposconjugados,fraccionadosen alícuotasde 0,1 mí, se
conservarona -200C hastael momentode su utilización.
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111.2.6.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

111.2.6.2.1. Muestras de referencia

Se emplearonlecheUHT y carne cruda estéril inoculadascon diversas
cepasde Ps.fiuorescens.

111.2.6.2.1.1. LecheUHT

La lecheUHT se inoculó con cultivos puros de las cepasAH-lO, AR-l 1,
B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 de Ps. fiuorescensa las concentraciónesde 108,
íO7~ 106, flD5~ 10~ y io~ ufc/ml. Como control se utilizó leche UHT no
inoculada.

111.2.6.2.1.2. Camecrudaestéril

La carneprocedíade un mataderoindustrial frigorífico y pertenecíaa la
especieporcina. La esterilizacióndel músculo iongissirnus dorsi se realizó
segúnla técnicadescritapor Dainty y Hibbard(1980). Paraello, la superficie
de la carne se roció con alcohol y se quemó con la llama de un mechero
Bunsen.Posteriormente,se retiró la escarasuperficial con un bisturí estéril
hastaunaprofundidadde aproximadamente1 cm. Esta operaciónse repitió 2
ó 3 veces más con el fin de retirar la máxima cantidadposible de tejido
muscularsuperficial.A continuación,el trozo obtenidose cortó con la ayuda
de un cuchillo previamenteflameado,en filetes de 1 cm de espesorque
posteriormentese cortaronen porcionesde 2 cm de lado.

Las porciones de carne así obtenidasse introdujeron en matraces
Erlenmeyerestérilesy su superficie(4 cm2) se inoculó con cultivos puros de
las cepas AH-70, DC-5, DC-7 y NT-19 de Ps. fluorescens, a las
concentraciónesde 108, l0~~ 106, io~~ io~ y 10~ ufc/cm2. Todas las
operacionesse efectuaronen unacampanade flujo laminar, empleandocomo
control porcionesde carneestéril no inoculada.

Despuésde incubar las muestrasy los controles a 200C durante 30
minutos, las bacteriasadheridasa la superficie de la carne se recogieron
mediantedos lavadossucesivosde las muestrascon 30 ml de KCl 0dM (Appl
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y Marshall, 1984), seguidosde unacentrifugaciónde la suspensióna 10.000x
g durante15 mm a 40C. A continuación,el sedimentoobtenidose resuspendió
en 15 mIde tampónfosfatosalino(PBS,pl-1 7,2).

Parael recuentode los microorganismosde las muestrasde lecheUHT y
de carneestéril inoculadascon las distintascepasde Ps.fiuorescens,asícomo

de los respectivoscontrolesno inoculados,se utilizaron los mediosde cultivo
y metodologíasdescritasen el apanado111.2.1.2.1de estamemoria

111.2.6.2.2. Muestras problema

III.2.6.2.2.1. Leche crudarefri2erada

La leche cruda refrigerada(aproximadamente500 mí) procedentede
una granjadiplomadase transfirió, a su llegadaal laboratorio,a un matraz
Erlenmeyerestéril de 1 litro de capacidad.El matraz se mantuvovarios días
en una cámarafrigorífica termostatadaa 40C, retirándoselas muestrasde
lechecada24 horas.

111.2.6.2.2.2. Carnecruda refrigerada

Los filetes de carnede cerdo no estérilesadquiridosen el mercado,se
mantuvieronvariosdíasa 40C suspendidosde unosganchosdistribuidosa lo
largo de unas varillas de vidrio situadasen el interior de una cubetade
metacrilato(segúnse describeen el apartado111.1.1).La toma de muestrasse
efectuócada24 horas,de la manerasiguiente:

Los filetes se trasladaronde la cubetade metacrilatoa la cabinade flujo
laminar, suspendidosde unaspinzasestérilesy evitando que sus superficies
contactasencon materialcontaminante.A continuación,se apoyóun cilindro
de metal hueco y estéril sobre la superficie de los filetes y se recortó la
circunferenciadelimitadapor el cilindro con un bisturíde corteestéril, siendo
la superficieresultantede 30,2 cm2. Inmediatamente,estasporcionesde carne
se introdujeronen matracesErlenmeyerestérilesy se procedióa la recogida
de los microorganismosde la superficie de la carne siguiendoel protocolo
descritoen el apartado111.2.6.2.1.2.
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En la determinaciónde la tasade microorganismospsicrotrofosde la
leche cruda refrigeraday de la carne no estéril, se tomaron 1 ml de las
muestras,obtenidascomo se indica más atrás, para efectuar el recuento
microbianoen placas(apartadoIJI.2.1.2.2).

111.2.6.2.3. Condiciones de utilización de las muestras

Tanto las muestrasde lecheUHT y de carneestéril inoculadascon las
pseudomonasde interés, como las muestrasproblemade leche y de carne
crudarefrigeradasse sometierona los siguientestratamientos:

a) Muestras“enteras” o sin tratar

:

De cadamuestrase tomó una alícuota de 1 mí, que no se sometió a

ningún tratamiento.

b) Muestrassonicadas

:

De cadamuestrase tomaronalícuotasde 10 mí, que se sometierona un
tratamientocon ultrasonidosconsistenteen la aplicaciónde 15 pulsosde una
intensidadde 50 KHz y de 10 seg de duración. La sonicaciónse efectuó
manteniendolas muestrasen un bañode hielo picado,con pausasde 15 seg
entrelos pulsos.

c) Muestrastratadasenzimáticamente

:

1 ml de cadamuestrase sometióa lisis enzimática,realizadasegúnel
método de Culí y Mcl-lenry (1990). Paraello, a cadaml de muestrase le
añadieron100 gí de una soluciónde EDTA (ácidoetilén-diamintetraacético)
5mM en tampónTris 0,IM pH, 7,2, incubandola mezclaa 370C durante15
mm. A continuación,se adicionó a la mezclauna soluciónde lisozima (0,3
mg/mí) en el mismo tampón,incubándosela solucióndurante15 mm a 370C.

Todas las muestrasse distribuyeron en alícuotasde 200 j.d y se
conservarona -200Chastasu utilizaciónen los ensayosinmunoenzimáticos.
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111.2.6.3. TECNICAS INMUNOENZIMATICAS

I1I.2.6.3.1. Técnica del ELISA indirecto

En estetrabajo se han utilizado dos variantesde la técnicadel ELISA
indirecto. La primeraes un ELISA indirecto clásicoque empleaun conjugado
comercialde anticuerposanti-especieunidosal enzimaperoxidasade rábano,
mientrasen la segundaseutilizó el sistemade amplificaciónbiotina-avidina,
que precisade la conjugaciónde los anticuerposantí-PF y anti-PC con la
biotina.

III.2.6.3.1.1. ELISA indirectoclásico

En esta técnica, los antígenosfijados a una superficie inerte son
reconocidospor los correspondientesanticuerposespecíficosy el complejo
formado se detectapor un segundoanticuerpomarcadocon un enzima,que

reconocecomo antígenosa los anticuerposespecíficos.La reacciónes visible
porqueal actuarel enzimasobreel sustratose liberaun compuestocoloreado.

a) Antígenos

Se emplearonmuestrasde tampónPBS estéril de pH 7,2 inoculadascon
cepasde Ps.fiuorescensa las concentracionesde í0~, 10v, 106 y 105 ufc/ml.
Asimismo, se utilizaronmuestrasde leche UHT inoculadascon cepasde Ps.
fiuorescensa las concentracionesde 108, 107, 106, íO~, ío~ y 103 ufc/ml.

Las muestrasde tampón PBS y de leche UHT, inoculadascon las
distintascepasde Ps.fiuorescens,tambiénse analizarontras su sonicaciónen
las condicionesdescritasen el apartadoIII.2.6.2.3.b.

b) Anticuemos

Se utilizaron los anticuerposanti-PFy anti-PCde Ps. fiuorescensAH-70
obtenidospor la inmunizaciónde los conejoscon los extractosantigénicos
correspondientesy purificadosparcialmentemedianteprecipitaciónde las
inmunoglobulinascon sulfato amónico(secciónIIJ.2.6.l.5.l).
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c) Conjugado

Se empleó un conjugadocomercialde anti-inmunoglobulinasde conejo

obtenidasen cerdo y marcadascon el enzimaperoxidasade rábano(Dako).
d) Tamponesy reactivos

1.- TampónPBSde pH 7,2.

8,0Se componede: NaCí
Na2HPO4.1 2H20
KH2PO4
KCl
Aguadestilada

g
2,9 g
0,2 g
0,2 g
1 1

2.- TampónPBST.

Se preparacomoel tampónPBS y se le añadeun 5% de Tween 20.

3.- Tampónde ácidocítrico-fosfatode pH 3,9.

a) Prepararuna solución de ácido cítrico monohidratado0,1 M
(21,01 gIl).

b) Prepararunasoluciónde Na2HPO40,2 M (28,4 gIl).

c) Mezclarlas dossolucioneshastaobtenerel pH deseado.

4.- Sustrato.

El sustratoempleadofue el ácido 2-2’-azino-bis-3-etilenbenzotiazolina
sulfónico (ABTS) (Sigma). Se prepararondos soluciones:una de ABTS en
aguadestilada(15 mg/mí) y otra de ácido ascórbico(10 mg/mí), tambiénen
aguadestilada.Despuéssepreparóla siguientemezcla:

- Tampóncítrico-fosfatode pH 3,9 10 ml
- Soluciónde ABTS (15 mg/mí) 0.4 ml
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- H202 (30% p/v) 4
- Soluciónde ácidoascórbico(10 mg/mí) 2

5.- Soluciónde tapizado.

Gelatinaal 1% en tampónPBS.

e) Metodologíadel ELISA indirecto

Los pocillos de unaplacade ELISA (Costar3590) sesensibilizaroncon
100 gí de la muestraantigénicacorrespondientey la placase incubó durante
una hora a 37

0C, tras lo cual se lavó 5 veces con tampón PBST. A
continuación,para tapizar las zonasdel pocillo en las que no se hubiera
adsorbidoel antígeno,seañadierona cadapocillo 200 .tl de gelatinaal 1% en
tampónPBS. La placasemantuvo30 minutosa 370C y los pocillos se lavaron
5 vecescon tampónPBSTparaeliminarel excesode gelatina.A continuación,
se añadierona cadapocillo 100 gí del anticuerpocorrespondiente(anti-PFo
anti-PC), diluido en tampón PBST y la placa se incubó en un agitadorde
placasde ELISA duranteunahoraa temperaturaambiente.

Finalizadala incubación,los pocillos se lavaron de nuevo 5 vecescon
tampón PBST para eliminar los restos de anticuerpo que no hubiesen
reaccionado.Seguidamente,se depositaronen cada pocillo 100 gí del
conjugadodiluido en tampónPBST y, de nuevo, la placa se mantuvoen el
agitadorduranteuna hora a temperaturaambiente.Tras lavar los pocillos 5
veces con agua destiladapara eliminar los restosdel conjugado libre, se
añadierona cada pocillo 150 gí del sustrato,manteniendola placa en el
agitador durante 30 minutos a temperaturaambiente. El color verde,
resultantede la degradacióndel sustratopor el enzima,se cuantificómidiendo
la absorbanciade cadapocillo a 405 nm en un lector espectrofotométricode
placasde ELISA.

En la pruebase realizaronlos siguientescontroles:

- Control del antígeno:gelatina+ anticuerpo+ conjugado+ sustrato
- Control del anticuerpo:antígeno+ gelatina+ conjugado+ sustrato
- Control del conjugado:conjugado+ sustrato
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Si la absorbanciaa 405 nm de alguno de los controlesera mayor de
0,150,el experimentose considerabanulo.

111.2.6.3.1.2. ELISA indirecto utilizando el sistemade amplificación
biotina-avidina

Como se ha señaladoen la sección111.2.6.1.6,la avidina tiene una gran
afinidad (10-15 M-1) por la biotina,por lo que el complejoavidina-biotinase
utiliza para amplificar las reaccionesinmunoenzimáticas(ELISA). Esta
amplificaciónse debea que la avidinacontieneen su moléculacuatrolugares
de unióncon la biotina.

La diferenciaentreestatécnicay la del ELISA indirecto clásicoestriba
en que los anticuerposespecíficosseconjugancon la biotina(biotinización)y
la detecciónde estecomplejose realizaconun conjugadocomercialde avidina
o estreptavidinamarcadacon un enzima.

En estatécnicase hanempleadocomo antígenoslas muestrasde carne
estéril inoculadascon diversascepasde Ps.fiuorescensa las concentraciones
de 108, 107, 106, ío~ y ío~ ufc/cm2, utilizándosecomo control carne estéril
sin inocular (111.2.6.2.1.2).Las muestrascitadas,así como las de carne cruda
refrigerada(111.2.6.2.2.2),también se analizaronpor la técnicadel ELISA
indirecto, despuésde su sonicación(III.2.6.2.3.b).

La técnicasigue los mismospasosy tiempos de incubaciónque los
descritosen el ELISA indirecto clásico (III.2.6.3.l.1), excepto que como
conjugadose utiliza uno comercialde estreptavidinamarcadacon peroxidasa
de rábano.

111.2.6.3.2. Técnica del ELISA sandwich

En estatécnica, los anticuerposespecíficosse fijan a una fasesólida y
actúancomo anticuerposde capturade los antígenosproblema.Los antígenos
ancladosson reconocidospor los mismosanticuerposconjugadoscon la
biotina y el complejo formado se detectacon un conjugadocomercial de
estreptavidina/peroxidasa.La reacciónsepone de manifiestoporqueal actuar
el enzimasobreel sustratose liberaun compuestocoloreado.
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a) Antígenos

Como antígenosse emplearonlas muestrasde leche UHT y de carne
cruda estéril, inoculadascon diversas cepas de Ps. fluorescens a las
concentracionesde 108, 107, 106, 105, 104 y 103 ufc/ml o cm2 (111.2.6.2.1.1y
111.2.6.2.1.2).

Las muestrascitadas,así como las muestrascrudasde lechey de carne
refrigeradas(111.2.6.2.2.1 y 111.2.6.2.2.2),también se analizaron tras su
sonicación, incluyendo asimismo las muestras de leche UHT tratadas
enzimáticamentede la forma descritaen el apartadoJIJ.2.6.2.3.c.

b)Anticuerposde captura

Comoanticuerposde capturasehanempleadolos inmunosuerosanti-PF
y anti-PC de Ps. fiuorescensAH-70 obtenidosde conejosy parcialmente
purificadosporprecipitaciónde las inmunoglobulinascon sulfato amonico.

c) Anticuerposde detección

Los anticuerposde detecciónfueronlos mismosque los de captura,pero
conjugadoscon la biotinade la maneradescritaen la sección111.2.6.1.6.

d) Coniu2ado

Se empleóun conjugadocomercialdeestreptavidina/peroxidasa(Dako).

e) Tamponesy reactivos

Ademásde los descritosen la sección11L2.6.3.l.I.d,se utilizó el tampón
carbonato-bicarbonatode pH 9,6, cuyacomposiciónesla siguiente:

- Tampóncarbonato-bicarbonatode pH 9,6

Na
2CO3 2,93 g

NaHCO3 2,93 g
aguadestilada 1
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f) Metodolo2íadel ELISA sandwich

Los pocillos de unaplacade ELISA (Costar3590) se sensibilizaroncon
100 gí de los anticuerposde capturacorrespondientes(anti-PFy anti-PCde
Ps. fluorescensAH-70) diluidos en tampónde carbonato-bicarbonatode pu
9,6, duranteuna hora a 370C. Transcurridoeste tiempo, los pocillos se
lavaron cinco veces con tampón PBST para eliminar los anticuerposno
adsorbidosa la placa.

A continuación,para tapizar las zonasdel pocillo en las que no se
hubieranadsorbidolos anticuerpos,se añadierona cadauno de ellos 200 gí de
gelatinaal 1% en tampónPBS. La placasemantuvo 30 minutos a 370C y los
pocillos se lavaron de nuevo con tampón PBST paraeliminar el excesode
gelatina. A continuación,se añadierona cadapocillo 100 gí del antígeno
correspondientey la placa se mantuvo en agitación duranteuna hora a
temperaturaambiente.Trasun nuevo lavado con PBST, se depositaronen
cadapocillo 100 gí del anticuerpocorrespondienteconjugadocon la biotina y
la placase mantuvoen agitaciónduranteuna hora a temperaturaambiente.
Despuésde otro lavado con PBST, se añadierona cadapocillo 100 gí del
conjugadode estreptavidina/peroxidasadisueltoen PBSTy la placase incubó
1 una hora en agitación a temperaturaambiente.Finalmente,tras lavar los
pocillos cinco vecescon aguadestiladapara eliminar los restosde conjugado
libre, se añadierona cada pocillo 150 gí de la solución del sustrato,
manteniendola placa en el agitador durante 30 minutos a temperatura
ambiente.El color verde, resultantede la degradacióndel sustratopor el
enzima,se cuantificómidiendola absorbanciade los pocillos a 405 nm en un
lectorespectrofotométricode placasde ELISA.

Los controlesrealizadosen cadaensayode ELISA sandwichfueron los
siguientes:

- Control del antígeno:anticuerpode captura+ gelatina+ anticuerpode
detección+ conjugado+ sustrato.

- Control del anticuerpode captura:gelatina+ antígeno+ anticuerpode
detección+ conjugado+ sustrato.
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- Control del anticuerpode detección:anticuerpode captura+ gelatina+

antígeno+ conjugado+ sustrato.

- Control del conjugado:gelatina+ conjugado+ sustrato.



CAPITULO IV

RESULTADOS



RESULTADOS 95

IV.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LAS

PROTEINAS MAYORITARIAS DE LA MEMBRANA EXTERNA

DE Ps. fluorescens.

El aislamientode las proteínasde la membranaexternade las cepasde
Ps. fluorescensAH-70, AR-il, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 se realizó de ][a
manera descritaen el apartado111.2.2.2 de esta memoria. Con el fin de
caracterizardichasproteínas,los cinco sobrenadantesliofilizados resultantes
de las sucesivasultracentrifugacionesde las proteínasde la membranaexterna
de la cepade Ps.fluorescensAH-70 se sometierona electroforesisen gelesde
poliacrilamidacon SDS. Los resultadosde la electroforesisse muestranen la
figura IV. 1. La línea 13 muestralas bandaselectroforéticascorrespondientesa
las proteínasde la pared celular de Ps. fluorescensAH-70 presentesen el
sobrenadantede la primeraultracentrifugación(sobrenadante1) y cuyospesos
molecularesaparentesestáncomprendidosentre7.500 y 74.000daltones.Las
líneasC, D y E (correspondientesa los sobrenadantes2, 3 y 4), indican que
las ultracentrifugacionessucesivaseliminan las proteínasde la membrana
citoplásmicay la mayor parte de las proteínasde la membranaexterna.
Finalmente, la última ultracentrifugaciónproporcionó un sobrenadante
(sobrenadante5) quesólo conteníadosproteínasmayoritariasde la membrana
externa de Ps. fluorescensAH-YO (líneas F y 1-1). Estas dos proteínasse
identificaroncomo F y 1-1, al compararsuspesosmolecularescon los descritos
por Yoshimuray col., (1983)paralas mismasproteínasde Ps. aeruginosa.La
línea A correspondeal electroferogramade proteínasestándarde pesos
molecularesconocidos.

El protocolo descrito para la extracciónde las proteínasF y H de Ps.
fluorescensAH-YO se repitió con el resto de las cepasseleccionadasde Ps.
fluorescensAR-Il, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19. Convieneseñalarque el
rendimientode cadaextracciónera muy pequeño,ya que de cada4 litros de
medio de cultivo inoculadocon la correspondientecepade Pseudomonasse
obteníanaproximadamente10 mg de proteína.Por ello, la extraccióntuvo
que repetirsevarias vecescon cadacepapara obteneruna concentraciónde
proteínasuficienteparalos ensayosposteriores.

La figura JV.2 muestrala electroforesisen gelesde poliacrilamidacon
SDS de los sobrenadantesliofilizados de la última ultracentrifugaciónde las
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proteínas de la membranaexterna de las 6 cepas de Ps. fluorescens
seleccionadas.En dichafigura se observaque las proteínasE y H se detectan
en las seis cepasde Ps.fluorescensanalizadas,lo que significaque puedenser
comunesa todaslas cepasde Ps.fluorescens.Los pesosmolecularesaparentes
de las proteínaspurificadasfueronde 17.532daltonesparala proteínaH y de
33.052daltonespara la E.

IV.2. PURwICACIoN Y CARACTERIZACION DE LA PROTEINA F
DE Ps. fluorescensAH-70.

Una vez aisladas y caracterizadaslas dos proteínas mayoritarias
(proteínasE y H) de la membranaexternade variascepasde Ps. fluorescens,
se procedióa la purificación de la proteínaE de Ps. fluorescensAH-YO por
cromatografíade filtración en gelesy a su caracterizaciónpor electroforesis
en gelesde poliacrilamidacon SDS.

IV.2. 1. CROMATOGRAFIA DE FILTRACION ENGELES

El sobrenadanteque conteníalas proteínasE y H de la membrana
externade Ps.fluorescensAH-YO (sobrenadante5) sepurificó en unacolumna
queconteníael gel de Sephacryl8-200.Los resultadosobtenidosse muestran
en la figura IV.3, en la que se observaun pico de absorciónmáximaa 280 nra
(A) seguidode otro de menortamaño(B). Las fraccionescorrespondientesa
cada pico, después de dialízarse, se liofilizaron y se sometieron a
electroforesisen gelesde poliacrilamidacon SDS, con el fin de comprobarsu
gradode purificación.

IV.2.2. ELECTROFORESISENGELES DE POLIACRILAMIDA CON SDS

Como se observaen la figura IV.4, los resultadosobtenidosmostraron
que la fracción cromatográficadel primer pico eluido conteníauna proteína
monomérica de un peso molecular aparente de 33.052 daltones,
correspondiendoal de la proteínaE de todas las cepasde Rs. fluorescens
analizadas.
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Figura IV.!. Electroforesisen geles de SDS-poliacrilamidade las proteínasde

membranade Ps. fiuoiúscens AH-YO (B). Las sucesivasfasesde

extraccióneliminan las proteinasde la membranacitoplásmicay casi

todas las (le la membranaexterna (C. D. E) permaneciendoel

peptidoglicanoasociadoalas proteínasE y 1-1. las cualesse solubilizaron

con LDS que conteníaLiCI 1 M (E. Las proteínasestándar(A fueron:

seroalbúminabovina (66 KDa). ovoalbúmina(45 KDa), gliceraldelildio

3-fosfato deshidrogenasa(36 KDa), anhidrasacarbónica<29 KDa>.

tripsinógeno(24 KDa). inhibidor de la tripsina de soja (20.1 KDa ‘~

alfa-lactoalbúmina(14.2 KDa).
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Figura IV2. Electroforesisen uclesde SDS-poliacrilamidade las proteínasE y H de la

membranaexternade las cepasde Ps. J/uorescensAH-YO (B), AR-l 1

(C), B-52 (D). DC-5 (E), DC-7 (E) y NT-19 (6). Proteínasestándar<A~

comoen la figura IV. 1.
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Fi~uru LV.4. Electroforesisen ~zelesde SDS-poliacrilarn¡dade la proteínaF de Rs.

fluo,escens AH-YO (BY purificada y separadade la proteína FI

porcromatografíade filtración en gel. Las proteínasestándar(A) fueron

como en la figura lvi.
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IV.3. ESTIMACION POR LA TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

DE LA CAPACIDAD DE LOS INMUNOSUEROS

ANTI-PROTEINA F (ANTI-PF) Y ANTI-PARED CELULAR

(ANTI-PC) DE RECONOCER DIVERSAS CEPAS DE Ps.
fluorescens

Para la obtención de los inmunosuerosse emplearondos lotes de 2
conejoscada uno. El primer lote se inmunizó con la proteína F de Ps.
fluorescensAH-70 y el segundocon células vivas de la misma cepa. No
obstante,antesde comenzarel protocolode inmunización,a los conejosse les
extrajounamuestrade sangrey el sueroobtenidoseanalizópor la técnicadel
ELISA indirecto frente a los extractosantigénicosde interés. Despuésde
comprobarque ningunode los conejospresentabareactividadinmunológica
frente a dichosextractosantigénicos,todos los animalesseconsideraronaptos
parala inmunización.

Durante el proceso de inmunización de los conejos se realizaron5
sangríasparcialesy una final, para comprobarsi los animalesproducían
anticuerposfrente a la proteínaF (anti-PF) y frente a las células vivas
(anti-PC) de Ps. fluorescensAH-70. De los resultadosobtenidos (no
mostrados)por la técnicade ELISA indirectoutilizadasededujo que:

1) En las sangríasparcialesefectuadasa los 21, 42 y 63 días de la
primera inoculación,no se detectabaunareaccióninmunológicasignificativa
de los inmunosuerosanti-PF y anti-PC con sus respectivosextractos
antigénicos.

2) En las sangríasrealizadasa los 84 y 105 días de la primera
inoculación, se apreció un incremento significativo de la respuesta
inmunológicade los conejosfrentea los extractosantigénicosde interésy por
ello, a los 112 días seefectuóla sangríafinal.

Los inmunosuerosanti-PF y anti-PC de Ps. fluorescensAH-YO,
procedentesde la sangríafinal, se purificaron parcialmentepor precipitación
con sulfato amónico y con una técnicade ELISA indirecto se estudió su
potencialparareconocerdiversascepasde Ps.fluorescens.Despuésde vados
ensayospreliminares,se establecieronlas condicionesóptimas de trabajo;
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fueronlas siguientes:

- Antígenos:cultivos puros de las cepasde Ps. fluorescensAH-YO,
AR-Il, B-52, DC-5, DG-Y y NT-19 en un tampón PBS estéril a las
concentraciónesde 108, ío~, 106 y ío~ ufc/ml, asícomo las mismasmuestras
sonicadas.

- Anticuerpos: los anti-PF y anti-PC de Ps. fluorescens AH-YO
parcialmentepurificados por precipitacióncon sulfato amónico y diluidos
1/2000(y/y) en tampónPBST.

- ConjuRado: uno comercial de anti-inmunoglobulinasde conejo
obtenidasdel cerdo y conjugadasal enzimaperoxidasade rábano (Dako),
diluido 1/1500(y/y) en tampónPBST.

IV.3.1. CAPACIDAD DE RECONOCIMIENTODE CEPASDE Rs.fluorescens
POREL INMUNOSUEROANTI-PROTEINA F (ANTI-PR

En las figuras IV.5 y IV.6 se reflejanlos resultadosobtenidosal estimar
el potencialdel inmunosueroanti-PFen el reconocimientode diversascepas
de Ps. fiuorescensmediantela técnicadel ELISA indirecto. La figura IV.5
muestralos valoresde absorbanciaa 405 nm de las cepasde Ps. fiuorescens
AH-YO, AR-lí, 13-52, DC-5, DC-7 y NT-19 en tampón PBS a las
concentracionesde 108, ío~, 106 y io~ ufc/ml; como puedeapreciarse,los
anticuerposanti-PFno reconocenprácticamentea ningunade las cepasde Ps.
fiuorescensanalizadas.

Paraaumentarla sensibilidaddel ensayo,las cepasde Ps. fluorescens
inoculadasen tampónPBS se usaronpor sonicación.La figura IV.6 muestra
que cuandolos anticuemosanti-PFse enfrentana las cepassonicadasde Ps.
fluorescens, los valores de absorbanciaa 405 nm son mayores que los
correspondientesa las células intactas. Estos resultadosindican que el
tratamientode las células con ultrasonidosdeterminaque sea mayor el
númerode epítoposespecíficosexpuestosa los anticuemosanti-PF.
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Estimación por un ELISA indirecto de la capacidadde los
anticuerposanti-PFde reconocerlas cepasdeRs.fluorescens
AH-YO (e ), AR-il ( u ), B-52 ( A ), DC-5 (o), DC-7 (o)
y NT-19 ( A ) en tampón PBS. Dilución del inmunosuero
1/2000.Dilución del conjugado1/1500.

4 5 6 7 8 9

Log. tiCe/ml
Figura IV.6. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidadde los

anticuerposanti-PFde reconocerlas cepasde ¡‘s. fluorescens
AH-70(e ),AR-11( u ),B-52( A),DC-5( o ),DC-7(O)
y NT-19 ( A ) en tampón PBS y sonicadas.El resto de los
parámetroscomoen la figura IV.5.
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IV.3.2. CAPACIDAD DE RECONOCIMIENTODE CEPASDE Ps. fluorescens

POREL INMUNOSUEROANTI-PARED CELULAR (ANTI-PC

’

Siguiendoun procedimientoanálogo al descrito para el inmunosuero
anti-PF, se estudió la capacidaddel inmunosueroanti-PC de reconocerlas
cepasde Rs. fiuorescensAH-YO, AR-lí, B-52, DC-5, DG-Y y NT-19 en
tampónPBS a las concentracionesde 108, io~, 106 y í0~ ufc¡ml; tambiénse
analizósu capacidadfrente a las mismascepassometidasa un tratamientode
sonicación.

En la figura IV.7 se observaque los anticuerposanti-PCreconocentodas
las cepasde Ps. fluorescensanalizadas.Además,los resultadosde la figura
IV.8 indicanque las célulassonicadasde Rs.fiuorescensson másfácilmente
reconocidaspor los anticuerposanti-PC que las que no se sometena este
tratamiento.

Del estudiode la capacidadde los inmunosuerosanti-PF y anti-PC de
reconocerdiversascepasde Ps. fiuorescensmedianteun ELISA indirecto, se
deduceque:

1) Los anticuerposanti-PFno reconocenprácticamentea ningunade las
cepasde Ps. fiuorescenscuandose inoculan a distintasconcentracionesen
tampónPBS.Sin embargo,cuandolas muestrassesometena sonicaciónsí las
reconocen.

2) Los anticuerposanti-PCreconocenla presenciade todaslas cepasde
Ps. fiuorescensinoculadasen las muestrasde tampónPBS; la sensibilidaddel
ensayoaumentasi las muestrassesometena sonicación.
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Figura IV.7. Estimación por un ELISA indirecto
anticuerposanti-PCde reconocerlas
AH-YO (e). AR-il (u). B-52 (A),
NT-19 ( A ) en tampónPBS. Dilución
Dilución del conjugado1/1500.
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IV.4. DETECCION POR METODOS INMUNOENZIMATICOS
(ELISA), DE Ps. fluoresceusY DE OTRAS BACTERIAS

PSICROTROFAS DE LA LECHE CRUDA REFRIGERADA

Los anticuerposanti-PFy anti-PCseutilizaron en las técnicasdel ELISA
indirecto y del ELISA sandwichparaestudiarsu capacidadde reconocimiento
de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofasde la leche cruda
refrigerada.

IV.4. 1. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

Antes de desarrollar un ELISA indirecto para la detección y

cuantificaciónde Ps. fluorescensy otrasbacteriaspsicrotrofasde la leche
cruda refrigerada,se procedió a comprobarsi medianteesta técnica, los
anticuemosantí-PEy anti-PC detectabanla presenciade Ps. fiuorescensen
muestras de leche UHT inoculadas experimentalmente con este
microorganismo.

Paraello se realizó un ELISA indirecto en el que como antígenosse
emplearonmuestrasde lecheUHT inoculadascon un cultivo puro de la cepa
de Rs.fluorescensAH-YO a las concentracionesde 108, lOY, 106, 10~, 104 y
103 ufc/mI. Comocontrol se utilizaronmuestrasdel mismo microorganismo
inoculadoen tampónPBSestéril.

En la figura IV» seobservaque los anticuemosanti-PFno reconocenla
presenciade Ps. fiuorescensAH-YO ni en las muestrasde leche, ni en las de
PBS analizadas.En cambio,los resultadosde la figura IV.10 indicanque los
anticuemosanti-PC reconocen la presenciade la cepa AH-YO de Ps.

fiuorescensa distintasconcentracionesen el tampónPBS, perono en la leche
UHT.

Paraaumentarla capacidadde reconocimientode Ps.fiuorescensAH-YO
de la lechepor los anticuemosanti-PF y anti-PC, muestrasde leche UHT
inoculadascomo quedadicho se sometierona un tratamientode sonicación.
Los resultadosobtenidos (que no hemos consideradonecesarioincluir),
demostraronque los anticuerposanti-PF y anti-PC no reconocíanla cepa
sonicadadePs.fiuorescensAH-YO enlas muestrasde lecheanalizadas.
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Con el fin de comprobarsi estafalta de capacidadde reconocimientode
Ps. fiuorescensAH-YO en las muestrasde lechepor parte de los anticuerpos
anti-PF y anti-PC se debíaa la presenciade caseínas,proteínasdel suero u
otros componentesde la lecheque,de algúnmodo, interferíanen la reacción
antígeno-anticuerpo,se realizaronnuevosensayosutilizando como antígenos
muestrasde suerode lechey caseínasinoculadascon distintasconcentraciones
de Ps.fiuorescensAH-YO. Los resultadosobtenidos(no mostrados)indicaron
que los anticuemosanti-PFy anti-PCtampocodetectabanla presenciade Ps.

fiuorescensen las muestrasdescritas.

Se pensóquequizá concentrandopreviamentelos microorganismosde la
leche mediantesu centrifugacióna 13.000x g durante10 mm y a 40C, se
podríafavorecerla deteccióndePs. fiuorescenspor los anticuerposanti-PFy
anti-PC. Sin embargo,se comprobóque los anticuerposanti-PE y anti-PC
tampocoreconocíanla cepa de Ps. fluorescensAH-YO de los sedimentos
analizados.

Los resultadosde las experienciasdescritasen esteapartado,permiten
concluir que la técnicade ELISA indirecto no es útil en la detecciónde Ps.

fiuorescensy de otras bacteriaspsicrotrofasde la leche,debido probablemente
a que los distintos componenteslácteos interfieren en la fijación de los
microorganismosa los pocillos de las placasde poliestireno.

IV.4.2. TECNICA DEL ELISA SANDWICH

Dadala ineficaciadel ELISA indirectoen la detecciónde Ps.fiuorescens

en la leche cruda refrigerada,se procedióal desarrolloy puestaa punto de
una técnicade ELISA sandwich.

En estatécnicase utilizaron comoanticuemosde capturalos anticuemos
anti-PFy anti-PC purificadospor precipitacióncon sulfato amónicoy como
anticuerposde detecciónlos mismosanticuerposconjugadosconla biotina. La
detección del complejo antígeno-anticuerpo/biotinase efectuó con un

conjugadocomercialde estreptavidinamarcadocon el enzimaperoxidasade
rábano.
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IV.4.2.1. Determinación de la concentración idónea de los
reactivosque intervienen en el ensayo

En primer lugar, se determinaronlas concentracionesidóneasde los
reactivosutilizadosen los ensayos.Experienciaspreliminaresindicaronque la
dilución idónea de los anticuerposde captura(1 mg de proteína/mi) y de
detección(1,15 mg de proteína/mí)era la de 1/1000. Asimismo se comprobó
que la dilución óptimadel conjugadode estreptavidina-peroxidasaera la de
1/3000.

Como antígenos,se emplearonmuestrasde lecheUHT inoculadascori
cultivos puros de las cepasde Ps. fiuorescensAH-YO. AR-l 1, 13-52, DC-5,
DC-? y NT-19 a las concentracionesde ío~, iO~, 106, í0~, íO~ y io~ ufc/ml y

como control, se utilizó unamuestrade leche UHT sin inocular. Tambiénse
emplearonestasmismasmuestrasdespuésde un tratamientode sonicacióny
de lisis enzimática,asícomomuestrasde lechecrudarefrigeradasometidasa
sonicación.

IV. 4.2.2. Anticuerpos anti-proteínaF (ant¡-PF)

En esteapartadose recogenlos resultadosobtenidoscuandose utilizan
los anticuerposanti-PFy la técnicadel ELISA sandwichen la deteccióndePs.

fiuorescensy de otrasbacteriaspsicrotrofasen la lechecrudarefrigerada.

En primer lugar, se comprobó la especificidad de los anticuerpos
anti-PFen el reconocimientode variascepasde Ps.fiuorescensen lecheUHT.
La figura IV. 11 muestralos valoresde absorbanciaa 405 nm obtenidospor la
técnicadel ELISA sandwich,al analizarmuestrasde leche UHT inoculadas
concultivos puros de las cepasdePs.fiuorescensAH-YO, AR-lí, 8-52, DC-5,
DC-Y y NT-19 a las concentracionesde l0~, 107, 106, ío~, ío~ y í0~ ufc/ml.
Comose observa,los anticuerposanti-PFreconocenmuy bien la presenciade
la cepaAH-YO en las muestrasde lecheanalizadas;los valoresde absorbancia
aumentanproporcionalmentecon la concentracióncelular en el intervalo
comprendidoentre 103 y 108 ufc/ml, con un límite de detecciónaproximado
paraestacepade ío~ ufc/ml. Sin embargo,la especificidadde los anticuemos
anti-PFparareconocerla presenciadel restode las cepasinoculadasse reduce
significativamentea nivelesde 106 ufc/ml.
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Con el objeto de aumentarla sensibilidaddel ensayo,se realizó otra
experienciaen la que la respuestade los anticuerposanti-PF frente a las
muestrasde leche UHT inoculadascon las cepasde Ps. fluorescens,se

cuantificó tras una sonicaciónde las muestrasde leche.En la figura IV. 12 se
apreciaque los valoresde absorbanciafrente a las muestrassonicadaseran
mayoresque los que se obteníanfrente a las célulasintactas.No obstante,la
especificidadde los anticuerposanti-PF para reconocerlas cepasde Ps.
fluorescensen las muestrasde lechesonicadasno mejoró sensiblemente,ya
que el límite de detecciónde la cepaAH-YO, asícomodel restode las cepasde
Ps. fiuorescensanalizadasse mantuvoen iO~ y 106 ufc/ml, respectivamente.
Asimismo, las muestrasde lecheUHT inoculadasconlas distintascepasde Ps.
fiuorescensse analizaronpor la técnicade ELISA sandwich,despuésde
someterlasa un tratamientoenzimáticocon lisozima.Los resultadosobtenidos
(no mostrados)indicaron que la lisis enzimáticafue menos eficaz que la

sonicaciónpara incrementarla sensibilidadde los anticuemosanti-PF en la
detecciónde las cepasde Ps.fiuorescensen las muestrasde lecheanalizadas.

Una vez comprobadala especificidadde los anticuemosanti-PF para
detectarla presenciade diversascepasde Ps. fiuorescensen las muestrasde
lecheUHT, se procedióa su utilización en la deteccióny cuantificaciónde la
flora psicrotrofade la leche cruda refrigerada.

La figura IV.13 representala evoluciónde los recuentosen placa de
bacteriaspsicrotrofasy de los valoresde absorbanciaa 405 nm obtenidospor
la técnica de ELISA sandwichen una muestrade leche cruda durantesu
almacenamientoen refrigeracióna 40C. Como se observa,la absorbancia
aumentacon los días de almacenamientode la leche en refrigeración y
muestraunaevoluciónparalelaal aumentode la cargabacteriana.A partir de
los 3 días de almacenamientoa 40C ya se detectanen la leche niveles de
bacteriaspsicrotrofaspróximos a 106 ufc/ml. Como se mencionabaen la
introducción,estaconcentraciónbacterianaen la lechecrudaes suficientepara
que la flora psicrotrofa comiencea producir enzimasexocelulares,que
originan posteriormentecambiosorganolépticosen las lechesconservadasy
en otros productoslácteos.Cuandola tasade bacteriasse situó por encimade
las 108 ufc/ml, se dió por finalizado el recuentodebido a que la leche cruda
manifestabasignosobjetivos de alteración.Por otra parte, la tasainicial de
bacteriaspsicrotrofasde la lechecrudano superólas i0~ ufc/ml.
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Figura IV.1I. Estimaciónpor un ELISA sandwichde la capacidadde los

anticuerposanti-PFde reconocerlas cepasde Ps. fluorescens

AH-YO (e ), AR-í 1 (u ), B-52 ( A ), DC-5 ( o ), DC-7 ( o ) y

NT-19 ( A ) en lecheUHT. Control de leche UHT sin inóculo

y ). Dilución 1/1000 de los anticuerposde captura y de

detección. Dilución 1/3000 del conjugado de

estreptavidina-peroxidasa.
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Figura 117.12. Estimación por un ELISA sandwichde la capacidadde los

anticuerposanti-PFde reconocerlas cepasde Rs. fluorescens

AH-YO (e ), AR-lí (u), B-52 (A), DC-5 (o ), OC-Y ( o ) y

NT-19 ( A ) en lecheUHT y sonicadas.Controlde lecheUHT sin

inóculo ( y >. Dilución 1/1000 de los anticuerpos de

captura y de detección.Dilución 1/3000 del conjugadode
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y de los valoresde absorbanciaa 405 nm obtenidospor la técnica

de ELISA sandwich(O ) en una muestrade lechecrudadurante

su almacenamientoen refrigeracióna 40C. Dilución 1/1000de

los anticuerposde captura y de detección(anti-PF). Dilución

1/30%del conjugadode estreptavidina-peroxidasa.
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Con el fin de determinarla especificidadde los anticuerposanti-PFen la
deteccióny cuantificaciónde los microorganismospsicrotrofosqueproliferan
en la leche durante su almacenamientoen refrigeración,se desarrollóun
ELISA sandwichque permitieseestablecerla relaciónentre los recuentos
bacterianosde las muestrasde leche cruda y la absorbanciaa 405 nm de
dichasmuestrassonicadas.Los resultadosobtenidossemuestranen la figura
IV.14. Cada punto de la gráfica representala media de los valores de
absorbanciaa 405 nm de seis experienciasdistintas realizadascon dos
muestrasdiferentesde lechecruda.De estosresultadosse deduceque con los
reactivosutilizados y la técnica de ELISA sandwichdescrita, es posible
cuantificar el contenido de bacteriaspsicrotrofasde la leche cruda, en el
intervalode í0~-ío~ufc/ml, mediantela ecuación:

Log. absorbancia405 nm = -2,3908+ 0,319Y log (13),

cuyo coeficientede regresiónfue de r2 = 0,90 y el coeficientede regresión
ajustadode Adj.r2 = 0,88 (p = 0,0003),siendo 13 el contenido de bacterias
psicrotrofaspor ml de leche.

Tambiénse comprobóla especificidadde los anticuerposanti-PE para
reconocerla presenciade diversasbacteriaspsicrotrofasen leche UHT. Los
microorganismosanalizadosfueron Ps. fiuorescensAH-YO, Ps. aeruginosa,

Ps. fragi, Flavobacterium sp., Achrornobacter sp, Acinetobacter sp.,
Alcaligenessp., Klebsiellasp.,y Enterobactersp. Los resultadosde la figura
IV.15 indicanque los anticuerposanti-PFreconocenúnicamentelas cepasde
Ps. fiuorescensAH-YO, Rs. aeruginosay Ps. fragi. La incapacidadde los
anticuerposanti-PF de reconoceral resto de las bacteriaspsicrotrofas
utilizadas sugiereque la proteínaE, aisladade Ps. fluorescensAH-YO, es
específicadel géneroPseudomonas.No obstante, los anticuemosanti-PF
permitencuantificar la flora psicrotrofade la leche cruda ya que.como se
indicaba en la introducción de esta memoria, la mayoría son bacterias
Gram-negativas,de las que alrededor del 90% pertenecenal género
Pseudomonas.
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y = -2,3908+ 0,3197x;

0,4

0,2

0,0

-0,2

-0,4

= 0,90; Adj.r2 = 0,88

(p = 0,0003)

Figura 117.14. Relaciónentrelos recuentosen placade bacteriaspsicrotrofasy los

valoresde absorbanciaa 405 nm obtenidospor la técnicadel

ELISA sandwich en muestrasde leche cruda mantenidasa

40C. Dilución 1/1000de los anticuerposde capturay de detección

(anti-PF). Dilución 1/3000 del conjugado de

estreptavidina-peroxidasa.Cadapunto de la gráficacorrespondea

la mediade los resultadosde seisexperienciasdistintasrealizadas

con dosmuestrasdiferentesdelechecruda.
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Figura 117.15. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidadde los

anticuerposanti-PF de reconocermuestrasde leche UHT

inoculadascon cultivos purosde Ps.fluorescensAH-70 ( e ), Rs.

aeruginosa (U ), Rs. fragi (A ), Flavobacterium sp. ( O ),
Achromobactersp. ( O ), Acinetobacter sp. ( A ), Alcaligenes

sp. ( m ), Klebsiellasp. ( e ) y Enterobactersp. ( O ). Control

de leche UHT sin inóculo ( y ). Dilución 1/1000 de los

anticuerposde captura y de detección.Dilución 1/3000 del

conjugadode estreptavidina-peroxidasa.

Nota: Los datosreferentesaAchromobactersp.,Acinetobactersp.,Alcaligenes

sp. y Klebsiella sp. se ocultan tras los de Flavobacterium sp.y

Enterobacter sp.,por lo que no se puedendiferenciaren la figura
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IV.4.2.2. Anticuerpos anti-pared celular (anti-PC)

Para establecerla especificidadde los anticuerposanti-PC en la
detecciónde Ps.fiuorescensy de otrasbacteriaspsicrotrofasde la lechecruda
refrigerada, se desarrolló un ELISA sandwich, siguiendo un protocolo
experimentalsimilar al descritoen el apartadoanterior.

En la figura IV.16 se muestranlos valoresde absorbanciaa 405 nm de
las muestrasde leche UHT inoculadascon seis cepasde Ps.fiuorescensa las
concentracionesde ¡08, ío~, 106, 10~, 104 y lO~ ufc/ml. Los anticuerpos
anti-PCreconocenla presenciade la cepaAH-YO en las muestrasde leche
analizadasdesde niveles de í0~ ufc/ml, mientras que su capacidadde
reconoceral resto de las cepassolo acaecea partir de las í0~ ufc/ml. La
sonicaciónde las muestrasde lecheinoculadascon las cepasde Ps.fiuorescens
(Fig. IV.lY) mejoró notablementela sensibilidaddel ensayo,ya queel límite
de detección conseguidofue de ío~ ufc/ml para todas las cepasde Ps.

fluorescensanalizadas.Los valoresde absorbanciaa 405 nm de las células
bacterianaslisadas enzimáticamente(resultadosno mostrados) fueron
inferiores a los obtenidos cuando se rompieron por sonicación. En
consecuencia,dadoque la sonicaciónproporcionabauna rupturacelular más
eficaz que la lisis enzimática, el último tratamiento se excluyó en la
preparaciónde las muestrasde experienciasposteriores.

Parala deteccióny cuantificaciónde la flora psicrotrofade la leche
cruda refrigeradatambién se emplearonlos anticuerposanti-PCen la técnica
del ELISA sandwich.La figura IV.18 muestrala relación lineal obtenidaal
representarlos valoresde los recuentosen placade las bacteriaspsicrotrofas
de la leche cruda,en función de los valoresde absorbanciaa 405 nm de las
muestrasde leche sonicadas.De los resultadosobtenidosse deduceque la
utilización de los anticuerposanti-PC en la técnica del ELISA sandwich
permitecuantificar la flora psicrotrofade la lechecruda, en el intervalo de
105-109ufc/ml, mediantela ecuación:

Log. absorbancia405 nm = 2,4105+ 0,3519 log (13),

que presentaun coeficiente de regresiónde r2 = 0,97 y un coeficientede
regresiónajustadode Adj.r2 = 0,96 (p = 0,0001),siendo(13) el contenidode
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bacteriaspsicrotrofaspor ml de leche.

Tambiénse determinóla especificidadde los anticuerposanti-PCpara
reconocerotrasbacteriaspsicrotrofas.Los resultadosobtenidos(Ng. IV.19)
indicaronque los anticuerposanti-PC reconocen,ademásde las cepasdel
géneroPseudomonas(Ps. fiuorescensAH-YO, Ps. aeruginosay Ps. fragi).

otrasbacteriaspsicrotrofas;sin embargo,la especificidadde los anticuerpos
anti-PCno eshomogéneaen todoslos casos.
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Figura 117.16. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidadde los

anticuerposanti-PC de reconocerlas cepasde Rs. fluorescens

AH-70 (e ), AR-1 1(U), B-52 (A), DC-5 (O), DC-7 (O) y

NT-19 (A) en lecheUHT. Controlde lecheUHT sin inóculo (y).

Dilución 1/1000 de los anticuerposde capturay de detección.

Dilución 1/3000del conjugadodeestreptavidina-peroxidasa.
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Figura 117.17. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidadde los

anticuerposanti-PCde reconocerlas cepasde Ps. fluorescens

AH-YO (@),AR-11 (U), B-52 (A), DC-5 (O ), DC-7 (O) y

NT-19 (A) en leche UHT y sonicadas.Control de lecheUHT sin

inóculo (y). Dilución 1/1000de los anticuerposdecapturay de

detección. Dilución 1/3000 del conjugado de

estreptavidina-peroxidasa
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y = -2,4105+ 0,3519 x;

0,6

= 0,97; Adj.r2 = 0,96
(p = 0,0001)

Figura 117.18. Relaciónentrelos recuentosen placade bacteriaspsicrotrofasy los

valoresde absorbanciaa405 nm obtenidospor la técnicadel ELISA

sandwich en muestras de leche cruda mantenidas a

40C. Dilución 1/1000de los anticuerposde capturay dedetección

(anti-PC). Dilución 1/3000 del conjugado de

estreptavidina-peroxidasa.Cadapuntode la gráficacorrespondeala

mediade los resultadosde seis experienciasdistintas realizadas

con dosmuestrasdiferentesde lechecruda.
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Figura 117.19. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidadde los

anticuerposanti-PC de reconocermuestrasde leche UHT

inoculadascon cultivos purosde Ps.fluorescensAH-YO (e ), Ps.

aerug¡nosa(U), Ps. fragi ( A), Flavobacterium sp. (O),

Achromobactersp. ( o ), Acinetobacter sp. ( t ), Alcaligenes

sp. ( E ), Klebsieila sp. ( O ) y Enterobactersp. ( e ). Control

de lecheUHT sin inóculo ( y). Dilución 1/1000de los anticuerpos

de captura y de detección.Dilución 1/3000 del conjugadode

estreptavidina-peroxidasa.
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IV.5. DETECCION POR METODOS INMUNOENZIMATICOS
(ELISA), DE Ps. fluoresceusY DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS DE LA CARNE CRUDA REFRIGERADA

En las experienciascon el ELISA indirecto y con el sandwich,seguidas
para la detecciónde Ps. fiuorescensy de otras bacteriaspsicrotrofas de la
carne cruda refrigerada,se emplearonlos anticuerposanti-PF y anti-PC; se
siguió un procedimientosimilar al descrito para las muestrasde leche.
Brevemente,los objetivos a desarrollarson los siguientes:

(A) Determinarla especificidadde los inmunosuerosanti-PFy anti-PC
para reconocerla presenciade diversascepasde Ps. fiuorescensen muestras
de carneestéril inoculadasexperimentalmente.

(B) Comprobarsi la sonicaciónde las muestrasaumentala capacidadde
los anticuerposanti-PF y anti-PC de reconocerlas distintascepasde Ps.

fiuorescens.

(C) Estudiarsi los anticuerposanti-PFy anti-PCpuedenemplearsepara
cuantificarla presenciade bacteriaspsicrotrofasen muestrasde carne crnda
mantenidasen refrigeración.

IV.5.í. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO UTILIZANDO EL SISTEMA DE

AMPLIIFICACION BIOTINA-AVIDINA

En estatécnica, los anticuerposanti-PFy anti-PCse conjugaroncon la
biotina y la detecciónde los anticuerposbiotínizadosunidosa susantígenos
específicosserealizóempleandoun conjugadodeestreptavidina-peroxidasa.

ív.s.í.í. Determinación de la concentración idónea de los
reactivos que intervienen en el ensayo

Las concentracionesóptimasde los reactivosutilizadosen los ensayosse
determinarontras variasexperienciaspreliminares,siguiendola metodología
descritaen el apartado111.2.6.3.1.2.Los resultadosobtenidosindicaronque la
dilución másapropiadade los anticuerposanti-PFy anti-PCbiotinizadosera
la de 1/500,mientrasque la del conjugadode estreptavidina-peroxidasafue la
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de 1/1500.

Como antígenos,se utilizaron muestrasde carne cruda estéril que se
inocularoncon cultivos puros de las cepasde Ps. fiuorescensAH-YO, DC-5,
DC-? y NT-19 a las concentracionesde 108, 107, 106. io~ y io~ ufc/cm2,y

como control se utilizó carnecrudaestéril sin inocular. Tambiénseutilizaron
estasmuestras,asícomo las de carnecruda refrigerada,despuésde sometidas
a un tratamientode sonicación

IV.5.1.2. Anticuerpos anti-proteínaF (anti-PF)

La figura IV.20 muestralos valores de absorbanciaa 405 nm de las
muestrasde carnecruda estéril inoculadascon las cepasde Ps. J7uorescens

citadas.Utilizando los reactivosdescritosy la técnicadel ELISA indirecto,los
anticuemosanti-PF reconocenla presenciade las cuatro cepas de Rs.

fiuorescensanalizadascon unaespecificidadparecida.Tambiénse observaun
aumentode la absorbanciaproporcionala la concentraciónde bacterias,en el
intervalocomprendidoentre í0~ y 108 ufc/cm2, con un límite de detección
aproximadode l0~ ufc/cm2.

Con el fin de aumentarla sensibilidaddel ensayo,las muestrasde carne
estéril inoculadasconlas cepasdePs.fiuorescensse analizarondespuésde su
sonicación(Fig. IV.21). De los resultadosobtenidosse desprendeque los
anticuerposanti-PF reconocenmejor las cepasde Rs. fluorescensen las
muestrassonicadas,que en las que no lo fueron.No obstante,la sonicaciónno
logró mejorar el límite de detección conseguidocon las muestrasno
sonicadas.

Posteriormentese estudió la capacidadde reconocimientode los
anticuerposanti-PF en la detección y cuantificación de las bacterias
psicrotrofas de la carne cruda refrigerada.Los resultadosobtenidosse
muestranen la figura IV.22, dondese observala relación existenteentrelos
recuentos de bacteriaspsicrotrofas por cm2 de carne cruda (13) y la
absorbanciaa 405 nm de las muestrasde carne sonicadas.Cadapunto de la
gráfica representala media de los resultadosde seis experienciasdistintas
realizadascon cuatromuestrasdiferentesde carnecruda. De estosresultados
se deduceque con los reactivosdescritosy la técnica del ELISA indirecto
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desarrollada,esposiblecuantificar la tasade bacteriaspsicrotrofasde la carne

cruda refrigerada, en el intervalo comprendido entre í0~ y í0~ ufc/cm2,
mediantela ecuación:

Log. absorbancia= -l,40Y3 + 0,1955log (8),

que presentóun coeficientede regresiónde r2 = 0,89 y un coeficientede
regresiónajustadode Adj.r2 = 0,88 (p = 0,0001),siendo(B) el contenidode
bacteriaspsicrotrofaspor cm2 de carne.
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Log. tiCe/cm2

Figura 117.20. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidadde los

anticuerposanti-PF biotinizadosde reconocerlas cepasde Ps.

fluorescensAH-70 (e ), DC-5 ( O ), DC-7 ( O ) y NT-19 ( U )

en carnecrudaestéril. Controlde carneestéril sin inóculo (y ).

Dilución 1/500del inmunosuero.Dilución 1/1500 del conjugadode

estreptavidina-peroxidasa.
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Figura 117.21. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidadde los

anticuerposanti-PF biotinizadosde reconocerlas cepasde Ps.
fluorescensAH-YO (@ ), DC-5 (O ), DC-7 ( O) y NT-19 (U ) en

carnecrudaestérily sonicadas.Control decarneestérilsin inóculo

y ). Dilución 1/500 del inmunosuero.Dilución 1/1500 del

conjugadodeestreptavidina-peroxidasa.
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y = -1,4073±0,1955x;

0,4

0,2

0,0

-0,2

-0,4

= 0,89; Adj.r2 = 0,88

(p 0,0001)

Figura 117.22. Relaciónentrelos recuentosen placade bacteriaspsicrotrofasy los

valoresde absorbanciaa 405 nm obtenidospor la técnicadel ELISA

indirecto en muestras de carne cruda mantenidas a

40C. Dilución 1/500 de los anticuerposbiotinizadosanti-PF.

Dilución 1/1500del conjugadode estreptavidina-peroxidasa.Cada

puntode la gráficacorrespondeala mediade los resultadosde seis

experienciasdistintasrealizadascon cuatromuestrasdiferentesde

carnerefrigerada.
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IV.5.1.2. Anticuerpos anti-pared celular (anti-PC)

Los resultadosdel ELISA indirecto de la figura IV.23 indican que los
anticuerpos anti-PC también reconocen,prácticamentecon la misma
especificidad,las cuatrocepasde Ps. fiuorescensanalizadas.El límite de
detecciónde todasellas fue de 105 ufc/cm2. Asimismo, la figura IV.24
muestralos valoresde absorbanciaobtenidosa 405 nm con las muestrasde
carne cruda estéril inoculadas con las cuatro cepasde Ps. f/uorescensy

sometidasa sonicación.De los resultadosobtenidosse deduceque la
sonicaciónmejorala capacidadde los anticuerposanti-PC de reconocerla
presenciade dichascepasen las muestrasde carneanalizadas.

La técnicadel ELISA indirecto tambiénse utilizó para determinarla
utilidad de los anticuemosanti-PCen la deteccióny cuantificaciónde la tasa
de bacteriaspsicrotrofasde los filetes de carnecruda refrigeradosa 40C (Fig.
IV•25). La ecuaciónque relacionalos recuentosde bacteriaspsicrotrofaspor
cm2 de carnecruda (B) y la absorbanciaa 405 nni de las muestrassonicadas,
en el intervalode í0~-ío9 ufc/cm2,es la siguiente:

Log. absorbancia= -1,3782+ 0,19Y4 log (B),

con un coeficiente de regresiónde r2 = 0,93 y un coeficientede regresión
ajustado(Adj.r2) de 0,93 (p = 0,0001).
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Log. ¡ile/cm2

Figura 117.23. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidadde los

anticuerposanti-PC biotinizadosde reconocerlas cepasde Ps.

fluorescensAH-70 (e ), DC-5 (O ), DC-7 (O ) y NT-19 ( U ) en

carnecruda estéril. Control de carneestéril sin inóculo ( y

Dilución 1/506 deI inmunosuero.Dilución 1/1500del conjugadode

estreptavidina-peroxidasa.
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Figura 117.24. Estimación por un ELISA indirecto de la capacidadde los

anticuerposanti-PC biotinizadosde reconocerlas cepasde Ps.

J7uorescens AH-YO (e ), DC-5 (o ), DC-7 ( O ) y NT-19 ( U ) en

carnecrudaestérily sonicadas.Controlde carneestéril sin inóculo

( y ). Dilución 1/500 del inmunosuero.Dilución 1/1500 del

conjugadode estreptavidina-peroxidasa.
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y = -1,3782+ 0,1974x;

0,4

0,2

0,0

-0,2

-0,4

= 0,93; Adj.r2 = 0,93

(p = 0,0001)

9

Figura 117.25. Relaciónentrelos recuentosen placade bacteriaspsicrotrofasy los

valoresde absorbanciaa405 nm obtenidospor la técnicadel ELISA

indirecto en muestras de carne cruda mantenidas a 40C.

Dilución 1/500 de los anticuerposbiotinizadosanti-PC. Dilución

1/1500del conjugadode estreptavidina-peroxidasa.Cadapuntode la

gráficacorrespondea la mediade los resultadosde seisexperiencias

distintasrealizadascon cuatromuestrasdiferentesde carnerefrigerada.
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IV.5.2. TECNICA DEL ELISA SANDWICH

Parala deteccióny cuantificaciónde Ps.fiuorescensy de otrasbacterias
psicrotrofas de la carne cruda refrigerada,también se desarrollóun ELISA
sandwich.

IV.5.2.1. Determinación de la concentración idónea de los
reactivos que intervienen en el ensayo

Tras realizaralgunasexperienciasprevias,se comprobóque la dilución
óptimade los anticuerposde capturay de detecciónera la de 1/1000y la de
1/250, respectivamente.Asimismo, la dilución óptima del conjugado se
establecióen 1/3000.

Los antígenosempleadosen el ensayofueron 1) las muestrasde carne
cruda estéril inoculadascon distintasconcentracionesde varias cepasde Ps.

fiuorescens;2) las mismasmuestrassonicadasy 3) las muestrassonicadasde
carnecomercial refrigerada.

IV.5.2.2. Anticuerpos anti-proteína E (anti-PF)

En la figura IV•26 se muestranlos valores de absorbanciaa 405 nm
obtenidospor la técnicade ELISA sandwichal analizarlas muestrasde carne
estéril inoculadascon cultivos puros de las cepasde Rs. fiuorescensAH-YO,
DC-5, DC-Y y NT-19 a las concentracionesde 108, 107, 106, 105 y ío~
ufc/cm2. Como puedeaprecíarse,los anticuerposanti-PFdetectanla presencia
de las cuatrocepasde Rs.fiuorescensestudiadasconunasensibilidadsimilar,
siendosu límite de detecciónde í0~ ufc/cm2.

En la figura IV.2Y se observaque cuandose enfrentanlos anticuerpos
anti-PF a las distintas cepassonicadasde Ps. fluorescens,los valores de
absorbanciaa 405 nm sonmayoresque los que se obtienenfrentea las células
intactas.No obstante,el límite de detecciónpara todas las cepasde Ps.

fiuorescensanalizadassemantieneen 105 ufc/cm2.

Finalmente, la figura IV.28 muestra la relación existenteentre los
recuentosen placade las bacteriaspsicrotrofasde las muestrasde carnecruda
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refrigeradasa 40C y los valores de absorbanciaa 405 nm obtenidoscon el
ensayodel ELISA sandwichen las muestrassonicadas.Estos dos parámetros
serelacionanen el intervalode l0~-lO~ ufc/cm2mediantela ecuación:

Log. absorbancia= -1,6992+ 0,2508log (13),

quepresentóun coeficientede regresiónde r2 = 0,91 y un coeficientede regresión
ajustadode Adj.r2 = 0,90 (p = 0,0001),siendo (13) el contenido de bacterias
psicrotrofaspor cm2 de carne.Cadapunto de la gráfica correspondea la mediade
los resultadosde seis experienciasdistintas realizadascon cuatro muestras
diferentesde carnecruda refrigerada.
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Figura 117.26. Estimación por un ELISA sandwichde la capacidadde los

anticuerposanti-PFde reconocerlas cepasde Ps. fluorescens

AH-YO (@ ), DC-5 ( O ), DC-Y ( o ) y NT-19 ( U ) en carne

crudaestéril. Control de carneestéril sin inóculo ( y ). Dilución
1/1000de los anticuerposdecapturay 1/250de los anticuerposde
detección. Dilución 1/3000 del conjugado de

estreptavidina-peroxidasa.
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Figura 117.27. Estimación por un ELISA sandwichde la capacidadde los

anticuerposanti-PF de reconocerlas cepasde Ps. fluorescens

AH-YO ( e ), DC-5 ( o ), DC-Y ( o ) y NT-19 (1 U ) en carne

crudaestérily sonicadas.Control de carneestérilsin inóculo ( Y).

Dilución 1/1000 de los anticuerposde capturay 1/250 de los
anticuerposde detección.Dilución 1/3000 del conjugadode
estreptavidina-peroxidasa.
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y = -1,6992±0.2508x;

0,6

0,4

0,2

0,0

-0,2

-0,4

= 0,91; Adj.r2 = 0,90

(p = 0,0001)

Figura 117.28. Relaciónentrelos recuentosen placade bacteriaspsicrotrofasy los
valoresde absorbanciaa 405 nm obtenidospor la técnicadel

ELISA sandwichen las muestrasde carnecrudamantenidasa 40C.

Dilución 1/1000 de los anticuerposde capturay 1/250 de los

anticuerposde detecciónanti-PF.Dilución 1/3000del conjugado

de estreptavidina-peroxidasa.Cadapuntode lagráficacorresponde

a la media de los resultadosde seis experienciasdistintas

realizadasconcuatromuestrasdiferentesdecarnerefrigerada.
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IV.5.2.3. Anticuerpos anti-paredcelular (anti-PC)

Los resultadosdel ELISA sandwichde la figura IV.29 indican que los
anticuerposanti-PC también reconocencon la misma especificidad la
presenciade las cuatrocepasde Ps. fiuorescensanalizadas,con un límite de
detección de io~ ufc/cm2. La figura IV.30 muestra los valores de la
absorbanciaa 405 nm de las muestrasde carnecrudaestéril inoculadascon las
cuatrocepasde Ps.fiuorescensy sometidasa sonicación.Se observaque la
sonicaciónmejora la capacidadde los anticuerposanti-PC de reconocerla
presenciade dichascepasen las muestrasdecarneanalizadas.

Por último, la figura IV.31 refleja la relación existenteentre los
recuentosen placade las bacteriaspsicrotrofasde las muestrasde carnecruda
refrigeraday los valoresde absorbanciaa 405 nm de las muestrassonicadas
cuandose empleanlos anticuemosanti-PCy la técnicadel ELISA sandwich.
A partir de los resultadosobtenidosseha establecidola siguienteecuaciónque

permite cuantificar la tasa de bacteriaspsicrotrofas de la carne cruda
refrigerada,en el intervalode ío~-ío~ ufc/cm2:

Log. absorbancia= -1,5066+ 0,2297log (B),

cuyos coeficientesde regresión(r2) y de regresiónajustado(Adj.r2) son de
0,92 (p = 0,0001),donde(B) esel contenidode bacteriaspsicrotrofaspor cm2
de carnecruda.

Comose hizo con la leche, la especificidadde los anticuerposanti-PFy
anti-PC para reconocer la presencia de diversasbacteriaspsicrotrofas de la
carne se determinótambién por técnicas inmunoenzimáticas(ELISA). Los
resultadosde las experienciasrealizadas(no mostrados),tanto del ELISA
indirecto como del ELISA sandwich, fueron básicamentesimilares a los
obtenidosen la leche,permitiendodeducirque: 1) Los anticuerposanti-PF
reconocenúnicamentelas cepas de Pseudomonas(Ps. fluorescens, Ps.

aeruginosay Ps.fragi); 2) Los anticuerposanti-PCreconocen,ademásde las
cepasdel género Pseudomonas,otras bacterias psicrotrofas,aunque su
especificidadno eshomogéneaen todoslos casos•
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Log. tiCe/cm2

Figura 117.2 9. Estimación por un ELISA sandwich de la capacidadde los

anticuerposanti-PC de reconocerpara detectarlas cepasde Ps.

fluorescensAH-70 ( e ), DC-5 ( o ), DC-7 ( O ) y NT-19 ( u ) en

carnecrudaestéril.Controlde carneestérilsin inóculo ( y). Dilución

1/1000de los anticuerposde capturay 1/250 de los anticuerposde

detección. Dilución 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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Figura !17•30. Estimaciónpor un ELISA sandwichde la capacidadde los
anticuerpos anti-PC de reconocer las cepas de Ps.

fluorescensAH-YO ( e ), DC-5 ( O ). DC-7 ( o ) y NT-19 ( U )

en carne crudaestéril y sonicadas.Control de carne estéril sin
inóculo ( y ). Dilución 1/1000 de los anticuerposde capturay
1/250 de los anticuerposde detección. Dilución 1/3000 del
conjugadode estreptavidina-peroxidasa.
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y = -1,5066+ 0,2297x;

0,6

= 0,92; Adj.r2 = 0,92

(p = 0,0001)

Figura ¡17.3]. Relaciónentrelos recuentosen placade bacteriaspsicrotrofasy los

valoresde absorbanciaa 405 nm obtenidospor la técnicadel ELISA

sandwichen muestrasde carnecrudamantenidasa40C. Dilución

1/1000de los anticuerposde capturay 1/250de los anticuerposde

detección anti-PC. Dilución 1/3000 del conjugado de

estreptavidina-peroxidasa.Cadapuntode la gráficacorrespondea la
mediade los resultadosde seisexperienciasdiferentesrealizadas
paracuatromuestrasde carneindependientes.
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VA. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION

PARCIAL DE LA PROTEíNA F DE LA MEMBRANA EXTERNA

DE Ps. fluorescens

Como se ha señaladoen la exposicióndel problemaa investigar, el
objetivode estetrabajoconsistíaen la detecciónde Ps. fiuorescensy de otras
bacteriaspsicrotrofasen la leche cruda y en la carne fresca refrigeradas,
utilizando métodosinmunoenzimáticos(ELISA). Paraello, se obtuvieron en
conejosinmunosuerosfrente a la proteínaF de la membranaexternade Ps.

fiuorescensAH-YO y frentea célulasvivas de la mismacepa.

La mayoría de los trabajos publicados sobre la identificación y
caracterizaciónde las proteínasde la membranaexternade las bacteriasse han
realizadocon microorganismosde la familia Enterobacteriaceae,siendomás

escasaslas referenciasbibliográficasacercade la caracterizaciónde las
proteínasde la membranaexternade las pseudomonas.Miura y Mizushima
(1968) fueron los primerosinvestigadoresque estudiaronla posibilidad de
separarlas proteínasde la membranaexternade E. coli utilizando las técnicas
de centrifugaciónen un gradientede densidadde sacarosa.Más tarde,Osborn
y col., (1913), modificaron la técnica para separarlas proteínas de la
membranaexternade S. typhimuriurn. Estastécnicasse basanen la diferente
solubilidadde las proteínasde la membranaen detergentes,como e[ tritón
X-100, el dodecil-sulfato,etc, y sirven para determinarlas características‘y
comportamientoantigénico de las proteínasde la membranaexterna de
muchosmicroorganismos.

Mizuno y Kageyama(19Y8) sometierona electroforesisen geles de
poliacrilamidacon dodecil sulfato sódico las preparacionesde la membrana
externade varias cepas de Ps. aeruginosa y observaron cinco bandas

polipeptídicasmayoritariasy similaresen todaslas cepasanalizadas,con unos
pesosmolecularesaparentesde 50.000, 45.000, 33.000, 21.000 y 8.000
daltones.Estosresultadoshan sido confirmadospor otros investigadores.Una
de estasproteínasde membrana,la proteínaF, se encuentraen la superficie
celular y muestrareceptoresantigénicosespecíficosque son comunesa las
diferentescepasde Rs.aeruginosaanalizadas,lo cual facilita su accesibilidady

reactividadantigénica.



DIScUSION 144

La proteínaE esuna pomaqueposeela propiedadde formar poros que
atraviesanla región hidrofóbicade la membranaexternabacteriana(Nakae,
1976; Rancock y col., 1979; Benz y Hancock, 1981). Debido a esta
característica,la proteína F desempeñaun papel fundamentalen la
permeabilidadde la membranaexterna,facilitandoel pasoal interior de la
célula de sustanciashidrofílicas en función de su tamañomolecular.Estudios
realizadosa partir de liposomasreconstituidoscon porinaspurificadasde Ps.

aeruginosahansugeridoque, si bien la proteínaF de estabacteriaescapazde
formar canales de difusión mucho más amplios que las porinas de las
enterobacterias(Hancocky Nikaido, 1918; Hancocky col., 1919), únicamente
el 1% de las moléculas de proteínaF son funcionalmenteactivas en la
formación de poros, lo cual explicaría la resistencia intrínseca de Ps.

aeruginosa a los antibióticos (Angus y col., 1982). Esto, unido a la

comprobaciónde que la proteínaE estáantigénicamenterelacionadaen todas
las cepasde Ps. aeruginosaestudiadas(Muthariay Hancock, 1983; 1985),ha
potenciadola utilización de la proteínaF en forma de vacunas,al ser un
agente inmunoterapéuticoeficaz e inócuo frente a diversas infecciones
causadaspor estabacteria(Gilleland y col., 1984; 1988).

Comosabemos,la mayorpartede los microorganismosqueconstituyen
la flora psicrotrofade los alimentos pertenecenal géneroEseudornonas,

siendoPs.fiuorescenssu especiemásfrecuente.Teniendoestoen cuenta,seha
procedidoal aislamiento,purificación y caracterizaciónparcial de la proteína

E de Ps.fiuorescensAH-YO.

Son numerosaslas técnicasdescritaspara la extraccióne identificación
de las proteínasde membranade las bacteriasGram-negativas(Hancock y
Nikaido, 1978; Mízuno y Kageyama,1918, 1979; Hancocky Carey,1979). En
estetrabajo se ha utilizado la metodologíaempleadapor Yoshimura y col.,
(1983) en el aislamientoy purificación de la porina F de Ps. aeruginosa.La
técnica se basa, esencialmente,en romper las células por sonicación y

recuperar las proteínas de la membrana externa mediante sucesivas
ultracentrifugaciones,utilizando dodecil-sulfato de litio (LDS) como

detergentebasepara la solubilizaciónde las proteínasdurantesu extracción.
Teniendoen cuenta que las intensas interaccioneshidrofóbicas que se
producenentre los componentesde la membranaexternade las bacterias
Gram-negativas,juegan un papel fundamentalen el mantenimientode su
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integridad estructural, el empleo de detergentes jónicos a base de

dodecil-sulfato es muy útil para solubilizar las proteinas y prevenir la
reagregaciónde los componentesdisociados(Seikizaray Eukui, 19Y3; Thomas
y McNamee,1990).

Siguiendopuesel protocolode extracciónde Yoshimuray col., (1983),
hemosobtenidocinco sobrenadantesque se han sometidoa electroforesisen
gelesde poliacrilamidacon SDS. Los resultadosde la electroforesis(Fig.
IV. 1) reflejan que las sucesivasultracentrifugacionesefectuadaseliminan las
proteínasde la membranacitoplásmicay la mayor partede las proteínasde la
membranaexterna (líneas B. C. D y E). La última ultracentrifugación
proporcionó un sobrenadanteque contenía,esencialmente,dos proteínas
mayoritariasde la membranaexternade Ps.fiuorescensAH-YO (líneasE y 1-1).
Estasdos proteínasse identificaron como E y H al compararsus pesos

molecularescon los descritospor otros investigadorespara las mismas
proteínasde Ps. aeruginosa(Mizuno y Kageyama,1918; Yoshimuray col,
1983).

Convienerecordarque,debido a las fuertes interaccionesno covalentes
de las proteínasF y H con el peptidoglicanode la pared celular, ambas
proteínaspermanecenasociadasa estecomponentede la región periplásmica
durantesu extracción(Mizuno y Kageyama,1979; Yoshimura y col, 1983).
Por ello, las dos proteínasse recuperarondespuésde solubilizar la membrana
externaen LDS con cloruro de litio, compuestoque reducela intensidadde
los enlaceshidrofóbicos aumentandola solubilidadde las proteínasen la fase

acuosa.

El protocoloutilizado para el aislamientode las proteínasmayoritarias
de la membranaexternade Ps.fiuorescensAH-YO se repitió con otras cepas
seleccionadas(Ps. fluorescensAR-lí, B-52, DC-5 , DC-? y NT-19),
comprobándose(Fig. IV.2) que las proteínasE y 1-1 eran comunesen las seis
cepasde Ps. fiuorescens estudiadas.De acuerdocon estos resultados,las
proteínasE y 1-1 podríanser comunesa todas las cepasde Ps. fluorescens

conocidas.Además, los pesosmolecularesde las proteínasF y FI fueron
respectivamentede 33.052 y 17.532 daltones,encontrándose,por lo tanto,
dentrodel rango de pesosmolecularesdescritospor diversos investigadores
para estas proteínas de Ps. aeruginosa (Mizuno y Kageyama, 1918;
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Yoshimuray col., 1983; Gilleland y col, 1984; 1988).

Algunos investigadoreshan señaladocierta similitud estructural y

funcionalentrelas proteínasE y H de la membranaexternade Ps. aeruginosa

y algunas proteínas de la membrana externa de otras bacterias
Gram-negativas,como E. coli. (Mizuno y Kageyama,1979). No obstante,
Labadie y Desnier (1992), utilizando anticuerpospoliclonales frente a la
proteínaE de Ps.fragi y técnicasde “irnrnunoblotting”, comprobaronla falta
de reactividadde dichosanticuerposfrentea bacteriasGram-negativascomo
E. coli y otros microorganismosGram-positivos.Esta observaciónles llevó a
sugerir que la proteínaF era específicadel géneroPseudomonas.Los
resultados de este trabajo han demostrado que la proteína E está
antigénicamenterelacionadaen todaslas cepasde Ps.fiuorescensanalizadas.

Una vez aisladase identificadaslas proteínasE y H de la membrana
externa,comunesa todaslas cepasde Ps.fiuorescensanalizadas,seprocedióa
la purificación de la proteínaE de Ps. fiuorescensAH-YO por cromatografía
de filtración en gel de SephacrylS-200en presenciade SDS. La metodología
empleadafue semejantea la descrita por Yoshimura y col., (1983) en la
purificación de la proteína E de Ps. aeruginosa. Los resultadosde la
cromatografíaproporcionaronun pico de absorciónmáxima a 280 nm,
seguidode otro de menortamaño(Hg. IV.3). Porelectroforesisen gelesde
poliacrilamida con SDS se determinóque la fracción cromatográficadel
primer pico eluido conteníauna proteínamonoméricacorrespondientea la
proteínaE, común a todaslas cepasde Ps. fluorescensanalizadas(figura
IV.4). Comoya seha señalado,el pesomolecularaparentede la proteínaE de
Ps. fluorescensfue de 33.052 daltones,similar al obtenido por diversos
investigadoresparala proteínaE de Ps. aeruginosa(Hancocky Nikaido, 1918;
l-lancock y Carey,1919; Mizuno y Kageyama,1919; Yoshimuray col, 1983;
Gilleland y col, 1984; 1988)

Los resultados,tanto de la elución cromatográfica(figura IV.3) como de
la migraciónelectroforéticade la proteínaE de Ps. fiuorescensAH-YO (figura

IV.4), coincidencon los obtenidosen el aislamientode la proteínaE de Ps.

aeruginosapor Yoshimuray col., (1983).
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V.2. OBTENCION DE INMUNOSUEROS

Como ya seha señaladoen la Introducciónde estamemoria,de todoslos’
métodos disponibles para detectar y cuantificar rápidamente los
microorganismosde los alimentos,los inmunológicospresentanmúltiples
ventajasdebidoa su elevadasensibilidad,especificidad,rapidezy bajo coste.

Puestoque la mayorpartede los microorganismosque constituyenla
flora psicrotrofade los alimentospertenecenal géneroPseudornonasy dado
que Ps.fluorescenses su especiemás frecuente,se pensóque quizá los
anticuerpospoliclonalesobtenidosfrente a la proteínaE (anti-proteínaE o
anti-PF) y frente a las célulasvivas (anti-paredcelular o anti-PC) de Ps.

fiuorescensAH-YO fueran útiles para evaluarla calidadmicrobiológicade la
lechey de la carnecrudarefrigeradas.

Son numerososlos trabajospublicadosen los quese hanutilizado como
antígenoscélulasbacterianasenteras;ello ha permitidoobteneranticuerposde
óptimacalidadpara la deteccióninmunológicade diversosmicroorganismos.
Islam y Stimson(1987),utilizandocomo inmunógenoscélulasbacterianasde
Shigella flexneri, tanto vivas como inactivadas,obtuvieron anticuerpos
monoclonalesaltamenteespecíficosfrente a estemicroorganismo.Tambiénse
hanutilizado como inmunógenoscélulasvivas o inactivadasde Salmonellasp.
(Patersony Tiffin, 1988; Torensmay col., 1992)y de Listeria rnonocytogenes
(Torensmay col., 1993). Diversos investigadoreshan sugerido que los
tratamientosde inactivación (calor, agentesquímicos,etc.) a los que se
someten las células bacterianaspueden dar lugar a la exposición de
determinadosantígenosintracelulareso biena alteracionesen la configuración
estructuralde los antígenosde la membranaexterna.De aquíqueel empleode
célulasinactivadaspuedagenerarinmunosuerosportadoresde anticuerposque
no reconocenla estructuracelular de las bacteriasvivas (Stya y col., 1984;
Islam y Stimson,198Y). De acuerdocon estasobservaciones,en estetrabajose
hanutilizado célulasvivas dePs.fiuorescensAH-YO en la inmunizaciónde los
conejos.

Los conejos son los animalesmás empleadosen la obtención de
anticuerpospoliclonales,debido a que son de fácil manejoy mantenimiento,
generanun buenvolumen de sueroy respondenbien a una gran variedadde
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antígenos(Dunbar y Schwoebel, ¡990). Además, conviene señalarque la
inmunogenicidadde un antígenogeneralmenteaumentaal hacerlo la distancia
filogenéticaentrela especiequelo poseey la receptora.

La inmunizaciónde los conejoscon la proteínaF purificada y con las
célulasvivas de Ps.fiuorescensAH-YO proporcionóun volumensuficientede
los correspondientesinmunosuerosanti-PFy anti-PC.

Obtenidoslos inmunosueros,se purificaron por precipitaciónselectiva
con sulfato amónico.La precipitaciónselectivade las inmunoglobulinascon
sulfato amónicoesel métodomásutilizado en la separaciónde las proteínasde
sus soluciones y, en particular, en la separaciónde los anticuerposo
inmunoglobulinasdel inmunosuerototal. La técnica se basaen añadir un
tampónquecontieneconcentracioneselevadasde iones fuertementecargados,

como amonio o sulfato, a una soluciónen la que las proteínasse encuentran
unidasa las moléculasde aguaformandopuentesde hidrógeno.Los ionesde
amonio y de sulfato compitencon las moléculasproteicaspor el aguay las
proteínas,al perder su unión con las moléculasde agua, disminuyen su

solubilidad y precipitan.

La purificación parcial de los inmunosuerospor precipitación con
sulfato amónicopresentalas siguientesventajas:

a) la soluciónde sulfatoamónico,a valoresde saturación,presentauna
molaridad suficientemente elevada como para producir la
precipitaciónde casitodaslas proteínas,a las que protegefrentea la
desnaturalizaciónpreviniendoademásel crecimientomicrobiano.

b) es un métodoeconómico,sencillo y aplicablea volúmenesgrandes
de suero.

c) es útil para la concentracióny purificación de anticuerposde
cualquierespecie.

d) minimiza las interaccionesinespecíficasentre los anticuerposy
determinadosmetabolitos o sustanciascuya superficie posee
una configuración molecular similar a la de los epítopos del
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antígenoa analizar.

La utilización de los anticuerposprecipitadoscon sulfato amón¡coen tas
técnicasdel ELISA indirecto y del ELISA sandwichdesarrolladasen este
trabajo requiere,a veces,su conjugaciónpreviacon la biotina.

V.2.1. CONJUGACION DE LOS ANTICUERPOS PURIFICADOS CON LA
BIOTINA

La deteccióny cuantificaciónde un antígenoo anticuerpopor técnicas
inmunoenzimáticas(ELISA) requiere la utilización de conjugados de
enzima-proteína.Aunquela preparaciónde estosconjugadosgeneralmentese
basaen la interaccióncovalenteentre el enzima y el anticuerpo(Nakaney
Kawaoi, 1914), en los últimos años se ha generalizadola utilización del
complejo biotina-avidina. En este trabajo la biotina se conjugó con los
anticuerposanti-PF y anti-PC de la maneradescrita por Bonnard y col.,
(1984). Los anticuerposbiotinizados se detectaroncon un conjugado
comercialde estreptavidinaunida a un enzima.

Las ventajasdel sistemade amplificaciónbiotina-avidinase debena la
afinidadexcepcionalmenteelevadade la avidinapor la biotina (1015 Nl-1) y a
la gran estabilidadde estainteracciónno covalente.La biotina, conjugada
tanto con moleculasde alto como de bajo peso molecular,es fácilmente
reconocidapor la avidina, proteínaantibacterianapresenteen la clara de
huevo (Oreen, 1915). En el casode las reaccionesinmunoenzimáticas.cada
inmunoglobulinase une a variasmolélulasde biotina (al menos4), facilitando
el anclajede las moléculasde avidina a los anticuerposconjugados.La
conjugación anticuerpo-biotinaestá basadaen la reacción del grupo
carboxílicode la biotina con los gruposamino libres de las proteínas.En este
trabajo,para facilitar la unión de la biotina a las inmunoglobulinasde interés,
se ha utilizado un éster de la biotina denominado
biotinil-N-hidroxisuccinimida(BNHS). Este reactivoeshidrosolubley fácil de
manejar,reaccionandocon los anticuerposa travésde los gruposamino libres
de las proteínas,normalmentelos del aminoácidolísína.

Debido al bajo pesomolecularde la biotina y a las condicionesde la
conjugación,su unión con el anticuerpoevita los efectosperjudicialesque
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tienen lugar cuandolos anticuerposse conjugan con un enzima; ademásno
afecta a la afinidad del anticuerpopor el antígeno(Wilchek y Bayer. 1988).
De otra parte,y en las mismascondiciones,los anticuerposconjugadoscon la
biotina son más establesque los conjugadosde anticuerpo-enzima.No
obstante,la avidinapresentaunionesno específicasatribuidasa la basicidadde
su molécula y a su contenido de cadenashidrocarbonadas(hexosasy

aminoazúcares).Paraeliminar estalimitación, la avidina de la clarade huevo

se sustituyepor la estreptavidinabacteriana(Nerurkar y col., 1984), que es
unaproteínaneutrano glucosiladaproducidaporStreptomycesavdinii.

Aunque los inmunosuerostotalespuedenconjugarsedirectamentecon la
biotina (Bayer y col., 1916), en estetrabajo se hanempleadolos anticuerpos
parcialmentepurificadoscon el fin de evitar en las técnicasde ELISA las
reaccionesinespecíficasdebidasa la unión de la biotina con otrasproteínasdel
inmunosuero.

Los anticuerposanti-PF y anti-PC de interés se emplearon en e~l

desarrollo de las técnicas inmunoenzimáticasdel ELISA indirecto y del
ELISA sandwichcon el fin de determinarsu utilidad en la detecciónde Ps..
fluorescens y de otras bacteriaspsicrotrofasde la carne y de la lechecruda

refrigeradas.

V.3. DETECCION POR METODOS INMUNOENZIMATICOS

fELISA), DE Ps. fluorescensY DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS DE LA LECHE CRUDA REFRIGERADA

En primer lugar, se desarrollóun ELISA indirecto como método de
aproximaciónrápido para la detecciónde Ps.fiuorescensy de otras bacterias
psicrotrofasde la leche cruda refrigerada;despuésse puso a punto otra
variantemássensible,el ELISA sandwich.

En la realización de la técnica del ELISA indirecto se utilizaron los

anticuerposanti-proteínaF (anti-PF) y anti-paredcelular (anti-PC) de Ps.
fluorescens AH-YO parcialmentepurificados con sulfato amónico y un
conjugado comercial de anti-inmunoglobulinasde conejo marcadascon el
enzimaperoxidasade rábano.
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Antes de comprobarla capacidadde detecciónde Ps. fluorescensy de
otras bacteriaspsicrotrofasde la leche cruda refrigerada por parte de los
anticuerposanti-PF y anti-PC,se determinósi su empleo en la técnicadel
ELISA indirecto permitía reconocerla presenciade Ps. fluorescensen
muestras de leche UI-IT inoculadas experimentalmente con este
microorganismo.

Los resultadosobtenidosindicaronque, si bien los anticuerposanti-PFy
anti-PC reconocíanla presenciade la cepa de Ps. fluorescensAH-JO en
tampónPBS, no lo hacíanen las muestrasde lecheanalizadas.La incapacidad
del ELISA indirectode reconocera Ps.fiuorescensAH-YO en la lechese debe
probablementea que algunosde sus componentes(caseínas,proteínasdeL
suero,etc.) interfierenen la adsorciónde los microorganismosa los pocillos
de las placasde ELISA. Paramejorar la sensibilidaddel ensayose desarrollé
un ELISA sandwichen el que como anticuerposde capturase utilizaron los
anti-PFy anti-PCy comoanticuemosde detecciónestosmismosconjugadosa
la biotina. La deteccióndel complejo antigeno-anticuerpo/biotinase efectué
con un conjugadocomercial de estreptavidinamarcadacon peroxidasade
rábano.

El ELISA sandwiches una de las técnicascon mayoraplicaciónen el
análisis de los alimentosdebido a su gran especificidady sensibilidad,en
comparaciónconotras variantesde ELISA. La especificidadde estatécnicase
atribuye a la utilización de anticuerposespecíficos(anticuerposde captura),
que se adsorbena los pocillos de las placascapturandolos antígenosde la
muestrafrente a los que se obtuvieron. Por ello, y a diferenciade lo que
sucedecon el ELISA indirecto, los anticuerposde detecciónno se encuentran
en los pocillos con una mezcla de antígenosheterogénea,sino sólo con los
ancladospor los anticuerposde captura. Por otro lado, y como ya se ha
descritoen la secciónV.2 de estetrabajo, la conjugacióncon la biotinade los
anticuerposde deteccióny su ‘revelado” con avidina o estreptavidina
amplifica la respuestainmunológica,aumentandola sensibilidad.Esto se debe
a que al encontrarselas inmunoglobulinasunidas a muchasmoléculasde
biotina, el conjugadode estreptavidina-peroxidasaencuentramás lugaresde
anclaje a los anticuerposque cuando se utilizan como conjugado los
anticuerposanti-inmunoglobulinasde especiemarcadascon el mismo enzima.
Además,debido a que la afinidad de la avidinapor la biotinaes mayorque la
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del anticuerpopor su antígeno(1015 M-1 frente a ío~-ío~ M-1) su uniónes
máseficaz,más rápiday másestable,lo que disminuye la variabilidad interna

de los ensayos.

Los resultadosobtenidosal utilizar anticuemosanti-PF y anti-PC y la
técnica del ELISA sandwich, se han descrito en la secciónIV.4.2 de este
trabajo. Determinadaslas concentracionesóptimas de los reactivosque
intervienenen el ensayo,se comprobóla especificidadde los inmunosueros
ami-PPy anti-PCparareconocerla presenciade las cepasde Ps. jiuorescens

AH-YO, AR-l 1, 13-52, DC-5, DC-? y NT-19 inoculadas a distintas
concentracionesen leche UI-IT. Como se observaen la figura IV.ll, tos
anticuerposanti-PF reconocenfácilmente la presenciade Ps. fluorescens
AH-YO en la leche analizadaa partir de las 104 ufc/ml, con un aumentode la
absorbancia,en el intervalo comprendidoentre 103 y 108 ufc/ml, que es

proporcionala la concentraciónde bacterias.

Cuandose empleananticuerposanti-PC, los valores de la absorbancia
son mayores.Estosanticuerpostambién detectana Ps. fiuorescensAH-YO a
partir de los mismosnivelesque los anticuerposanti-PE.En amboscasos,la
especificidadde los anticuerpospara reconoceral resto de las cepasde Ps.

fiuorescensen muestrasde lechedisminuyesignificativamenteentrenivelesde
ío~- 106 ufe/mí. Esto podría atribuirse a que la proteína E y otros
componentesantigénicosde la pared celular de Ps. fluorescens AH-YO
contienendeterminadosepítoposespecíficosque no se encuentranen las otras
cepasde Pseudornonasanalizadas.

En el caso concreto de los anticuerposanti-PF, la diferencia de
especificidadobservadatambiénpodríadebersea una degradaciónparcial de
la proteínaF, dependiendode la actividad proteásicade cadabacteria; ello
podríavariarel númerode epítoposde dicha proteínade unascepasa otras
(Labadiey Desnier, 1992).

Cuando se sonicaron las muestras de leche inoculadas con Ps.

fluorescens,aumentóla capacidadde los anticuemosanti-PF (Fig. IV.12) y
anti-PC (Ng. IV.lY) de reconocerlas cepas inoculadas.Al analizar las
muestrassonicadasfrente a los anticuerposanti-PC, los valoresde absorbancia
fueron mayoresque los obtenidosfrente a los anticuerposanti-PF.El aumento
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de la absorbanciade las muestrassonicadasfrentea las que contienencélula:s
intactas,indica que el tratamientode las célulascon ultrasonidoscontribuyea
la liberaciónde proteínaF y de otros componentesantigénicosde su pared
celular, favoreciendocon ello la exposiciónde un mayornúmerode epítopos
a los anticuerposanti-PFy anti-PC.

Comprobadala capacidadde detecciónde Ps. fluorescenspor los
anticuerposanti-PF y anti-PC,se trató de establecersi su utilización en la
técnica del ELISA sandwichpermitía la deteccióny cuantificaciónde los
microorganismospsicrotrofosde la lechecruda. En el casode los anticuerpos

anti-PF, la representacióngráfica de la relación entre los recuentos
bacterianosde las muestrasde leche cruda y la absorbanciade las muestras
sonicadas,dió como resultadouna recta (Fig. IV.14) cuya ecuaciónfue la
siguiente: Log. absorbancia405nm = -2,3908+ 0,3191 (B), con un coeficiente
de regresión (r

2) de 0,90 y un coeficientede regresiónajustado(Adj.r2) de
0,88 y con un valor de p = 0,0003. El coeficientede regresiónajustadoes el

parámetroestadísticomásadecuadocuandoel númerode muestrasde que se
parteno es grande.De la expresiónAdj. r2 = 0,88 (p = 0,0003)se deduceque
hay una relación estrechaentre el númerode microorganismospsicrotrofos
de las muestrasde lechey la absorbanciade dichasmuestras.

Cuando se emplearonanticuerposanti-PC, el coeficientede regresión
ajustadode la ecuaciónque relaciona los recuentosbacterianosde la leche
cruda con la absorbanciade la sonicada,fue alto (Adj. r2 = 0,96) y
significativo (p = 0,0001). Por lo tanto, también es grande la correlación
entreel aumentode los valoresde la absorbanciay el de la tasade bacterias
psicrotrofasde la lechecruda refrigerada(Fig. IV.18).

De los resultadosobtenidosse deducequecon los anticuerposanti-PF y
anti-PCy la técnicadel ELISA sandwichdescritaen estetrabajo,sedetectay
cuantifica la tasa de microorganismospsicrotrofos de la leche cruda
refrigerada,en el intervalo comprendidoentre 105 y ío~ ufc/ml. No obstante,
debido a las variacionesquepuedenproducirseen los ensayosrealizadosentre
distintos laboratoriose incluso entre diferentes operariosde un mismo
laboratorio,es necesariointroducir muestrasde referenciapara la estimación
de la calidadmicrobiológicade la lechecrudarefrigerada.
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Si se comparanglobalmentelos resultadosobtenidosen los ensayosdel
ELISA sandwichcon anticuerposanti-PF (Eigs. IV.1l, IV.12 y IV.14) y
anti-PC (Eigs. IV.16, IV.IY y IV.18), se apreciaque, con los últimos, los
valores de absorbanciason generalmentemayoresque con los anticuerpos
anti-PF. Una de las razonesque podríanexplicar este resultadoes que la
proteína F estáfuertementeligada al peptidoglicanoy forma poros que
atraviesanla región hidrofóbica de la membranaexterna bacteriana.Es
posibleque en determinadosmomentosdel metabolismocelular,estaproteína
oculte los epítoposque normalmenteexponeen la superficiebacteriana,con lo
que seríamenorsu accesibilidada los anticuerposanti-PF. Por otra parte, la
menorsensibilidadde los anticuerposanti-PFpara reconocerdistintascepas
de Ps. fluorescensse deberíaa que al haberseproducido frente a una sola
proteína(proteínaF), reconocena un menor númerode epítoposque los
anti-PC,que se originanfrente al conjuntode los antígenosde la paredcelular
bacteriana.

Tambiénseha determinadola especificidadde los anticuerposanti-PFy
anti-PC en el reconocimiento de la presenciade diferentes bacterias
psicrotrofasen leche UHT. Mientras los anticuemosanti-PF sólo reconocen
las especiesde Pseudornonas(Ps.fiuorescens,Ps. aeruginosay Ps.fragi) (Fig.
IV.15), los anti-PC reconocentambién otras bacteriaspsicrotrofas (Eig.
IV.19). La incapacidadde los anticuerposanti-PF de reconocergéneros
bacterianosdistintosde Pseudomonassugiere,coincidiendocon los resultados
de Labadie y Desnier (1992),que el poderantigénicode la proteínaF se
mantieneen las distintasespeciesdel géneroPseudomonas.

El principal inconvenientede la técnicadescritadel ELISA sandwiches
la pocasensibilidadde los anticuerposanti-PF,comparadoscon los anti-PC,
para reconocerotras cepasde Rs. fiuorescensdistintasde la cepaAH-YO, así
como otrasbacteriaspsicrotrofasde la leche cruda refrigerada.No obstante,
los resultadosobtenidospermitenconcluirqueambosinmunosuerosdetectan
y cuantifican la flora psicrotrofade la lechecruda refrigeradadesdeniveles
de l05~106 ufc/ml. Una de las principalesventajasde la técnicadel ELISA
sandwiches que no requiereel aislamientoni la concentraciónprevia de los
microorganismosde la leche. Debidoal limite de detecciónconseguidoy a su
simplicidad, rapidez y bajo coste, la técnica del ELISA sandwichpodría
utilizarse paradetectarlechescuyosnivelesde bacteriaspsicrotrofasseanlo
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suficientementeelevadoscomo para limitar su vida útil y la de otros
productoslácteos.

VA. DETECCION POR METODOS INMUNOENZIMATICOS

(ELISA), DE Ps. fluorescensY DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS DE LA CARNE CRUDA RERIGERADA

La detecciónde Ps. fluorescensy de otras bacteriaspsicrotrofasde la
carne cruda refrigeradase realizó con ayuda de los anticuerposanti-PF y
anti-PC y las técnicas inmunoenzimáticasdel ELISA indirecto y ELISA
sandwich.

Como sedescribeen la secciónIV.5, los ensayosinmunoenzimáticoscon
carnese desarrollaronempleandoun procedimientosimilar al descritopara la
leche.No obstante,mientrasen las experienciasrealizadascon La lecheno fue
preciso el aislamiento inicial de los microorganismosde las muestrasa
analizar,en el casode la carneprimero hubo queaislar las bacteriaspresentes
en las muestras.

Dado que la alteración de la carne refrigerada es un fenómeno

fundamentalmentesuperficial (McMeekin, 1982; Gilí, 1983; Notermansy
Kampelmacher,1983),convieneprestaratencióna los aspectosimplicadosen
la adhesiónde los microorganismosa la superficiede la carne.El mecanismo
de adhesiónde las bacteriasa la superficie de la carne no se conocecon
exactitud,puestoque tanto la célula bacterianacomo la superficiemuscular
presentanestructurasmuy complejas(Notermansy Kampelmacher.1983). El
grado de adhesiónde las bacteriasa la superficiede la carne dependede
numerososfactores como el tipo de microorganismos,la naturalezade la
superficiede la carne,la movilidad bacteriana,el pH, la temperatura,etc.
(Firstenberg-Edeny col., 1918; Piettee Idziac, 1992; Selgasy col., 1993).
Asimismo, exámenesmicroscópicosde carne alteradahan confirmado la
presenciade microorganismos atrapadosen estructuras como células
musculares(Benedicty col., 1990),célulasadiposaso fibras tendinosas(Piette
e Idziac, 1991). Paradetectary cuantificar los microorganismospsicrotrofos
que se desarrollanen la carne refrigeradaes fundamentalutilizar soluciones
de lavado que permitanrecogerla mayorcantidadde bacteriasadheridasa su
superficie. Se ha demostradoque, en general, las bacteriasmóviles
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Gram-negativasproliferanmás facilniente en la superficie de la carneque las
bacteriasinmóviles Gram-positivas.Por otra parte,Appl y Marshall (1984)
han sugerido que las modificacionesde la concentracióniónica de las
solucionesde lavadopuedenaumentarla tasademicroorganismosrecogidade
la superficie de la carne.Basándoseen diversasexperienciasefectuadascon
Pseudornonas,los autorescitadosconcluyeronquede los derivadosdorados,

el KCI es el que permite recoger una mayor concentración de
microorganismosde la superficiede la carne.Por todo ello, para recogertas
célulasde Ps.fluorescensy de otras bacteriaspsicrotrofasde la superficiede
la carneelegimosunasoluciónO,lM de KCI.

Debe advertirseque si bien las experienciasdescritasen estetrabajo se
hanrealizadocon carneporcina,los resultadosque a continuaciónse discuten
podríanaplicarsea la carnede vacuno,ovino y aves,ya queno hay evidencias
que indiquen que la carnede especiesanimalesdiferentesposeauna flora
distintaresponsablede su alteración(Gilí y Newton, 1982).

V.4.1. DETECCION DE Rs. fluorescensY DE OTRAS BACTERIAS

PSICROTROFAS POR LA TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

.

UTILIZANDO EL SISTEMA DE AMPLIFICACION BIO’HNA-AVIDINA

Para el desarrollo de esta técnica se conjugaroncon la biotina los
anticuerposanti-PF y anti-PC parcialmentepurificados y su detección,
despuésde biotinizados y unidos a sus antígenosespecíficos,se realizó
medianteun conjugadode estreptavidina-peroxidasa.

Los resultadosobtenidosutilizando como antígenosmuestrasde carne
estéril inoculadascon cepasde Ps. fluorescens (AH-YO, DC-5, DC-? y
NT-19), indican que los anticuerposanti-PF (Ng. IV.20) y tos anti-PC
(IV.23) reconocenla presenciade todas las cepas de Rs. fluorescens

analizadas,a partir de niveles de ío~ ufc/cm2. En el intervalo comprendido
entre ío~ y 108 ufc/cm2, la absorbanciaaumentaproporcionalmentea la
concentraciónbacterianade las muestras.A diferenciade lo quesucedecon la

leche,en las muestrasde carneestéril los anticuerposanti-PF (Eig. IV.20) y
anti-PC(Fig. IV.23) detectantodas las cepasde Ps. fluorescenscon una
especificidadparecida.Posiblementeello se debe a que, para la detección
inmunológicade Ps.fiuorescensde la carne,los microorganismosse recogen
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de la superficiede las muestrascon una soluciónsalina,mientraslos análisis
inmunoenzimáticosde la leche se realizansin una extracciónpreviade tos
microorganismosde las muestras.

Al extraer y someter a sonicación las muestrasde carne estéril
inoculadascon las cepasde Pseudornonas,se observaqueaunqueel limite de
detecciónse mantieneen ío~ ufc/cm2, tanto los anticuemosanti-PF (Fig.
IV.21) como los anti-PC (Fíg. IV.24), reconocenmejor las cepas de Ps.

fiuorescensen las muestrassonicadas.El aumentoen de la absorbanciade las
muestrassonicadasrespectode las que contienencélulas intactasnos hace

pensar,al igual que en la leche, que el tratamientocon ultrasonidosde las
célulaspodría contribuir a la liberaciónde proteínaF y de otras proteínasde
la membranaexterna,favoreciéndoseasí la exposicióna los anticuerposde un
mayornúmerode determinantesantigénicos.

Las figuras IV.22 y IV.25 muestranla eficacia de los anticuerpos
anti-PF y anti-PC y de la técnicadel ELISA indirecto en la deteccióny
cuantificaciónde las bacteriaspsicrotrofasde muestrascomercialesde carne
mantenidasen refrigeración. En el caso de los anticuerposanti-PF, la
representacióngráficade la relación existenteentre los recuentosbacterianos
de las muestrasde carnecruday la absorbanciade las muestrassonicadas,fue
una recta (Fig. IV.22) cuya ecuación:Log. absorbancia

405nm -1,4013 +

0,1955 (13), presentóun coeficientede regresión(r
2) de 0,89 y un coeficiente

de regresiónajustado(Adj.r2) de 0,88, con un valor de p = 0,0001.Por tanto,
la expresiónAdj. r2 = 0,88 (p = 0,0001) indica que hay una relaciónestrecha

entre el número de microorganismospsicrotrofosy la absorbanciade las
muestrasde carne. El coeficientede regresiónajustadode la ecuaciónque
relacionalos recuentosbacterianosde la carnecruda y la absorbanciade las
muestrassonicadas,al emplearen el ensayolos anticuerposanti-PC, fue lo
suficientementeelevado(Adj. r2 = 0,93) y significativo (p = 0,0001) como
para afirmar que también en este caso hay una gran correlaciónentre el
aumentode la absorbanciay el de la tasade bacteriaspsicrotrofasde la carne
refrigerada(Fig. IV.25).

De los resultadosobtenidosse deduceque, utilizando los anticuerpos
anti-PF y anti-PCy la técnicadel ELISA indirecto, se detectany cuantifican
los microorganismospsicrotrofos de la carne cruda refrigerada en el
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intervalo comprendidoentre ío~ y lO~ ufc/ml. No obstantey como ya se ha

señalado,debido a las variacionesque puedenproducirseen los ensayos
realizadosentre distintos laboratortose incluso entrediferentesoperariosde
un mismo laboratorio, deben introducirse muestrasde referenciapara
estimarla calidadmicrobiológicade la carnecruda refrigerada.

La técnicadel ELISA indirecto desarrolladaes sencillay rapida,ya que
paracompletarlasenecesitanmenosde 4 horas.Además,dentrodel intervalo
de detecciónde los inmunosueros,la técnicapuedeaplicarsepara determinar
los recuentosde microorganismospsicrotrofosde la carne antesde que
manifiestesignosde alteración.

V.4.2. DETECCION DE Rs. tiuorescensY DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFASUTILIZANDO LA TECNICADEL ELISA SANDWICH

En el ELISA sandwichdesarrolladoen estetrabajo,como anticuerposde
capturase utilizaron los anti-PF y anti-PC y como anticuemosde detección
los mismos,peroconjugadosa la biotina.

En las condicionescitadas, los anticuerposanti-PF (Fig. IV.26) y
anti-PC(Fig.IV.29) detectanla presenciade Ps.fiuorescensen las muestrasde
carneestéril a partir de í0~ ufc/cm2,siendosu especificidadparecidaen todas
las cepasanalizadas.En las mismasmuestrassonicadas(Figs. IV.2Y y IV.30),
la especificidadde los inmunosuerosparareconocerlas cepasde Pseudornonas
es mayor.

Las figuras IV.28 y IV.31 indican que tanto los anticuerposanti-PF
como los anti-PCpuedenemplearseen la técnicadel ELISA sandwichpara
cuantificar la tasade bacteriaspsicrotrofasque se desarrollanen la carne
refrigerada.Paraello se utiliza la ecuaciónde la recta que correlacionalos
recuentosbacterianospor cm2 de carnecruday la absorbanciade las muestras
sonicadas,en el intervalocomprendidoentre ío~ y 1O~ ufc/cm2. En estecaso
los coeficientesde regresiónajustadosfuerontambiénaltos (Adj. r2 = 0,90y
0,92 al emplear los anticuemosanti-PF y anti-PC, respectivamente)y muy
significativos (p = 0,0001 en ambos casos).Consecuentemente,se puede
afirmar que el aumentode la poblaciónde bacteriaspsicrotrofas y el de la
absorbanciaestánestrechamenterelacionados.
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Los resultadosde la detecciónde Ps. fluorescensy de otras bacterias

psicrotrofasde la carne refrigeradamedianteel ELISA indirecto y el ELISA
sandwichfueronsimilares. En consecuencia,ambastécnicaspuedenserútiles
en el análisismicrobiológicode la carnecruda.

V.5• COMPARACION DE LAS TECNICAS INMUNOENZIMATICAS
(ELISA) DESARROLLADAS CON OTROS METODOS RAPIDOS
DE ANÁLISIS MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS

Como ya se ha señaladoen la Introducciónde estamemoria(11.3), las
técnicasde deteccióne identificaciónde microorganismoshan evolucionado
notablementeen los últimos años, debido a la necesidadde disponerde
métodosmás rápidos y fiables aplicablesal análisismicrobiológico rutinario
de los alimentos (Firstenberg-Edeny Sharpe, 1991). A continuaciónse
resumen las principales ventajas e inconvenientesde las técnicas
inmunoenzimáticas(ELISA) desarrolladasen estetrabajo y se comparasu
utilidad con la de otros métodosrápidos de análisis microbiológico de los
alimentos.

En estetrabajo se ha comprobadoque con los anticuerposanti-PF y
anti-PCde Rs.fiuorescensAH-lO y con las técnicasdel ELISA sandwichy del
ELISA indirecto, sepuedeestimarla calidadmicrobiológicade la lechecruda
y de la carne frescarefrigeradas,antesde que los recuentosde bacterias
psicrotrofasalcancenvalores que modifiquen la calidad organolépticade
ambosalimentos.

Los límites de detecciónde las técnicasinmunoenzimáticas(ELISA)
desarrolladasen este trabajo, son iguales a los descritos por otros
investigadoresque las hanutilizado paradetectaren los alimentosla presencia
de una gran variedad de microorganismospatógenosy de sus toxinas
(Peterkiny Sharpe, 1984; Shah y Rhea, 1986; Annan-Prahy Janc, 1988;
Mattingly y col., 1988; Mirhabibollahi y col., 1990; Merino y col., 1993). Por
ello se proponen como pruebas rápidas para determinar la calidad
microbiológicade la lechey de la carne refrigeradas.Convieneseñalarque
estastécnicaspermitenanalizarun grannúmerode muestras,son sencillasde
realizary su costeno es elevado.
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Al revisarlos distintosmétodosrápidosde análisismicrobiológicode los
alimentos, se ve que existen otras técnicas para estimar la calidad
microbiológicade la carney la leche, quesuperanen sensibilidady en rapidez
a las del ELISA. Entreellas, la pruebadel Limulus detectanivelesmuy bajos
de bacterias Gram-negativas (l02~ 104 ufc/ml o cm2) en 1 hora
aproximadamente.No obstante,a pesar de su sensibilidady rapidez, el
principal inconvenientede la pruebadel Limulus radica en que su utilización
para fines rutinarios se encuentralimitada en gran medida por el elevado
coste del usado de amebocitos (Jarvis y Faster, 1981; Svenssony
Hahn-Hágerdal,1981).

Otra de las técnicasrápidasutilizadasen el análisismicrobiológicode los
alimentoses la epifluorescenciadirecta sobre filtro (DEFT). Su limite de
detecciónesdel ordende lO~ ufc/ml o cm2, su correlacióncon el métodode
recuentoen placaes grandey los resultadosse obtienenen menosde 1 horn
(Pettipher y Rodriguez, 1982; Shaw y col., 1981). Estas ventajas han
impulsadosu desarrollocomopruebarápidade control rutinario de la calidad
microbiológicade los alimentos.Sinembargo,la complejapreparaciónde las
muestrasque requierenun tratamientoprevio con tripsina y Tritón X-l00 ‘~‘

la fatiga de los operariosal realizarlos recuentosbacterianosal microscopio,
han llevadoa su automatizacióncon analizadorescomputerizadosde imágenes
que,aunquefacilitan el trabajo,elevanconsiderablementeel costedel método
(Pettipher,1986: Pettiphery col., 1992).

La impedimetria se consideraactualmentecomo una de las técnicas
instrumentalesmásprometedorasy con mayorpotencialde aplicaciónen la
detecciónde microorganismosen alimentos(Firstenberg-Edeny Zindulis,
1984; Bishop y White, 1986). Posee las ventajas de ser sencilla e
informatizable, pero presentael inconveniente de su baja relación
sensibilidad/rapidez,ya que cuanto menoresson los recuentosmayores el
tiempo necesariopara la obtención de resultados.Así, para límites de
detección que se aproximan a los alcanzados con las técnicas
inmunoenzimáticas(ELISA) (l0~-I0~ ufc/ml o cm2), el tiemponecesariopara
la obtenciónde resultadoses mayor,alrededorde Y horas.Además,es elevado
el costedel instrumentalnecesarioparamedir la impedanciade las muestrase
informatizarlos resultadosobtenidos.



DISCUSION 161

La bioluminiscenciaes otro de los métodosmásrápidosy eficacesde

establecerel contenidototal de microorganismosde los alimentos,ya que en
sólo 10-20minutosdetectapoblacionesbacterianasde alrededorde í0~ ufc/ml
o g (Wood y Gibbs, 1982). No obstante,a pesarde su simplicidady rapidez,
presentaalgunosinconvenientescomo la necesidadde eliminar el ATP no
microbianodel alimento, lo que dificulta la preparaciónde las muestrasa
analizar. El elevado coste del luminómetro y la limitada estabilidaddel
reactivo (luciferín-luciferasa), impide su aplicación en el análisis
microbiológicorutinario de los alimentos(Martínez y Rodrigo, 1981).

Por último, una prueba rápida, sencilla y barata,desarrolladapara
estimar la calidadmicrobiológica de la carne y la leche refrigeradases la
basadaen la actividad aminopeptidásicaligada a la pared celular de las
bacteriasGram-negativas(Pérezde Castroy col., 1988, 1989; Alvarado y
col., 1992). Con ella se detectantasasde bacteriaspsicrotrofasa partir de ío~

ufc/cm2 ó ml en, aproximadamente,2,5 horas. Si bien estemétodo parece
aceptablepara el control rutinario de la calidad de la carne, su principal
inconvenienteen la estimaciónde la calidadmicrobiológicade la leche es su
pérdida de sensibilidaddebido a la dificultad en la recogida de los
microorganismosde las muestrasde leche. A este respecto,es importante
recordar que una de las ventajasde la técnica del ELISA sandwich
desarrollada en este trabajo, es que no requiere el aislamiento o
concentraciónpreviade los microorganismosde las muestrasde leche, lo cual
facilita enormementesu manejo.
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1.- El aislamientoy caracterizaciónde las proteínasmayoritariasde la
membranaexternade Ps.fluorescens,pusode manifiesto la existenciade dos
proteínascomunesa todaslas cepasanalizadasy que se identificaroncomoF y
H al comparar sus pesos moleculares con los descritos por otros
investigadorespara estasproteínasde Rs. aeruginosa.La separaciónde las
proteínasF y H por cromatografíade filtración en gelesde Sephacryl5-200
permitió la purificación a homogeneidadde la proteína F, cuyo peso
molecularaparentefue de 33.052daltones.

2.- La inniunizaciónde dos lotes de conejos,uno con proteínaF de Ps.
fluorescensAFI-70 y otro con célulasvivas de la misma cepa, permitió
disponerde inmunosuerosanti-proteínaF (anti-PF) y anti-paredcelular
(anti-PC),que seutilizaron en el desarrollode las técnicasinmunoenzimáticas
del ELISA indirectoy del sandwichparadetectary cuantificarPs.ftuorescens
y otras bacteriaspsicrotrofasde la lechey carne.

3.- La utilización de los anticuerposanti-PF y anti-PC en las técnicas
inmunoenzimáticaspermiteconcluirque, si bien los anticuerpospoliclonales
anti-PF son específicosdel géneroPseudomonas, los anticuerposanti-PC,
ademásde reconocerdistintasespeciesdel géneroPseudomonas,reconocen
tambiénotrasbacteriaspsicrotrofas.El tratamientoprevio de las muestrasde
leche y carne con ultrasonidosmejorasensiblementela especificidadde los
anticuemos.

4.- Con los anticuerposanti-PF y anti-PC y la técnica del ELISA
indirecto desarrollada,no se detectóla presenciade Ps. fluorescensen la
leche. Sin embargo, los mismos anticuerposcon la técnica del ELISA
sandwich,detectarondiversascepasde Ps. fluorescensen las muestrasde
referencia.También se pudo detectary cuantificar esta especiey otras
bacterias psicrotrofas en la leche cruda refrigerada, en el intervalo
comprendidoentre I0~ y ío~ ufc por ml.

5.- En el casode la carne, tanto con la técnicadel ELISA indirecto
como con la del ELISA sandwich, los anticuerposantí-PE y anti-PC
detectarondistintascepasde Ps.fluorescensen las muestrasde referencia.En
la carnecruda refrigeraday en el intervalo comprendidoentre ío~ y 109 ufc
por cm2, permitierondetectary cuantificarPs. fluorescensy otras bacterias
psicrotrofas.
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De los resultadosdescritosen este trabajo, puede concluirse que el
empleo de los anticuemospoliclonalesanti-proteínaF (anti-PF) y anti-pared
celular (anti-PC) de Ps. fluorescensAH-70 permiten la detección y
cuantificaciónde Ps. fluorescensy de otras bacteriaspsicrotrofasen la leche
cruda y en la carne fresca refrigeradasmedianteel desarrollode técnicas
inmunoenzimáticas(ELISA) apropiadas.Sin embargo,uno de los factores
limitantesparallevar a caboestadetecciónson los anticuemospoliclonales.

La obtención de anticuerpospoliclonales está condicionadaa su
obtención in vivo a partir de animalesde experimentación,por lo que su
disponibilidadse encuentralimitada por la necesidadde inmunizarnuevos
lotes de conejos.Estalimitación obliga a pensaren el empleo,con el mismo
fin, de los anticuerposmonoclonales.El desarrollo de la tecnología de
obtenciónde anticuerposmonoclonales(Kohler y Milstein, 1975) ha supuesto
un gran avanceen el campode la inmunologíaaplicada,ya que permite la
obtenciónde clonesde célulashíbridaso hibridomasqueproducen,de fonna
continua e ilimitada, anticuerposmonoespecíficosde actividad biológica
conociday especificidadconstante.

En los últimos añoshansidonumerososlos trabajosde investigaciónque
utilizan anticuerpos monoclonalesen la detección inmunológica de
microorganismosy toxinas microbianasen los alimentos(Thompsony col.,
1986; Notermansy col., 1987; Mattingly y col., 1988; Lee y col., 1990). Por
ello, es lógico proponercomo trabajofuturo la obtención de anticuerpos
monoclonalesespecíficosfrente a la proteínaF y las célulasenterasde Ps.
fluorescensAH-70, con el objeto de evaluarla calidadmicrobiológicade la
leche y la carne cruda refrigeradas.No obstante,para ello será necesario
desarrollarlos siguientesobjetivosparciales:

1.- Inmunización in vivo de ratonesBalb/c con la proteínaF y las
célulasenterasdePs.ftuorescensAI-l-70.

2.- Fusión de los linfocitos extraídos del bazo de los ratones
inmunizadoscon célulasde mielomade ratón(P3X63-Ag.8-653).

3.- Identificación de los hibridomas productoresde los anticuerpos
monoclonales,lo que se realizará mediante el desarrollo de un ELISA
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indirecto apropiadoparatal fin.

4.- Selección de los hibridomas productores de los anticuerpos
monoclonalesde interés.

5.- Clonación,expansióny congelaciónde los hibridomasproductores
de los anticuemosmonoclonalesespecíficosfrentea la proteínaF y las células
enterasde Ps.fluorescensAH-70.

6.- Produccióna granescalade los anticuerposmonoclonalesde interés,
mediantela inoculaciónde los hibridomas productoresde los anticuemos
monoclonalesen la cavidadperitonealde ratonesBalb¡c.

7.- Purificaciónde los anticuemosmonoclonalesdel líquido ascíticode
los ratonessensibilizados,por precipitaciónselectivacon sulfato amónico.

8.- Evaluación de los anticuerposmonoclonalesobtenidos en la
deteccióne identificaciónde Ps. fluorescensy otras bacteriaspsicrotrofas,
utilizandodiversasvariantesde las técnicasinmunoenzimáticas(ELISA).

9.- Utilización de los anticuerposmonoclonalesanti-PF y anti-PCpara
evaluarla calidadmicrobiológicade la lechey la carnecrudarefrigeradas.

Finalmente,es interesanteseñalarque los avancesrealizadosen los
últimos añosen las técnicasde ingenieríagenéticaaplicadasa la obtenciónde
fragmentosactivosde anticuemos,estánteniendoimportantesrepercusiones
en el análisisde alimentos.Estosavancescombinanla capacidadde expresar
proteínaseucariontesen bacteriascon el aislamientoy amplificaciónde los
genesque codifican las regionesvariablesde los anticuerpos,por la reacción
en cadenade la polimerasa(PCR) y con los sistemasde selecciónquepermiten
el aislamientode los anticuerposde una fonnamucho más sencilla y rápida
que la seguidaen la selecciónde los anticuerposmonoclonales(Chiswell y
McCafferty, 1992).

Los anticuerposrecombinantesobtenidospor manipulacióngenética.
presentanlas siguientes ventajassobre los anticuerpos policlonales y

monoclonales:1) se obtienenen menostiempo; 2) ofrecenla posibilidadde
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prescindirde la inmunizaciónde animalesde experimentacióny 3) permiten
la obtenciónde reactivosde afinidad y especificidadprecisas,mediantela
utilización de técnicasquemodifican la estructuray característicasdel lugar
de unión del anticuerpocon el antígeno.Estasventajashacenpensaren la
posibilidad de obtenertambién anticuemosrecombinantespara estimar ]a
calidadmicrobiológicade la lechey de la carnerefrigeradas.
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