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La composicién quimica y las caracteristicas bioldgicas de la carne y de
la leche, las convierten en un excelente medio de cultive microbiano.
Bacterias, mohos y levaduras desempefian un papel fundamental en la
alteracion y, por ello, la conservacién de la leche y de la carne persigue
minimizar o inhibir la actividad y el crecimiento microbiano. De los diversos
procedimientos tecnolégicos empleados para retardar los cambios alterativos y
prolongar la vida itil de los alimentos (aplicacion de frio, tratamientos
térmicos, adicién de sustancias quimicas, utilizacion de atmosferas
modificadas, irradiacion, etc.), la refrigeracién constituye, sin lugar a dudas,
el método de conservacién mas generalizado (Lambert y col., 1991; Jay,
1992a).

Si bien el empleo de sistemas de refrigeracién para el almacenamiento de
la leche cruda en las granjas, en los centros comarcales de recogida, en ¢l
transporte e incluso en las centrales lecheras, permite prolongar su vida qtil,
también favorece la proliferacion de bacterias psicrotrofas Gram-negativas,
de las que el género Pseudomonas representa, generalmente, mas del 50% de
los aislamientos. La especie de este género més frecuentemente aislada es Ps.
fluorescens (Cousin, 1982).

A temperaturas de refrigeracién, muchas bacterias psicrotrofas
producen enzimas exocelulares termoestables. Aunque las formas vegetativas
se destruyen por los tratamientos térmicos, las proteasas y lipasas exocelulares
permanecen activas en la leche y no se destruyen totalmente por el calor
(Adams y Brawley, 1981; Patel y col., 1983). La presencia de concentraciones
elevadas de estos enzimas en la leche cruda origina problemas de gelificacién
y de aparicién de sabores amargos, tanto en las leches esterilizadas como en
otros productos lacteos (Downey, 1980; Fairbairn y Law, 1986). En la leche
cruda refrigerada hay una relacién directa entre nimero de bacterias
psicrotrofas y actividad enzimatica (Adams y col., 1975). La presencia en la
leche cruda de una concentracién de bacterias psicrotrofas del orden de 106
ufc/ml, suele ser suficiente para que los exoenzimas que liberan originen
defectos en las leches conservadas y en otros productos lacteos (Law, 1979;
Downey, 1980; Baker, 1983).

La refrigeracion durante el almacenamiento de la carne fresca prolonga
su vida Gtil durante un tiempo generalmente suficiente para que llegue a las
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industrias transformadoras o al consumidor en condiciones adecuadas. Sin
embargo, la carne almacenada en refrigeracién se altera inevitablemente al
desarrollarse los microorganismos que proliferan a bajas temperaturas. La
mayoria de los microorganismos alterantes de la carne proceden,
fundamentalmente, de contaminaciones posteriores al sacrificio, debidas al
contacto de las canales con el utillaje, el agua, el aire, las manos y la ropa de
los manipuladores, contaminados a su vez a partir del contenido intestinal y
heces durante las operaciones de carnizacion animal (Nottingham, 1982). En
la carne fresca, se consideran indices de buena manipulacién higiénica de las
canales los que no exceden de 103 ufc/em? (Gill, 1982). Al igual que sucede
con la leche, si la carne se conserva en refrigeracidn, son los
microorganismos psicrotrofos pertenecientes al género Pseudomonas los
principales responsables de su alteraciéon (McMeekin, 1982; Dainty y col.,
1983). La alteracién en aerobiosis de la carne refrigerada se caracteriza por
la aparicion de olores andmalos y limosidad superficial, lo que ocurre cuando
la carga bacteriana se sitda entre 107 y 103 ufc/cm?2 (Ayres, 1960; Ingram y
Dainty, 1971).

El desarrollo y puesta a punto de un método eficaz, rapido y barato que
detecte y cuantifique la flora psicrotrofa contaminante de la came y de la
leche refrigeradas tendria un interés extraordinario, no sélo para indicar la
posible presencia de enzimas exocelulares alterantes, sino también para
evaluar la calidad microbiolégica de estos alimentos.

Las técnicas microbioldgicas utilizadas en el control de calidad de los
alimentos han cambiado en los ultimos afios. Los métodos convencionales, que
incluyen fundamentalmente los recuentos microbianos en placas, presentan el
inconveniente de exigir mucho tiempo para la obtencion de resultados. En la
actualidad, la utilizacién cada vez mas frecuente de sistemas de control de la
calidad basados en el anilisis de riesgos y en la identificacion y control de
puntos criticos (ARICPC), asi como el empleo de planes de muestreo
estadisticamente correctos, requieren el analisis de un gran nimero de
muestras y la obtencién inmediata de resultados que permitan aplicar acciones
correctivas rdpidas en la cadena de fabricacidon. Estas razones han impulsado
el desarrollo de nuevos métodos rdpidos de andlisis microbioldgico de los
alimentos (Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991).
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Las pruebas rdpidas desarrolladas para predecir la calidad
microbioldgica de los alimentos utilizan técnicas de impedimetria (Bishop y
col., 1984; Bishop y White, 1985), turbidimetria (Mattila, 1987; Mattila y
Alivehmas, 1987), epifluorescencia (Pettipher y Rodriguez, 1982),
bioluminiscencia (Bishop y White, 1986) y otras, como por ejemplo la prueba
del Limulus (May y col., 1989) y el ensayo de la actividad aminopeptidasica
bacteriana (Pérez de Castro y col., 1989). Si bien la mayoria de estas técnicas
poseen una adecuada sensibilidad y reproducibilidad, requieren la utilizacién
de equipos instrumentales sofisticados que, junto con ¢l elevado coste de los
reactivos, limitan su utilizacién.

Actualmente, entre las técnicas de reciente aplicaciéon al andlisis
microbioldgico de los alimentos se encuentran las inmunolégicas. La utilidad
de estas técnicas se ha demostrado en el andlisis rutinario de los alimentos
debido a su sensibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste (Candlish, 1991).
Por ello, en el presente trabajo se propone el empleo de dichas técnicas para
evaluar la calidad microbioldgica de la leche y de la carne refrigeradas.

Las bacterias Gram-negativas poseen en su membrana externa NUMErosas
proteinas, de las que algunas son iguales en especies de un mismo género e
incluso en las de géneros distintos. Asi, Geyer y col., (1979) comprobaron
que los inmunosueros obtenidos frente a proteinas de la membrana externa de
Salmonella typhimurium reconocian proteinas de Escherichia coli 'y Shigella
sp. Ademads, son muchos los estudios que indican que la membrana externa de
Pseudomonas aeruginosa contiene una porina (proteina F), que
antigénicamente muestra bastantes analogias en todas las cepas de Ps.
aeruginosa analizadas (Woodruff y col., 1986). Basidndonos en esta
informacién, y dado que la mayor parte de los microorganismos que
constituyen la flora psicrotrofa de los alimentos pertenecen al género
Pseudomonas y que su especie mds frecuente es Pseudomonas fluorescens, se
ha procedido al aislamiento, purificacion y caracterizaciéon parcial de la
proteina F de Ps. fluorescens AH-70 (1). Una vez purificada y caracterizada,
se ha inoculado a conejos para obtener los correspondientes anticuerpos
policlonales anti-proteina F que permitan, mediante el desarrollo de las
técnicas inmunolégicas adecuadas, evaluar la calidad microbioldgica de la
leche y de la carmne cruda refrigeradas.

(1) Se trata de una cepa aislada en nuestro Departamento por Azcona y col., en 1988.
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Asimismo se sabe desde hace algunos afios (Stya y col., 1984; Islam y
Stimson, 1987; Paterson y Tiffin, 1988; Wong, 1990) que en la deteccién
inmunologica de microorganismos pueden utilizarse como inmunégenos
células bacterianas enteras. Por ello, otra aproximacién metodoldgica de este
trabajo ha consistido en la inmunizacién de un segundo lote de conejos con
células activas de Ps. fluorescens AH-70, con el fin de obtener los
correspondientes anticuerpos policlonales anti-pared celular (anti-PC). Dado
que estos anticuerpos se han obtenido frente a numerosos componentes
antigénicos de la pared celular bacteriana, es natural que muestren un espectro
de deteccién mds amplio.

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

I. Aislamiento por ultracentrifugacion de las proteinas mayoritarias de
la membrana externa de varias cepas de Ps. fluorescens.

2. Caracterizacion de las proteinas aisladas por electroforesis en geles
de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE).

3. Purificacién de la proteina F de Ps. fluorescens AH-70 utilizando
técnicas de cromatografia de filtracion en geles.

4. Inmunizacién de dos lotes de conejos, uno con proteina F de Ps.
fluorescens AH-70 y otro con una concentracion adecuada de células vivas de
la misma cepa, para obtener los correspondientes inmunosueros anti-proteina
F y anti-pared celular.

5. Estudio de la capacidad de los inmunosueros de reconocer distintas
cepas de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas, utilizando diversas
variantes inmunoenzimaticas (ELISA).

6. Utilizacién de los anticuerpos anti-PF y anti-PC para evaluar la
calidad microbiolégica de la leche y de la carne cruda refrigeradas.
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I1.1. MICROBIOLOGIA DE LA LECHE CRUDA
II.1.1. FLORA PSICROTROFA

La capacidad de algunos microorganismos de desarrollarse a bajas
temperaturas se conoce desde hace mas de 100 afios. En 1887, el Dr. 1.
Forster, profesor de bacteriologia en la Facultad de Medicina de Ia
Universidad de Amsterdam, fue el primero en demostrar el crecimiento
bacteriano a 0°C, al observar que algunas bacterias se multiplicaban en ¢l agua
helada de los canales de Amsterdam. En 1923, Brooks y Hansford observaron
que ciertos hongos se desarrollaban en la carne almacenada a 6°C. Aunque el
término "psicroéfilo” no lo propuso Schmidt-Nielsen hasta 1902, la definicién
y la terminologia empleadas para designar a los microorganismos que crecen
y se multiplican a temperaturas de refrigeracién y menores, ha sido objeto de
polémica. A diferencia de los términos "mesdfilo” y "termdfilo”, que definen
a los microorganismos segin su temperatura optima de crecimiento, el
término "psicréfilo” se ha utilizado atendiendo a numerosos criterios. Muchos
autores han clasificado como psicréfilos a los que crecen a 0°C, sin tener en
cuenta su temperatura optima de crecimiento. Asi, Ingraham y Stokes (1959)
y Stokes (1963) definen como psicréfilos a los que se desarrollan a 0°C
formando colonias macroscépicamente visibles en un periodo de una o dos
semanas. Sin embargo, otros autores opinan que para denominar psicrofilos a
los microorganismos, debe incluirse su temperatura Optima de crecimiento.
Actualmente, y segin el criterio mas aceptado, se denominan
microorganismos "psicréfilos” a los que tienen una temperatura éptima de
crecimiento de 15°C o inferior, crecen hasta los 20°C y se multiplican a 0°C o
menos (Morita, 1975).

En 1960, Eddy sugirié la utilizacién del término “psicrotrofo” para
definir las bacterias que crecen en la proximidad de 0°C, independientemente
de cudl sea su temperatura 6ptima de crecimiento. De acuerdo con este
criterio, se consideran psicrotrofos a los microorganismos que, aunque
clasificables como meséfilos con respecto a su temperatura optima de
crecimiento, forman colonias visibles en un tiempo de 7-10 dias a
temperaturas comprendidas entre 0 y 10°C (Kraft y Rey, 1979).

No se conocen bien los mecanismos por los que los microorganismos



INTRODUCCION g

psicréfilos y psicrotrofos se desarrollan a temperaturas bajas, pero se sabe que
poseen enzimas y sistemas formadores de enzimas que difieren de los de otros
microorganismos al ser activos a temperaturas de refrigeracion, poseyendo
también membranas celulares que permiten el transporte de sustratos debido a
un mecanismo adaptativo de sus lipidos a las temperaturas bajas (Russell y
Fukunaga, 1990; Gounot, 1991; Jay, 1992a).

I1.1.2. MICROORGANISMOS QUE INTEGRAN LA FLORA
PSICROTROFA DE LA LECHE

Los microorganismos psicrotrofos aislados de la leche y productos
lacteos no constituyen un grupo taxondmico especifico e incluyen bacterias,
levaduras y mohos (Stokes y Redmond, 1966). En la tabla II.] se citan los
principales géneros bacterianos psicrotrofos aislados de la leche y de los
productos lacteos.

11.1.2.1. BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

La mayoria de los microorganismos aislados de la leche cruda son
bacterias Gram-negativas, no esporuladas y catalasa-positivas (Thomas, 1958).
Los del género Pseudomonas son los que se aislan con mayor frecuencia,
llegando a ser los predominantes cuando la leche se mantiene a temperaturas
de refrigeracion (Stadhouders, 1975; Shelley y col., 1986). Las pseudomonas
poseen un metabolismo estrictamente aerdbico y aunque no hidrolizan la
lactosa, pueden oxidar la glucosa y la galactosa (Lessie y Phibbs, 1984).
Algunas caracteristicas del género Pseudomonas que favorecen su seleccién
son:

a) su versatilidad metabdlica, ya que ademds de la glucosa utiliza
eficientemente otros nutrientes como aminodcidos y dcidos organicos.

b) su capacidad para el almacenamiento exégeno de sustratos, oxidando
la glucosa a gluconato, 2-cetogluconato y otros compuestos intermediarios que
no son utilizables por la mayoria de los microorganismos.

¢) la secrecién de enzimas hidroliticos extracelulares para el
aprovechamiento de proteinas y lipidos.
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d) la produccidn de sideréforos quelantes del hierro.

Dentro del género Pseudomonas, la especie que con mayor frecuencia se
aisla de la leche cruda mantenida a temperaturas de refrigeracion es Ps.
fluorescens. Otras especies presentes son Ps. 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, como Flavobacterium, Alcaligenes, Acinetobacter, Serratia y
enterobacteridceas como Enterobacter y Klebsiella (Milliere y Veillet Poncet,
1985; Reinheimer y col., 1985). Asimismo se han aislado otras pertenecientes
a los géneros Aeromonas, Chromobacterium y Citrobacter .

En un trabajo realizado por Garcia-Collia y col., (1981) con muestras de
leche cruda espafiola, las bacterias Gram-negativas representaron un 87% de
los aislamientos, de los cuales un 83,5% pertenecian al género Pseudomonas.
Dentro de este género se observo que las especies predominantes fueron Ps.
fluorescens (64,4%) y Ps. putida (19,7%). Otros datos publicados acerca de la
poblacidn psicrotrofa de la leche cruda en varios paises europeos coinciden
con esta distribucién (Suarez y Ferreiros, 1991; Gennari y Dragotto, 1992;
Ternstréom y col., 1993).

11.1.2.2. BACTERIAS GRAM-POSITIVAS

En los dltimos afios se ha prestado una gran atenciéon a los
microorganismos psicrotrofos termorresistentes (Washam y col., 1977,
Weckbach y Langlois, 1977). Estos microorganismos incluyen principalmente
bacterias Gram-positivas y se encuentran en la leche cruda en menor
proporcién que las bacterias psicrotrofas Gram-negativas. Las bacterias
Gram-positivas que mas frecuentemente se aislan de la leche cruda pertenecen
a los géneros Micrococcus, Bacillus, Lactobacillus y Arthrobacter (Cousin,
1982) (Tabla IL.1). También se han descrito especies de Microbacterium,
Streptococcus, y Corynebacterium,

La importancia de la presencia en la leche de la flora psicrotrofa
Gram-positiva radica en que algunas especies, especialmente las del género
Bacillus, son termoduricas y producen esporos termorresistentes (Collins,
[981). Los esporos, asi como las formas vegetativas, pueden sobrevivir a los
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Tabla [1.1. Principales bacterias aisladas de la leche y productos licteos

Géneros

Producto de origen

Bacterias Gram-negativas

Acinetobacter
Aeromonas
Alcaligenes
Chromobacterium
Citrobacter
Cyrophaga
Enterobacter
Escherichia
Flavobacterium
Klebsiella
Pseudomonas
Serratiu

Vibrio

Bacterias Gram-positivas

Arthrobacter
Bacillus
Clostridium
Corynebacterium
Brochothrix
Micrococcus
Sarcina
Staphylococcus
Streptococcus

Leche cruda, pasteurizada y nata

Leche cruda, pasteurizada y mantequilla
Leche cruda, pasteurizada, nata y mantequilla
Leche cruda

Leche cruda y pasteurizada

Leche cruda

Leche cruda, pasteurizada y mantequilla
Leche cruda

Leche cruda, pasteurizada y mantequilla
Leche cruda, nata, mantequilla y queso
Leche cruda, pasteurizada, nata y mantequilla
Leche cruda

Mantequilla

Leche cruda y mantequilla

Leche cruda, pasteurizada y nata
Leche cruda

Leche cruda, pasteurizada y nata
Leche cruda y pasteurizada
Leche cruda y pasteurizada
Leche pasteurizada

Leche cruda

Leche cruda y pasteurizada

Fuente: Cousin, 1982
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tratamientos térmicos a los que se someten la leche y los productos licteos,
convirtiéndose en agentes potencialmente alterantes de las leches conservadas
(Credit y col., 1972; Mikolajcik, 1979). No obstante, ¢l nimero de esporos
psicrotrofos de la leche suele ser escaso (Suhren, 1989).

En contraste con las bacterias psicrotrofas Gram-negativas, los
psicrotrofos termodiricos tienen un tiempo de generacion mas largo y
necesitan un almacenamiento en refrigeraciéon mas prolongado y unas
condiciones més selectivas para producir alteraciones en la leche.

I1.1.2.3. MICROORGANISMOS PATOGENOS

La mayoria de los microorganismos productores de toxiinfecciones
alimentarias no se desarrollan a temperaturas inferiores a 10°C. Sin embargo,
algunos como Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes
y Aeromonas hydrophila crecen a temperaturas bajas (Cousin, 1982; Fleming
y col., 1985).

Griffiths y Phillips (1990) sefialan que ciertas cepas de Bacillus cereus
capaces de desarrollarse entre 4,5 y 7,5°C, podrian estar implicadas en la
apariciéon de algunos brotes toxiinfectivos. Otro microorganismo patégeno
que se desarrolla a temperaturas de refrigeracion es Y. enterocolitica. El
primer brote de esta toxiinfeccién alimentaria se produjo en 1976 como
consecuencia del consumo de leche pasteurizada en la que se identificé la
presencia de una cepa del serotipo O:8. Desde entonces, numerosas
investigaciones se han centrado en el estudio de esta bacteria capaz de crecer a
temperaturas de refrigeracién (Lee, 1977; Schiemann, 1978).

El género Listeria comprende siete especies, pero solo se tiene
constancia de su patogenicidad para el hombre de L. monocytogenes. Aunque
se sabe que crece a temperaturas de refrigeracién, diversos autores han
estudiado y cuestionado su resistencia a los tratamientos térmicos (Farber,
1989; Mackey y Bratchell, 1989; Donnelly, 1990). Si bien son muchos los
trabajos que revelan que L. monocytogenes no sobrevive a temperaturas de
pasteurizacion, estudios recientes sugieren que en ciertos casos podria tolerar
las temperaturas altas (Knabel y col., 1990; Farber y col., 1992). De las
toxiinfecciones alimentarias atribuidas a L. monocytogenes, la mas grave tuvo
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lugar en 1985 en el sur de California y se atribuyé al consumo de queso
fresco (Anon, 1985).

II.1.2.4. LEVADURAS Y MOHOS

De algunos productos licteos, principalmente de la mantequilla y menos
frecuentemente de la leche pasteurizada, se han aislado levaduras psicrotrofas
pertenecientes a los géneros Candida, Saccharomyces, Rhodotorula y
Torulopsis (Ingraham y Stokes, 1959; Rohm y col., 1992). Asimismo, algunas
alteraciones de la mantequilla y de la nata se han asociado al desarrolio en su
superficie de hongos psicrotrofos de los géneros Aspergillus, Cladosporium,
Geotrichum y Penicillium (Thomas, 1970; Thomas y Druce, 1971). Stokes
(1963) sefialé que algunas especies de los géneros Alternaria, Mucor 'y
Rhizopus, podian comportarse como psicrotrofas y originar alteraciones en
algunos productos lacteos.

11.1.3. IMPORTANCIA DE LOS MICROORGANISMOS
PSICROTROFOS EN LA CALIDAD DE LA LECHE CRUDA
REFRIGERADA Y DE LOS PRODUCTOS LACTEOS

La importancia de los microorganismos psicrotrofos en la calidad de la
leche cruda ha crecido en las dltimas décadas, debido al mayor empleo del
frio para prolongar la vida dtil de la leche. Generalmente, la leche recién
ordefiada se enfria a una temperatura de 5°C o inferior, con el fin de inhibir
el crecimiento de los microorganismos termofilos y de la mayoria de los
mesofilos. El uso generalizado de la refrigeracion durante el almacenamiento
de la leche cruda antes de su tratamiento térmico, ha eliminado el riesgo de
deterioro asociado al crecimiento de las bacterias lacticas (responsables de los
olores y sabores tipicos de 1a leche agria) y de muchos otros microorganismos
patégenos. No obstante, el empleo de las bajas temperaturas durante el
almacenamiento de la leche favorece el desarrollo de las bacterias psicrotrofas
(Shelley y col., 1986).

Los microorganismos psicrotrofos estdn ampliamente distribuidos en la
naturaleza, encontrdndose en el agua, el suelo, el aire, las plantas y los
animales. Las fuentes mds importantes de contaminacién de la leche por estas
bacterias son ¢l interior de la ubre, la superficie externa del animal y los
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equipos de ordefio, transporte y almacenamiento de la leche. El contacto de la
leche con estas fuentes constituye un riesgo de contaminacién que puede
traducirse en recuentos bacterianos elevados en la leche recién ordefiada
(Ingraham y Stokes, 1959; Witter, 1961; Stokes y Redmond, 1966; Thomas y
Thomas, 1973).

El desarrollo de la flora psicrotrofa en la leche cruda es variable,
dependiendo del tipo, ndmero y caracteristicas fisiologicas de cada
microorganismo, asi como de las condiciones higiénicas durante el ordeiio,
almacenamiento y procesado de la leche. La microflora de la leche cruda al
abandonar la granja donde se produjo depende de su carga inicial, de la
temperatura y velocidad de enfriamiento y almacenamiento de la leche y del
tiempo transcurrido hasta su recogida (Bramley y McKinnon, 1990). Al
disminuir la temperatura de refrigeracion de la leche cruda, se restringe el
crecimiento de las bacterias psicrotrofas y la actividad de sus enzimas
excretados (Griffiths y col., 1987). Asimismo, y dado que la refrigeracién
prolonga el tiempo requerido para la multiplicacion de estas bacterias, la leche
que se enfria inmediatamente después de su obtencién presenta un menor
incremento de los recuentos durante su almacenamiento en refrigeracion que
la leche que se¢ enfria después de pasadas unas horas tras el ordefio
(Stadhouders, 1975; Ponce de Ledén, 1993); ello depende también de su
contaminacién inicial (Tabla II.2). Actualmente, en la mayoria de los paises se
recomienda conservar la leche a 4°C, ya que temperaturas inferiores podrian
dar lugar a fenémenos de congelacidon que alterarian su composicion y su
calidad.

Con una adecuada higiene durante el ordefio y una correcta
manipulacion posterior, se pueden obtener recuentos iniciales de bacterias
psicrotrofas en la leche cruda del orden de 104 ufc/ml (Mabbit, 1981). Sin
embargo, teniendo en cuenta que el tiempo de generacién de estas bacterias a
7°C es de unas 4 horas, el recuento de psicrotrofos de la leche cruda de buena
calidad higiénica puede alcanzar, al cabo de 3 dias de almacenamiento,
niveles de 107 ufc/ml (Law y Mabbit, 1983). Con estos recuentos, la actividad
metabolica de la flora psicrotrofa origina defectos en la leche y en otros
productos lacteos (Law y col., 1979; Mikolajcik, 1979; Baker, 1983).
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Tabla l1.2. Evolucién del contenide de microrganismos de la leche cruda
durante 48 h a una temperatura de 4°C, en funcion de la
contaminacion inicial y de la velocidad de enfriamiento

Contaminacion inicial (bacterias/ml)

20.000 75.000 125.000
Periodo de 24 h. 48 h. 24 h. 48 h. 24 h. 48 h.
almacenamiento
Enfriamiento 22.000 23.500 79500 8§7.750 132.500 188.250
instantaneo
Enfriamiento 23000 25.550 87.000 101.250 212,500 469.250
en 3 horas
Enfriamiento 25250 30.200 115.500 237.750 273400  613.300
en 5 horas

Fuente: Ponce de Leon (1993)
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Por ello, para elaborar productos licteos de buena calidad y mejorar su
conservacién durante el almacenamiento en refrigeracion, es imprescindible la
utilizacion de leche cruda de caracteristicas éptimas.

La presencia de bacterias psicrotrofas en la leche y derivados licteos
tratados térmicamente se asocia, generalmente, a una contaminacion posterior
al tratamiento térmico ya que, salvo excepciones, estas bacterias se destruyen
por la accidon del calor. No obstante, las bacterias psicrotrofas producen
enzimas exocelulares termorresistentes (proteasas y lipasas) que modifican las
propiedades organolépticas del producto acabado, especialmente cuando el
periodo de almacenamiento es largo (Law, 1979; Cousin, 1982; Fairbairn y
Law, 1986; Stead, 1986; 1987).

La proteolisis y lipolisis que experimentan la leche y los productos
lacteos dependen del tipo y del nimero de microorganismos psicrotrofos
presentes en la leche cruda, asi como de su capacidad de producir proteasas y
lipasas termorresistentes (Cousin, 1982). Se ha sefialado que un alto porcentaje
de las bacterias psicrotrofas de la leche cruda (80-85%) poseen actividad
proteolitica o lipolitica (Garcia-Collia y col., 1981; Garcia y col., 1989) y un
65% comparten ambas propiedades (Thomas y Blodwen, 1973). Ademas, el
70% de los enzimas proteoliticos y/o lipoliticos elaborados por estas bacterias
presentan una gran termoestabilidad, resistiendo tratamientos térmicos de la
misma intensidad que los que se aplican en la esterilizacién de la leche por el
procedimiento UHT (Cogan, 1977; Law, 1979; Downey, 1980; Cousin, 1982;
Deeth y col., 1983; Fairbairn y Law, 1986; Garcia-Coliia y col., 1988; Garcia
y col., 1989). Sefialemos a este respecto que Adams y col., (1975)
comprobaron que la proteasa producida por una especie de Pseudomonas era
4.000 veces mds resistente al calor que las esporas de Bacillus
stearothermophilus, de donde se deduce que el término "estéril” no siempre
implica estabilidad durante la conservacién.

A pesar de la gran termoestabilidad de las lipasas y proteasas de las
bacterias psicrotrofas, diversos trabajos apuntan la posibilidad de que su
inactivacion se alcance a temperaturas mas bajas (55°C), durante tiempos mas
largos como 10 minutos o | hora (Driessen, 1983; Fairbairn y Law, 1986) o
bien 85°C durante 45 segundos (Guamis y col., 1987). Sin embargo, estos
tratamientos térmicos pueden originar en [a leche cambios organolépticos
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desagradables (Barach y col., 1976).

La poblacién de bacterias psicrotrofas de la leche cruda necesaria para
producir cambios detectables, tanto en la leche como en los productos lacteos,
varia dependiendo de los géneros y de las especies presentes. No existe
unanimidad en cuanto al nimero minimo de microorganismos que produce
alteraciones apreciables en la leche refrigerada. Mientras Adams y col.,
(1976) estiman que a partir de 104 microorganismos psicrotrofos/ml ya se
detecta proteolisis en la leche, otros autores (Law, 1979; Driessen, 1983;
Mottar, 1984) afirman que la poblacién minima necesaria es de 107
psicrotrofos/ml. Estas diferencias podrian deberse a las técnicas utilizadas en
la deteccion de los enzimas, a la sensibilidad de los métodos empleados en la
determinacion de los productos de las proteolisis y lipolisis o a las
temperaturas a la que se realizan los ensayos (Mottar, 1984). Generalmente,
las modificaciones del aroma y del sabor de la leche, como consecuencia de las
reacciones proteoliticas y lipoliticas que en ella acaecen, se perciben cuando el
niimero de bacterias psicrotrofas de la leche cruda es superior a 106 ufc/ml
(Ritcher, 1979; Schroder y col., 1982).

Las proteasas y lipasas actuan directamente sobre la micela de caseina y
los triglicéridos de la leche, respectivamente. La mayoria de las proteasas
elaboradas por las bacterias psicrotrofas degradan la k-caseina, produciendo la
desestabilizacion de las micelas de caseina frente al Cat+y la coagulacién de la
leche de forma andloga a la accidon de la quimosina. A continuacion de la
k-caseina se hidroliza la B-caseina y, por dltimo, la c-caseina. Las proteinas
séricas son menos sensibles a esta accién que las caseinas (Cousin y Marth,
1977; Law y col., 1977), posiblemente debido a su estructura globular y a un
plegamiento mas compacto. Los productos de degradacién de las proteinas son
péptidos de un peso molecular entre 5.000 y 20.000 daltones y son los
responsables de la aparicién de los sabores amargos de la leche y productos
lacteos. La actividad de las lipasas recae principalmente en los triglicéridos,
que son el componente mayoritario de la materia grasa de la leche (98%),
hidrolizandolos con la consiguiente liberacién de acidos grasos. Los dcidos
grasos de cadena corta C4-Cg son los responsables del sabor a rancio, mientras
los de cadena media Cy-C 2 originan sabores jabonosos y los de cadena larga
C14-Cyg contribuyen muy poco al sabor. Muir y col., (1979) seitalan que las
bactertas psicrotrofas mds lipoliticas son Ps. fluorescens, Flavobacterium sp. y
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Alcaligenes sp.

En la leche pasteurizada no se han detectado cambios significativos en el
aroma y sabor debidos a los enzimas exocelulares producidos por la flora
psicrotrofa, ya que este producto generalmente se almacena durante un
periodo corto. No obstante, la accion de las proteasas genera péptidos de bajo
peso molecular responsables de la aparicién de sabores amargos (Visser,
1981; Cousin, 1982). Asimismo, la actividad lipolitica origina sabor a rancio
(Deeth y col., 1983} por la liberacidn de édcidos grasos, principalmente de
cadena corta o media (C4 a Cq3). En la leche pasteurizada, las alteractones
debidas a proteolisis y lipolisis no suelen percibirse a no ser que ¢!l tiempo de
almacenamiento exceda del aconsejado. En el 40% de las leches pasteurizadas
almacenadas a 6-7°C aparecen defectos del sabor a los 10-11 dias, cuando los
recuentos son del orden de 1,9 x 107 psicrotrofos/ml (Bandler y col., 1981).

En la leche UHT, las modificactones organolépticas son mas perceptibles
debido al largo periodo de conservacion de este producto. La proteolisis,
ademds de originar sabores amargos intensos por liberacion de péptidos
(Bengtsson y col., 1973; McKellar y col., 1984), provoca la desestabilizacién
de la micela de caseina liegando a producir espesamientos o gelificaciones que
limitan la vida {til del producto (Bengtsson y col., 1973; Adams y col., 1976;
Law y col., 1977). La actividad de las lipasas origina en la leche UHT sabor a
rancio debido a la liberacién de 4cidos grasos, aunque la lipolisis en este
producto posee una importancia secundaria (Mottar, 1989; Collins y col.,
1993).

L.a nata obtenida de leches con un alto contenido de lipasas es mas
sensible al enranciamiento (Davis, 1981). La nata rancia requiere un batido
mds largo para obtener mantequilla, pudiendo originar problemas de
separacion de fases, formacién de espuma y disminucién del rendimiento
(Dumont y col., 1977).

En el caso de la mantequilla, su bajo contenido de agua y la presencia de
sal, hacen que no constituya un medio adecuado para el crecimiento de las
bacterias psicrotrofas (Thomas y Druce, 1971). Ademds, su bajo contenido de
proteina limita la actividad de las proteasas, siendo las lipasas los enzimas que
desempeiian el papel mds importante en el deterioro de este producto,
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originando sabores a rancio y a jabon (Deeth y col., 1979; Woo y Lindsay,
1983).

Los quesos elaborados a partir de leche con un alto contenido de
microorganismos psicrotrofos poseen un tiempo de coagulacion mas corto.
Esto se debe a la hidrélisis previa de parte de la caseina, que tiene lugar como
consecuencia de la accidn proteolitica de estos microorganismos en la leche
cruda (Cousin y Marth, 1977). Asimismo, la accién de las proteasas origina
mayores pérdidas de nitrogeno soluble con el suero, lo que determina una
disminucion en el rendimiento del producto (Law, 1979; Fairbairn y Law,
1986), una mayor dificultad en el desuerado (Juffs, 1974) y una mayor
firmeza de la cuajada (Cousin y Marth, 1977). La liberacion de acidos grasos
por las lipasas de la leche es importante para que se desarrollen el aroma y
sabor tipicos del queso. La aparicidn de sabores y olores andmalos
(especialmente a rancio y también jabonoso, mohoso y afrutado) se atribuye a
una lipolisis excesiva de la grasa durante su fabricacidn, con liberacién de
grandes cantidades de 4dcidos grasos libres. Para que no se detecten
modificaciones organolépticas en el queso, el contenido de psicrotrofos de la
leche cruda utilizada para su elaboracion debe situarse entre 104 y 106 ufc/ml,
ya que recuentos superiores a 107 ufc/ml producen en este tipo de producto
una rancidez temprana (Law y col., 1976; 1979).

Dado que las bacterias psicrotrofas difieren en su capacidad de elaborar
lipasas y proteasas termorresistentes, es dificil sefialar en la leche cruda una
tasa de microorganismos psicrotrofos que asegure que su actividad enzimética
exocelular no originard modificaciones organolépticas ni en la leche ni en los
productos lacteos al prolongar mucho su vida util. No obstante, se puede
concluir que recuentos mayores de 106 microorganismos psicrotrofos/ml
proporcionan una materia prima de calidad cuestionable.
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II.1.4. ASPECTOS LEGALES REFERENTES A LA CALIDAD
HIGIENICA DE LA LECHE

La entrada de Espafia en la Unién Europea y la puesta en marcha del
Mercado Unico en 1993, ha significado un reto importante para las
condiciones de produccién de leche de nuestro pais. Los estudios de los
altimos afios sobre calidad bacteriolégica de la leche cruda espafiola muestran
un distanciamiento evidente con la del resto de la Unidn (Tabla I1.3). Se ha
calculado que el 65% de la leche que llegaba a las centrales espariolas tenia
mas de un millén de bacterias/ml (Gonzilez de Canales, 1990). Este desfase
entre la calidad higiénica de la leche producida en Espaiia y la del resto de la
Unién puede atribuirse a una deficiente situacién estructural, econdémica y
técnica, asi como al desconocimiento por muchos ganaderos de los principios
higiénicos a seguir en la obtencidn de leche de buena calidad microbiolégica
(Rico Mansilla, 1990). Entre las medidas aplicadas al sector lacteo espafiol en
su acelerada adaptacion a la Organizacién Comiin de Mercados, hay que
sefialar la adjudicacién de primas y descuentos para el pago por composicion y
por nivel de bacterias, a fin de poder disponer de leche competitiva en precio
y en calidad con respecto a la producida en las explotaciones de otros paises de
la UE.

La mejora de la calidad higiénica de la leche en nuestro pais y en el resto
de los paises comunitarios estd condicionada, ademés de por la demanda
interna, por la Directiva del Consejo de Europa del 5 de agosto de 1985
(Directiva 85/397/CE) relativa a las caracteristicas que debe reunir la leche
cruda utilizada para la obtencién de productos licteos que se destinen a
intercambios comunitarios. Dichas caracteristicas se recogieron en el Real
Decreto 362/92 de 10 de abril (BOE de 15 de abril de 1992) del Ministerio de
Relaciones con las Cortes y de la Secretaria del Gobierno, por el que se
establecieron las normas de orden sanitario y de policia sanitaria relativas a
la leche cruda para tratar térmicamente, exigibles para los intercambios
intracomunitarios. Posteriormente, la Directiva 92/46/CE de 14 de septiembre
de 1992 establecié las normas sanitarias aplicables a la produccién vy
comercializacién de la leche cruda, leche tratada térmicamente y productos
lacteos.
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Tabla i1.3. Calidad bacteriolégica de la leche cruda en Espana y en otros
paises de la Uniéon Europea

Contenido en bacterias/ml

Menosde  Entre 2 x105 Entre 7 x 103 Mis de
2x 105 y7x 103 y 106 106
Pais

ESPANA 5% @ 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. Porcentaje de leche recogida
Fuente: Gonzalez de Canales (1990)
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En este sentido, la legislacién establece que la leche cruda de las
explotaciones, para poder ser tratada térmicamente y para la elaboracion de
yogur, cuajada y cremas, deberd tener una concentracion de microorganismos
inferior a 105 ufc/ml. Asimismo, la concentracién de microorganismos de la
leche cruda destinada a la elaboracién de productos lacteos tratados
térmicamente, distintos de los anteriormente mencionados, deberd ser inferior
a 4 x 103 ufc/ml. En las leches de cabra y oveja, el limite se sitda en 106
ufc/ml para la leche utilizada como materia prima en la elaboracién de
productos lacteos tratados térmicamente y se reduce a 5 x 105 ufc/ml para la
destinada a productos no tratados por el calor. No obstante, hasta 1998 la
Directiva admite excepciones para las industrias de produccion limitada y para
aquéllas que se abastecen de leche que no cumple los minimos microbioldgicos
que establece la legislacién. La concesion de las excepciones temporales y
limitadas debe ir acompafiada de un plan de trabajo donde se especifiquen los
plazos en los que los establecimientos pueden ajustarse a los requisitos
exigidos. Por todo ello, se estima que producir leche con un nivel de bacterias
inferior a 105/ml es el primer objetivo a cumplir por todas las explotaciones
ganaderas.
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I1.2. MICROBIOLOGIA DE LA CARNE CRUDA

I1.2.1. IMPORTANCIA DE LOS MICROORGANISMOS
PSICROTROFOS EN LA CALIDAD DE LA CARNE CRUDA
REFRIGERADA

L.a composicién quimica y las caracteristicas biolégicas de la carne.
hacen que esta constituya un excelente medio de cultivo para el desarrollo de
bacterias, mohos y levaduras. Ademds de la riqueza en nutrientes, los valores
de pH y de actividad de agua (ay,) de la camne se encuentran dentro de los
limites de crecimiento de muchos microorganismos. El bajo potencial de
oxido-reduccién existente en el interior de la carne, hace posible el desarrollo
de microorganismos anaerobios facultativos y obligados. Sin embargo, los
microorganismos aerobios encuentran las condiciones adecuadas para su
desarrollo en la superficie de la carne, donde el potencial de 6xido-reduccién
es ligeramente positivo.

La diversidad de microorganismos que pueden llegar al misculo, tanto
cuando el animal estd vivo, como durante el sacrificio y manipulaciones
posteriores de las canales (Dainty y col., 1983), determina que la flora
microbiana de la carne sea de naturaleza muy heterogénea. Aunque se ha
sugerido la existencia de una flora intrinseca distinta de la flora contaminante,
se ha comprobado que el interior de los misculos de los animales sanos,
sacrificados en condiciones higiénicas, es practicamente estéril (Gill, 1979).
La mayoria de los investigadores coinciden en afirmar que la alteracion de la
came ¢$ un fendmeno meramente superficial (McMeekin, 1982; Gill, 1983;
Notermans y Kampelmacher, 1983).

Los microorganismos alterantes de la came proceden fundamentalmente
de las heces, piel y visceras del animal, llegando a la superficie de la carne a
través del utillaje, agua, aire, manos y ropa de los manipuladores. Por ello, es
estrictamente necesario aplicar el sistema de andlisis de riesgos e identificacién
y control de puntos criticos (ARICPC) durante la sangria, faenado y posterior
manipulacion de las canales (Nottingham, 1982). Una concentracién de
microorganismos en la camne fresca del orden de 103 ufc/cm? se considera
indice de una buena manipulacién higiénica de las canales (Gill, 1982).
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La mayoria de los microorganismos que alteran la camne fresca son
bacterias psicrotrofas aerobias pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Moraxellal Acinetobacter y Aeromonas. También pueden encontrarse especies
anaerobias facultativas como Alteromonas putrefaciens (Gill y Newton, 1978;
Buchanan y Palumbo, 1985) y microorganismos Gram-positivos como
Lactobacillus sp. y Brochothrix thermosphacta (Dainty y Hibbard, 1980).

Las bacterias meséfilas productoras de toxiinfecciones alimentarias que
con mayor frecuencia se aislan de la carne incluyen cepas de Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Campylobacter sp., E. coli enterohemorrdgico
0157:H7, Aeromonas hidrophyla y Listeria monocytogenes (Buchanan y
Palumbo, 1985; Kotula y col., 1987; Lammerding y col., 1988). Aunque el
crecimiento de la mayoria de estos microorganismos se inhibe a temperaturas
de refrigeracién, algunos como Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes y Aeromonas hydrophila pueden crecer a dichas temperaturas.

Si bien el crecimiento de mohos y levaduras se ve limitado durante el
almacenamiento de la carne en refrigeracion, algunas especies pueden
desarrollarse en su superficie. Entre los mohos se incluyen especies de
Penicillium, Cladosporium, Thamnidium, Mucor, Rhizopus, Aspergillus,
Alternaria y Sporotrichum y entre las levaduras, especies pertenecientes a los
géneros Torulopsis, Candida y Rhodotorula (Ayres, 1960). El crecimiento de
mohos y levaduras en la superficie de la carne se ve favorecido por la alta
disponibilidad de oxigeno, especialmente si la actividad de agua es baja
(Hechelmann y Kasprowiak, 1991).

Los microorganismos juegan un papel importante en la alteracién de la
camne y, por ello, las practicas de manipulacion y los métodos de conservaciéon
y almacenamiento estdn encaminados a minimizar o inhibir la actividad y el
crecimiento microbiano. De los diversos procedimientos empleados por la
industria cdrnica para retardar los cambios alterativos y prolongar la vida util
de sus productos (aplicacién de frio, tratamientos térmicos, adicién de
sustancias quimicas, uso de atmodsferas modificadas, irradiacién, etc.), la
refrigeracion constituye, sin lugar a dudas, el método de conservacion mas
generalizado. Antiguamente, las canales se mantenian después del sacrificio al
aire libre y en lugares sombreados, donde la temperatura podia oscilar entre
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15 y 20°C. Estas temperaturas favorecian el desarrollo rdpido de
microorganismos mesoéfilos en la superficie y en el interior del misculo,
limitando a | dia o incluso a menos la vida qtil de la camne (Ingram y Dainty,
1971).

Con el fin de inhibir el desarrollo de la mayoria de la flora aerobia y
anaerobia mesdfila, responsable de la alteracién y putrefaccion de la came y
productos carnicos, ha sido necesario el empleo de sistemas de
almacenamiento a bajas temperaturas. Ayres (1960) demostrd que la vida atil
de la carne con una carga bacteriana inicial de 104 ufc/cm? era de 16 dias a
0°C, de 5 dias a 5°C y de tan s6lo 2 dias si se mantenia a 10°C. De ello se
deduce que la temperatura de almacenamiento es de vital importancia en el
control de la contaminacién microbiana de la came. Por otra parte, si bien la
aplicacidén de temperaturas de refrigeraciéon para el almacenamiento de la
carne permite que se prolongue su vida dtil durante un tiempo generalmente
suficiente para que el alimento llegue a las industrias transformadoras o al
consumidor en condiciones adecuadas, la carne almacenada en refrigeracion
termina inevitablemente alterindose debido a los microorganismos que se
desarrollan a bajas temperaturas. A temperaturas de refrigeracion se favorece
el crecimiento selectivo de los microorganismos psicrotrofos Gram-negativos,
que son los responsables de la alteracion de la carne refrigerada (Ingram y
Dainty, 1971; McMeekin, 1982; Dainty y col., 1983).

La evolucién de la flora microbiana de la superficie de la carne a
temperaturas de refrigeracién varia con las condiciones de almacenamiento.
En la came refrigerada, las pseudomonas predominan a partir de los 4 dias de
almacenamiento y al cabo de 7 dias constituyen el 95% de la poblacién
microbiana alterante (Gill y Newton, 1977; Dainty y col., 1983; Gill,
1983; Eribo y Jay, 1985). El predominio del género Pseudomonas se produce
tanto en came de vacuno (Ayres, 1960; Jay, 1972), como en la de cerdo
(Gardner y col., 1967) y aves (Barnes ¢ Impey, 1968; McMeekin, 1975) y no
hay evidencias que indiquen que diferencias en la composicion de la carne
afecten a la composicion de la flora alterante (Gill y Newton, 1977). Conviene
seflalar que hasta temperaturas de almacenamiento cercanas a los 20°C,
Pseudomonas sigue siendo el género que con mayor frecuencia se aisla de la
carne.
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A las pseudomonas les siguen, por orden de importancia, bacterias
aerobias de los géneros Moraxella (especies sacaroliticas y no sacaroliticas),
Acinetobacter, Flavobacterium y Aeromonas. También se ha sefialado la
presencia de bacterias anaerobias facultativas como algunas enterobacterias,
Alteromonas putrefaciens y Brochothrix thermosphacta y de algunas especies
microaerdéfilas del género Lacrobacillus (Sneath y Jones, 1976; McMeekin,
1982; Dainty y col., 1983).

Como ya se ha sefialado, la contribucién de cualquiera de los
microorganismos mencionados a la alteracion de la carne, viene determinada
en gran medida por las condiciones de almacenamiento. En las carnes
envasadas en peliculas permeables, es Pseudomonas el género predominante
(Ayres, 1960; Asensio y col., 1988), aunque también se encuentran
Acinetobacter sp., Moraxella sp., B. thermosphacta y una pequeiia proporcién
de lactobacilos (Gardner y col., 1967; Roth y Clark, 1972). En la carne
envasada en atmdsferas modificadas (vacio, atmdsferas enriquecidas con CO»,
etc.) se inhibe el crecimiento de Pseudomonas y proliferan bacterias
psicrotrofas microaerdfilas y anaerobias facultativas como Lactobacillus sp.
(Newton y Gill, 1978), algunas enterobacteridceas y B. thermosphacta
(Asensio y col., 1988). St las condiciones de refrigeracion no se mantienen,
pueden crecer ademds de lactobacilos meséfilos, clostridios potencialmente
patégenos (Ingram y Dainty, 1971; Gill y Newton, 1980). Por ello, en ia
carne envasada en atmoésferas modificadas es necesario un control estricto de
la temperatura de almacenamiento (Lambert y col., 1991).

Si bien las condiciones de almacenamiento desempefian un papel
primordial en la alteracién de la camme, también hay que destacar la influencia
que ejerce la carga inicial de microorganismos. Ayres (1960) demostro que en
las carnes con una carga inicial de 65 ufc/cm? su vida til se prolongaba hasta
los 21 dias a 0°C, mientras que si la carga inicial era de 6 x 104 ufc/cm2, la
alteracion se ponia de manifiesto a los 11 dias.
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11.2.2. CAMBIOS QUIMICOS ASOCIADOS AL CRECIMIENTO
MICROBIANO EN LA CARNE CRUDA REFRIGERADA

En la carne refrigerada la alteracién se caracteriza por la aparicion de
olores anémalos, que se manifiestan a tasas bacterianas algo superiores a 107
ufc/ecm? y por limosidad superficial, cuando la carga bacteriana se sitda
alrededor de 108 ufc/cm? (Ayres, 1960; Ingram y Dainty, 1971). También se
producen cambios en el color de la came que se detectan cuando la poblacion
bacteriana alcanza valores de 106 ufc/cm?2 (Bala y col., 1977).

El grado de alteracién de la carne depende del tipo y nimero de
microorganismos que predominan y de su capacidad para producir, a partir
de sustratos como glucosa, 4cido lactico 0 aminoicidos, compuestos odoriferos
como SH», aminas voldtiles, ésteres, acetoina y NHy que afectan al pH de la
carme (McMeekin, 1982). La tabla I1.4 muestra los sustratos utilizados por los
principales microorganismos alterantes de la carne refrigerada.

El comienzo de la alteracién de la carne refrigerada en aerobiosis
depende del metabolismo de las pseudomonas, que utilizan la glucosa como
sustrato preferente. A medida que el nimero de microorganismos aumenta en
la superficie de la camme, la concentracién de sustrato disminuye origindndose
un gradiente de concentracion de glucosa desde el interior del tejido muscular
hasta la superficie (Gill, 1976). Cuando las pseudomonas llegan a una tasa de
108 ufc/cm?2, la glucosa ya se ha agotado en la superficie de la carne y
comienzan a degradar sustratos como los aminoédcidos y el 4cido lactico,
produciendo sulfuros odoriferos, ésteres, dcidos y aminas (Gill, 1976;
McMeekin, 1982). El gluconato y el 2-cetogluconato son productos
intermediarios del metabolismo de la glucosa que también son degradados
cuando ésta se agota (Farber y ldziac, 1982).

Entre las especies del género Pseudomonas, la que mas frecuentemente
se aisla de la carne es Ps. fragi (Molin y Ternstrom, 1982; Shaw y Latti,
1984, 1988), que es la principal responsable de la producciéon de etil y
metil-ésteres de dcidos grasos de cadena corta, lo que se traduce en la
aparicion de un olor afrutado-dulce en la carne (Dainty y col., 1983). En
una etapa posterior, la actividad conjunta de las distintas cepas de
Pseudomonas da lugar a la formacién de compuestos azufrados que confieren
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Tabla Il 4. Sustratos utilizados por los principales microorganismos alterantes
de la carne refrigerada
Sustratos utilizados para el crecimiento  Productos finales del metabolismo
Microorganismo Aerobiosis Anaerobiosis Aecrobiosis Anaerobiosis
Pseudomonas  Glucosal — Sulfuros N
Aminodcidos2 Esteres, dcidos
Acido ldctico? Aminas (putrescina)
Acinetobacter/  Aminodcidos! — Esteres, nitrilos S
Moraxella Acido ldctico? Sulfuros
Alteromonas Glucosal Glucosal Suifuros voldtiles SH,
putrefaciens Aminodcidos? Aminodcidos?
Acido ldctico3
Brochothrix Glucosal Glucosal Acido acético Acido ldctico
thermosphacta  Amino4cidos? Acetoina Acidos grasos
(solo glutarnato) Acido isovalérico  voldtiles
Acido isobutirico
Enterobacter Glucosal Glucosal SH,
Glucosa 6-fosfato?  Glucosa 6-fosfato? Aminas
Aminodcidos’ Aminoécidos3
Acido ldctico®
Lactobacillus ~ — Glucosal _— SH,, aminas
Aminoécidos? Acido ldctico

Acidos grasos
volatiles

* El nimero en superindice indica el orden de utilizacién de cada sustrato.

Fuente: Lambert y col., (1991)
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a la carne el olor putrido (Dainty, 1989) caracteristico de una fase de
alteracion avanzada (tasas de 10° ufc/cm2 y superiores). Las pseudomonas
producen, ademds, diversos tipos de hidrocarburos (Dainty y col., 1984) y
amoniaco (Gill, 1976), que es el responsable del aumento del pH que se
observa corrientemente en la fase que sigue a la de agotamiento de la glucosa
(Dainty, 1986). Las aminas producidas en mayor cantidad son cadaverina y
putrescina, tanto en la carne de cerdo como en la de vacuno y ovino
(Edwards y col., 1983). El aumento de la produccién de putrescina se ha
atribuido a las pseudomonas y el de cadaverina a las enterobacterias (Dainty,
1986).

El grupo Moraxella/Acinetobacter sigue en importancia a Pseudomonas
sp. en la alteracion de la carmne refrigerada. Estos microorganismos utilizan
principalmente aminoacidos cuya degradacién no origina olores anormales.
Ademas, pueden potenciar la actividad de Pseudomonas sp. y de Alteromonas
putrefaciens al limitar o restringir la disponibilidad de oxigeno, lo que
determina que las pseudomonas degraden los aminodcidos ain en presencia de
glucosa utilizable (Gill y Newton, 1977).

Alteromonas putrefaciens no se ha detectado en carnes de pH normal
(5,5); en aerobiosis utiliza los aminodcidos cisteina y serina produciendo
sulfuros orgdnicos voldtiles (Gill y Newton, 1979) y en anaerobiosis rinde
sulfuro de hidrégeno (SH»). El sulfuro de hidrégeno reacciona con la
mioglobina del misculo para formar la sulfomioglobina, que es el compuesto
responsable del enverdecimiento de la carne alterada por esta bacteria. Si las
condiciones existentes favorecen el crecimiento de Alteromonas putrefaciens
(pH elevado y restriccién en la disponibilidad de oxigeno), puede llegar a ser
el microorganismo de mayor potencial alterativo de la carne.

Brochothrix thermosphacta utiliza la glucosa como fuente de energia. El
metabolismo en aerobiosis de este carbohidrato origina acido acético,
acetoina, diacetilo y dcidos grasos voldtiles (acético, iso-butirico, iso-valérico,
etc.), responsables del olor "dulce"” caracteristico que se produce cuando este
microorganismo crece en la carne de vacuno (Dainty y Hibbard, 1980; Stanley
y col., 1981; Dainty y Hibbard, 1983). Si B. thermosphacta metaboliza la
glucosa anaerdbicamente, el compuesto resultante mayoritario es el acido
lactico, si bien pueden formarse ademds pequefias cantidades de otros &cidos
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grasos volétiles (Davidson y col., 1968). Este microorganismo es el agente
alterante més significativo de las carnes envasadas a vacio que contienen
oxigeno residual.

En condiciones aerdbicas, las enterobacterias utilizan como sustratos
glucosa y glucosa-6 fosfato. Algunas cepas pueden degradar los aminodcidos
produciendo sulfuros volatiles como SH» y aminas, que confieren a la carne
olores andémalos (McMeekin, 1982).

Aunque el género Lactobacillus constituye una pequefa proporcién de la
flora alterante inicial de la came refrigerada (Gardner y col., 1967), se
convierte en predominante cuando disminuye la tensién de oxigeno (Pierson y
col., 1970; Christopher y col., 1979 a, b). Los lactobacilos utilizan la glucosa
generando 4cido lictico y sélo cuando se agota este azucar degradan los
aminoicidos con formacion de compuestos de olor a "rancio” o a "queseria”
tipicos de la carne envasada a vacio (Nakae y Elliott, 1965; Gill y Newton,
1977).

Se¢ ha demostrado que los enzimas microbianos contribuyen a la
degradacién tisular. Sin embargo, no estd clara su participacion en la
alteracion de la carne, tal y como ha sido definida por la mayoria de los
autores. La proteolisis bacteriana que tiene lugar durante la alteracidn no
juega un papel importante en la generacidén de olores andmalos ni en la
aparicion de limo superficial, debido a que las proteinas de la carne sélo son
atacadas en una fase avanzada del desarrollo microbiano, cuando ya se han
agotado los constituyentes ciarnicos mais sencillos. Es decir, los enzimas
proteoliticos no se producen hasta que la poblacién de bacterias psicrotrofas
alcanza el final de la fase logaritmica de crecimiento (tasas de 108-109
ufc/cm?), momento en el cual ya se detectan los signos caracteristicos de la
alteracién (Ingram y Dainty, 1971). En relacion con las lipasas microbianas,
dificilmente pueden atribuirseles los cambios que afectan a la fraccién
lipidica, ya que son debidos a fenémenos autooxidativos y a la lipolisis por
enzimas tisulares, como han visto ciertos investigadores durante la alteraciéon
de la carne (Gill, 1982; Dainty y col., 1983).
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I1.3. METODOS DE DETECCION E IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS DE LOS ALIMENTOS

Las técnicas de deteccion e identificaciéon de microorganismos han
evolucionado notablemente en los tltimos afios debido a las exigencias de la
industria alimentaria dada la necesidad de reducir costes y de obtener
resultados mas rdpidos y fiables. Los métodos tradicionales de andlisis
microbiolégico de los alimentos requieren varios dias para la obtencién de
resultados; son laboricsos y, generalmente, poco reproducibles. Por ello, estdn
siendo desplazados por otros métodos més rapidos y automatizados aplicables
al andlisis rutinario de los alimentos (Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991).

En esta seccion se abordaran tanto los métodos convencionales como las
técnicas rapidas utilizadas en la deteccidn e identificacion de microrganismos
de los alimentos.

I.3.1. M ETODOS CONVENCIONALES DE ANALISIS
MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS

El niimero total de microorganismos viables de una muestra de alimento
suele determinarse para estimar su vida util, su estado higiénico y la pérdida
de calidad organoléptica. Los cuatro métodos basicos que se utilizan para el
"recuento total” de microorganismos en los alimentos son (Jay, 1992b):

Recuento estindar en placas (REP)
Método del nimero mas probable (NMP)

Técnicas de reduccion de colorantes

e TS S

Recuento microscdpico directo (RMD)

11.3.1.1. RECUENTO ESTANDAR EN PLACAS (REP)

El REP es una técnica utilizada por numerosos investigadores (Chesbro
y col., 1979; Champagne y col., 1989; Zwietering y col., 1990) y se suele
emplear como referencia para estimar la fiabilidad de otros métodos
analiticos. Sin embargo, presenta varios inconvenientes como son su lentitud,
la necesidad de manipulaciones muiltiples y la laboriosidad que supone realizar
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el recuento de colonias.

El recuento de microorganismos viables consiste en la enumeracién de
las colonias que se desarrollan en placas de agar nutritivo inoculadas con
cantidades conocidas del alimento e incubadas en condiciones ambientales
predeterminadas. Ello conlleva la preparacién de homogeneizados y
diluciones.

L.a identificacion de los microorganismos desarrollados requiere su
posterior siembra en medios de cultivo sdlidos, selectivos del microorganismo
que se pretende investigar. El REP puede aplicarse al recuento de distintos
microorganismos mediante la combinacién de una amplia variedad de
condiciones, como composicién del medio de cultivo, gases de su entorno y
tiempo y temperatura de incubacién.

El método estdndar para enumerar los microorganismos psicrotrofos de
los alimentos consiste en incubar las placas sembradas durante 10 dias a una
temperatura de 7°C (Frank y col., 1985). Sin embargo, por el largo periodo
de tiempo necesario para obtener resultados, su interés practico es escaso en la
industria alimentaria. Por ello, se han propuesto diversas alternativas basadas
en el empleo de temperaturas mas altas y tiempos de incubaciéon mas cortos.
En el caso de la carne, las placas se incuban a 25°C durante 24 h (Greer,
1981) y en el de la leche, a 21°C durante 25 h (Oliveira y Parmelee, 1976) o
a 18°C durante 45 h (Oehlrich y McKellar, 1983). En estas condiciones de
incubacion se forman colonias visibles de microorganismos psicrotrofos,
siendo las de los microorganismos meséfilos demasiado pequefas para ser
contadas. No obstante, los recuentos suelen ser mas altos que los obtenidos con
el método estidndar, debido al crecimiento de algunas bacterias Gram-positivas
no psicrotrofas (Punch y Olson, 1962). Para la enumeracién de psicrotrofos
en los alimentos, también se ha propuesto la incubacién preliminar de las
placas a 15°C durante 24 h, seguida de otra incubacién a 7°C durante 3 dias
(Juffs, 1970). Asimismo, las placas pueden incubarse primero a 17°C durante
17 h y después a 7°C durante 3 dias (Sogaard y Lund, 1981). Estas dltimas
variantes presentan una mejor correlacion que las anteriores con el método
estandar de recuento en placa (10 dias/7°C).

Dado que la mayoria de las bacterias psicrotrofas son Gram-negativas,
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en la enumeracion de estas bacterias también se han utilizado medios de
cultivo que contienen inhibidores selectivos de fas bacterias Gram-positivas.
De ellos, el mas utilizado es el medio "CTV", que contiene cristal violeta y
cloruro de tetrazolio, incubdndose las placas a 30°C durante 48 h o a 22 °C
durante 5 dias. El principal inconveniente del empleo de estos inhibidores
selectivos es que las condiciones de incubacién utilizadas generalmente

permiten el crecimiento de los microorganismos mesofilos (Thomas y
Thomas, 1973).

11.3.1.2. METODO DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP)

Este método fue introducido por McCrady en 1915. La muestra del
alimento se¢ prepara como en el caso del REP y, a continuacién, tres diluciones
seriadas del alimento s¢ siembran en 9 6 15 tubos de un medio adecuado
(dependiendo de que se emplee ¢l método de los 3 o de los 5 tubos,
respectivamente). El nimero de microorganismos de la muestra original se
determina mediante tablas estindar del NMP. Este método es de naturaleza
estadistica y generalmente su resultado es mas alto que el obtenido con el
REP. Aunque Woodward (1957) duda de la precision y fiabilidad del método
del NMP, entre sus ventajas destacaremos su simplicidad y su utilidad en la
deteccién de microorganismos o grupos microbianos especificos mediante el
empleo de medios selectivos.

[1.3.1.3. METODO DE REDUCCION DE COLORANTES

El método de la reduccion de colorantes se basa en los cambios de color
que experimentan determinados compuestos en solucién bajo la actividad
reductora de algunos microorganismos. Para su realizacién, se afiaden a las
muestras de interés soluciones patron de azul de metileno o de resazurina,
cuya coloracién cambia (vira), lo que se aprecia a simple vista (el azul de
metileno vira de azul a blanco y la resazurina de azul apizarrado a rosa o
blanco). El tiempo necesario para la reduccién del colorante depende de la
actividad enzimdtica bacteriana y estd inversamente relacionado con el ndimero
de microorganismos presentes en la muestra.

Si bien la reduccién de colorantes ha sido utilizada durante muchos afios
para evaluar la calidad microbioldgica de la leche cruda (Garvie y Rowlands,
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1952), en la actualidad carece de valor, dado que la refrigeracion de la leche
antes de su procesado determina que no sea la flora lctica la mas abundante,
sino la flora psicrotrofa Gram-negativa, que no elabora reductasas (Cousin,
1982). De acuerdo con este método, un tiempo de reduccién corto indicaria la
presencia de un nimero elevado de bacterias licticas, pero un tiempo de
reduccion largo no significa necesariamente que la leche tenga una buena
calidad microbiolégica, ya que puede tener una gran carga de bacterias
psicrotrofas, que no son detectables con esta técnica.

En determinados alimentos como la carne cruda, uno de los problemas
que presenta la utilizacién de esta técnica es la existencia de sustancias con
capacidad reductora inherentes al propio alimento; su aplicacién es mds fiable
en ¢l caso de las carnes cocinadas (Austin y Thomas, 1972). No obstante,
algunos autores han sefialado que triturando con agua las muestras de carne
fresca, la concentracion de enzimas reductores en el sobrenadante es menor
que si se utiliza un homogeneizado, ya que se provoca una menor destruccion
tisular. El método de la reduccién de colorantes detecta en la carne cruda
niveles de microorganismos mayores de 107 ufc/g (Dodsworth y Kempton,
1977; Holley y col., 1977).

Esta técnica se ha utilizado para evaluar la calidad microbiolégica de
productos como la carne picada (Saffle y col., 1961), helados y gambas
congeladas. Entre las ventajas que presenta destacan su simplicidad, rapidez y
bajo coste, aunque la variacién en la capacidad reductora de unos
microorganismos a otros limita su utilizacién. No obstante, se estd avanzando
en la investigacion de otros métodos de reduccion de colorantes como el de la
citocromo-¢ oxidasa, mucho mds rapido y especifico para la deteccién de
microorganismos psicrotrofos en la leche cruda y pasteurizada (Kroll, 1985;
Pishawikar y col., 1992).

[1.3.1.4, RECUENTQ MICROSCOPICO DIRECTO (RMD)

Esta técnica, desarrollada por Breed en 1916, se basa en el recuento de
las bactertas con la ayuda de un microscopio. Consiste esencialmente en contar
el nimero de células bacterianas contenidas en un volumen conocido,
depositado en un 4rea determinada de un portaobjetos. Para ello, las células se
fijan por el calor y se tifien con un colorante adecuado. Es un método rapido,
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simple y ampliamente extendido para determinar los recuentos de
suspensiones de células cuyo tamafio sea lo suficientemente grande para
contarlas sin dificultad. Sin embargo, no conviene utilizarlo en el caso de
microorganismos formadores de cadenas, como es el caso de las bacterias
lacticas (Garcia y col., 1991). Otras desventajas que limitan su utilizacién son
la dificultad de diferenciar las células viables de las no viables, asi como las
células microbianas de las pequefas particulas de alimento, lo cual origina
recuentos invariablemente mas altos que los recuentos estandar en placa (Jay,
1986). Por otro lado, la faita de sensibilidad y la fatiga del operario han
favorecido poco su desarrollo hasta que se ha dispuesto de nuevas técnicas
analiticas como la de la epifluorescencia directa (Barcina y col., 1989).

I1.3.2. METODOS RAPIDOS DE DETECCION E IDENTIFICACION
DE MICROORGANISMOS DE LOS ALIMENTOS

Las técnicas microbiolégicas utilizadas en el control de la calidad de los
alimentos han variado en la altima década (Jarvis, 1982; Dziezak, 1987). Los
métodos convencionales estin siendo superados debido a que las ventajas de su
simplicidad y bajo coste no compensan sus principales desventajas: demora en
la obtencién de resultados y trabajo laborioso para obtenerlos (Barcina y col.,
1989; Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991; Vasavada, 1993). Los métodos
rdpidos de analisis microbiolégico que se abordan en este apartado se han
clasificado en:

1.- Métodos basados en la automatizacién de las técnicas
convencionales

2.- Meétodos fisico-quimicos

3.- Métodos inmunolégicos

4.- Meétodos genéticos

[1.3.2.1.  AUTOMATIZACION DE L.OS METODOS CONVENCIONALES

El método tradicional de recuento por siembra en medio sdlido, que
suele ser el método de referencia para estimar la fiabilidad de otros métodos
analiticos, presenta varios inconvenientes como son la lentitud, la necesidad de
muitiples manipulaciones y la laboriosidad que supone realizar el recuento de
colonias. Para solucionar algunos de estos inconvenientes, se han propuesto
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diversas técnicas que permiten la automatizacion de los métodos tradicionales
y cuyo fin es reducir el gasto de material, facilitar el manejo y aumentar el
nimero de muestras a analizar. No obstante, estas técnicas no evitan la
necesidad de incubar las placas durante periodos de tiempo mds o menos
largos (24-72 horas en el més favorable de los casos), no disminuyendo por
ello el tiempo necesario para completar cada ensayo.

Actualmente existen en el mercado numerosos instrumentos que
permiten una automatizacién del proceso. Quizds ¢l mas interesante sea el
"Spiral Plate System”, desarrollado por la Food and Drug Administration
(FDA) de EE.UU. Este aparato consta de un dispensador que deposita de
forma continua un volumen decreciente de liquido en la superficie de la placa
de agar, la cual gira a una velocidad adecuada mientras el dispensador se
mueve desde el centro hasta el extremo. Este dispensador diluye y siembra,
presentando una buena correlacién con el método de recuento en placa
(Hedges y col., 1978; Kramer y col., 1979). Ademas, requiere mucho menos
material que el método de siembra convencional, ya que se eliminan las
diluciones seriadas, no requiere duplicacion de las siembras y permite la
automatizacién de las mismas.

Otro instrumento interesante es el "Colworth droplet”, que diluye el
indculo en agar fundido atemperado y, posteriormente, produce
microcolonias dentro de pequenias gotitas de agar facilitando el recuento.
Tiene poca correlaciéon con el método estindar. Fung y col., (1980) han
desarrollado el método de la "cinta adhesiva", que permite recoger
directamente los microorganismos de las superficies de alimentos como la
carne y sembrarlos en placa evitando las diluciones.

Un sistema i1deado para realizar diluciones automatizadas es el
"Gravimetric diluter” (Spiral System, Inc., Bethesda, MD). Los diluidores
gravimétricos son aparatos que llevan conectado un repartidor de liquidos a
una balanza, de manera que una vez pesada una cantidad de la muestra en una
bolsa estéril, se deposita en la misma el volumen necesario de diluyente para
obtener una dilucién prefijada.

Los "preparadores autométicos de medios de cultivo™ son sistemas que se
componen de un autoclave conectado a un sistema de llenado y apilado
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automdtico de placas de Petri.

Los "contadores automdticos de colonias”_son aparatos que examinan la
placa, detectando las diferencias en propiedades 6pticas que presentan las
colonias respecto del medio de cultivo.

Otras operaciones que requieren mucho tiempo y trabajo, como la
preparacion de medios y la tincidn de bacterias, también se han automatizado.
De los equipos disefiados para esta automatizacién, merece citarse el
"Dynastainer”._Se trata de un instrumento que realiza tinciones Gram, o de
otro tipo, siete u ocho veces mds ripidamente que cuando se realizan de forma
manual (Fung, 1975).

[1.3.2.2. METODOS FISICO-QUIMICOS

Generalmente se basan en la deteccién y amplificacion de las
modificaciones fisico-quimicas del medio, como consecuencia del crecimiento
activo de los microorganismos. Entre ellos destacan la impedimetria,
microcalorimetria, turbidimetria o nefelometria, radiometria,
epifluorescencia directa sobre filtro (DEFT), bioluminiscencia o medida del
ATP, la prueba del Limuius y el ensayo de la actividad aminopeptidésica
ligada a la pared celular,

11.3.2.2.1., Impedimetria

Es una de las técnicas con un mayor potencial de aplicacion en la
deteccién de microorganismos en los alimentos (Firstenberg-Eden y Zindulis,
1984). Se basa en la deteccion de la actividad microbiana a través de la medida
de la impedancia eléctrica. La impedancia es la resistencia al paso de una
corriente alterna a través de un material conductor, como puede ser un medio
de cultivo. Cuando los microorganismos crecen, metabolizan sustratos no
iénicos de baja conductividad (proteinas, carbohidratos y grasas)
convirtiéndolos en metabolitos idnicos de una conductividad mayor (4cidos
grasos, aminodcidos y acidos organicos). Asi, los cambios de impedancia
debidos al acimulo de metabolitos resultantes del crecimiento microbiano se
pueden medir colocando el medio de cultivo en unos pocillos provistos de dos
electrodos de acero inoxidable y aplicando a continuacién una corriente
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alterna. Este método permite detectar poblaciones bacterianas de 1053-106
ufc/ml en 3-5 horas y de 104-105 ufc/ml en 5-7 horas, presentando una buena
correlacién con el método de recuento en placa (Wood y col., 1977) .

La impedimetria se ha utilizado con éxito para predecir la vida util de la
leche (Bishop y col., 1984), quesos (Bishop y White, 1985), hortalizas y
alimentos congelados (Hardy y col., 1977). También se ha empleado en la
industria cdrnica, permitiendo la deteccidén en las carnes refrigeradas de

niveles de microorganismos iguales o superiores a 107 ufc/cm? en menos de 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 este método destacan una deteccion rdpida de microorganismos especificos
cuando se utilizan medios de cultivo selectivos, el bajo coste de la prueba, la
simplicidad en la preparacion de las muestras, la rapidez y la posibilidad de
informatizacién de los datos obtenidos (Easter, 1985; Firstenberg-Eden,
1986). En cuanto a sus inconvenientes, merecen citarse el elevado coste del
instrumental y la baja relacion sensibilidad/velocidad, ya que cuanto menores
son los recuentos, mayor es el tiempo necesario para la obtencion de
resultados (Jarvis y Easter, 1987).

11.3.2.2.2. Microcalorimetria

Se basa en la medida de los pequefios cambios de calor resultantes de la
actividad catabélica celular generada durante el crecimiento microbiano
(Forrest, 1972). El calor se detecta y se transforma en sefiales eléctricas, que
son amplificadas y medidas con un microcalorimetro de Calvet. La
microcalorimetria se ha utilizado con éxito para el recuento de bacterias en la
masa panaria (Martinez y Rodrigo, 1987) y en conservas (Sacks y Manefee,
1972). No obstante, el método no ha alcanzado una gran difusién debido a su
elevado coste y a la imposibilidad de procesar un gran nimero de muestras.
Gram y Sogaard (1985) sugieren que un estudio mdas avanzado de la técnica
permitiria relacionar las lecturas de produccién de calor, no sélo con los
recuentos totales de colonias, sino también con la modificacion de las
propiedades sensoriales de los alimentos.
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11.3.2.2.3. Turbidimetria

La turbidimetria o nefelometria es el método mas utilizado para evaluar
el crecimiento de un cultivo microbiano. Se basa en la propiedad de las
particulas de pequefio tamafo de refractar la luz incidente. Asi, dentro de
ciertos limites, existe una relacién entre la cantidad de luz que atraviesa una
suspensién celular y el niimero de microorganismos presentes en ella. La
mayoria de colorimetros y espectrofotémetros utilizados para medir la
turbidez de un cultivo efectdan las lecturas en forma de absorbancia,
calculdndose el crecimiento microbiano por el aumento de ésta con el tiempo.
Sin embargo, cuando se alcanzan valores elevados de absorbancia la relacién
deja de ser lineal (Garcia y col., 1991). Para efectuar medidas directas de
suspensiones densas es preciso utilizar un nefelémetro, que mide directamente
la luz difractada. Si no se dispone de este instrumento, conviene efectuar
diluciones del cultivo para realizar las medidas dentro del intervalo de
linealidad del aparato.

Uno de los inconvenientes de este método es que, si el medio de cultivo
no permanece e¢stable, no puede establecerse una relacién con el crecimiento
microbiano. Otra limitacién del método viene dada por su sensibilidad, ya que
no es capaz de detectar concentraciones de microorganismos inferiores a 103
ufc/ml. Ademads, solo es aplicable si la poblacién se considera
morfolégicamente homogénea y uniformemente distribuida por el medio
(Lambrecht y col., 1988).

La turbidimetria se ha utilizado para el recuento de bacterias en diversos
alimentos como la leche cruda (Mattila y Alivehmas, 1987), camme picada,
hamburguesas y salchichas (Jorgensen y Schulz, 1985; Mattila, 1987). No
obstante, la aplicacion de este método se ha visto limitada por la gran cantidad
de particulas presentes en los alimentos y por la opacidad de las mismas. La
comercializacion de un turbidimetro (Bioscreen Analysis System:; Labsystems,
Helsinki, Finlandia) que contien¢ un sistema dispensador de diluciones y una
placa agitadora provista de pocillos donde se incuba la muestra, ha permitido
establecer una relacion mas exacta entre los datos turbidimétricos y el
crecimiento microbiano en las muestras de alimentos.
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11.3.2.2.4. Radiometria

Este método se basa en la deteccion del didéxido de carbono procedente
de la accién metabdlica de los microorganismos en los hidratos de carbono
(Fung, 1984; Martinez y Rodrigo, 1987). Los microorganismos se siembran
en un medio de cultivo al que se incorpora un metabolito marcado con 14C y,
a continuacidn, se procede a medir la cantidad de 14CO» liberado mediante un
contador de centelleo. Para los microorganismos que utilizan la glucosa, ésta
se emplea generalmente marcada con 14C y para los que no la metabolizan, se
suele utilizar el 14C-formiato o el 14C-glutamato.

Levin y col., (1956) fueron los primeros en utilizar la radiometria en
microbiologia clinica, aunque posteriormente se ha aplicado a los alimentos y
al agua. Este método se ha utilizado para investigar en la carne la presencia de
algunas bacterias patdgenas como S. aureus, S. typhimurium y esporos de Cl.
botulinum (Previte, 1972, Lampi y col,, 1974; Steward y col., 1980).
Asimismo, se ha utilizado en la determinacion de microorganismos viables en
concentrado de zumo de naranja congelado (Hatcher y col., 1977), en
vegetales cocidos (Rowley y col., 1977) y como test de esterilidad para
alimentos UHT. Esta técnica puede utilizarse como orientacidon en los
alimentos que contienen elevadas concentraciones de microorganismos y
precisa de 5 a 6 horas para la obtencién de resultados (Lampi y col., 1974).
No obstante, su elevado coste y los problemas derivados del uso de
compuestos radiactivos limitan su utilizacion,

I1.3.2.2.5. Epifluorescencia directa sobre filtro (DEFT)

Esta técnica se desarroll0 como una alternativa al método de la
reduccion de colorantes para la determinacion de la calidad bacteriolégica de
la leche, si bien ha sido aplicada posteriormente a otros alimentos. El método
se basa en la filtracién de la muestra de alimento a través de una membrana de
policarbonato que retiene mohos, bacterias y levaduras. Los microorganismos
retenidos en el filtro se tifien con el colorante fluorescente naranja de
acridina, con el fin de poderlos observar y contar mediante un microscopio de
fluorescencia (Pettipher, 1986). Las preparaciones, una vez tefiidas, se
mantienen estables durante aproximadamente un mes, permitiendo su analisis
en instalaciones centrales mejor equipadas que un laboratorio microbioldgico.
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La DEFT es un método de deteccién de microorganismos rapido y
sensible, con un limite de deteccién de 103 ufc/ml o cm? (Pettipher y col.,
1980; Pettipher y Rodriguez, 1982; Shaw y col., 1987). Ademds, la
correlacion del método DEFT con el de recuento en placa es bastante alta,
llegandose a obtener en alimentos como la leche cruda coeficientes de
correlacién comprendidos entre 0,86 y 0,96 en el intervalo entre 104 y 107
ufc/ml (Pettipher y Rodriguez, 1982). No obstante, es una técnica cara para
ser utilizada con fines rutinarios (Easter y col., 1987).

La DEFT se utilizd originalmente para determinar la calidad
microbiolégica de las aguas (Hobbie y col., 1977; Zimmermann y col., 1978).
Sin embargo, al aplicarse por primera vez a la leche cruda (Pettipher y col.,
1980), los globulos grasos, las células somadticas y los agregados proteicos
obstruian los poros de las membranas, siendo necesario un pretratamiento
enzimdtico de la leche con tripsina y la adicion de agentes tensoactivos como
el tritén X-100 (Wood y Gibbs, 1982). La utilizacion de detergentes y
enzimas ha permitido la filtracion de diversos productos lacteos como la
mantequilla, crema, leche pasteurizada y leche UHT. Con el fin de paliar los
inconvenientes de la baja repetitividad y de la dificultad de los recuentos
debidos a las particulas de alimento retenidas en el filtro, se han desarrollado
una serie de prefiltros de tamafios de poro variables que han permitido que un
gran nimero de productos como la harina, la carne congelada y las hortalizas
puedan ser analizados mediante esta técnica. (Pettipher y Rodriguez, 1982).
La DEFT también se ha aplicado en alimentos irradiados (Betts y col., 1988),
en la enumeracién selectiva de bacterias en alimentos (Rodriguez y Kroll,

1988) y en el andlisis bacterioldgico de aguas en la industria farmacéutica
(Newby, 1991).

En los alimentos tratados por calor, hay que tener en cuenta que algunas
células no viables pueden producir fluorescencia y dar lugar en los recuentos
a falsos positivos (Easter, 1985). No obstante, aunque no es una caracteristica
constante de la DEFT, las células viables suelen originar fluorescencia roja
mientras que las no viables emiten un color verde.

Recientemente se han desarrollado equipos para el filtrado y la tincion
que, junto con la introduccién de los analizadores computerizados de
imdgenes, permiten el andlisis de un mayor nimero de muestras y eliminan el
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trabajo tedioso que supone al operario el efectuar los recuentos al
microscopio. Sin embargo, la utilizacién de un analizador de imagen eleva el
coste de la prueba, permitiendo tnicamente una semiautomatizaciéon del
método, ya que no evita determinadas operaciones manuales (Pettipher, 1986).
Recientemente, una compafiia francesa ha comercializado un instrumento
(COBRA) que automatiza las fases de filtracidn, tincién, secado y recuento del
DEFT. Este aparato se ha utilizado para la enumeracion rdpida de bacterias en
cultivos puros, leche cruda, carne y pescado, obteniéndose coeficientes de
correlacion con el método estindar de recuento en placa de 0,99 (cultivos
puros), 0,81 (leche cruda) y 0,91 (carne y pescado). El sistema es muy
sencillo y un solo operador puede procesar alrededor de 100 muesiras en
menos de una hora (Pettipher y col., 1992).

11.3.2.2.6. Bioluminiscencia o medida del ATP

Esta técnica se basa en la visualizacion de reacciones enzimadticas que
cursan con emisiéon de luz (Quesneau, 1983) y que tienen lugar en
determinados seres vivos como las luciérmagas y algunos microorganismos
marinos. Actualmente se estdn utilizando reacciones luminiscentes en el
control de la calidad bacteriolégica de los alimentos mediante el empleo de la
luciferasa, enzima presente en la cola de la luciérnagas. Este enzima, en
presencia de dos sustratos, luciferina y adenosin-trifosfato (ATP), cataliza una
reaccion bioluminiscente en la cual la luciferina se oxida provocando la
emision de una luz azul verdosa medible espectrofotométricamente a 560 nm
(Wood y Gibbs, 1982). Asi, conociendo la cantidad de ATP presente en las
células bacterianas, se puede estimar el nimero de microorganismos existentes
en la muestra.

Sharpe y col., (1970) fueron los primeros en emplear esta técnica en el
analisis microbiolégico de los alimentos. Estos y otros investigadores
sefalaron que su principal inconveniente se debia a la presencia de ATP no
microbiano en los alimentos (Sharpe y col., 1970; Starker, 1984).
Actualmente, este problema se ha intentado paliar por dos vias: 1) separando
los microorganismos del alimento empleando métodos fisicos como la
filtracién y 2) extrayendo y destruyendo selectivamente el ATP no
microbiano mediante la adicién de surfactantes y enzimas (Wood y Gibbs,
1982; Payne y Kroll, 1991). Al aplicar conjuntamente un tratamiento de
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filtracion diferencial y una destruccion enzimitica del ATP no microbiano,
Spurgash y col., (1985) observaron una alta correlacion (r = 0,96) entre el
ATP y los recuentos en placa de muestras de carne de vacuno en el intervalo
comprendido entre 5 x 104 y 2 x 108 ufc/g.

En la leche cruda, la medida del ATP permite la estimacién de
concentraciones bacterianas superiores a 105 ufc/ml. Sin embargo, para
niveles inferiores de microorganismos, la presencia residual de ATP micelar
no destruido por el tratamiento enzimatico puede interferir en la deteccién del
ATP bacteriano. Ademds, la presencia de Ps. fluorescens y otras especies
psicrotrofas en la leche cruda mantenida a temperaturas de refrigeracién,
puede también proporcionar resultados falsos al medir el ATP bacteriano
debido a la gran actividad ATPasica que poseen estas bacterias. No obstante,
se ha sefialado que la probabilidad de que la actividad ATPésica de la flora
psicrotrofa interfiera en la determinacién del ATP de la leche sélo es
significativa cuando la concentracién de psicrotrofos alcanza un valor de 108
ufc/ml, en cuyo caso las propias alteraciones organolépticas de la leche la
hacen inadecuada para su procesamiento (Bothe y col., 1986). También
pueden presentar problemas aquellas muestras de leche con un elevado
nimero de células somadticas (> 103/ml), las cuales producen suficiente
ATPasa para hidrolizar el ATP extraido, provocando interferencias en la
deteccion del ATP bacteriano (Stannard, 1989).

La bioluminiscencia se ha utilizado para determinar la vida qtil y la
calidad bacterioldgica de muchos alimentos (Stannard y Gibbs, 1986; Kricka,
1988). En la actualidad se comercializan "kits" que contienen todos los
reactivos necesarios para su utilizacién en alimentos como la leche, cremas,
carnes, alimentos preparados y bebidas.

La bioluminiscencia es probablemente la técnica mds rdpida y eficaz para
evaluar el contenido total de microorganismos de un alimento (Wood y Gibbs,
1982}, ya que proporciona los resultados en 10-20 minutos con un limite de
deteccion de alrededor de 105 ufc/ml 6 g. A pesar de su simplicidad y rapidez
(Baker y col., 1992), presenta algunos inconvenientes como son la compleja
preparacion de las muestras, el elevado coste y la inespecificidad (Martinez y
Rodrigo, 1987). Su aplicacién al andlisis de los alimentos es mas restringida
que el método DEFT vy, por lo general, su correlacién con los métodos de
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referencia es menor (Barcina y col., 1989).

El gran avance experimentado por las técnicas de ingenieria genética ha
permitido incorporar los genes responsables de la luminiscencia (genes "lux"),
via bacteriéfagos, a los microorganismos no luminiscentes, lo que ha
mejorado tanto la especificidad de la técnica de identificacion de bacterias de
los alimentos como la correlacién con los recuentos bacterianos (Baker y col.,
1992; Griffiths, 1993).

11.3.2.2.7. Prueba del Limulus

La prueba del Limulus se basa en la capacidad que posee una endotoxina
de naturaleza lipopolisacdrida de la pared celular de las bacterias
Gram-negativas (Westphal, 1975) de provocar la coagulacion de un lisado de
amebocitos procedentes del plasma del cangrejo americano (Limulus
polyphoemus). El lipopolisacirido que compone la endotoxina (Lipido A),
junto con los iones Ca2t y Mg2+ de la pared celular bacteriana, provoca la
activacion de un enzima procoagulante (coagulina) semejante a la tripsina, que
al reacctonar con una proteina del lisado de amebocitos origina la formacién
de un gel (Young y col., 1972).

La endotoxina lipopolisacdrida sélo existe en las bacterias
Gram-negativas y en cantidades relativamente constantes. Es termoestable y se
libera al medio cuando las bacterias mueren, aunque en ciertas condiciones
puede liberarse de las células bacterianas viables (Hansen y col., 1982). La
termorresistencia de la endotoxina proporciona a la prueba del Limulus la
capacidad de detectar bacterias psicrotrofas presentes en alimentos como la
leche cruda (Siidi, 1982).

[.a prueba se realiza afadiendo alicuotas de un homogenizado del
alimento a pequefias cantidades de un preparado de lisado de Limulus,
incubando a continuacién a 37°C durante 1 hora. La presencia de endotoxinas
produce la gelificaciéon del material lisado, lo que indica la presencia de
bacterias Gram-negativas en la muestra. Por el contrario, si no se forma gel
es que, 0 no existen bacterias Gram-negativas o estan presentes en tasas bajas.
El titulo de bacterias se considera como el inverso de la dilucién mds alta de
muestra que produce la gelificacion del lisado. Si se requiere una mayor
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precisién en el resultado, la turbidez originada como consecuencia de la
reaccion del lisado con la endotoxina puede medirse espectrofotométricamente
a 360 nm (Bishop y White, 1986).

Esta técnica se aplicd por primera vez a la carne picada (Jay, 1977),
observandose que los titulos de endotoxina aumentaban proporcionalmente a
los recuentos de bacterias Gram-negativas viables (Jay y col., 1979; Jay,
1981). Diversos investigadores afirman que la prueba del Limulus constituye
un método sensible, rapido y eficaz para medir la cantidad de endotoxina en la
leche cruda y pasteurizada y, en consecuencia, un buen procedimiento para
determinar los antecedentes de un producto licteo respecto de su recuento de
bacterias psicrotrofas Gram-negativas (Hansen y col., 1982; Mikolajcik y
Brucker, 1983).

Aunque la prueba del Limulus detecta concentraciones pequefas de
microorganismos (102 ufc/ml 6 g), su precisiéon y fiabilidad mejoran
considerablemente a partir de tasas de 104 ufc/ml 6 g (I ng de endotoxina)
(Mikolajcik, 1983). Este método proporciona los resultados en menos de 1,5
horas y presenta una buena correlacion con los recuentos bacterianos en placa
(Stidi y col., 1981).

Una modificacién de la prueba del Limulus es el método cromogénico
(Iwanaga y col., 1978), que se ha utilizado para estimar la calidad
microbioldgica de la leche (Mottar, 1988). Al poner en contacto la leche con
el lisado de amebocitos se aflade también un sustrato cromogénico
(arginina-p-nitroanilida), desarrollindose un color amarillo como
consecuencia de la liberacién de p-nitroanilina debida a la hidrélisis del
sustrato. La p-nitroanilina liberada puede medirse espectrofotométricamente a
405 nm, reflejando la cantidad de endotoxina presente y, por lo tanto, la tasa
de bacterias Gram-negativas. Si bien el limite de deteccién (103-104 ufc/ml) es
similar, el ensayo cromogénico proporciona lecturas mas precisas,
reproducibles y cuantificables, asi como resuitados mds rdpidos (Svensson y
Hann-Hagerdahl, 1987).

Tanto la prueba del Limulus como la modificacién cromogénica
requieren el mismo volumen de lisado de amebocitos y presentan el
inconveniente de un coste excesivo. Por ello, se han desarrollado
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micrométodos que reducen significativamente la cantidad de lisado necesaria y
detectan concentraciones bacterianas a partir de 103-104 ufc/ml con una
elevada correlaciéon con los recuentos bacterianos (Prior y Spagna, 1979;
Gordi y Aspargaus, 1980; Siidi y col., 1981; Melvaar y Fystro, 1982; May y
col., 1989).

Recientemente, se ha comercializado un aparato denominado
Toxinémetro ET-201 (Wako Chemical Industries Ltd., Amagasaki, Japon)
que mide automaéticamente el cambio de turbidez que se produce en el medio
como consecuencia de la actividad de la endotoxina en el lisado de Limulus.
Mottar y col., (1993) han evaluado la utilidad del Toxindmetro para el andlisis
rutinario de la leche en relacion con su contenido de bacterias
Gram-negativas, obteniendo un limite de deteccién de 103 ufc/ml con una
mayor rapidez y repetitividad que el método cromogénico descrito.

11.3.2.2.8. Prueba de la actividad aminopeptidasica ligada a la
pared celular

Se basa en la existencia en la pared celular de las bacterias
Gram-negativas de un enzima con actividad aminopeptidasica (Lazdunski y
col., 1975). Este enzima actiia sobre los péptidos, pero también lo hace
sobre sustratos cromogénicos (pseudopéptidos) como la
L-alanina-p-nitroanilida, L-lisina-p-nitroanilida, L-leucina-p-nitroanilida, etc,
liberando ¢l aminodcido correspondiente y la p-nitroanilina, un compuesto de
color amarillo.

En un principio, la actividad aminopeptidasica se utilizé para diferenciar
las bacterias Gram-positivas de las Gram-negativas, observdndose que al
adicionar el sustrato a un cultivo en superficie de una placa de recuento, las
bacterias Gram-negativas adquirian un color amarillo debido a la actividad
aminopeptidasica, mientras que las Gram-positivas no presentaban esta
coloracidn por carecer de dicha actividad (Cerny, 1976).

Esta prueba ha sido utilizada por Pérez de Castro y col., (1988; 1989) y,
posteriormente, perfeccionada por Alvarado y col., (1992) para la estimacién
de la calidad microbiolégica de la carne fresca y de la leche cruda
refrigeradas. Se basa en la deteccidn de la actividad aminopeptiddsica de las
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bacterias psicrotrofas Gram-negativas, lo que se realiza determinando
espectrofotométricamente a 390 nm la p-nitroanilina, compuesto de color
amarillo liberado en la hidrélisis de un sustrato incoloro como la
L-alanina-p-nitroanilida. El limite de deteccion es del orden de 103 ufc/cm?2
en el caso de la carne y de 5 x 105 ufc/ml en la leche; presenta una gran
correlacion con el método tradicional de recuento en placa y los resultados se
obtienen en sélo 2,5 - 3 horas. Aunque, como hemos dicho, la tasa de
p-nitroanilina se determina espectrofotométricamente a 390 nm, si su
concentracion es elevada se detecta a simple vista. Por lo tanto, este método
permite diferenciar las muestras de buena calidad microbiolégica (tasas de
bacterias < 105 ufc/cm? para la carne y < 5 x 105 ufc/ml para la leche) de las
de baja calidad microbiolégica (tasas de bacterias >103 ufc/cm? para la carne
y > 5 x 105 ufc/ml para la leche) mediante la simple visualizacién del color
amarillo desarrollado.

La prueba descrita es rapida, sencilla y econdmica. Su principal
inconveniente para estimar la calidad microbioldgica de la leche radica en que
pierde sensibilidad debido a que es poco eficaz la recuperacién de los
microorganismos de las muestras. En el caso de la came, una centrifugacién a
2000 x g es suficiente para sedimentar el 99,9 % de los microorganismos
previamente suspendidos en un medio liquido. Sin embargo, para arrastrar los
microorganismos de una muestra de leche debe aplicarse una fuerza
centrifuga mucho mayor (13.000 x g), ya que en el sedimento sélo se
recuperan entre €l 70 y el 80% de las bacterias psicrotrofas presentes, que son
las que participaran en la reaccion enzimatica durante desarrollo de la prueba
(Pérez de Castro y col., 1988; Pérez de Castro, 1989).

[1.3.2.3. TECNICAS INMUNOLOGICAS

L.a investigacién y desarrollo de las técnicas inmunolégicas como
técnicas analiticas comenzé hace aproximadamente 30 afios, empledndose
sobre todo en microbiologia clinica. Su aplicacién a los alimentos para la
deteccidn de constituyentes naturales, de plaguicidas, residuos,
microorganismos etc, estd adquiriendo cada dia mds auge debido a las ventajas
que poseen frente a los métodos convencionales. Su sensibilidad, especificidad,
rapidez y bajo coste, las hacen especialmente itiles para la deteccién y
cuantificacién de los microorganismos de los alimentos. Ademds, la



INTRODUCCION 47

disponibilidad de "kits" comerctales ahorra tiempo y trabajo y elimina la
necesidad de analizar las muestras en laboratorios sofisticados (Allen, 1990;
Samarajeewa y col., 1991). Las técnicas inmunoldgicas se diferencian de otras
técnicas analiticas en que su "tecnologia” reside en las moléculas (anticuerpos)
y no en equipos instrumentales complejos.

Entre los métodos inmunolégicos que con mayor é€xito se han aplicado
al andlisis microbiolégico de los alimentos destacan: la aglutinacidn, la
inmunofluorescencia, el radioinmunoensayo (RIA) y las técnicas
inmunoenzimaticas (ELISA) (Candlish, 1991).

11.3.2.3.1. Aglutinacion

La aglutinacién es una técnica inmunoldgica basada en la deteccidn de
microorganismos mediante la utilizacién de inmunosueros especificos. Los
anticuerpos se unen a los antigenos de la superficie de las bacterias formando
una red que se pone de manifiesto por la precipitacion de los
microorganismos. Aunque la técnica se ha utilizado en la deteccién de
Salmonella sp., Shigella sp., S. aureus y otros microorganismos, se considera
inespecifica, ya que puede dar reacciones cruzadas con MmiCcroorganismos
afines. Una variante de esta técnica, empleada en estudios epidemiolégicos y
en la identificacidon de microorganismos patdgenos aislados de alimentos,
consiste en la utilizacidn de particulas de latex unidas a los anticuerpos (Rose y
Stringer, 1989).

11.3.2.3.2. Inmunofluorescencia

Se basa en la deteccion de los microorganismos mediante la utilizacion
de anticuerpos marcados con fluoresceina. Para la visualizacién de esta
reaccion de antigeno-anticuerpo se emplea un microscopio de fluorescencia.
Esta técnica se ha utilizado para la deteccion de bacterias patégenas como
Salmonella sp. y su limite de deteccion es de 105 ufc/ml. Algunos de los
inconvenientes de su empleo son la existencia de reacciones cruzadas con otros
microorganismos, la necesidad de disponer de personal cualificado y el
trabajo tedioso asociado al exdmen microscopico (Cox y col., 1987).
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11.3.2.3.3. Radioinmunoensayo (RIA)

Se basa en la utilizacién de antigenos marcados con isotopos radiactivos
que compiten por su unién a los anticuerpos con los antigenos de la muestra
problema (Van Vunakis, 1980). La concentraciéon de antigeno unida a los
anticuerpos se cuantifica en un contador de radiactividad. La separacién de los
complejos antigeno-anticuerpo se realiza por precipitacion con sulfato
amoénico o polietilén-glicol, cromatografia liquida, placas de poliestireno, etc.
Esta técnica se ha utilizado en la deteccién en productos licteos, carnicos y
mariscos de las enterotoxinas A y B de S. aureus (Johnson y col., 1972;
Collins y col., 1972) y también en la deteccion de algunas micotoxinas, como
la aflatoxina M| y la ocratoxina A (Pestka y col., 1981). Los problemas
derivados del uso de compuestos radiactivos, asi como el elevado coste y la
complejidad de la técnica, han limitado su utilizacién (Wolcott, 1991).

11.3.2.3.4. Métodos inmunoenzimaticos (ELISA)

Los métodos inmunoenzimiticos ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays) son, sin duda, los mas empleados en la deteccién de
microorganismos y toxinas de los alimentos. Se basan en la fijacién del
antigeno o anticuerpo en un soporte sdlido y en la visualizacién objetiva de la
interaccion antigeno-anticuerpo mediante la conjugacién de uno de los
componentes de la reaccién con un enzima. Para la fijacién del antigeno o
anticuerpo se utilizan placas de poliestireno, polivinilo, propileno o nylon, que
permiten su adsorcién pasiva y una separacién mas eficaz de los compuestos
libres (Clark y Engval, 1980). Por lo que se refiere al enzima utilizado en la
conjugacion, es conveniente que esté purificado, que sea facil de obtener y que
al reaccionar con el sustrato origine un producto ficilmente cuantificable. Los
enzimas mas utilizados para este fin son la peroxidasa de rdbano, la B-
galactosidasa, la glucosa oxidasa y la fosfatasa alcalina (Voller y col., 1986)

La eleccidn del sustrato del enzima es también importante en las técnicas
de ELISA. El sustrato debe ser estable y soluble antes y después de su
degradacion. El enzima peroxidasa de rdbano, uno de los mds empleados,
utiliza como sustrato el perdéxido de hidrégeno y como donantes de hidrégeno
la 0 -fenildiamina (OPD), el icido 2,2'-azino-di (3-etil-benzotiazolina)
sulfénico (ABTS), el 4cido S-aminosalicilico y la 3,3,
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5.5'-tetrametilbenzidina. En el caso de la B-galactosidasa, el sustrato mas
utilizado es el o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (O-NPG) y para la fosfatasa
alcalina el p-nitrofenil (P-NPP) (Tijssen, 1985). Los donantes de hidrogeno,
al oxidarse en presencia del sustrato, originan compuestos coloreados
cuantificables espectrofotométricamente.

L.os métodos inmunoenzimdticos permiten el disefio de diversas
variantes metodolégicas. De ellas, las mds utilizadas son el ELISA indirecto,
el competitivo y el sandwich.

En la técnica del ELISA indirecto (Fig. Ii.1), el antigeno se fija por
adsorcién pasiva a una superficie inerte (1); a continuacién se adicionan los
anticuerpos especificos, que reconocen al antigeno (2) y se unen a él formando
un complejo que se detecta mediante la incorporacion de un segundo
anticuerpo marcado con un enzima (3). La reaccién se visualiza porque el
enzima, al actuar sobre el sustrato (4), libera un compuesto coloreado.

En la técnica del ELISA competitivo (Fig. I1.2), el anticuerpo o
antigeno especifico se fija a una superficie inerte (1) y, a continuacidén, se
afiade un conjugado de enzima-antigeno o enzima-anticuerpo (2a) de
concentracion conocida, mezclado con la muestra problema. Utilizando como
control otro pocilio carente de muestra (2b), y después de adicionado el
sustrato (3a y 3b), se observa la diferencia de color entre ambos pocillos, que
es indicativa de la concentracion de antigeno de la muestra problema.

En la técnica del ELISA sandwich (Fig. I1.3), el anticuerpo especifico
(anticuerpo de captura) se fija a una fase sélida (1) y a continuacién se afiade
el antigeno problema, el cual es capturado por el anticuerpo fijado (2). El
complejo anticuerpo-antigeno se detecta generalmente con ¢l mismo
anticuerpo marcado con un enzima (3) (anticuerpo de deteccién). Finalmente
se afiade el sustrato (4) y el compuesto coloreado, originado como
consecuencia de la accidn enzimética, permite visualizar la reaccion.

En los tltimos afios, se ha comprobado que el complejo avidina-biotina
es un mediador muy util y versdtil en una gran variedad de aplicaciones
analiticas, incluidas las técnicas inmunoenzimaticas (Wilchek y Bayer, 1988).
El hecho de que en poco tiempo se haya generalizado su uso en campos muy
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diversos se debe a la elevadisima afinidad (1015 M-1) de la avidina por la
biotina y a la gran estabilidad de esta interaccibn no covalente. Las
reacciones inmunoenzimaticas (ELISA) se pueden amplificar utilizando las
propiedades del complejo avidina-biotina. En el caso del ELISA indirecto
(Fig. IL.4), después de fijar el antigeno a una superficie sélida (1), se afiaden
los anticuerpos especificos de la reaccién conjugados con la biotina (2) y, a
continuacion, el complejo antigeno-anticuerpo se detecta adicionando un
conjugado de avidina-enzima (3), en lugar de Ias anti-inmunoglobulinas de la
especie de la que procede el anticuerpo unido al enzima. La reaccion se
visualiza porque el ezima, al actuar sobre el sustrato (4), libera un compuesto
coloreado.

Las técnicas inmunoenzimaticas presentan miiltiples ventajas en el
andlisis microbiolégico de los alimentos debido a su especificidad, sensibilidad
y sencillez. Ademds son baratas y permiten analizar en poco tiempo un gran
numero de muestras, lo que las convierte en muy utiles para su utilizacién
rutinaria en la industria alimentaria. Estas técnicas se han utilizado con éxito
en la deteccién y cuantificacién en diversos alimentos de microorganismos
patégenos como Salmonella sp. (D'Aoust y Sewell, 1988; Wyatt y col., 1990),
Shigella sp. (Islam y Stimson, 1987), Escherichia coli enterotoxigénico (Shah
y Rhea, 1986), Campylobacter jejuni (Annan-prah y Janc, 1988),
Staphylococcus aureus (Peterkin y Sharpe, 1984; Mirhabibollaht y col., 1990),
Yersinia enterocolitica (Slavchev y Zlatka, 1989), Listeria monocytogenes
(Mattingly y col., 1988) y Aeromonas hydrophila (Merino y col., 1993), asi
como de diversos mohos y toxinas bacterianas, detectando niveles de
microorganismos del orden de 103-106 ufc/ml o g (Candlish, 1991).
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l.- Antigeno adsorbido al pocillo

2.- Anticuerpos especificos que reconocen
al antigeno

3.- Antiinmunoglobulinas conjugadas a un
enzima y que reconocen el complejo
antigeno-anticuerpo

4.- Adicién del sustrato enzimdtico

Fig. Il.I. Esquema de la técnica del ELISA indirecto
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1.- Anticuerpo adsorbido al pocille

vy
' '

2a.- Adicion de la mezcla 2b.- Adicién del conjugado
antigeno-enzima con antigeno-enzima
la muestra problema

3a3.- Adicién del sustrato 3b.- Adicién del sustrato
enzimatico enzimatico

Diferencia de color entre 3a y 3b = Antigeno desconocido

Fig I1.2. Esquema de la técnica del ELISA competitivo
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1.- Anticuerpo adsorbido al pocillo
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2.- Antigeno capturado por un
anticuerpo especifico

3.- Anticuerpos especificos marcados
con un enzima, que reconocen al
antigeno anclado

W

1
|
g
|
B

W

=

4.- Adicién del sustrato enzimatico

Fig. 11.3. Esquema de la técnica del ELISA sandwich
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1.- Antigeno adsorbido al
pocillo

2.- Anticuerpos especificos
conjugados con la biotina,
que reconocen al antigeno,

2 E 3.- Avidina marcada con un
enzima, que reconoce a
la biotina

|
[ = E 4.- Adicion del sustrato
N H enzimatico

Fig. I1 4. Esquema de la técnica del ELISA indirecto, utilizando anticuerpos
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i1.3.2.4. METODOS GENETICOS

Incluyen diversas técnicas basadas en la identificacién de fragmentos de
ADN cromosdomico o plasmidico. Los métodos genéticos, aunque resultan
caros para ser utilizados con fines analiticos rutinarios, proporcionan datos
especificos y utiles para detectar en los alimentos la presencia de algunos
microorganismos patogenos (Earnshaw y Gidley, 1992).

11.3.2.4.1. Perfil plasmidico

Los pldsmidos son moléculas circulares de ADN, distintas del ADN
cromosoémico, que se replican auténomamente. [La tipificacion e identificacién
de algunas bacterias atendiendo a su perfil plasmidico se realiza mediante la
extraccion de los plasmidos de las células y su caracterizacién posterior por
electroforesis en geles de agarosa. En las bacterias Gram-positivas, el ADN
plasmidico se extrae mediante un proceso de lisis con SDS (dodecil sulfato
s6dico) que sigue a un tratamiento con lisozima u otros enzimas que digieren
la pared celular. Las bacterias Gram-negativas son mas dificiles de lisar vy,
antes de la digestion de su pared con lisozima, necesitan un tratamiento con
EDTA (4cido etilén-diamin-tetraacético) para romperla. No obstante, son
muchos los métodos de extraccion y aislamiento del ADN plasmidico
(Bimmboim y Doly, 1979; Towsend y col., 1985).

El estudio del perfil plasmidico se utilizé inicialmente en epidemiologia
clinica para la tipificacién de cepas de Salmonella sp. (Fantasia y col., 1990),
pero también se ha aplicado a otros microorganismos patégenos. Actualmente,
constituye un método muy utilizado para identificar las fuentes de
contaminacién durante el procesado de los alimentos. Ellison y col., (1989)
han empleado esta técnica para diferenciar las cepas de Bacillus cereus de
algunos ovoproductos. También se ha utilizado en la identificacion y
diferenciacion de cepas de Clostridium perfringens (Phillips-Jones y col.,
1989), Brochothrix thermosphacta, Salmonella sp., Escherichia coli
(Scheinbach y Hong, 1988), Staphylococcus aureus (Thompson y Holding,
1986) y Pseudomonas syringae (King, 1989).

Aunque la electroforesis de los dcidos nucléicos en geles de agarosa
permite la caracterizacion de moléculas de tamano pequefio (< 1 MDa), en
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algunos casos los perfiles son complejos y dificiles de interpretar, sobre todo
si hay varios plasmidos de tamafio parecido o si algunos plismidos
experimentan modificaciones que originan una migracion no uniforme en el
gel. No obstante, estos problemas pueden resolverse mediante el empleo de
enzimas de restriccion y técnicas de hibridacién (Earnshaw y Gidley, 1992).

11.3.2.4.2. Perfil de restriccion del ADN cromosomico

El ADN cromosémico estd formado por una doble hélice de 4
nucledtidos que se repiten (adenina, guanina, citosina y timina). Los enzimas
de restriccidon (endonucleasas) rompen la molécula de ADN en determinados
lugares de secuencias especificas de nucledtidos, originando fragmentos de
diversos tamanos. El nimero y posicion de los lugares de fragmentacion
dependen de la secuencia de la molécula de ADN de cada microorganismo.
Por tanto, el nimero y tamafio de los fragmentos cromosémicos generados
reflejan la mayor o menor actividad de las endonucleasas del genoma
bacteriano, asi como los cambios de la secuencia de nucledtidos del
cromosoma bacteriano.

La electroforesis en geles de agarosa (Schaberg y col., 1981) permite
separar los fragmentos de restriccidn del ADN microbiano segin su tamafio,
en el intervalo comprendido entre 0,1 y 100 MDa. No obstante, la té€cnica
presenta limitaciones cuando son muchos los fragmentos (mds de 50) o son
demasiado grandes (>100 MDa). El protocolo de extracciéon del ADN
cromosomico debe realizarse con sumo cuidado para preservar la integridad
de las moléculas de ADN de posibles dafios fisicos. Aunque existen mdltiples
procedimientos para extraer y purificar el ADN, generalmente se utilizan
tratamientos ciclicos con RNasas y proteasas, seguidos de una extraccion con
cloroformo y precipitacién del ADN en alcohol (Earnshaw y Gidley, 1992).

El perfil de restricciéon del ADN cromosdmico se ha aplicado con éxito
en la identificaciéon de muchos microorganismos patégenos de los alimentos,
como Yersinia enterocolitica, Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes, Serratia marcescens, Staphylococcus sp., Campylobacter sp. y
Aeromonas sp. (Bialkowska-Hobrzanska y col., 1990; Kapperud y col., 1990;
Simor y col., 1990).
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11.3.2.4.3. Sondas de ADN

Una sonda de ADN es un fragmento pequefio de nucledtidos que se unen
a regiones complementarias de un blanco o diana, permitiendo la deteccion de
una secuencia homoéloga de ADN vy, por tanto, de microorganismos con esa
secuencia. La complementariedad entre los nucledtidos determina la
hibridacién de una sonda con su ADN especifico. Para desarrollar un sonda de
ADN es necesario identificar una secuencia de nucleétidos, aislarla,
reproducirla y marcarla con un compuesto para determinar si ha tenido lugar
la hibridacion con el ADN diana (Tenover, 1988). Los marcadores mas
utilizados son los radioisdtopos 32P, 3H, 1251 y 14C, aunque también pueden
emplearse enzimas como la peroxidasa de rdbano, la fosfatasa alcalina, el
complejo avidina-biotina o el hapteno digoxigenina (Dovey y Towner, 1989).

No obstante, las sondas pueden obtenerse de varias formas: a) mediante
sintesis quimica de los oligonucledtidos, para lo cual es necesario conocer la
secuencia de nucledtidos del ADN plasmidico o cromosémico del
microorganismo a investigar o la secuencia aminoacidica del componente
estructural o toxina del microrganismo de interés y b) extrayendo el ADN de
las células y rompiéndolo en fragmentos con enzimas de restriccidn, con el fin
de que, al menos uno de ellos, contenga la secuencia de bases que le confiera
especificidad. A continuacién, y con el fin de reproducir esa secuencia, se
insertan los fragmentos en un vector plasmidico que favorezca su clonacién y
después de otro tratamiento con endonucleasas y de la separacion de los
fragmentos por electroforesis, éstos se transfieren a filtros de nitrocelulosa y
se marcan con el radioisétopo. Asi, al depositar en los filtros la sonda que
contiene ¢l ADN diana, los lugares de hibridacién de la sonda con ¢l ADN
adquieren radiactividad que se mide por autorradiografia (Leighton-Jones,
1991; Wolcott, 1991).

La especificidad de las sondas depende de su unién al 4cido nucléico
diana y no a otros procedentes de otros microorganismos o del alimento y
pueden ser especificas de familia, género y especie. Las sondas de ADN se han
desarrollado para la deteccién y/o enumeraciéon de microorganismos
patdgenos presentes en los alimentos y en el agua. Actualmente se dispone de
sondas génicas especificas para Salmonella sp. (Fitts y col., 1983; Fitts, 1985),
Listeria sp. (Klinger y Johnson, 1988), enterotoxinas estafilocdcicas



INTRODUCCION 58

(Notermans y col., 1988), enterotoxinas de Clostridium perfringens (Van
Damme-Jongsten, 1990) y E. coli enterotoxigénico (Samadpour y col., 1990),
Campylobacter sp. (Olive y col., 1990), Shigella sp. (Small y Falkow, 1986) y
Pseudomonas sp. (Ursing, 1986). También se han utilizado las sondas para
detectar microorganismos de interés industrial, como Lactobacillus curvatus,
utilizado en la fabricacion de productos carnicos fermentados (Petrick y col.,
1988).

Otra de las ventajas de las sondas es su sensibilidad, ya que pueden
detectar la presencia de un pequeiio niimero de microorganismos. Mientras
algunos autores sefialan que la concentracién minima detectable con una sonda
estdndar es de 100-107 células, otros indican un limite de deteccién de 104
células. No obstante, la sensibilidad de las sondas génicas puede mejorase
notablemente mediante una amplificacién previa del ADN, lo que se consigue
utilizando la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991).

11.3.2.4.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa, descrita por primera vez por
Kepple y col., (1971) y modificada posteriormente por Saiki y col., (1985),
también se utiliza en la deteccién de microorganismos patdégenos. La reaccién
consta de tres pasos fundamentales: 1) la desnaturalizacién del ADN en dos
cadenas; 2) la utilizacion de oligonucledtidos sintéticos especificos "primers” o
cebadores que sirven de punto de partida para la incorporacién de nuevos
nucledtidos y 3) una reaccién enzimética que permite, a partir de los cebos
utilizados, completar la cadena complementaria del ADN utilizando los
nucledtidos presentes en la solucién. Durante el segundo ciclo y siguientes, el
fragmento 1nicial del ADN y el resultante de la hibridacién se utilizan como
molde. La reaccidn en cadena de la polimerasa dobla la cantidad de ADN
especifico en cada ciclo de desnaturalizacién. Una amplificacién de 20-40
ciclos origina una amplificacién de 1 millon de veces el ADN original. La
reaccién se ha simplificado con la utilizacién de una ADN-polimerasa
termoestable. EI ADN amplificado resultante se pone facilmente de manifiesto
mediante electroforesis de las muestras en geles de agarosa. Este método se ha
utilizado para detectar, entre otras, cepas enterotoxigénicas de E. coli (Olive,
1989), L. monocytogenes (Fitter y col., 1992), Vibrio vuinificus (Hill y col.,
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1991), Toxoplasma gondii y Shigella sp., mejorando considerablemente el
tiempo y limite de su deteccion (Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991).

11.3.2.4.5. Aplicacion de las técnicas de ingenieria genética a
la bioluminiscencia bacteriana

Algunos microorganismos marinos de los géneros Vibrio,
Photobacterium, Alteromonas y Xenorhabdus (Meigen, 1991) emiten luz. La
energia necesaria para la bioluminiscencia proviene, no del ATP bacteriano,
sino del flavin-mononucleétido reducido (FMNH,) y de un aldehido alifético
de cadena larga (dodecanal o tetradecanal), que se oxidan en una reaccién
intracelular catalizada por el enzima luciferasa, provocando la emision de una
luz verdosa medible en un luminémetro. Los microorganismos terrestres
carecen de los genes que codifican el enzima luciferasa. Actualmente, la
aplicacién de técnicas genéticas ha permitido incorporar los genes
responsables de la luminiscencia (genes "/ux") a microorganismos que no
emiten luz, posibilitando asi la deteccion e identificacién de determinadas
bacterias de los alimentos (Ulitzur y Kuhn, 1987; Baker y col., 1992;
Griffiths, 1993).

La insercién de los genes "fux" en el ADN de bacteriéfagos especificos
permite su expresion en la bacteria hospedadora, que adquiere un fenotipo
bioluminiscente. Esto ha posibilitado la deteccion de microorganismos
patégenos como Salmonella typhimurium, Campylobacter sp. y Listeria
monocytogenes, asi como la de bacterias entéricas indicadoras de la calidad
higiénica de los alimentos (Stewart y col., 1991).

Por otra parte, los genes "lux" aislados de Vibrio fischeri permiten
construir fenotipos bioluminiscentes de microorganismos de importancia
industrial, como Lactobacillus casei, Streptococcus lactis y Lactobacillus
plantarum. Dado que la emision de luz estd ligada a una reaccién metabdlica,
la pérdida de luminiscencia de estas bacterias se considera indicativa de
actividades antimicrobianas (antibiéticos, biocidas, bacteriéfagos, etc.) que en
caso de encontrarse en la leche originarian la inactivacion de los cultivos
iniciadores utilizados en la fabricaciéon de productos licteos como yogur o
queso (Stewart y col., 1989). La utilizacién de microorganismos con fenotipos
luminiscentes constituye una alternativa metodoldgica eficaz para evaluar las
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actividades antimicrobianas de la leche cruda.

Las bacterias luminiscentes proporcionan ademas una herramienta muy
util para observar o seguir la recuperaciéon de los microorganismos con
lesiones subletales originadas por la aplicacion de tratamientos (esterilizacién,
congelacién, irradiacién, etc.) destinados a prolongar la vida 1til de los
alimentos. La determinacidén de la recuperacién de las células bacterianas
lesionadas es importante en la enumeracién de los microorganismos de los
alimentos (Stewart, 1990).

Las bacterias luminiscentes también se emplean para controlar la eficacia
de los tratamientos de pasteurizacién y esterilizaciéon de diversos alimentos.
Los esporos de las células vegetativas bioluminiscentes, al ser metab6licamente
inactivos, no emiten luz, pero durante su germinacion se activan las reacciones
enzimdticas que cursan con bioluminiscencia. Por este motivo, la introduccién
de los genes "lux" en determinadas especies de Bacillus (B. subtilis y B.
megaterium) ha permitido la deteccion en los alimentos de aquellos esporos
que, al no haber sido convenientemente destruidos por el tratamiento térmico,
constituyen un peligro para el consumidor (Stewart y col., 1989).

Aunque estan todavia en fase de desarrollo, las pruebas que utilizan
genes productores de enzimas luminiscentes para la deteccion e identificacion
microbiana se consideran rdpidas, sencillas, especificas y sensibles (los
luminémetros detectan recuentos de 500 bacterias/ml o mas), Ademas, su

correlacidn con los recuentos bacterianos en placa es alta (Baker y col., 1992;
Griffiths, 1993).
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III.1. MATERIALES
I111.1.1. MATERIAL DE LABORATORIO

En la preparacion de los medios de cultivo y soluciones acuosas se
empled agua destilada obtenida en un destilador Afora (1) y desmineralizada
en un intercambiador i6nico "Seta" mod. R-600.

Las pesadas ordinarias se efectuaron en balanzas monoplato "Sauter”
mod. S-1000. Para las pesadas de precision se utilizaron balanzas analiticas
"Sartorius” mod. 2443 y "A&D" mod. ER-120A. Para equilibrar las
muestras a centrifugar se utilizé una balanza biplato "Cobos" mod. 28.

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada
"Sorvall® RG-5B, equipada con rotores SS5-34 y GSA. Las
ultracentrifugaciones se efectuaron en una ultracentrifuga "Sorvall” mod.
OTD-Combi, equipada con rotores T-875 y T-647.5.

Los pHmetros utilizados fueron "Crison" mod. Digit 501, "Radiometer”
mod. 28 y "Metrohm" mod. 654.

Las siembras microbianas se realizaron en una campana de flujo laminar
"Telstar” mod. CE-A, equipada con una lampara ultravioleta.

En las incubaciones se utilizaron estufas "Heraeus" mod. KB-500 y
"Selecta” mod. Termotronic 338, termostatadas a la temperatura deseada. Las
incubaciones en agitacién se realizaron en un incubador-agitador orbital
"Lab-line” mod. 35271.

Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en un
espectrofotometro "Kontron” mod. Uvikon 820 (e "Hitachi" mod. 2000),
registrandose los resultados en una impresora térmica Uvikon LS-4B y en un
registrador Uvikon 21.

(1) La cita de marcas de aparatos, reactivos, etc, no significa que la autora las recomiende con
preferencia a otras marcas del mercado.
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LLos recuentos microbianos se llevaron a cabo con un contador de
colonias "WTW" mod. BZG-24.

Las esterilizaciones de los medios de cultivo y soluciones se realizaron
en un autoclave "Autotester” 437-G y "Autotester” G Selecta. La esterilizacién
del material de vidrio se efectué por calor seco en una estufa de aire forzado
"Heraeus" mod. KFTU-K.

En el proceso de ruptura de las células microbianas por ultrasonidos se
empleé un sonicador de "Heat Systems Ultrasonic Inc., Plainview, NY" mod.
W-220F.

Las liofilizaciones se realizaron en un liofilizador "Terruzi-Melvisa”
mod. TP-3 con una superficie itil de carga de 0,3 m2, dotado de equipo de
registro, dispositivo de termovacio y programador.

Las muestras y reactivos s¢ conservaron en arcones congeladores
"Kelvinator” mod. ACK-53, as{ como en frigorificos "Aspes " y "Kelvinator”
mod. AKR-20 y en un armario frigorifico "Kelvinator" termostatado a 4¥1°C
construido por una firma local.

Para la electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato
sédico se utilizd un aparato de electroforesis "Bio-Rad” mod. Protean 1I,
empleando como fuente de alimentacidn un aparato "Shandon” mod. SAE
2761.

Las cromatografias de filtracion en geles se realizaron en columnas de
"Pharmacia” mod. 4,5 x 91 cm. Las fracciones cromatograficas se recogieron
en un colector de fracciones "LKB Bromma" mod. 2212 Helirac.

Las muestras se dializaron en membranas de didlisis "Serva” mod.
"Visking dialysis tubing, type 27/32".

La recogida de los microorganismos de la superficie de la carne se
realiz6 mediante lavados sucesivos de la superficie delimitada por un cilindro
metdlico hueco de 3,5 cm de diametro.
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Las muestras de carne refrigeradas se mantuvieron en una cubeta de
metacrilato dividida en dos compartimentos por una placa del mismo material
perforada con numerosos orificios. En el compartimento superior (mas
amplio que el inferior) se colocaron las muestras y en el inferior, una
disolucién de cloruro sdédico mantuvo la humedad relativa en el interior de la
cubeta al 99%. Las muestras se dispusieron en posicién vertical, suspendidas
de ganchos de acero inoxidable pendientes de varillas de vidrio paralelas y
horizontales. Los soportes de metacrilato de las varillas disponian de hilos de
nylon que mantuvieron separados los filetes a una distancia suficiente.

Las placas de ELISA utilizadas en los ensayos inmunoenzimdticos fueron
de la marca "Costar” mod. 3590 de 96 pocillos. Su agitacion se llevd a cabo en
un agitador de placas de ELISA marca "Wallac", mod. 1296.001 Plateshake, y
para su lectura se utilizd un lector espectrofotométrico "Titertek Multiskan
Plus, version 1.4".

Como material general de laboratorio se utilizaron pipetas vy
micropipetas automaticas de la marca "Gilson" modelos p-5000, p-1000,
p-200 y p-20, agitadores, mecheros de gas, termdémetros, etc. El material de
vidrio empleado en las experiencias fue siempre de la marca "Pyrex".

II1.1.2. MATERIAL BIQOLOGICO
[11.1.2.1. MICROORGANISMOS

Se han utilizado seis cepas diferentes de Ps. fluorescens: tres de origen
licteo (AH-70, AR-11 y B-52) y tres de origen cdrnico (DC-5, DC-7 y
NT-19). Las cepas DC-5, DC-7 y NT-19 nos las proporciond ¢l Dr. B.G.
Shaw, del Food Research Institute, Bristol, UK; las cepas B-52 y AR-11 el Dr.
R.C. McKellar, del Food Research Center, Otawa, Canadd y el Dr. B.A. Law,
del National Institute for Research in Dairying, Slanfield, Reading, UK. Por
altimo, la cepa de Ps. fluorescens AH-70, aislada de leche espafiola
refrigerada, fue identificada en nuestro laboratorio por Azcona y col., (1988).

L.as bacterias psicrotrofas Flavobacterium odoratum, Acinetobacter
calcoaceticus, Achromobacter cycloclastes, Alcaligenes denitrificans,
Klebsiella sp., Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa 'y Ps. fragi
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procedian de la Celeccion Espafiola de Cultivos Tipo, ubicada en el
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad de Valencia.

I1.1.2.2. OBTENCION DE LOS INMUNOSUERQS

En la obtencion de los inmunosueros se emplearon conejos machos
blancos de raza Nueva Zelanda, de 3-3,5 Kg de peso, criados y mantenidos en
el animalario del Departamento de Cirujia Experimental del Hospital Militar
Central "Gomez Ulla" de Madrid.

HI1.1.2.3. QRIGEN DE LLAS MUESTRAS

En este trabajo se han utilizado dos tipos de muestras distintas:

a) Muestras de leche

Leche esterilizada: procedia de centros comerciales de venta al detalle;
estaba envasada en tetrabrick y esterilizada por el procedimiento UHT.

Leche cruda refrigerada: se adquiri6 de una Granja Diplomada
("Priégola”) ubicada en la Comunidad Auténoma de Madrid. La leche se
recogid directamente del tanque de refrigeracién y se transporté al
laboratorio en botellas de vidrio estériles, que se introdujeron en un recipiente
hermético isotermo que contenia hielo en bolsas impermeables.

b) Muestras de carne

Carne estéril: todas las muestras procedian del musculo longissimus
dorsi de cerdoy se adquirieron en un matadero industrial frigorifico
localizado en la provincia de Madrid.

Carne cruda refrigerada; las muestras procedian de diversos centros
comerciales y pertenecian a la especie porcina. Se adquirieron fileteadas y
envasadas en bandejas de poliestireno recubiertas con una pelicula pldstica de
polietileno.
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II1.1.3. PRODUCTOS Y REACTIVOS

Los productos quimicos y bioldgicos utilizados en los experimentos
descritos en este trabajo fueron suministrados por alguna de las siguientes
firmas: "Merck”, "Sigma"”, Bio-Rad", "Oxoid", "Pharmacia”, "Difco”,
"Panreac”, "Dako" y "Fluka".

I11.2. METODOS

I11.2.1. METODOS MICROBIOLOGICOS

111.2.1.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO DE
BACTERIAS PSICROTROFAS

a) Medio liquido semidefinido: Se preparé6 a base de un 1% de triptona
(Oxoid), 1% de extracto de levadura (Oxoid) y 0.5% de CINa (Panreac) en
agua destilada. Se utilizé para cultivar las cepas de Pseudomonas fluorescens
y las demas bacterias psicrotrofas utilizadas.

b) Agar para recuento en placa (PCA, Oxoid): Se empleé en el recuento
de bacterias psicrotrofas viables.

c) Agar nutritivo (Difco): Se empled para el mantenimiento de las cepas
de Pseudomonas.

Los medios se prepararon de acuerdo con las instrucciones de las casas
suministradoras y se esterilizaron durante 15 min a 121°C,

II1.2.1.2. RECUENTQ DE MICROORGANISMOS PSICROTROFOS VIABLES

Los recuentos se realizaron por el método de dilucidén en placa,
efectuando las siembras por duplicado. Las placas se incubaron a una
temperatura y tiempo variable dependiendo del origen de las muestras.

1) Muestras de leche UHT y de carne estéril: las muestras inoculadas con
cepas de Pseudomonas sp. (véase apartados I11.2.6.2.1.1 y I11.2.6.2.1.2) se
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incubaron a la temperatura Sptima de crecimiento de estas bacterias: 24°C
durante 48 horas.

2) Muestras de leche cruda v de carne no estéril: la incubacién se realizd
primero a 17°C durante 17 horas y luego a 7°C durante 72 horas (Sogaard y

Lund, 1981).

El recuento de las colonias se llevo a cabo con un contador de colonias
provisto de registrador. Solo se constderaron las placas que contenian entre 30
y 300 colonias.

I11.2.2. AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS DE LA MEMBRANA
EXTERNA DE Pseudomonas fluorescens

El aislamiento de las proteinas de la membrana externa de Ps.
fluorescens se realizé esencialmente de acuerdo al protocolo descrito por
Yoshimura y col., (1983) en el aislamiento de una porina de la membrana
externa de Pseudomonas aeruginosa.

I1.2.2.1. SOLUCIONES EMPLEADAS

- Solucion A

Es una solucién de fluorure de fenilmetilsulfonilo 0,ImM en tampdn
Tris-HC1 15mM, pH 8,0 a la que se le incorpora, en el momento de su
utilizacién, 1 mg de ribonucleasa y 1 mg de deoxirribonucleasa.

- Solucién B

Contiene un 2% de dodecilsulfato de litio (1.LDS) en tampén Tris-HCI
15mM, pH 8.,0. Esta solucién se mantiene en un bafio de hielo picado hasta su
utilizacion.

- Solucién C

Contiene un 2% de LDS, LiCl 1M y Tris-HC] 15mM, pH 8,0 en agua
destilada.
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I1.2.2.2. METODOLOGIA

La cepa AH-70 de Ps. fluorescens, previamente revitalizada, se sembrd
al 2% en 4 litros de medio de cultivo liquido semidefinido y se incub6 a 24°C
durante 48 h. A continuacién, la suspension celular se centrifugd durante 10
min a 9000 x g y a una temperatura de 4°C. Después de eliminar el
sobrenadante, las células se resuspendieron en 100 ml de tampén Tris-HCI
15mM de pH 8,0.

Esta suspension se centrifugé como queda dicho y el sedimento se
resuspendié en 40 ml de solucién A (ver seccién [I1.2.2.1), procediéndose a
continuacion al lisado de las células con ultrasonidos (30 pulsos de una
intensidad de 50 KHz y 20 seg de duracién). La sonicacion tuvo lugar
manteniendo la muestra en un bafo de hielo picado y realizando pausas de 15
segundos entre cada pulso, para mantener las condiciones de refrigeracion. La
sonicacion se dié por finalizada cuando la absorbancia de la suspension celular
a 600 nm disminuy6 a un 10% de su valor original.

La suspensién sonicada se centrifugd durante 10 min a 9000 x g a una
temperatura de 4°C vy, tras desechar el sedimento, el sobrenadante obtenido se
ultracentrifugé a 100.000 x g durante 45 min para recuperar las proteinas de
la membrana externa. El sedimento obtenido se resuspendio tres veces en 45
ml de solucién B (ver seccidén II1.2.2.1), ultracentrifugindose cada vez a
100.000 x g durante 45 min.

Por iltimo, el sedimento resultante se resuspendié en 3 mi de soluciéon C
(ver seccion II1.2.2.1), incubdandose a continuacién a 37°C durante 90 min.
Transcurrido este tiempo, la solucién se ultracentrifugd a 100.000 x g durante
45 min y el sobrenadante obtenido, que contenia las proteinas mayoritarias de
la membrana externa, se liofilizé y se mantuvo en viales herméticamente
cerrados en refrigeracion hasta su utilizacion.

Los sobrenadantes de las otras ultracentrifugaciones (sobrenadantes 1, 2,
3, v 4) también se liofilizaron y se mantuvieron en refrigeractén hasta el
momento de su empleo (Fig. II1.1).
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Cultivo de Ps. fluorescens
{4 litros)

— centrifugar (9000 g, 10°, 4°C)
}— resuspender sedimento
(100 ml de Tris-HCI, 15mM, pH 8,0)

— repetir centrifugacién
sobrenadante sedimento
(eliminar)
L ——resuspender en 40 mi de sol. A
sonicar
centrifugar (9000 g, 10, 4°C)
Y
sedimento
(eliminar)
sobrenadante

ultracentrifugar (100.000 g, 45', 4°C)

\ '

sobrenadante 1 sedimento

+——resuspender en 45 ml de sob. B
L ultracentrifugar (100.000 g, 45, 4°C)
(repetir 3 veces)

' K

sobrenadantes 2. 3y 4 sedimento

resuspender en 3 ml de sol. C
incubar a 37°C, 90’
ultracentrifugar (100.000 g, 45, 4°C)

N Y
SOBRENADANTE 5 sedimento
(proteinas mayoritarias (eliminar)

de la membrana externa)

Figuralll.l. Metodologia emplieada en el aislamiento de las proteinas de la
membrana externa de Ps. fluorescens
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El proceso de extraccion de las proteinas de la membrana externa de la
cepa AH-70 de Ps. fluorescens se repitié con el resto de las cepas
seleccionadas de Ps. fluorescens AR-11, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19. La
extraccion de las proteinas de la membrana externa de cada cepa tuvo que
repetirse varias veces para obtener una concentracién de proteina suficiente
para los ensayos posteriores.

II1.2.3. DETERMINACION DE LA PROTEINA

La determinaciéon de la proteina de los sobrenadantes liofilizados se
realizé con la técnica de Lowry modificada por Markwell y col., (1978) para
muestras que contienen lipoproteinas y otros componentes de la membrana
externa.

La técnica se basa en el desarrollo del color al poner en contacto las
proteinas con los reactivos que posteriormente se detallan. El desarrollo del
color se¢ debe a una combinacién de reacciones:

a) En condiciones alcalinas, el cobre (Cu2+) forma un complejo con los
enlaces peptidicos de las proteinas (reacién de tipo Biuret),
reduciéndose a Cu*.

b) El Cu*, junto con la tirosina y el triptéfano, reacciona con el
reactivo de Folin-Ciocalteau originando un compuesto inestable que
lentamente se reduce para dar lugar al reactivo molibdeno-tiingstico
de color azul. Dependiendo fundamentalmente de su contenido de
tirosina y de triptéfano, las proteinas producen color de diferente
intensidad.

Esta técnica pone de manifiesto los grupos fenoles de las proteinas y por
ello, es necesario extrapolar los resultados a una curva patrén construida con
anterioridad. Como proteina estdndar para construir la curva patrén se
emple6 la fraccion V de la seroalbimina bovina.

Reactivos:

- Solucién A: NayCO3 al 2%, NaOH al 0,4%, dodecil sulfato sddico
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(SDS) al 1% y tartrato sédico potdsico (NaKC4H40¢) (4H50) al
0,16% en agua destilada.

- Solucién B: CuSOy4 (5H,0) al 4% en agua destilada.

- Solucién C: Se obtiene mezclando 100 volimenes de la solucion A
con | volumen de la solucién B.

- Solucién D: Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido en agua destilada
en la proporcién 1:1 (v/v)

Procedimiento:

A 1 ml de una muestra que contenga entre 10 y 100 pug de proteina se le
afiaden 3 ml de la solucién C y la mezcla se deja en reposo a temperatura
ambiente durante 10 minutos. A continuacién, se adicionan 0,3 ml de la
solucién D y la mezcla se mantiene a temperatura ambiente durante 45
minutos. Finalmente, se mide el aumento de la absorbancia a 660 nm con
referencia a un blanco preparado de la misma manera pero con agua destilada.

I111.2.4. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DE LA
MEMBRANA EXTERNA DE Ps. fluorescens

Los sobrenadantes liofilizados procedentes de la extraccidén de las
proteinas de la membrana externa de las cepas de Ps. fluorescens AH-T0,
AR-11, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 (apartado II1.2.2.2) se sometieron a
electroforesis en un gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico
(SDS-PAGE).

1I1.2.4.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON
DOD T

Esta técnica permite separar mezclas complejas de polipéptidos en
funcién de su tamafio molecular. La electroforesis en geles de poliacrilamida
con dodecil sulfato sdédico (SDS-PAGE) se realizé segiin la técnica de
Laemmli (1970). El dodecil sulfato sédico es un detergente que, con otros
agentes como el mercaptoetanol y el calor, interviene en la desnaturalizacion



MATERIALES Y METODOS

de las proteinas a subunidades y, ademads, proporciona a las cadenas
polipeptidicas una densidad de carga similar. De esta forma, cuando el
complejo SDS-proteina se somete a electroforesis en un gel que contiene SDS,
su velocidad de migracion viene determinada principalmente por la masa de la
particula SDS-polipéptido seguin el principio de exclusién molecular. El

campo eléctrico, en este caso, solo suministra la fuerza impulsora.

111.2.4.1.1. Tampones, geles y soluciones empleadas

1.- Tampén para solubilizar las muestras

Se compone de:

Tris HC1 0.5 M, pH 6.8
Glicerol

SDS (10%)
f}-mercaptoetanol

Azul de bromofenol (0.05%)
Agua destilada

2.- Solucién de acrilamida- bisacrilamida
Contiene:

Acrilamida
N,N'- metilén- bisacrilamida
Agua destilada

3.- Gel de separacién

Consta de:

Solucién de acrilamida- bisacrilamida
Tris HCI 1,5 M, pH 8.8

Agua destilada

SDS (10%)

Persulfato aménico (10%)

1,0
0.8
1,6
0.4
0,2
4,0

14,6
0,4
hasta 50

20
7.5
1,9
0,3

ml
ml
ml
mi
ml
ml

ml

ml
ml
ml
ml

0,15ml



MATERIALES Y METODOS 73

TEMED 15 ul
4.- Gel de concentracion

Esta formado por:

Solucién acrilamida- bisacrilamida 1.3 ml
Tris HC1 0,5 M, pH 6,8 2,5 ml
Agua destilada 6.1 ml
SDS (10%) 0,1 ml
Persulfato aménico 50 ul
TEMED 10 ul

5.- Tampoén de electroforesis

Contiene:
Tris base 6,6 g
Glicina 28,8 g
SDS 2
Agua destilada 2,2 1

6.- Solucion de tincidén

Consta de:
Acido acético 10,0 ml
Alcohol metilico 40,0 ml
Agua destilada 50,0 ml
Azul brillante de Coomassie 0,25¢

Esta solucidn debe filtrarse por papel (Whatman n® 1) antes de su
uso
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7.- Solucion de lavado

Se compone de:

Acido acético 10,0 ml
Alcohol metilico 40,0 mi
Agua destilada 50,0 ml

111.2.4.1.2. Preparacion de las muestras

Las muestras liofilizadas se disolvieron en el tampén de solubilizacién a
una concentracién de 0,4 mg/ml y se mantuvieron 5 minutos en un bafio de
agua hirviendo antes de depositar 25 ul (correspondientes a 10 pg de
proteina) de cada solucién en el gel de concentracion.

I11.2.4.1.3. Preparacion de los geles

El gel consta de dos porciones: fase inferior (gel de separacion) y fase
superior (gel de concentracion). Para evitar la presencia de burbujas de aire
en los geles, éstos se desgasificaron por sonicaciéon en un bafio durante 5
minutos, antes de afiadir el TEMED vy el persulfato aménico.

Los recipientes de formacién de geles se llenaron primero con la
solucién del gel de separacién hasta unos 3 cm de su extremo superior. Para
evitar la formacién de meniscos, se deposité en la superficie de la mezcla un
pequeiio volumen de una solucién saturada de butanol. La mezcla se mantuvo
durante 1 h a 37°C y una vez polimerizada se retiré el butanol y se lavd su
superficie con agua destilada. A continuacion, se depositéd la solucion del gel
de concentracién y se introdujo el peine que forma los pocillos donde se
depositarian las muestras. Finalmente, la mezcla se polimerizé durante 30 min
a 37°C, quedando el gel listo para realizar la electroforesis.

I111.2.4.1.4. Electroforesis

Una vez colocadas las muestras, la electroforesis se realizé pasando por
el gel una corriente de 18-20 mA. Finalizada é€sta, el gel se extrajo de los
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recipientes de soporte.
[11.2.4.1.5. Tincion del gel

Terminada la electroforesis, el gel se sumergié en la solucién de tefido,
donde se mantuvo durante 1 h a 37°C. La eliminacién del colorante no fijado
se realiz6 con la solucién de lavado.

111.2.4.1.6. Determinacion del peso molecular

El peso molecular de las proteinas mayoritarias de la membrana externa
de Ps. fluorescens se determind por interpolacion en una gréfica en la que se
representa el logaritmo del peso molecular de las proteinas estandar frente a
su distancia de migracién en el gel (Fig. I11.2). Las proteinas utilizadas en la
confeccién de la recta patrén procedian de un "kit" comercial (Sigma) que
contenia: o-lactoalbimina (14,2 KDa), proteina inhibidora de la tripsina (20,1
KDa), tripsindégeno (24 KDa), anhidrasa carbénica (29 KDa),
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (36 KDa), ovoalbiimina (45 KDa) y
seroalbimina bovina (66 KDa).
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Figura {ll.2. Recta patrén para la determinacién del peso molecular por
la técnica de Laemmli. Proteinas estdndar: (A)
c-lactoalbimina; (B) Proteina inhibidora de la tripsina;
(C) Tripsinégeno; (D) Anhidrasa carbénica; (E)
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; (F) Ovoalbimina;

(G) Seroalbamina bovina.

76
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I11.2.5. PURIFICACION DE LA PROTEINA F DE Ps. fluorescens
AH-70

El sobrenadante liofilizado que contenia las proteinas mayoritarias de la
membrana externa de Ps. fluorescens AH-70 (sobrenadante 5), se purificé por
cromatografia de filtracion en geles.

[I1.2.5.1. CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GELES

Esta técnica cromatogrifica se basa en la separacion de las moléculas en
funcién de su tamafio molecular.

I11.2.5.1.1. Gel y tampén de elucion empleados

El gel utilizado fue el Sephacryl HR S-200, que es un polimero
resultante de la formacion de enlaces covalentes cruzados entre las moléculas
de alil-dextrano y N-N-metilén bisacrilamida. Este gel permite el
fraccionamiento de moléculas entre 5.000 y 250.000 daltones. La preparacién
y activacion del gel se realizé siguiendo las normas de la casa suministradora
(Pharmacia). El gel hidratado se conservé en refrigeraciéon hasta su
utilizacion.

[.a muestra se eluyé con un tampén que contenia un 1% SDS, NaCl
0.4M, Tris-HCl 10mM, pH 8,0 y un 0,01% de azida de sodio.

I11.2.5.1.2. Condiciones de trabajo

La cromatografia se realizd en una cdmara termostatada a 37°C para
evitar la precipitacién del tampén de elucidon y el eluato se recogidé en un
colector de fracciones.

El sobrenadante liofilizado de la dltima ultracentrifugacion realizada
durante el aislamiento de las proteinas de la membrana externa de Ps.
fluorescens AH-70 se purificéd por cromatografia de filtracién en un gel de
Sephacryl S-200. Para ello, 5 mg de proteina del extracto liofilizado se
disolvieron en 3 ml del tampén de elucidn y se depositaron en una columna
(1,5 x 91 cm, Pharmacia) previamente equilibrada con ¢l mismo tampon. El
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eluato, en fracciones de | ml, se sometid a una lectura espectrofotométrica a
280 nm para determinar su contenido protéico. Las fracciones
cromatograficas correspondientes al primer y segundo pico de absorcidn
maxima a 280 nm, se recogieron separadamente y se dializaron frente a agua
destilada durante 24 h. Finalmente, se liofilizaron ambos y se mantuvieron en
un desecador a 4°C hasta su utilizacién posterior.

I11.2.5.1.3. Determinacion y caracterizaciéon de la proteina F
purificada

La determinacién de la proteina de los extractos liofilizados
correspondientes a cada pico cromatografico se realizé mediante la técnica de
Lowry modificada por Markwell y col., (1978), previamente descrita en el
apartado II1.2.3.

Los extractos liofilizados, correspondientes al primer y segundo pico de
absorcidon mixima a 280 nm, se sometieron a electroforesis en un gel de
poliacrilamida con SDS, segin la técnica descrita en el apartado II1.2.4.1.

I11.2.6. TECNICAS INMUNOLOGICAS

[11.2.6.1. OBTENCION DE LOS INMUNOSUEROS

I11.2.6.1.1. Extractos antigénicos utilizados

Se emplearon dos extractos antigénicos distintos para la inmunizacién de
dos lotes de conejos:

1) Proteina F purificada de Ps. fluorescens AH-70, obtenida como se
describe en la seccion 111.2.5.1.

2) Células vivas de Ps. fluorescens AH-70 (109 ufc/ml).
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111.2.6.1.2. Pauta de inmunizacién

Para la produccién de inmunosueros se emplearon dos lotes de 2 conejos
machos de raza Nueva Zelanda, de 3-3,5 Kg de peso. Al primer lote se le
inoculé la proteina F purificada y al segundo las células vivas de Ps.
fluorescens AH-T0.

La inmunizacién de cada lote comenz6 con la inyeccién subcutdnea, en
varios lugares de la espalda, de los correspondientes extractos antigénicos (0,5
mg de proteina F y 109 ufc de Ps. fluorescens AH-70) emulsionados en una
mezcla a partes iguales (0,5 ml) de Adyuvante Completo de Freund y de PBS
(tampodn fosfato salino de pH 7,2). Las inoculaciones se realizaron durante 4
meses a intervalos de 7 dias (Tabla IIL.1), sustituyendo, a partir de la segunda
inyecién, el Adyuvante Completo de Freund por el Incompleto.

Antes de la primera inoculacién de los extractos antigénicos y para
comprobar la ausencia de reactividad de los animales frente a los antigenos
utilizados, se realiz6 una sangria inicial (Sg). Asimismo, a los 21, 42, 63, 84 y
a los 105 dias del proceso de inmunizacién, se realizaron sucesivas sangrias
parciales con el fin de verificar la eficacia del mismo.

I11.2.6.1.3. Sangria final

A los 112 dias del comienzo del proceso de inmunizacién y una vez
comprobado que el titulo de los inmunosueros era el adecuado, se efectud la
sangria final de los animales. Se procedié como sigue: después de anestesiar al
animal por via intramuscular con Kelotar (clorhidrato de ketamina) a una
dosis de 10 mg/Kg de peso, se coloca en una mesa de sujeccion en posicion de
decubito supino y se inmoviliza por las cuatro extremidades. Una vez depilada
y desinfectada la zona cervical inferior se practican las tres incisiones cutaneas
siguientes:

a) Longitudinal a lo largo de la linea media ventral
b) Transversal a nivel de la segunda vértebra cervical
c) Transversal a nivel de la sexta vértebra cervical
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Tablaill.l. Pauta de inmunizacion de los conejos por inoculaciéon subcutinea
de los extractos antigénicos de Ps. fluorescens AH-70

Extractos antigénicos

LOTEI LOTEU
Dias Proteina F Células vivas PBS ACF AIlF Sangria
(mg) (ufc) (ml) (ml) (ml)

0 0,5 109 0,5 0.5 — Sy

7 0,5 109 0.5 — 0,5
14 0.5 109 0,5 — 0.5
21 0.5 109 0,5 — 0,5 S
28 0,5 109 0,5 — 0.5
35 0,5 109 0,5 - 0.5
42 0.5 109 0,5 — 0,5 S
49 0,5 109 0.5 — 0.5
56 0,5 109 0,5 — 0.5
63 0.5 109 0,5 — 0,5 S3
70 0,5 10° 0,5 — 0,5
77 0,5 109 0.5 — 0,5
84 0,5 109 0,5 — 0.5 S4
91 0,5 109 0,5 — 0,5
98 0,5 109 0,5 — 0,5
105 0,5 109 0,5 — 0,5 Ss
112 — — - — 0,5 Sg
P B S: Buffer fosfato salino, pH 7,2 Sp: Sangriainicial ~ S4: Sangria dia 84
A CF: Adyuvante Completo de Freund Si: Sangriadia2l  Ss: Sangria dia 105
A I F: Adyuvante Incompleto de Freund So: Sangriadiad42  Sg: Sangria final

S4: Sangriadia 63
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A continuacion, se disecan los misculos ventrales del cuello visibles en
este area: Ms. cleidomastoideus (parte del Ms. cleidocephalicus y éste a su vez
del Ms. brachiocephalicus), Ms. sternomastoideus (parte del Ms.
sternocephalicus), Ms. sternohyoideus y Ms. sternothyroideus. Por el borde
lateral del Ms. sternothyroideus se diseca en profundidad hasta llegar al
paquete vasculo-nervioso situado a uno y otro lado de la trdquea (A. carotis
comunis, V. jugularis 'y Troncus vagosympathicus). Se diseca la A. carotis
comunis y con una pinza de tipo "mosquito” se fija el N. vagus, que continia
unido al tronco vascular. De este modo, al efectuar la seccién de la arteria se
puede dirigir el flujo sanguineo a un tubo o recipiente donde se recoge la
sangre. Cuando disminuye el flujo se recomienda aplicar un masaje cardiaco
con el fin de conseguir el mayor volumen de sangre posible.

Una vez realizada la sangria final de acuerdo a las normas sefialadas, se
recogieron de 120 a 150 ml de sangre de cada animal.

I11.2.6.1.4. Obtencién y conservacion del suero

La sangre obtenida se trasvaso lentamente a tubos de ensayo limpios y se
mantuvo 1 h a temperatura ambiente para facilitar la formacion del codgulo.
A continuacién, se separé cuidadosamente el codgulo de las paredes de los
tubos con ayuda de una espitula y se mantuvo a 4°C para favorecer su
retraccién. El suero se trasvasé a tubos de centrifuga limpios y se centrifugé
durante 10 min a 2000 x g a una temperatura de 4°C. El sobrenadante
obtenido se distribuyé en fracciones de 2 ml a las que se afiadié una o dos
gotas de una solucién de azida de sodio al 0,01% que actuaba como agente
conservador. Los viales se conservaron en congelacién a -20°C hasta el
momento de su su utilizacion.

I11.2.6.1.5. Purificacion parcial de los inmunosueros
Los inmunosueros obtenidos frente a la proteina F (anti-PF) y frente a la

pared celular (anti-PC) de Ps. fluorescens AH-70 se purificaron parcialmente
mediante una precipitacién selectiva con sulfato aménico al 50%.
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I11.2.6.1.5.1. Precipitacién de las inmunoglobulinas con sulfato aménico

La precipitaciéon con sulfato aménico es uno de los métodos mds
utilizados para la separacion de los anticuerpos del inmunosuero. EI método se
basa en que las proteinas solubles forman puentes de hidrégeno con las
moléculas de agua a través de sus grupos polares. Cuando se afiaden
concentraciones elevadas de iones fuertemente cargados como el amonio y el
sulfato, éstos compiten con las moléculas proteicas por ¢l agua. De esta forma,
las proteinas, al perder su unién con las moléculas de agua, disminuyen su
solubilidad, lo que origina su precipitaciéon. La concentracion de sulfato
amoénico necesaria para precipitar las inmunoglobulinas varia con la especie
animal de la que proceden, aunque la mds conveniente en la mayoria de los
casos es una solucion al 50% (Harlow y Lane, 1988).

En la precipitacion de las inmunoglobulinas de los inmunosuerocs
obtenidos frente a la proteina F (anti-PF) y frente a la pared celular (anti-PC)
de Ps. fluorescens AH-70 se procedié como sigue (Harlow y Lane, 1988):

- Se centrifugaron 10 ml de suero a 3000 x g durante 30 min y el
sobrenadante se trasvas6 a un vaso de precipitados.

- Se afiadieron (gota a gota y agitando al mismo tiempo) 10 ml de sulfato
amoénico saturado (76,1 g de (NH4), SO4 en 100 ml de agua destilada) cuyo
pH se habia ajustado a 7.4 con NaOH IN inmediatamente antes de su empleo.

- La mezcla se mantuvo en reposo una noche a 4°C y se volvié a
centrifugar a 3000 x g durante 30 min para recuperar las inmunoglobulinas
precipitadas.

- Eliminado el sobrenadante, las inmunoglobulinas presentes en el
sedimento se resuspendieron en S ml de tampoén fosfato salino (PBS, de pH
7,2) y, a continuacién, se dializaron durante 16 h a 4°C. Finalizada la dialisis,
las inmunoglobulinas se distribuyeron en alicuotas de 5 ml, manteniéndose a
-20°C hasta su utilizacién.
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I11.2.6.1.6. Conjugacion de los anticuerpos purificados con la
biotina

La biotina es uno de los 12 factores hidrosolubles que forman el
complejo vitaminico B. Debido a su pequefio tamafio molecular, su union con
el anticuerpo es mads estable que cuando éste se conjuga directamente con un
enzima (Yolken y col., 1983). La unién de la biotina con el anticuerpo
(biotinizacién), ademds de ser ficil de realizar presenta la ventaja de que el
anticuerpo sigue manteniendo la especificidad por el antigeno. Se ha
comprobado que la avidina, proteina antibacteriana de la clara de huevo,
posee una gran afinidad por la biotina (10153 M-1), Por ello, utilizando las
propiedades del complejo avidina-biotina se pueden amplificar las reacciones
inmunoenzimaticas (ELISA). Los anticuerpos biotinizados se detectan por un
conjugado comercial de avidina o estreptavidina conjugada a un enzima.

Los anticuerpos parcialmente purificados anti-PF y anti PC de Ps.
fluorescens AH-70 se conjugaron con un éster de la biotina utilizando el
compuesto denominado N-hidroxi-succinimida biotinamidocaproato,
siguiendo la técnica de Bomnard y col., (1984). Para su realizacién se
procedid de la siguiente manera:

- Se preparé una solucién del éster de la biotina en dimetilsulféxido a
una concentracion de 1 mg/mi.

- Los anticuerpos purificados se disolvieron en tampoén PBS de pH 7.2, a
una concentracion de 1 mg/ml.

- Se afiadi6 la solucién de biotina a la del anticuerpo, en una relacién
molar biotina/anticuerpo de 50:1.

- La mezcla se incubd durante 2 h a temperatura ambiente.

- L.a biotina libre se eliminé mediante dialisis de la mezcla durante 16 h
a 4°C frente a tampén PBS.

- Los anticuerpos conjugados, fraccionados en alicuotas de 0,1 ml, se
conservaron a -20°C hasta el momento de su utilizacién.
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[11.2.6.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS
111.2.6.2.1. Muestras de referencia

Se emplearon leche UHT y came cruda estéril inoculadas con diversas
cepas de Ps. fluorescens.

[11.2.6.2.1.1. Leche UHT
La leche UHT se inoculd con cultivos puros de las cepas AH-70, AR-11,
B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 de Ps. fluorescens a las concentraciones de 108,

107. 106, 105. 104y 103 ufc/ml. Como control se utilizé leche UHT no
inoculada.

111.2.6.2.1.2. Carne cruda estéril

La carne procedia de un matadero industrial frigorifico y pertenecia a la
especie porcina. La esterilizacidén del misculo longissimus dorsi se realizd
seguin la técnica descrita por Dainty y Hibbard (1980). Para ello, la superficie
de la carne se roci6 con alcohol y se quemé con la llama de un mechero
Bunsen. Posteriormente, se retird la escara superficial con un bistur{ estéril
hasta una profundidad de aproximadamente 1 cm. Esta operacion se repitid 2
0 3 veces mdés con ¢l fin de retirar la maxima cantidad posible de tejido
muscular superficial. A continuacién, el trozo obtenido se corté con la ayuda
de un cuchillo previamente flameado, en filetes de | cm de espesor que
posteriormente se cortaron en porciones de 2 cm de lado.

Las porciones de carne asi obtenidas se introdujeron en matraces
Erlenmeyer estériles y su superficie (4 ¢cm2) se inoculé con cultivos puros de
las cepas AH-70, DC-5, DC-7 y NT-19 de Ps. fluorescens, a las
concentraciénes de 108, 107 106, 103, 104y 103 ufc/cm?2. Todas las
operaciones se efectuaron en una campana de flujo laminar, empleando como
control porciones de carne estéril no inoculada.

Después de incubar las muestras y los controles a 20°C durante 30
minutos, las bacterias adheridas a la superficie de la carne se recogieron
mediante dos lavados sucesivos de las muestras con 30 ml de KC1 0,1M (Appl



MATERIALES Y METODOS 25

y Marshall, 1984), seguidos de una centrifugacién de la suspensién a 10.000 x
g durante 15 min a 4°C. A continuacidn, el sedimento obtenido se resuspendié
en 15 ml de tampdn fostato salino (PBS, pH 7.2).

Para el recuento de los microorganismos de las muestras de leche UHT y
de carne estéril inoculadas con las distintas cepas de Ps. fluorescens, asi como
de los respectivos controles no inoculados, se utilizaron los medios de cultivo
y metodologias descritas en el apartado I11.2.1.2.1 de esta memoria

111.2.6.2.2. Muestras problema

11.2.6.2.2.1. Leche cruda refrigerada

La leche cruda refrigerada (aproximadamente 500 ml) procedente de
una granja diplomada se transfirié, a su llegada al laboratorio, a un matraz
Erlenmeyer estéril de | litro de capacidad. El matraz se mantuvo varios dias
en una cadmara frigorifica termostatada a 4°C, retirindose las muestras de
leche cada 24 horas.

111.2.6.2.2.2. Carne cruda refrigerada

Los filetes de carne de cerdo no estériles adquiridos en el mercado, se
mantuvieron varios dias a 4°C suspendidos de unos ganchos distribuidos a lo
largo de unas varillas de vidrio situadas en el interior de una cubeta de
metacrilato (seglin se describe en el apartado II1.1.1). La toma de muestras se
efectu6 cada 24 horas, de la manera siguiente:

Los filetes se trasladaron de la cubeta de metacrilato a la cabina de flujo
laminar, suspendidos de unas pinzas estériles y evitando que sus superficies
contactasen con material contaminante. A continuacion, se apoyd un cilindro
de metal hueco y estéril sobre la superficie de los filetes y se recorté la
circunferencia delimitada por el cilindro con un bisturi de corte estéril, siendo
la superficie resultante de 30,2 cm2. Inmediatamente, estas porciones de carne
se introdujeron en matraces Erlenmeyer estériles y se procedid a la recogida
de los microorganismos de la superficie de la came siguiendo el protocolo
descrito en el apartado I11.2.6.2.1.2.
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En la determinacién de la tasa de microorganismos psicrotrofos de la
leche cruda refrigerada y de la carne no estéril, se tomaron | ml de las
muestras, obtenidas como se indica mds atrds, para efectuar el recuento
microbiano en placas (apartado I11.2.1.2.2).

I11.2.6.2.3. Condiciones de utilizacion de las muestras
Tanto las muestras de leche UHT y de came estéril inoculadas con las
pseudomonas de interés, como las muestras problema de leche y de came

cruda refrigeradas se sometieron a los siguientes tratamientos:

a) Muestras "enteras” o sin fratar:

De cada muestra se tomé una alicuota de 1 ml, que no se sometid a
ningln tratamiento.

b) Muestras sonicadas:

De cada muestra se tomaron alicuotas de 10 ml, que se sometieron a un
tratamiento con ultrasonidos consistente en la aplicacién de 15 pulsos de una
intensidad de 50 KHz y de 10 seg de duracién. La sonicacién se efectud
manteniendo las muestras en un bafio de hielo picado, con pausas de 15 seg
entre los pulsos.

¢) Muestras tratadas enzimadticamente:

1 ml de cada muestra se sometié a lisis enzimatica, realizada seguin el
método de Cull y McHenry (1990). Para ello, a cada ml de muestra se le
anadieron 100 pl de una solucién de EDTA (4cido etilén-diamintetraacético)
SmM en tampén Tris 0,1M pH, 7,2, incubando la mezcla a 37°C durante 15
min. A continuacién, se adicion6 a la mezcla una solucidn de lisozima (0,3
mg/ml) en el mismo tampédn, incubdndose la solucioén durante 15 min a 37°C.

Todas las muestras se distribuyeron en alicuotas de 200 ul y se
conservaron a -20°C hasta su utilizacién en los ensayos inmunoenzimdticos.
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[11.2.6.3. TECNICAS INMUNOENZIMATICAS

111.2.6.3.1. Técnica del ELISA indirecto

En este trabajo se han utilizado dos variantes de la técnica del ELISA
indirecto. La primera es un ELISA indirecto clasico que emplea un conjugado
comercial de anticuerpos anti-especie unidos al enzima peroxidasa de rabano,
mientras en la segunda se utilizd el sistema de amplificacion biotina-avidina,
que precisa de la conjugacion de los anticuerpos anti-PF y anti-PC con la
biotina.

[11.2.6.3.1.1. ELISA indirecto clasico

En esta técnica, los antigenos fijados a una superficie inerte son
reconocidos por los correspondientes anticuerpos especificos y el complejo
formado se detecta por un segundo anticuerpo marcado con un enzima, que
reconoce como antigenos a los anticuerpos especificos. La reaccion es visible
porque al actuar ¢l enzima sobre el sustrato se libera un compuesto coloreado.

a) Antigenos

Se emplearon muestras de tampén PBS estéril de pH 7.2 inoculadas con
cepas de Ps. fluorescens a las concentraciones de 108, 107, 106 y 1035 ufc/ml.
Asimismo, se utilizaron muestras de leche UHT inoculadas con cepas de Ps.
fluorescens a las concentraciones de 108, 107, 106, 105, 104 y 103 ufc/ml.

Las muestras de tampén PBS y de leche UHT, inoculadas con las
distintas cepas de Ps. fluorescens, también se analizaron tras su sonicacién en
las condiciones descritas en el apartado 111.2.6.2.3.b.

b) Anticuerpos

Se utilizaron los anticuerpos anti-PF y anti-PC de Ps. fluorescens AH-70
obtenidos por la inmunizacién de los conejos con los extractos antigénicos
correspondientes y purificados parcialmente mediante precipitacion de las
inmunoglobulinas con sulfato aménico (seccién I11.2.6.1.5.1).
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¢) Conjugado

Se empleé un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo
obtenidas en cerdo y marcadas con el enzima peroxidasa de rabano (Dako).

d) Tampones v reactivos

1.- Tampén PBS de pH 7,2.

Se compone de: NaCl 80 g
Na,HPOy4. 12H,0 29 g
KH,PO4 02 g
KCl 02 g
Agua destilada 11

2.- Tampén PBST.
Se prepara como el tampén PBS y se le afiade un 5% de Tween 20.
3.- Tampédn de écido citrico-fosfato de pH 3,9.

a) Preparar una solucién de 4cido citrico monohidratado 0,1 M

(21,01 g/).
by Preparar una solucién de Na,HPO4 0,2 M (28,4 g/1).
¢) Mezclar las dos soluciones hasta obtener el pH deseado.
4.- Sustrato.
El sustrato empleado fue el dcido 2-2'-azino-bis-3-etilenbenzotiazolina
sulfénico (ABTS) (Sigma). Se prepararon dos soluciones: una de ABTS en
agua destilada (15 mg/ml) y otra de acido ascérbico (10 mg/ml), también en

agua destilada. Después se preparé la siguiente mezcla:

- Tampon citrico-fostato de pH 3,9 10 ml
- Solucion de ABTS (15 mg/ml) 04 ml
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- HyO2 (30% p/v) 4 wl
- Solucién de dcido ascorbico (10 mg/ml) 2 ul
5.- Solucién de tapizado.
Gelatina al 1% en tampén PBS.

¢) Metodologia del ELISA indirecto

Los pocillos de una placa de ELISA (Costar 3590) se sensibilizaron con
100 ul de la muestra antigénica correspondiente y la placa se incubd durante
una hora a 37°C, tras lo cual se lavé 5 veces con tamp6én PBST. A
continuacién, para tapizar las zonas del pocillo en las que no se hubiera
adsorbido el antigeno, se afiadieron a cada pocillo 200 ul de gelatina al 1% en
tampén PBS. La placa se mantuvo 30 minutos a 37°C y los pocillos se lavaron
5 veces con tampon PBST para eliminar el exceso de gelatina. A continuacion,
se afladieron a cada pocillo 100 ul del anticuerpo correspondiente (anti-PF o
anti-PC), diluido en tampén PBST y la placa se incub6 en un agitador de
placas de ELISA durante una hora a temperatura ambiente.

Finalizada la incubacién, los pocillos se lavaron de nuevo 5 veces con
tampoén PBST para eliminar los restos de anticuerpo que no hubiesen
reaccionado. Seguidamente, se depositaron en cada pocillo 100 pl del
conjugado diluido en tampén PBST y, de nuevo, la placa se mantuvo en el
agitador durante una hora a temperatura ambiente. Tras lavar los pocillos 5
veces con agua destilada para eliminar los restos del conjugado libre, se
afladieron a cada pocillo 150 ul del sustrato, manteniendo la placa en el
agitador durante 30 minutos a temperatura ambiente. El color verde,
resultante de la degradacion del sustrato por el enzima, se cuantificé midiendo
la absorbancia de cada pocillo a 405 nm en un lector espectrofotométrico de
placas de ELISA.

En la prueba se realizaron los siguientes controles:
- Control del antigeno: gelatina + anticuerpo + conjugado + sustrato

- Control del anticuerpo: antigeno + gelatina + conjugado + sustrato
- Control del conjugado: conjugado + sustrato
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Si la absorbancia a 405 nm de alguno de los controles era mayor de
0,150, el experimento se consideraba nulo.

111.2.6.3.1.2. ELISA indirecto utilizando el sistema de amplificacién
biotina-avidina

Como se ha seiialado en la seccidon I11.2.6.1.6, la avidina tiene una gran
afinidad (10-15 M-1) por la biotina, por lo que el complejo avidina-biotina se
utiliza para amplificar las reacciones inmunoenzimaticas (ELISA). Esta
amplificacion se debe a que la avidina contiene en su molécula cuatro lugares
de unidén con la biotina.

La diferencia entre esta técnica y la del ELISA indirecto cldsico estriba
en que los anticuerpos especificos se conjugan con la biotina (biotinizacién) y
la deteccidn de este complejo se realiza con un conjugado comercial de avidina
o estreptavidina marcada con un enzima.

En esta técnica se han empleado como antigenos las muestras de came
estéril inoculadas con diversas cepas de Ps. fluorescens a las concentraciones
de 108, 107, 109, 105 y 104 ufc/cm?2, utilizindose como control camne estéril
sin inocular (II1.2.6.2.1.2). Las muestras citadas, asi como las de carne cruda
refrigerada (I11.2.6.2.2.2), también se analizaron por la técnica del ELISA
indirecto, después de su sonicacion (111.2.6.2.3.b).

La técnica sigue los mismos pasos y tiempos de incubacidon que los
descritos en el ELISA indirecto clisico (II1.2.6.3.1.1), excepto que como
conjugado se utiliza uno comercial de estreptavidina marcada con peroxidasa
de rabano.

111.2.6.3.2. Técnica del ELISA sandwich

En esta técnica, los anticuerpos especificos se fijan a una fase sélida y
actian como anticuerpos de captura de los antigenos problema. Los antigenos
anclados son reconocidos por los mismos anticuerpos conjugados con la
biotina y el complejo formado se detecta con un conjugado comercial de
estreptavidina/peroxidasa. La reaccion se pone de manifiesto porque al actuar
el enzima sobre el sustrato se libera un compuesto coloreado.
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a) Antigenos

Como antigenos se emplearon las muestras de leche UHT y de carne
cruda estéril, inoculadas con diversas cepas de Ps. fluorescens a las
concentraciones de 108, 107, 106, 105, 104 y 103 ufc/ml o0 cm2 (111.2.6.2.1.1 y
I11.2.6.2.1.2).

Las muestras citadas, asi como las muestras crudas de leche y de carne
refrigeradas (111.2.6.2.2.1 y I11.2.6.2.2.2), también se analizaron tras su
sonicacién, incluyendo asimismo las muestras de leche UHT tratadas
enzimdticamente de la forma descrita en el apartado 111.2.6.2.3.c.

b) Anticuerpos de captura

Como anticuerpos de captura se han empleado los inmunosueros anti-PF
y anti-PC de Ps. fluorescens AH-70 obtenidos de conejos y parcialmente
purificados por precipitacién de las inmunoglobulinas con sulfato amoénico.

¢) Anticuerpos de deteccion

Los anticuerpos de deteccion fueron los mismos que los de captura, pero
conjugados con la biotina de la manera descrita en la seccidn 111.2.6.1.6.

d) Conjugado
Se empled un conjugado comercial de estreptavidina/peroxidasa (Dako).

¢) Tampones y reactivos

Ademds de los descritos en la seccidn I11.2.6.3.1.1.d, se utilizé el tampon
carbonato-bicarbonato de pH 9,6, cuya composicién ¢s la siguiente:

- Tampon carbonato-bicarbonato de pH 9.6

Na2C03 2,93 2
NaHCO; 293 g
agua destilada | 1
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f) Metodologia del ELISA sandwich

Los pocillos de una placa de ELISA (Costar 3590) se sensibilizaron con
100 ul de los anticuerpos de captura correspondientes (anti-PF y anti-PC de
Ps. fluorescens AH-70) diluidos en tampé6n de carbonato-bicarbonato de pH
9,6, durante una hora a 37°C. Transcurrido este tiempo, los pocillos se
lavaron cinco veces con tampon PBST para eliminar los anticuerpos no
adsorbidos a la placa.

A continuacidn, para tapizar las zonas del pocillo en las que no se
hubieran adsorbido los anticuerpos, se afiadieron a cada uno de ellos 200 ul de
gelatina al 1% en tamp6n PBS. La placa se mantuvo 30 minutos a 37°C y los
pocillos se lavaron de nuevo con tampén PBST para eliminar el exceso de
gelatina. A continuacién, se afiadieron a cada pocillo 100 pl del antigeno
correspondiente y la placa se mantuvo en agitacién durante una hora a
temperatura ambiente. Tras un nuevo lavado con PBST, se depositaron en
cada pocillo 100 pl del anticuerpo correspondiente conjugado con la biotina y
la placa se mantuvo en agitacion durante una hora a temperatura ambiente.
Después de otro lavado con PBST, se afiadieron a cada pocillo 100 ul del
conjugado de estreptavidina/peroxidasa disuelto en PBST y la placa se incubd
I una hora en agitacién a temperatura ambiente. Finalmente, tras lavar los
pocillos cinco veces con agua destilada para eliminar los restos de conjugado
libre, se afiadieron a cada pocillo 150 pl de la solucién del sustrato,
manteniendo la placa en el agitador durante 30 minutos a temperatura
ambiente. El color verde, resultante de la degradacién del sustrato por el
enzima, se cuantificé midiendo la absorbancia de los pocillos a 405 nm en un
lector espectrofotométrico de placas de ELISA.

Los controles realizados en cada ensayo de ELISA sandwich fueron los
siguientes:

- Control del antigeno: anticuerpo de captura + gelatina + anticuerpo de
deteccion + conjugado + sustrato.

- Control del anticuerpo de captura: gelatina + antigeno + anticuerpo de
deteccién + conjugado + sustrato.
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- Control del anticuerpo de deteccion: anticuerpo de captura + gelatina +
antigeno + conjugado + sustrato.

- Control del conjugado: gelatina + conjugado + sustrato.



CAPITULO IV

RESULTADOS
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IV.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LAS
PROTEINAS MAYORITARIAS DE LA MEMBRANA EXTERNA
DE Ps. fluorescens.

El aislamiento de las proteinas de la membrana externa de las cepas de
Ps. fluorescens AH-70, AR-11, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 se realiz6 de la
manera descrita en el apartado I11.2.2.2 de esta memoria, Con el fin de
caracterizar dichas proteinas, los cinco sobrenadantes liofilizados resultantes
de las sucesivas uitracentrifugaciones de las proteinas de la membrana externa
de la cepa de Ps. fluorescens AH-70 se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS. Los resultados de la electroforesis se muestran en la
figura IV.1. La linea B muestra las bandas electroforéticas correspondientes a
las proteinas de la pared celular de Ps. fluorescens AH-70 presentes en el
sobrenadante de la primera ultracentrifugacién (sobrenadante 1) y cuyos pesos
moleculares aparentes estan comprendidos entre 7.500 y 74.000 daltones. Las
lineas C, D y E (correspondientes a los sobrenadantes 2, 3 y 4), indican que
las ultracentrifugaciones sucesivas eliminan las proteinas de la membrana
citoplasmica y la mayor parte de las proteinas de la membrana externa.
Finalmente, la dltima ultracentrifugacién proporcioné un sobrenadante
(sobrenadante 5) que sélo contenia dos proteinas mayoritarias de la membrana
externa de Ps. fluorescens AH-70 (lineas F y H). Estas dos proteinas se
identificaron como F y H, al comparar sus pesos moleculares con los descritos
por Yoshimura y col., (1983) para las mismas proteinas de Ps. aeruginosa. La
linea A corresponde al electroferograma de proteinas estindar de pesos
moleculares conocidos.

El protocolo descrito para la extraccién de las proteinas F y H de Ps.
fluorescens AH-70 se repitid con el resto de las cepas seleccionadas de Ps.
fluorescens AR-11, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19. Conviene sefialar que el
rendimiento de cada extraccidn era muy pequefio, ya que de cada 4 litros de
medio de cultivo inoculado con la correspondiente cepa de Pseudomonas se
obtenian aproximadamente 10 mg de proteina. Por ello, la extraccion tuvo
que repetirse varias veces con cada cepa para obtener una concentracion de
proteina suficiente para los ensayos posteriores.

La figura IV.2 muestra la electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS de los sobrenadantes liofilizados de la dltima ultracentrifugacion de las
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proteinas de la membrana externa de las 6 cepas de Ps. fluorescens
seleccionadas. En dicha figura se observa que las proteinas F y H se detectan
en las seis cepas de Ps. fluorescens analizadas, lo que significa que pueden ser
comunes a todas las cepas de Ps. fluorescens. LLos pesos moleculares aparentes
de las proteinas purificadas fueron de 17.532 daltones para la proteina H y de
33.052 daltones para la F.

IV.2. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA PROTEINA F
DE Ps. fluorescens AH-70.

Una vez aisladas y caracterizadas las dos proteinas mayoritarias
(proteinas F y H) de la membrana externa de varias cepas de Ps. fluorescens,
se procedid a la purificacién de la proteina F de Ps. fluorescens AH-70 por
cromatografia de filtracién en geles y a su caracterizacién por electroforesis
en geles de poliacrilamida con SDS.

IV.2.1. CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GELES

El sobrenadante que contenia las proteinas F y H de la membrana
externa de Ps. fluorescens AH-70 (sobrenadante 5) se purificé en una columna
que contenia el gel de Sephacryl S-200. Los resultados obtenidos se muestran
en la figura IV.3, en la que se observa un pico de absorciéon méxima a 280 nrn
(A) seguido de otro de menor tamafio (B). Las fracciones correspondientes a
cada pico, después de dializarse, se liofilizaron y se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, con el fin de comprobar su
grado de purificacion.

Iv.2.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON SDS

Como se observa en la figura IV .4, los resultados obtenidos mostraron
que la fraccidon cromatografica del primer pico eluido contenia una proteina
monomérica de un peso molecular aparente de 33.052 daltones,
correspondiendo al de la proteina F de todas las cepas de Ps. fluorescens
analizadas.
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Figura IV [. Electrotoresis en geles de SDS-poliacrilamida de las proteinas de
membrana de Ps. fluorescens AH-70 (B). Las sucesivas fases de
extraccion eliminan las proteinas de la membrana citopldsmica v casi
todas las de la membrana externa (C, D. E) permancciendo el
peptdoglicano asociado a las proteinas F y H. las cuales se solubilizaron
con LDS que contenfa LiCl IM (F). Las proteinas estandar (A) tueron:
seroalbimina bovina (66 KDa), ovoalbimina (45 KDa), gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (36 KDa), anhidrasa carbénica (29 KDay,
tripsindgeno (24 KDa), inhibidor de la tripsina de soja (20.1 KDua) v

alfa-lactoalbamina (14,2 KDa).
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Figura V.2, Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida de las protemas Fy Hde la
membrana externa de las cepas de Ps. fluorescens AH-70 (B), AR-11
(C), B-52 (D). DC-5 (E), DC-7 (F) y NT-19 (G). Proteinas estindar (A)
como en la figura IV.1,
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Figura IV.3. Purificacion de las proteinas F y H de Ps. fluorescens AH-70 en un gel

de Sephacryl S-200.
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Figura V4. Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida de la proteina F de Ps.
fluorescens AH-70 (B), purificada y separada de la proteina H
por cromatografia de filtracidn en gel. Las proteinas estdndar {A) fueron

como en la figura IV, 1.
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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 obtencidén de los inmunosueros se emplearon dos lotes de 2
conejos cada uno. El primer lote se inmunizé con la proteina F de Py.
fluorescens AH-70 y el segundo con células vivas de la misma cepa. No
obstante, antes de comenzar el protocolo de inmunizacién, a los conejos se les
extrajo una muestra de sangre y el suero obtenido se analiz6 por la técnica del
ELISA indirecto frente a los extractos antigénicos de interés. Después de
comprobar que ninguno de los conejos presentaba reactividad inmunoldgica
frente a dichos extractos antigénicos, todos los animales se consideraron aptos
para la inmunizacién,

Durante el proceso de inmunizacién de los conejos se realizaron 35
sangrias parciales y una final, para comprobar si los animales producian
anticuerpos frente a la proteina F (anti-PF) y frente a las células vivas
(anti-PC) de Ps. fluorescens AH-70. De los resultados obtenidos (no
mostrados) por la técnica de ELISA indirecto utilizada se dedujo que:

1) En las sangrias parciales efectuadas a los 21, 42 y 63 dias de la
primera inoculacion, no se detectaba una reaccién inmunolégica significativa
de los inmunosueros anti-PF y anti-PC con sus respectivos extractos
antigénicos.

2) En las sangrias realizadas a los 84 y 105 dias de la primera
inoculacién, se aprecid un incremento significativo de la respuesta
inmunolégica de los conejos frente a los extractos antigénicos de interés y por
ello, a los 112 dias se efectué la sangria final.

Los inmunosueros anti-PF y anti-PC de Ps. fluorescens AH-70,
procedentes de la sangria final, se purificaron parcialmente por precipitacion
con sulfato aménico y con una técnica de ELISA indirecto se estudié su
potencial para reconocer diversas cepas de Ps. fluorescens. Después de varios
ensayos preliminares, se establecieron las condiciones Optimas de trabajo;
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fueron las siguientes:

- Antigenos: cultivos puros de las cepas de Ps. fluorescens AH-70,
AR-11, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 en un tampén PBS estéril a las
concentracidnes de 108, 107, 106 y 105 ufc/ml, asi como las mismas muestras
sonicadas.

- Anticuerpos: los anti-PF y anti-PC de Ps. fluorescens AH-70
parcialmente purificados por precipitacién con sulfato amoénico y diluidos
1/2000 (v/v) en tampon PBST.

- Conjugado: uno comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo
obtenidas del cerdo y conjugadas al enzima peroxidasa de rabano (Dako),
diluido 1/1500 (v/v) en tampén PBST.

IV.3.1. CAPACIDAD DE RECONOCIMIENTOQ DE CEPAS DE Ps. fluorescens
POR EL INMUNOSUERO ANTI-PROTEINA F (ANTI-PF)

En las figuras IV.5 y IV.6 se reflejan los resultados obtenidos al estimar
el potencial del inmunosuero anti-PF en el reconocimiento de diversas cepas
de Ps. fluorescens mediante la técnica del ELISA indirecto. La figura IV.5
muestra los valores de absorbancia a 405 nm de las cepas de Ps. fluorescens
AH-70, AR-11, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 en tampén PBS a las
concentraciones de 108, 107, 106 y 105 ufc/ml; como puede apreciarse, los
anticuerpos anti-PF no reconocen pricticamente a ninguna de las cepas de Ps.
fluorescens analizadas.

Para aumentar la sensibilidad del ensayo, las cepas de Ps. fluorescens
inoculadas en tampdén PBS se lisaron por sonicacién. La figura IV.6 muestra
que cuando los anticuerpos anti-PF se enfrentan a las cepas sonicadas de Ps.
fluorescens, los valores de absorbancia a 405 nm son mayores que los
correspondientes a las células intactas. Estos resultados indican que el
tratamiento de las células con ultrasonidos determina que sea mayor el
nimero de epitopos especificos expuestos a los anticuerpos anti-PF.
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Figura IV.5. Estimacién por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-70(e® ), AR-11(m ),B-52( 4 ),DC-5(0),DC-7(0O)
y NT-19 ( A ) en tampén PBS. Dilucién del inmunosuero
1/2000. Dilucién del conjugado 1/1500.
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Figura IV.6. Estimacién por un ELISA indirecto de la capacidad de los

anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-70 (@ ), AR-11 (m ),B-52( 4 ),DC-5(0),DC-7(0)
y NT-19 ( A ) en tampén PBS y sonicadas. El resto de los
pardmetros como en la figura I'V.5.
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1V.3.2. CAPACIDAD DE RECONOCIMIENTO DE CEPAS DE Ps. fluorescens
POR EL INMUNOSUERO ANTI-PARED CELULAR (ANTI-PC)

Siguiendo un procedimiento andlogo al descrito para el inmunosuero
anti-PF, se estudié la capacidad del inmunosuero anti-PC de reconocer las
cepas de Ps. fluorescens AH-70, AR-11, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 en
tampén PBS a las concentraciones de 108, 107, 106 y 105 ufc/ml; también se
analizo su capacidad frente a las mismas cepas sometidas a un tratamiento de
sonicacion.

En la figura IV.7 se observa que los anticuerpos anti-PC reconocen todas
las cepas de Ps. fluorescens analizadas. Ademds, los resultados de la figura
IV.8 indican que las células sonicadas de Ps. fluorescens son mis facilmente
reconocidas por los anticuerpos anti-PC que las que no se someten a este
tratamiento.

Del estudio de la capacidad de los inmunosueros anti-PF y anti-PC de
reconocer diversas cepas de Ps. fluorescens mediante un ELISA indirecto, se
deduce que:

1) Los anticuerpos anti-PF no reconocen pricticamente a ninguna de las
cepas de Ps. fluorescens cuando se inoculan a distintas concentraciones ¢n
tampdn PBS. Sin embargo, cuando las muestras se someten a sonicacion si las
reconocen.

2) Los anticuerpos anti-PC reconocen la presencia de todas las cepas de
Ps. fluorescens inoculadas en las muestras de tampdén PBS; la sensibilidad del
ensayo aumenta si las muestras se someten a sonicacion.
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Estimaciéon por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-70 (@), AR-11(m),B-52( A ), DC-5(0),DC7(0)y
NT-19 ( A ) en tampén PBS. Dilucién del inmunosuero 1/2000.
Dilucién del conjugado 1/1500.
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Estimacién por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-70 (@), AR-11(m),B-52( 4),DC-5(0 ),DC-7(0)
y NT-19 ( A ) en tampén PBS y sonicadas. El resto de los
pardmetros como en la figura IV.7.
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I1V.4. DETECCION POR METODOS INMUNOQENZIMATICOS
(ELISA), DE Ps. fluorescens Y DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS DE LA LECHE CRUDA REFRIGERADA

Los anticuerpos anti-PF y anti-PC se utilizaron en las técnicas del ELISA
indirecto y del ELISA sandwich para estudiar su capacidad de reconocimiento
de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la leche cruda
refrigerada.

IV.4.1. TECNICA DEL ELISA INDIRECTO

Antes de desarrollar un ELISA indirecto para la deteccidén vy
cuantificacion de Ps. fluorescens y otras bacterias psicrotrofas de la leche
cruda refrigerada, se procedié a comprobar si mediante esta técnica, los
anticuerpos anti-PF y anti-PC detectaban la presencia de Ps. fluorescens en
muestras de leche UHT inoculadas experimentalmente con este
microorganismo.

Para ello se realiz6 un ELISA indirecto en el que como antigenos se
emplearon muestras de leche UHT inoculadas con un cultivo puro de la cepa
de Ps. fluorescens AH-70 a las concentraciones de 108, 107, 106, 105, 104y
103 ufc/ml. Como control se utilizaron muestras del mismo microorganismo
inoculado en tampén PBS estéril.

En la figura IV.9 se observa que los anticuerpos anti-PIF no reconocen la
presencia de Ps. fluorescens AH-70 ni en las muestras de leche, ni en las de
PBS analizadas. En cambio, los resultados de la figura IV.10 indican que los
anticuerpos anti-PC reconocen la presencia de la cepa AH-70 de Ps.
fluorescens a distintas concentraciones en ¢l tampén PBS, pero no en la leche
UHT.

Para aumentar la capacidad de reconocimiento de Ps. fluorescens AH-70
de la leche por los anticuerpos anti-PF y anti-PC, muestras de leche UHT
inoculadas como queda dicho se sometieron a un tratamiento de sonicacion.
Los resultados obtenidos (que no hemos considerado necesario incluir),
demostraron que los anticuerpos anti-PF y anti-PC no reconocian la cepa
sonicada de Ps. fluorescens AH-70 en las muestras de leche analizadas.
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Estimacion por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer Ps. fluorescens AH-70
en tampén PBS ( @ ) y en leche UHT ( © ). Dilucion del
anticuerpo 1/2000. Dilucién del conjugado 1/1500.
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Estimacién por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer Ps. fluorescens AH-70 en
tampén PBS ( @ ) y en leche UHT (0 ). Dilucién del anticuerpo
1/2000. Dilucién del conjugado 1/1500.
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Con el fin de comprobar si esta falta de capacidad de reconocimiento de
Ps. fluorescens AH-70 en las muestras de leche por parte de los anticuerpos
anti-PF y anti-PC se debia a la presencia de caseinas, proteinas del suero u
otros componentes de la leche que, de algin modo, interferian en la reaccion
antigeno-anticuerpo, se realizaron nuevos ensayos utilizando como antigenos
muestras de suero de leche y caseinas inoculadas con distintas concentraciones
de Ps. fluorescens AH-70. Los resultados obtentdos (no mostrados) indicaron
que los anticuerpos anti-PF y anti-PC tampoco detectaban la presencia de Ps.
fluorescens en las muestras descritas.

Se pens6 que quiza concentrando previamente los microorganismos de la
leche mediante su centrifugacién a 13.000 x g durante 10 min y a 4°C, se
podria favorecer la deteccion de Ps. fluorescens por los anticuerpos anti-PF y
anti-PC. Sin embargo, se comprobé que los anticuerpos anti-PF y anti-PC
tampoco reconocian la cepa de Ps. fluorescens AH-70 de los sedimentos
analizados.

Los resultados de las experiencias descritas en este apartado, permiten
concluir que la técnica de ELISA indirecto no es util en la deteccidn de Ps.
fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la leche, debido probablemente
a que los distintos componentes lacteos interfieren en la fijacion de los
microorganismos a los pocillos de las placas de poliestireno.

IV.4.2. TECNICA DEL ELISA SANDWICH

Dada la ineficacia del ELISA indirecto en la deteccion de Ps. fluorescens
en la leche cruda refrigerada, se procedié al desarrollo y puesta a punto de
una técnica de ELISA sandwich.

En esta técnica se utilizaron como anticuerpos de captura los anticuerpos
anti-PF y anti-PC purificados por precipitacion con sulfato amoénico y como
anticuerpos de deteccién los mismos anticuerpos conjugados con la biotina. La
deteccién del complejo antigeno-anticuerpo/biotina se efectud con un
conjugado comercial de estreptavidina marcado con el enzima peroxidasa de
rabano.
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1v.4.2.1. Determinacion de la concentracion idénea de los
reactivos que intervienen en el ensayo

En primer lugar, se determinaron las concentraciones idéneas de los
reactivos utilizados en los ensayos. Experiencias preliminares indicaron que la
dilucién idénea de los anticuerpos de captura (1 mg de proteina/ml) y de
deteccion (1,15 mg de proteina/ml) era la de 1/1000. Asimismo se comprob6

que la dilucién 6ptima del conjugado de estreptavidina-peroxidasa era la de
1/3000.

Como antigenos, se emplearon muestras de leche UHT inoculadas con
cultivos puros de las cepas de Ps. fluorescens AH-70, AR-11, B-52, DC-5,
DC-7 y NT-19 a las concentraciones de 108, 107, 106, 105, 104 y 103 ufc/ml y
como control, se utilizé6 una muestra de leche UHT sin inocular. También se
emplearon estas mismas muestras después de un tratamiento de sonicacidn y
de lisis enzimdtica, asi como muestras de leche cruda refrigerada sometidas a
sonicacion.

1V.4.2.2. Anticuerpos anti-proteina F (anti-PF)

En este apartado se recogen los resultados obtenidos cuando se utilizan
los anticuerpos anti-PF y la técnica del ELISA sandwich en la deteccion de Ps.
fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas en la leche cruda refrigerada.

En primer lugar, se comprobé la especificidad de los anticuerpos
anti-PF en el reconocimiento de varias cepas de Ps. fluorescens en leche UHT.
La figura IV.11 muestra los valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la
técnica del ELISA sandwich, al analizar muestras de leche UHT inoculadas
con cultivos puros de las cepas de Ps. fluorescens AH-70, AR-11, B-52, DC-5,
DC-7 y NT-19 a las concentraciones de 108, 107, 106, 105, 104 y 103 ufc/ml.
Como se observa, los anticuerpos anti-PF reconocen muy bien la presencia de
la cepa AH-70 en las muestras de leche analizadas; los valores de absorbancia
aumentan proporcionalmente con la concentracién celular en el intervalo
comprendido entre 103 y 108 ufc/ml, con un limite de deteccién aproximado
para esta cepa de 104 ufc/ml. Sin embargo, la especificidad de los anticuerpos
anti-PF para reconocer la presencia del resto de las cepas inoculadas se reduce
significativamente a niveles de 106 ufc/ml.
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Con el objeto de aumentar la sensibilidad del ensayo, se realizé otra
experiencia en la que la respuesta de los anticuerpos anti-PF frente a las
muestras de leche UHT inoculadas con las cepas de Ps. fluorescens, se
cuantifico tras una sonicacién de las muestras de leche. En la figura IV.12 se
aprecia que los valores de absorbancia frente a las muestras sonicadas eran
mayores que los que se obtenian frente a las células intactas. No obstante, la
especificidad de los anticuerpos anti-PF para reconocer las cepas de Ps.
fluorescens en las muestras de leche sonicadas no mejoré sensiblemente, ya
que ¢l limite de deteccion de la cepa AH-70, asi como del resto de las cepas de
Ps. fluorescens analizadas se mantuvo en 104y 106 ufc/ml, respectivamente.
Asimismo, las muestras de leche UHT inoculadas con las distintas cepas de Ps.
fluorescens se analizaron por la técnica de ELISA sandwich, después de
someterlas a un tratamiento enzimdtico con lisozima. Los resultados obtenidos
(no mostrados) indicaron que la lisis enzimdtica fue menos eficaz que la
sonicacién para incrementar la sensibilidad de los anticuerpos anti-PF en la
deteccidn de las cepas de Ps. fluorescens en las muestras de leche analizadas.

Una vez comprobada la especificidad de los anticuerpos anti-PF para
detectar la presencia de diversas cepas de Ps. fluorescens en las muestras de
leche UHT, se procedid a su utilizacién en la deteccién y cuantificacion de la
flora psicrotrofa de la leche cruda refrigerada.

La figura IV.13 representa la evolucién de los recuentos en placa de
bacterias psicrotrofas y de los valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por
la técnica de ELISA sandwich en una muestra de leche cruda durante su
almacenamiento en refrigeraciéon a 4°C. Como se observa, la absorbancia
aumenta con los dias de almacenamiento de la leche en refrigeracién y
muestra una evolucién paralela al aumento de la carga bacteriana. A partir de
los 3 dias de almacenamiento a 4°C ya se detectan en la leche niveles de
bacterias psicrotrofas proximos a 106 ufc/ml. Como se mencionaba en la
introduccién, esta concentracion bacteriana en la leche cruda es suficiente para
que la flora psicrotrofa comience a producir enzimas exocelulares, que
originan posteriormente cambios organolépticos en las leches conservadas y
en otros productos lacteos. Cuando la tasa de bacterias se situd por encima de
las 108 ufc/ml, se dié por finalizado el recuento debido a que la leche cruda
manifestaba signos objetivos de alteracién. Por otra parte, la tasa inicial de
bacterias psicrotrofas de la leche cruda no superé las 103 ufc/mi.
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Figura IV.I11. Estimacién por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-70 (@ ), AR-11 (® ) B-52 (A ), DC-5(0),DC-7(0)y
NT-19 ( A ) en leche UHT. Control de leche UHT sin indculo
( w ). Dilucién 1/1000 de los anticuerpos de captura y de
deteccién. Dilucién 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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FiguraIV.12. Estimacién por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-70 (® ), AR-11 (®),B-52( A ),DC-5(0),DC-7(0O)y
NT-19 ( A ) en leche UHT y sonicadas. Control de leche UHT sin
inéculo ( w ). Dilucién 1/1000 de los anticuerpos de
captura y de deteccidén. Dilucién 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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Figura IV.]3. Evolucién de los recuentos en placa de bacterias psicrotrotas ( @ )
y de los valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica
de ELISA sandwich ( O ) en una muestra de leche cruda durante
su almacenamiento en refrigeracién a 4°C. Dilucién 1/1000 de
los anticuerpos de captura y de deteccién (anti-PF). Dilucién

1/3000 del conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
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Con el fin de determinar la especificidad de los anticuerpos anti-PF en la
deteccién y cuantificacion de los microorganismos psicrotrofos que proliferan
en la leche durante su almacenamiento en refrigeracion, se desarrollé un
ELISA sandwich que permitiese establecer la relacion entre los recuentos
bacterianos de las muestras de leche cruda y la absorbancia a 405 nm de
dichas muestras sonicadas. Los resultados obtenidos se muestran en la figura
[V.14. Cada punto de la grafica representa la media de los valores de
absorbancia a 405 nm de seis experiencias distintas realizadas con dos
muestras diferentes de leche cruda. De estos resultados se deduce que con los
reactivos utilizados y la técnica de ELISA sandwich descrita, es posible
cuantificar el contenido de bacterias psicrotrofas de la leche cruda, en el
intervalo de 105-109 ufc/ml, mediante la ecuacion:

Log. absorbancia 405 nm = -2.3908 + 0,3197 log (B),

cuyo coeficiente de regresion fue de r2 = 0,90 y el coeficiente de regresion
ajustado de Adj.r2= 0,88 (p = 0,0003), siendo B el contenido de bacterias
psicrotrofas por ml de leche.

También se comprobé la especificidad de los anticuerpos anti-PF para
reconocer la presencia de diversas bacterias psicrotrofas en leche UHT. Los
microorganismos analizados fueron Ps. fluorescens AH-70, Ps. aeruginosa,
Ps. fragi, Flavobacterium sp., Achromobacter sp, Acinetobacter sp.,
Alcaligenes sp., Klebsiella sp., y Enterobacter sp. Los resultados de la figura
IV.15 indican que los anticuerpos anti-PF reconocen dnicamente las cepas de
Ps. fluorescens AH-70, Ps. aeruginosa y Ps. fragi. La incapacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer al resto de las bacterias psicrotrofas
utilizadas sugiere que la proteina F, aislada de Ps. fluorescens AH-70, es
especifica del género Pseudomonas. No obstante, los anticuerpos anti-PF
permiten cuantificar la flora psicrotrofa de la leche cruda ya que, como se
indicaba en la introduccién de esta memoria, la mayoria son bacterias
Gram-negativas, de las que alrededor del 90% pertenecen al gé€nero
Pseudomonas.
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y =-2,3908 + 0,3197 x; 2 = 0,90; Adj.r? = 0,88
(p = 0,0003)
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Figura IV 14. Relacién entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del
ELISA sandwich en muestras de leche cruda mantenidas a
4°C. Dilucién 1/1000 de los anticuerpos de captura y de deteccion
(anti-PF). Dilucién 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa. Cada punto de la grafica corresponde a
la media de los resultados de seis experiencias distintas realizadas

con dos muesiras diferentes de leche cruda.
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Figura IV.15. Estimacién por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer muestras de leche UHT
inoculadas con cultivos puros de Ps. fluorescens AH-70 ( @ ), Ps.
aeruginosa (M), Ps. fragi (A), Flavobacterium sp. (O ),
Achromobacter sp. ( Q ), Acinetobacter sp.{( A ), Alcaligenes
sp. { 8 ), Klebsiellasp. ( @ )y Enterobacter sp. ( @ ). Control
de leche UHT sin inéculo ( w ). Diluciéon 1/1000 de los
anticuerpos de captura y de deteccién. Dilucién 1/3000 del

conjugado de estreptavidina-peroxidasa.

Nota: Los datos referentes a Achromobacter sp., Acinetobacter sp., Alcaligenes
sp. vy Klebsiella sp. se ocultan tras los de Flavobacterium sp.y

Enterobacter sp., por lo que no se pueden diferenciar en la figura
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1V.4.2.2. Anticuerpos anti-pared celular (anti-PC)

Para establecer la especifictdad de los anticuerpos anti-PC en la
deteccién de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la leche cruda
refrigerada, se desarrollé un ELISA sandwich, siguiendo un protocolo
experimental similar al descrito en el apartado anterior.

En la figura IV.16 se muestran los valores de absorbancia a 405 nm de
las muestras de leche UHT inoculadas con seis cepas de Ps. fluorescens a las
concentraciones de 108, 107, 106, 103, 104 y 103 ufc/ml. Los anticuerpos
anti-PC reconocen la presencia de la cepa AH-70 en las muestras de leche
analizadas desde niveles de 104 ufc/ml, mientras que su capacidad de
reconocer al resto de las cepas solo acaece a partir de las 105 ufc/ml. La
sonicacién de las muestras de leche inoculadas con las cepas de Ps. fluorescens
(Fig. IV.17) mejoré notablemente la sensibilidad del ensayo, ya que el limite
de deteccion conseguido fue de 104 ufc/ml para todas las cepas de Ps.
fluorescens analizadas. Los valores de absorbancia a 405 nm de las células
bacterianas lisadas enzimdaticamente (resultados no mostrados) fueron
inferiores a los obtenidos cuando se rompieron por sonicacién. En
consecuencia, dado que la sonicacién proporcionaba una ruptura celular mas
eficaz que la lisis enzimética, el dltimo tratamiento se excluyé en la
preparacion de las muestras de experiencias posteriores.

Para la deteccidon y cuantificacion de la flora psicrotrofa de la leche
cruda refrigerada también se emplearon los anticuerpos anti-PC en la técnica
del ELISA sandwich. La figura IV.18 muestra la relacion lineal obtenida al
representar los valores de los recuentos en placa de las bacterias psicrotrofas
de la leche cruda, en funcién de los valores de absorbancia a 405 nm de las
muestras de leche sonicadas. De los resultados obtenidos se deduce que la
utilizacion de los anticuerpos anti-PC en la técnica del ELISA sandwich
permite cuantificar la flora psicrotrofa de la leche cruda, en el intervalo de
105-109 ufe/ml, mediante la ecuacion:

Log. absorbancia 405 nm = -2,4105 + 0,3519 log (B).

que presenta un coeficiente de regresién de r2 = 0,97 y un coeficiente de
regresion ajustado de Adj.r2 = 0,96 (p = 0,0001), siendo (B) el contenido de
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bactenas psicrotrofas por ml de leche.

También se determiné la especificidad de los anticuerpos anti-PC para
reconocer otras bacterias psicrotrofas. Los resultados obtenidos (Fig. IV.19)
indicaron que los anticuerpos anti-PC reconocen, ademds de las cepas del
género Pseudomonas (Ps. fluorescens AH-70, Ps. aeruginosa y Ps. fragi),
otras bacterias psicrotrofas; sin embargo, la especificidad de los anticuerpos
anti-PC no es homogénea en todos los casos.
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Estimacién por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-70 (@), AR-11 (®),B-52 (A ), DC-5(0),DC-7(O)y
NT-19 (A) en leche UHT. Control de leche UHT sin indculo (w ).
Dilucién 1/1000 de los anticuerpos de captura y de deteccidn.
Dilucién 1/3000 del conjugado de estreptavidina-peroxidasa.



RESULTADOS 120

3—

2

u 2-

=

h )

-]

8

o

=

S

<

3 Ir

=

-«
0 J, 1 | i 1 L ]
2 3 4 5 6 7 8 9

Log. ufc/ml

Figura IV.17. Estimacion por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-70 (@), AR-11 (m ), B-52 (A ), DC-5(0),DC-7(Q)y
NT-19 ( A ) en leche UHT y sonicadas. Control de leche UHT sin
indculo ( w ). Dilucién 1/1000 de los anticuerpos de captura y de
deteccién. Dilucién 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa
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y =-2,4105 + 0,3519 x; r2 =0,97; Adj.r?2 = 0,96
(p =0,0001)
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Figura IV.18. Relacién entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del ELISA
sandwich en muestras de leche c¢ruda mantenidas a
4°C. Dilucién 1/1000 de los anticuerpos de captura y de deteccidn
(anti-PC). Dilucién  1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa. Cada punto de la grafica corresponde a la
media de los resultados de seis experiencias distintas realizadas

con dos muestras diferentes de leche cruda.
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Figura IV.19. Estimacién por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer muestras de leche UHT
inoculadas con cultivos puros de Ps. fluorescens AH-70 (@ ), Ps.
aeruginosa (M), Ps. fragi (A), Flavobacterium sp. (O),
Achromobacter sp. { Q ), Acinetobacter sp.{ A ), Alcaligenes
sp. ( B ), Klebsiella sp. ( ® )y Enterobacter sp. ( & ). Control
de leche UHT sin indculo ( w ). Dilucién 1/1000 de los anticuerpos
de captura y de deteccién. Dilucion 1/3000 del conjugado de

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

En las experiencias con el ELISA indirecto y con el sandwich, seguidas
para la deteccién de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la
came cruda refrigerada, se emplearon los anticuerpos anti-PF y anti-PC; se
siguié un procedimiento similar al descrito para las muestras de leche.
Brevemente, los objetivos a desarrollar son los siguientes:

(A) Determinar la especificidad de los inmunosueros anti-PF y anti-PC
para reconocer la presencia de diversas cepas de Ps. fluorescens en muestras
de carne estéril inoculadas experimentalmente.

(B) Comprobar si la sonicacién de las muestras aumenta la capacidad de
los anticuerpos anti-PF y anti-PC de reconocer las distintas cepas de Ps.
fluorescens.

(C) Estudiar si los anticuerpos anti-PF y anti-PC pueden emplearse para
cuantificar la presencia de bacterias psicrotrofas en muestras de carne cruda
mantenidas en refrigeracién.

[V.5.1. TECNICA DEIL ELISA INDIRECTO UTILIZANDO EL SISTEMA DE
AMPLIFICACION BIOTINA-AVIDINA

En esta técnica, los anticuerpos anti-PF y anti-PC se conjugaron con la
biotina y la deteccidn de los anticuerpos biotinizados unidos a sus antigenos
especificos se realizd empleando un conjugado de estreptavidina-peroxidasa.

IV.5.1.1. Determinacion de la concentracion idonea de los
reactivos que intervienen en el ensayo

LLas concentraciones 6ptimas de los reactivos utilizados en los ensayos se
determinaron tras varias experiencias preliminares, siguiendo la metodologia
descrita en el apartado I11.2.6.3.1.2. Los resultados obtenidos indicaron que la
dilucién mds apropiada de los anticuerpos anti-PF y anti-PC biotinizados era
la de 1/500, mientras que la del conjugado de estreptavidina-peroxidasa fue la
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de 1/1500.

Como antigenos, se utilizaron muestras de camne cruda estéril que se
inocularon con cultivos puros de las cepas de Ps. fluorescens AH-70, DC-5,
DC-7 y NT-19 a las concentraciones de 108, 107, 106, 105 y 104 ufc/cm?, y
como control se utilizd carne cruda estéril sin inocular. También se utilizaron
estas muestras, asi como las de carne cruda refrigerada, después de sometidas
a un tratamiento de sonicacion .

IV.5.1.2. Anticuerpos anti-proteina F (anti-PF)

La figura IV.20 muestra los valores de absorbancia a 405 nm de las
muestras de camne cruda estéril moculadas con las cepas de Ps. fluorescens
citadas. Utilizando los reactivos descritos y la técnica del ELISA indirecto, los
anticuerpos anti-PF reconocen la presencia de las cuatro cepas de Ps.
fluorescens analizadas con una especificidad parecida. También se observa un
aumento de la absorbancia proporcional a la concentracién de bacterias, en el
intervalo comprendido entre 104 y 108 ufc/cm2, con un limite de deteccién
aproximado de 105 ufc/cm?2.

Con ¢l fin de aumentar la sensibilidad del ensayo, las muestras de carne
estéril inoculadas con las cepas de Ps. fluorescens se analizaron después de su
sonicacion (Fig. IV.21). De los resultados obtenidos se desprende que los
anticuerpos anti-PF reconocen mejor las cepas de Ps. fluorescens en las
muestras sonicadas, que en las que no lo fueron. No obstante, la sonicacién no
logré mejorar el limite de deteccidn conseguido con las muestras no
sonicadas.

Posteriormente se estudié la capacidad de reconocimiento de los
anticuerpos anti-PF en la deteccion y cuantificacién de las bacterias
psicrotrofas de la carne cruda refrigerada. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura IV.22, donde se observa la relacion existente entre los
recuentos de bacterias psicrotrofas por ¢m2 de carne cruda (B) y la
absorbancia a 405 nm de las muestras de carne sonicadas. Cada punto de la
grafica representa la media de los resultados de seis experiencias distintas
realizadas con cuatro muestras diferentes de carne cruda. De estos resultados
se deduce que con los reactivos descritos y la técnica del ELISA indirecto
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desarrollada, es posible cuantificar la tasa de bacterias psicrotrofas de la camne
cruda refrigerada, en el intervalo comprendido entre 104 y 109 ufc/cm?,
mediante la ecuacion:

Log. absorbancia = -1,4073 + 0,1955 log (B),
que presenté un coeficiente de regresion de r2 = 0,89 y un coeficiente de

regresion ajustado de Adj.r = 0,88 (p = 0,0001), siendo (B) el contenido de
bacterias psicrotrofas por cm?2 de carme.
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Figura [V.20. Estimaciéon por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF biotinizados de reconocer las cepas de Ps.
fluorescens AH-70 (@ ), DC-5(0),DC-7(0)y NT-19( m )
en carne cruda estéril. Control de carne estéril sin indculo (¥ ).
Dilucidn 1/500 del inmunosuero. Dilucién 1/1500 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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Figura {V.21. Estimacion por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF biotinizados de reconocer las cepas de Ps.
fluorescens AH-70 (@), DC-5(0 ), DC-7(0)y NT-19(m )en
carne cruda estéril y sonicadas. Control de carne estéril sin indculo
( w ). Dilucién 1/500 deil inmunosuero. Dilucién 1/1500 del
conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
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y=-14073+0,1955x:  12=0,89; Adj.r2 =088
(p = 0,0001)

Log. absorbancia a 405 nm

Log. ufc/cm 2

Figura IV.22. Relacidn entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del ELISA
indirecto en muestras de carne cruda mantenidas a
4°C. Dilucién 1/500 de los anticuerpos biotinizados anti-PF.
Dilucién 1/1500 del conjugado de estreptavidina-peroxidasa. Cada
punto de la grdfica corresponde a la media de los resultados de seis
experiencias distintas realizadas con cuatro muestras diferentes de
carne refrigerada.
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IV.5.1.2. Anticuerpos anti-pared celular (anti-PC)

Los resultados del ELISA indirecto de la figura IV.23 indican que los
anticuerpos anti-PC también reconocen, pricticamente con la misma
especificidad, las cuatro cepas de Ps. fluorescens analizadas. El limite de
deteccién de todas ellas fue de 103 ufc/cm?, Asimismo, la figura 1V.24
muestra los valores de absorbancia obtenidos a 405 nm con las muestras de
carne cruda estéril inoculadas con las cuatro cepas de Ps. fluorescens y
sometidas a sonicacién. De los resultados obtenidos se deduce que la
sonicacion mejora la capacidad de los anticuerpos anti-PC de reconocer la
presencia de dichas cepas en las muestras de carne analizadas.

La técnica del ELISA indirecto también se utilizd para determinar la
utilidad de los anticuerpos anti-PC en la deteccién y cuantificacién de la tasa
de bacterias psicrotrofas de los filetes de camne cruda refrigerados a 4°C (Fig.
[V.25). L.a ecuacidén que relaciona los recuentos de bacterias psicrotrofas por
cm? de camne cruda (B) y la absorbancia a 405 nm de las muestras sonicadas,
en el intervalo de 104-109 ufc/cm?2, es la siguiente:

Log. absorbancia = -1,3782 + 0,1974 log (B),

con un coeficiente de regresiéon de r2 = 0,93 y un coeficiente de regresién
ajustado (Adj.r2) de 0,93 (p = 0,0001).
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Figura IV.23. Estimacion por un ELISA indirecto de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC biotinizados de reconocer las cepas de Ps.
fluorescens AH-70 (@ ),DC-5(0),DC-7(D )y NT-19(m)en
carne cruda estéril. Control de carne estéril sin indculo ( ¥ ).
Dilucién 1/500 del inmunosuero. Dilucién 1/1500 del conjugado de

estreptavidina-peroxidasa.
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Figura 1V.24. Estimacién por un ELISA indirecto de la capacidad de los
aaticuerpos anti-PC biotinizados de reconocer las cepas de Ps.
fluorescens AH-70 (@ ),DC-5(0 ),DC-7 (0 )y NT-19(® )en
carne cruda estéril y sonicadas. Control de carne estéril sin indculo
{ w ). Dilucion 1/500 del inmunosuero. Dilucién 1/1500 del
conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
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Figura IV.25.
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y=-1,3782+0,1974 x; 12 =0,93; Adj.r? = 0,93
(p = 0,0001)

Log. ufc/cm 2

Relacién entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del ELISA
indirecto en muestras de carne cruda mantenidas a 4°C.
Dilucién 1/500 de los anticuerpos biotinizados anti-PC. Dilucién
1/1500 del conjugado de estreptavidina-peroxidasa. Cada punto de la
grifica corresponde a la media de los resultados de seis experiencias

distintas realizadas con cuatro muestras diferentes de carne refrigerada.
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IV.5.2. TECNICA DEL ELISA SANDWICH

Para la deteccidén y cuantificacion de Ps. fluorescens y de otras bacterias
psicrotrofas de la came cruda refrigerada, también se desarrollé un ELISA
sandwich.

1V.5.2.1. Determinacion de la concentraciéon idénea de los
reactivos que intervienen en el ensayo

Tras realizar algunas experiencias previas, se comprobé que la dilucién
optima de los anticuerpos de captura y de deteccion era la de 1/1000 y la de
1/250, respectivamente. Asimismo, la dilucién 6ptima del conjugado se
establecié en 1/3000.

Los antigenos empleados en el ensayo fueron 1) las muestras de carne
cruda estéril inoculadas con distintas concentraciones de varias cepas de Ps.
fluorescens; 2) las mismas muestras sonicadas y 3) las muestras sonicadas de
carne comercial refrigerada.

IV.5.2.2. Anticuerpos anti-proteina F (anti-PF)

En la figura IV.26 se muestran los valores de absorbancia a 405 nm
obtenidos por la técnica de ELISA sandwich al analizar las muestras de carne
estéril inoculadas con cultivos puros de las cepas de Ps. fluorescens AH-70,
DC-5, DC-7 y NT-19 a las concentraciones de 108, 107, 106, 103 y 104
ufc/cm2. Como puede apreciarse, los anticuerpos anti-PF detectan la presencia
de las cuatro cepas de Ps. fluorescens estudiadas con una sensibilidad similar,
siendo su limite de deteccién de 105 ufc/cm?2,

En la figura IV.27 se observa que cuando se enfrentan los anticuerpos
anti-PF a las distintas cepas sonicadas de Ps. fluorescens, los valores de
absorbancia a 405 nm son mayores que los que se obtienen frente a las células
intactas. No obstante, el limite de deteccién para todas las cepas de Ps.
fluorescens analizadas se mantiene en 105 ufc/cm?2.

Finalmente, la figura IV.28 muestra la relacién existente entre los
recuentos en placa de las bacterias psicrotrofas de las muestras de carne cruda
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refrigeradas a 4°C y los valores de absorbancia a 405 nm obtenidos con el
ensayo del ELISA sandwich en las muestras sonicadas. Estos dos parametros
se relacionan en el intervalo de 105-109 ufc/cm2 mediante la ecuacién:

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

que present6 un coeficiente de regresién de r2 = 0,91 y un coeficiente de regresion
ajustado de Adj.r2= 0,90 (p = 0,0001), siendo (B) el contenido de bacterias
psicrotrofas por cm?2 de came. Cada punto de la gréifica corresponde a la media de
los resultados de seis experiencias distintas realizadas con cuatro muestras
diferentes de camne cruda refrigerada.
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Figura IV.26. Estimacién por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-70 (® ),DC-5( 0 ),DC-7( O )y NT-19 ( m ) en carne
cruda estéril. Control de camne estéril sin indculo ( v ). Dilucién
1/1000 de los anticuerpos de captura y 1/250 de los anticuerpos de
deteccidén. Dilucién  1/3000 del conjugado de

estreptavidina-peroxidasa.
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Figura IV.27. Estimacion por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PF de reconocer las cepas de Ps. fluorescens
AH-70 ( @ ), DC-5( 0 ),DC-7( O )y NT-19( B )en carne
cruda estéril y sonicadas. Control de carne estéril sin inéculo (W ).
Dilucién 1/1000 de los anticuerpos de captura y 1/250 de los
anticuerpos de deteccidn. Dilucién 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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y=-1,6992+ 02508 x;  r2=091; Adj.r? = 0.90
(p = 0,0001)

Log. absorbancia a 405 nm

Log ufc/cm 2

Figura IV.28. Relacién entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del
ELISA sandwich en las muestras de carne cruda mantenidas a 4°C.
Dilucién 1/1000 de los anticuerpos de captura y 1/250 de los
anticuerpos de deteccidn anti-PF. Dilucién 1/3000 del conjugado
de estreptavidina-peroxidasa. Cada punto de la grafica corresponde
a la media de los resultados de seis experiencias distintas

realizadas con cuatro muestras diferentes de carne refrigerada.
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IV.5.2.3. Anticuerpos anti-pared celular (anti-PC)

Los resultados del ELISA sandwich de la figura IV.29 indican que los
anticuerpos anti-PC también reconocen con la misma especificidad la
presencia de las cuatro cepas de Ps. fluorescens analizadas, con un limite de
deteccion de 105 ufc/cm2. La figura 1V.30 muestra los valores de la
absorbancia a 405 nm de las muestras de came cruda estéril inoculadas con las
cuatro cepas de Ps. fluorescens y sometidas a sonicacién. Se observa que la
sonicacion mejora la capacidad de los anticuerpos anti-PC de reconocer la
presencia de dichas cepas en las muestras de carne analizadas.

Por iltimo, la figura IV.31 refleja la relacién existente entre los
recuentos en placa de las bacterias psicrotrofas de las muestras de came cruda
refrigerada y los valores de absorbancia a 405 nm de las muestras sonicadas
cuando se emplean los anticuerpos anti-PC y la técnica del ELISA sandwich.
A partir de los resultados obtenidos se ha establecido la siguiente ecuacion que
permite cuantificar la tasa de bacterias psicrotrofas de la carne cruda
refrigerada, en el intervalo de 104-109 ufc/cm?2:

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

cuyos coeficientes de regresién (r2) y de regresién ajustado (Adj.r2) son de
0,92 (p = 0,0001), donde (B) es el contenido de bacterias psicrotrofas por cm2
de carne cruda.

Como se hizo con la leche, la especificidad de los anticuerpos anti-PF y
anti-PC para reconocer la presencia de diversas bacterias psicrotrofas de la
carne se determind también por técnicas inmunoenzimdticas (ELISA). Los
resultados de las experiencias realizadas (no mostrados), tanto del ELISA
indirecto como del ELISA sandwich, fueron bisicamente similares a los
obtenidos en la leche, permitiendo deducir que: 1) Los anticuerpos anti-PF
reconocen dnicamente las cepas de Pseudomonas (Ps. fluorescens, Ps.
aeruginosa y Ps. fragi); 2) Los anticuerpos anti-PC reconocen, ademas de las
cepas del género Pseudomonas, otras bacterias psicrotrofas, aunque su
especificidad no es homogénea en todos los casos.
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Figura Iv.29. Estimacién por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer para detectar las cepas de Ps.
fluorescens AH-70 ( @ ), DC-5( 0),DC-7( 0O )y NT-19(® )en
came cruda estéril. Control de carne estéril sin indculo ( v ). Dilucién
1/1000 de los anticuerpos de captura y 1/250 de los anticuerpos de
deteccién. Dilucién 1/3000 del <conjugado de
estreptavidina-peroxidasa.
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Figura IV.30. Estimacién por un ELISA sandwich de la capacidad de los
anticuerpos anti-PC de reconocer las cepas de Ps.
fluorescens AH-70 (@ ),DC-5( 0 ),DC-7( O )y NT-19(m )
en carne cruda estéril y sonicadas. Control de carne estéril sin
inéculo ( w ). Dilucién 1/1000 de los anticuerpos de captura y
1/250 de los anticuerpos de deteccién. Dilucién 1/3000 del
conjugado de estreptavidina-peroxidasa.
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y =-1,5066+ 0,2297x; r2 =0,92; Adj.r2=0,92
(p = 0,0001)
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Figura IV.31. Relacién entre los recuentos en placa de bacterias psicrotrofas y los
valores de absorbancia a 405 nm obtenidos por la técnica del ELISA
sandwich en muestras de carne cruda mantenidas a 4°C. Dilucién
1/1000 de los anticuerpos de captura y 1/250 de los anticuerpos de
deteccion anti-PC. Dilucién 1/3000 del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa. Cada punto de la grafica corresponde a la
media de los resultados de seis experiencias diferentes realizadas

para cuatro muestras de carne independientes.
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V.1. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION
PARCIAL DE LA PROTEINA F DE LA MEMBRANA EXTERNA
DE Ps. fluorescens

Como se ha sertalado en la exposicién del problema a investigar, el
objetivo de este trabajo consistia en la deteccidon de Ps. fluorescens y de otras
bacterias psicrotrofas en la leche cruda y en la carne fresca refrigeradas,
utilizando métodos inmunoenzimaticos (ELISA). Para ello, se obtuvieron en
conejos inmunosueros frente a la proteina F de la membrana externa de Ps.
fluorescens AH-70 y frente a células vivas de la misma cepa.

lLa mayoria de los trabajos publicados sobre la identificacién vy
caracterizacion de las proteinas de 1a membrana externa de las bacterias se han
realizado con micreoorganismos de la familia Enterobacteriaceae, siendo mas
escasas las referencias bibliograficas acerca de la caracterizacion de las
proteinas de la membrana externa de las pseudomonas. Miura y Mizushima
(1968) fueron los primeros investigadores que estudiaron la posibilidad de
separar las proteinas de la membrana externa de E. coli utilizando las técnicas
de centrifugacién en un gradiente de densidad de sacarosa. Mds tarde, Osborn
y col., (1973), modificaron la técnica para separar las proteinas de la
membrana externa de S. typhimurium. Estas té€cnicas se basan en la diferente
solubilidad de las proteinas de la membrana en detergentes, como el tritén
X-100, el dodecil-sulfato, etc, y sirven para determinar las caracteristicas y
comportamiento antigénico de las proteinas de la membrana externa de
muchos microorganismos.

Mizuno y Kageyama (1978) sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico las preparaciones de la membrana
externa de varias cepas de Ps. aeruginosa y observaron cinco bandas
polipeptidicas mayoritarias y similares en todas las cepas analizadas, con unos
pesos moleculares aparentes de 50.000, 45.000, 33.000, 21.000 y 8.000
daltones. Estos resultados han sido confirmados por otros investigadores. Una
de estas proteinas de membrana, la proteina F, se encuentra en la superficie
celular y muestra receptores antigénicos especificos que son comunes a las
diferentes cepas de Ps. aeruginosa analizadas, lo cual facilita su accesibilidad y
reactividad antigénica.
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La proteina F es una porina que posee la propiedad de formar poros que
atraviesan la regién hidrofébica de la membrana externa bacteriana (Nakae,
1976; Hancock y col., 1979; Benz y Hancock, 1981). Debido a esta
caracteristica, la proteina F desempefia un papel fundamental en la
permeabilidad de la membrana externa, facilitando el paso al interior de la
célula de sustancias hidrofilicas en funcién de su tamafio molecular. Estudios
realizados a partir de liposomas reconstituidos con porinas purificadas de Ps.
aeruginosa han sugerido que, si bien la proteina F de esta bacteria es capaz de
formar canales de difusion mucho mas amplios que las porinas de las
enterobacterias (Hancock y Nikaido, 1978; Hancock y col., 1979), Gnicamente
el 1% de las moléculas de proteina F son funcionalmente activas en la
formacidén de poros, lo cual explicaria la resistencia intrinseca de Ps.
aeruginosa a los antibiéticos (Angus y col., 1982). Esto, unido a la
comprobacion de que la proteina F estd antigénicamente relacionada en todas
las cepas de Ps. aeruginosa estudiadas (Mutharia y Hancock, 1983; 1985), ha
potenciado la utilizacion de la proteina F en forma de vacunas, al ser un
agente inmunoterapéutico eficaz e indcuo frente a diversas infecciones
causadas por esta bacteria (Gilleland y col., 1984; 1988).

Como sabemos, la mayor parte de los microorganismos que constituyen
la flora psicrotrofa de los alimentos pertenecen al género Pseudomonas,
siendo Ps. fluorescens su especie més frecuente. Teniendo esto en cuenta, se ha
procedido al aislamiento, purificacién y caracterizacién parcial de la proteina
F de Ps. fluorescens AH-70.

Son numerosas las técnicas descritas para la extraccion e identificacion
de las proteinas de membrana de las bacterias Gram-negativas (Hancock v
Nikaido, 1978; Mizuno y Kageyama, 1978, 1979; Hancock y Carey, 1979). En
este trabajo se ha utilizado la metodologia empleada por Yoshimura y col.,
(1983) en el aislamiento y purificacion de la porina F de Ps. aeruginosa. La
técnica se basa, esencialmente, en romper las células por sonicacién v
recuperar las proteinas de la membrana externa mediante sucesivas
ultracentrifugaciones, utilizando dodecil-sulfato de litio (LDS) como
detergente base para la solubilizacion de las proteinas durante su extraccion.
Teniendo en cuenta que las intensas interacciones hidrofébicas que se
producen entre los componentes de la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas, juegan un papel fundamental en el mantenimiento de su
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integridad estructural, el empleo de detergentes i6nicos a base de
dodecil-sulfato es muy dtil para solubilizar las proteinas y prevenir la
reagregacion de los componentes disociados (Seikizara y Fukui, 1973; Thomas
y McNamee, 1990).

Siguiendo pues el protocolo de extraccién de Yoshimura y col., (1983},
hemos obtenido cinco sobrenadantes que se han sometido a electroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS. Los resultados de la electroforesis (Fig.
IV.1) reflejan que las sucesivas ultracentrifugaciones efectuadas eliminan las
proteinas de la membrana citopldsmica y la mayor parte de las proteinas de la
membrana externa (lineas B, C. D y E). La dltima ultracentrifugacion
proporciond un sobrenadante que contenia, esencialmente, dos proteinas
mayoritarias de la membrana externa de Ps. fluorescens AH-70 (lineas F y H).
Estas dos proteinas se identificaron como F y H al comparar sus pesos
moleculares con los descritos por otros investigadores para las mismas
proteinas de Ps. aeruginosa (Mizuno y Kageyama, 1978; Yoshimura y col,
1983).

Conviene recordar que, debido a las fuertes interacciones no covalentes
de las proteinas F y H con el peptidoglicano de la pared celular, ambas
proteinas permanecen asociadas a este componente de la region peripldsmica
durante su extraccién (Mizuno y Kageyama, 1979; Yoshimura y col, 1983).
Por ello, las dos proteinas se recuperaron después de solubilizar la membrana
externa en LDS con cloruro de litio, compuesto que reduce la intensidad de
los enlaces hidrofébicos aumentande la solubilidad de las proteinas en la fase
acuosa.

El protocolo utilizado para el aislamiento de las proteinas mayoritarias
de la membrana externa de Ps. fluorescens AH-70 se repiti6 con otras cepas
seleccionadas (Ps. fluorescens AR-11, B-52, DC-5 , DC-7 y NT-19),
comprobandose (Fig. 1V.2) que las proteinas F y H eran comunes en las seis
cepas de Ps. fluorescens estudiadas. De acuerdo con estos resultados, las
proteinas F y H podrian ser comunes a todas las cepas de Ps. fluorescens
conocidas. Ademads, los pesos moleculares de las proteinas F y H fueron
respectivamente de 33.052 y 17.532 daltones, encontrandose. por lo tanto,
dentro del rango de pesos moleculares descritos por diversos investigadores
para estas proteinas de Ps. aeruginosa (Mizuno y Kageyama, 1978;
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Yoshimura y col., 1983; Gilleland y col, 1984; 1988).

Algunos investigadores han sefialado cierta similitud estructural v
funcional entre las proteinas F y H de la membrana externa de Ps. aeruginosa
y algunas proteinas de la membrana externa de otras bacterias
Gram-pegativas, como E. coli. (Mizuno y Kageyama, 1979). No obstante,
Labadie y Desnier (1992), utilizando anticuerpos policlonales frente a la
proteina F de Ps. fragi y técnicas de "immunoblotting”, comprobaron la falta
de reactividad de dichos anticuerpos frente a bacterias Gram-negativas como
E. coli y otros microorganismos Gram-positivos. Esta observacion les llevo a
sugerir que la proteina F era especifica del género Pseudomonas. Los
resultados de este trabajo han demostrado que la proteina F esta
antigénicamente relacionada en todas las cepas de Ps. fluorescens analizadas.

Una vez aisladas ¢ identificadas las proteinas F y H de la membrana
externa, comunes a todas las cepas de Ps. fluorescens analizadas, se procedi6 a
la purificacién de la proteina F de Ps. fluorescens AH-70 por cromatografia
de filtracion en gel de Sephacryl S-200 en presencia de SDS. La metodologia
empleada fue semejante a la descrita por Yoshimura y col., (1983) en la
purificacion de la proteina F de Ps. aeruginosa. Los resultados de la
cromatografia proporcionaron un pico de absorcién maxima a 280 nm,
seguido de otro de menor tamafio (Fig. IV.3). Por electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS se determiné que la fraccidén cromatogrifica del
primer pico eluido contenia una proteina monomérica correspondiente a la
proteina F, comin a todas las cepas de Ps. fluorescens analizadas (figura
IV.4). Como ya se ha sefialado, el peso molecular aparente de la proteina F de
Ps. fluorescens fue de 33.052 daltones, similar al obtenido por diversos
investigadores para la proteina F de Ps. aeruginosa (Hancock y Nikaido, 1978;
Hancock y Carey, 1979; Mizuno y Kageyama, 1979; Yoshimura y col, 1983;
Gilleland y col, 1984; 1988)

Los resultados, tanto de la elucién cromatografica (figura 1V.3) como de
la migracion electroforética de la proteina F de Ps. fluorescens AH-70 (figura
IV.4), coinciden con los obtenidos en el aislamiento de la proteina F de Ps.
aeruginosa por Yoshimura y col., (1983).
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V.2. OBTENCION DE INMUNOSUEROS

Como ya se ha sefialado en [a Introduccién de esta memoria, de todos los
métodos disponibles para detectar y cuantificar rdpidamente los
microorganismos de los alimentos, los inmunoldgicos presentan maltiples
ventajas debido a su elevada sensibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste.

Puesto que la mayor parte de los microorganismos que constituyen la
flora psicrotrofa de los alimentos pertenecen al género Pseudomonas y dado
que Ps. fluorescens es su especie mas frecuente, se pensd que quiza los
anticuerpos policlonales obtenidos frente a la proteina F (anti-proteina F o
anti-PF) y frente a las células vivas (anti-pared celular o anti-PC) de Ps.
fluorescens AH-70 fueran itiles para evaluar 1a calidad microbiolégica de la
leche y de la carne cruda refrigeradas.

Son numerosos los trabajos publicados en los que se han utilizado como
antigenos células bacterianas enteras; ello ha permitido obtener anticuerpos de
Optima calidad para la deteccion inmunolégica de diversos microorganismos.
Islam y Stimson (1987), utilizando como inmunogenos células bacterianas de
Shigella flexneri, tanto vivas como inactivadas, obtuvieron anticuerpos
monoclonales altamente especificos frente a este microorganismo. También se
han utilizado como inmundgenos células vivas o inactivadas de Salmonella sp.
(Paterson y Tiffin, 1988; Torensma y col., 1992) y de Listeria monocytogenes
(Torensma y col., 1993). Diversos investigadores han sugerido que los
tratamientos de inactivacién (calor, agentes quimicos, etc.) a los que se
someten las células bacterianas pueden dar lugar a la exposicion de
determinados antigenos intracelulares o bien a alteraciones en la configuracién
estructural de los antigenos de la membrana externa. De aqui que el empleo de
células inactivadas pueda generar inmunosueros portadores de anticuerpos que
no reconocen la estructura celular de las bacterias vivas (Stya y col., 1984;
Islam y Stimson, 1987). De acuerdo con estas observaciones, en este trabajo se
han utilizado células vivas de Ps. fluorescens AH-70 en la inmunizacién de los
conejos.

Los conejos son los animales mds empleados en la obtencién de
anticuerpos policlonales, debido a que son de facil manejo y mantenimiento,
generan un buen volumen de suero y responden bien a una gran variedad de
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antigenos (Dunbar y Schwoebel, 1990). Ademads, conviene sefalar que la
inmunogenicidad de un antigeno generalmente aumenta al hacerlo la distancia
filogenética entre la especie que lo posee y la receptora.

La inmunizacién de los conejos con la proteina F purificada y con las
células vivas de Ps. fluorescens AH-70 proporcioné un volumen suficiente de
los correspondientes inmunosueros anti-PF y anti-PC.

Obtenidos los inmunosueros, se purificaron por precipitacion selectiva
con sulfato aménico. La precipitacion selectiva de las inmunogiobulinas con
sulfato amoénico es el método mas utilizado en la separacién de las proteinas de
sus soluciones y. en particular, en la separacién de los anticuerpos o
inmunoglobulinas del inmunosuero total. La técnica se basa en afadir un
tampon que contiene concentraciones elevadas de iones fuertemente cargados,
como amonio o sulfato, a una solucion en la que las proteinas se encuentran
unidas a las moléculas de agua formando puentes de hidrégeno. Los iones de
amonio y de sulfato compiten con las moléculas proteicas por el agua y las
proteinas, al perder su unién con las moléculas de agua, disminuyen su
solubilidad y precipitan.

La purificacién parcial de los inmunosueros por precipitaciéon con
sulfato aménico presenta las siguientes ventajas:

a) la solucién de sulfato amoénico, a valores de saturacidn, presenta una
molaridad suficientemente elevada como para producir la
precipitacién de casi todas las proteinas, a las que protege trente a la
desnaturalizacién previniendo ademds el crecimiento microbiano.

b) es un método econémico, sencillo y aplicable a volimenes grandes
de suero.

c) es util para la concentraciéon y purificacion de anticuerpos de
cualquier especie.

d) minimiza las interacciones inespecificas entre los anticuerpos y
determinados metabolitos o sustancias cuya superficie posee
una configuracion molecular similar a la de los epitopos del
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antigeno a analizar.

La utilizacién de los anticuerpos precipitados con sulfato amdnico en las
técnicas del ELISA indirecto y del ELISA sandwich desarrolladas en este
trabajo requiere, a veces, su conjugacion previa con la biotina.

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

I.a deteccion y cuantificacion de un antigeno o anticuerpo por técnicas
inmunoenzimaticas (ELISA) requiere la utilizacién de conjugados de
enzima-proteina. Aunque la preparacién de estos conjugados generalmente se
basa en la interaccién covalente entre el enzima y el anticuerpo (Nakane vy
Kawaoi, 1974), en los ultimos afios se ha generalizado la utilizacidén del
complejo biotina-avidina. En este trabajo la biotina se conjugd con los
anticuerpos anti-PF y anti-PC de la manera descrita por Bonnard y col.,
(1984). Los anticuerpos biotinizados se detectaron con un conjugado
comercial de estreptavidina unida a un enzima.

Las ventajas del sistema de amplificacidon biotina-avidina se deben a la
afinidad excepcionalmente elevada de la avidina por la biotina (1015 M-1}y a
la gran estabilidad de esta interaccién no covalente. La biotina, conjugada
tanto con moleculas de alto como de bajo peso molecular, es ticilmente
reconocida por la avidina, proteina antibacteriana presente en la clara de
huevo (Green, 1975). En el caso de las reacciones inmunoenzimdticas. cada
inmunoglobulina se une a varias molélulas de biotina (al menos 4), facilitando
el anclaje de las moléculas de avidina a los anticuerpos conjugados. La
conjugacion anticuerpo-biotina estd basada en la reaccién del grupo
carboxilico de la biotina con los grupos amino libres de las proteinas. En este
trabajo, para facilitar la unién de la biotina a las inmunoglobulinas de interés,
se ha utilizado un éster de la Dbiotina denominado
biotinil-N-hidroxisuccinimida (BNHS). Este reactivo es hidrosoluble y facil de
manejar, reaccionando con los anticuerpos a través de los grupos amino libres
de las proteinas, normalmente los del aminoécido lisina.

Debido al bajo peso molecular de la biotina y a las condiciones de la
conjugacién, su unién con el anticuerpo evita los efectos perjudiciales que
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tienen lugar cuando los anticuerpos se conjugan con un enzima; ademds no
afecta a la afinidad del anticuerpo por el antigeno (Wilchek y Bayer, 1988).
De otra parte, y en las mismas condiciones, los anticuerpos conjugados con la
biotina son mas estables que los conjugados de anticuerpo-enzima. No
obstante, la avidina presenta uniones no especificas atribuidas a la basicidad de
su molécula y a su contenido de cadenas hidrocarbonadas (hexosas y
aminoazicares). Para eliminar esta limitacién, la avidina de la clara de huevo
se sustituye por la estreptavidina bacteriana (Nerurkar y col., 1984), que es
una proteina neutra no glucosilada producida por Streptomyces avidinit.

Aunque los inmunosueros totales pueden conjugarse directamente con la
biotina (Bayer y col., 1976), en este trabajo se han empleado los anticuerpos
parcialmente purificados con el fin de evitar en las técnicas de ELISA las
reacciones inespecificas debidas a la unién de la biotina con otras proteinas del
inmunosuero.

Los anticuerpos anti-PF y anti-PC de interés se emplearon en el
desarrollo de las técnicas inmunoenzimdticas del ELISA indirecto y del
ELISA sandwich con ¢l fin de determinar su utilidad en la deteccién de Ps.
fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la carne y de la leche cruda
refrigeradas.

V.3, DETECCION POR METODQOS INMUNOENZIMATICOS
(ELISA), DE Ps. fluorescens Y DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS DE LA LECHE CRUDA REFRIGERADA

En primer lugar, s¢ desarrolld un ELISA indirecto como méiodo de
aproximacién rapido para la deteccidn de Ps. fluorescens y de otras bacterias
psicrotrofas de la leche cruda refrigerada; después se puso a punto otra
variante mads sensible, el ELISA sandwich.

En la realizacién de la técnica del ELISA indirecto se utilizaron los
anticuerpos anti-proteina F (anti-PF) y anti-pared celular (anti-PC) de Ps.
fluorescens AH-70 parcialmente purificados con sulfato aménico y un
conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo marcadas con e!
enzima peroxidasa de rabano.



DISCUSION 151

Antes de comprobar la capacidad de deteccién de Ps. fluorescens y de
otras bacterias psicrotrofas de la leche cruda refrigerada por parte de los
anticuerpos anti-PF y anti-PC, se determiné si su empleo en la técnica del
ELISA indirecto permitia reconocer la presencia de Ps. fluorescens en
muestras de leche UHT inoculadas experimentalmente con este
microorganismo.

Los resultados obtenidos indicaron que, si bien los anticuerpos anti-PF y
anti-PC reconocian la presencia de la cepa de Ps. fluorescens AH-70 en
tampdn PBS, no lo hacian en las muestras de leche analizadas. La incapacidad
del ELISA indirecto de reconocer a Ps. fluorescens AH-70 en la leche se debe
probablemente a que algunos de sus componentes (caseinas, proteinas del
suero, etc.) interfieren en la adsorcion de los microorganismos a los pocilios
de las placas de ELISA. Para mejorar la sensibilidad del ensayo se desarrolié
un ELISA sandwich en el que como anticuerpos de captura se utilizaron los
anti-PF y anti-PC y como anticuerpos de deteccién estos mismos conjugados a
la biotina. La deteccion del complejo antigeno-anticuerpo/biotina se efectud
con un conjugado comercial de estreptavidina marcada con peroxidasa de
rdbano.

El ELISA sandwich es una de las técnicas con mayor aplicacion en el
andlisis de los alimentos debido a su gran especificidad y sensibilidad, en
comparacion con otras variantes de ELISA. La especificidad de esta técnica se
atribuye a la utilizacion de anticuerpos especificos (anticuerpos de captura),
que se adsorben a los pocillos de las placas capturando los antigenos de la
muestra frente a los que se obtuvieron. Por ello, y a diferencia de lo que
sucede con el ELISA indirecto, los anticuerpos de deteccion no se encuentran
en los pocillos con una mezcla de antigenos heterogénea, sino sélo con los
anclados por los anticuerpos de captura. Por otro lado, y como ya se ha
descrito en la seccion V.2 de este trabajo, la conjugacion con la biotina de los
anticuerpos de deteccién y su "revelado” con avidina o estreptavidina
amplifica la respuesta inmunolégica, aumentando la sensibilidad. Esto se debe
a que al encontrarse las inmunoglobulinas unidas a muchas moléculas de
biotina, el conjugado de estreptavidina-peroxidasa encuentra mas lugares de
anclaje a los anticuerpos que cuando se utilizan como conjugado los
anticuerpos anti-inmunoglobulinas de especie marcadas con el mismo enzima.
Ademads, debido a que la afinidad de la avidina por la biotina es mayor que la
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del anticuerpo por su antigeno (1015 M-1 frente a 104-105 M-1) su unién es
mas eficaz, méas rapida y mas estable, lo que disminuye la variabilidad interna
de los ensayos.

Los resultados obtenidos al utilizar anticuerpos anti-PF y anti-PC y la
técnica del ELISA sandwich, se han descrito en la seccion 1V.4.2 de este
trabajo. Determinadas las concentraciones Optimas de los reactivos que
intervienen en el ensayo, se comprobd la especificidad de los inmunosueros
anti-PF y anti-PC para reconocer la presencia de las cepas de Ps. fluorescens
AH-70, AR-11, B-52, DC-5, DC-7 y NT-19 inoculadas a distintas
concentraciones en leche UHT. Como se observa en la figura [V.LI, los
anticuerpos anti-PF reconocen ficilmente la presencia de Ps. fluorescens
AH-70 en la leche analizada a partir de las 104 uf¢/ml, con un aumento de la
absorbancia, en el intervalo comprendido entre 103 y 108 ufc/ml, que es
proporcional a la concentracion de bacterias.

Cuando se emplean anticuerpos anti-PC, los valores de la absorbancia
son mayores. Estos anticuerpos también detectan a Ps. fluorescens AH-70 a
partir de los mismos niveles que los anticuerpos anti-PF. En ambos casos, la
especificidad de los anticuerpos para reconocer al resto de las cepas de Ps.
fluorescens en muestras de leche disminuye significativamente entre niveles de
105-106 ufc/ml. Esto podria atribuirse a que la proteina F y otros
componentes antigénicos de la pared celular de Ps. fluorescens AH-70
contienen determinados epitopos especificos que no se encuentran en las otras
cepas de Pseudomonas analizadas.

En el caso concreto de los anticuerpos anti-PF, la diferencia de
especificidad observada también podria deberse a una degradacion parcial de
la proteina F, dependiendo de la actividad protedsica de cada bacteria: ello
podria variar el nimero de epitopos de dicha proteina de unas cepas a otras
(Labadie y Desnier, 1992).

Cuando se sonicaron las muestras de leche inoculadas con Ps.
fluorescens, aumenté la capacidad de los anticuerpos anti-PF (Fig. IV.12) y
anti-PC (Fig. IV.17) de reconocer las cepas inoculadas. Al analizar las
muestras sonicadas frente a los anticuerpos anti-PC, los valores de absorbancia
fueron mayores que los obtenidos frente a los anticuerpos anti-PF. El aumento
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de Ia absorbancia de las muestras sonicadas frente a las que contienen células
intactas, indica que el tratamiento de las células con ultrasonidos contribuye a
fa liberacidn de proteina F y de otros componentes antigénicos de su pared
celular, favoreciendo con ¢llo la exposicidn de un mayor nimero de epitopos
a los anticuerpos anti-PF y anti-PC.

Comprobada la capacidad de deteccién de Ps. fluorescens por los
anticuerpos anti-PF y anti-PC, se tratd de establecer si su utilizacién en la
técnica del ELISA sandwich permitia la deteccién y cuantificacién de los
microorganismos psicrotrofos de la leche cruda. En el caso de los anticuerpos
anti-PF, la representaciéon grifica de la relaciéon entre los recuentos
bacterianos de las muestras de leche cruda y la absorbancia de las muestras
sonicadas, did como resultado una recta (Fig. IV.14) cuya ecuacion fue la
siguiente: Log. absorbanciasgs nm = -2,3908 + 0,3197 (B), con un coeficiente
de regresion (r2) de 0,90 y un coeficiente de regresion ajustado (Adj.r2) de
0,88 y con un valor de p = 0,0003. El coeficiente de regresiéon ajustado es el
parametro estadistico mds adecuado cuando el niimero de muestras de que se
parte no es grande. De la expresion Adj. r2 = 0,88 (p = 0,0003) se deduce que
hay una relacion estrecha entre el nimero de microorganismos psicrotrofos
de las muestras de leche y la absorbancia de dichas muestras.

Cuando se emplearon anticuerpos anti-PC, el coeficiente de regresion
ajustado de la ecuacién que relaciona los recuentos bacterianos de la leche
cruda con la absorbancia de la sonicada, fue alto (Adj. r2= 0,96) y
significativo (p = 0,0001). Por lo tanto, también es grande la correlacién
entre el aumento de los valores de la absorbancia y el de la tasa de bacterias
psicrotrofas de la leche cruda refrigerada (Fig. IV.18).

De los resultados obtenidos se deduce que con los anticuerpos anti-PF y
anti-PC y la técnica del ELISA sandwich descrita en este trabajo, se detecta y
cuantifica la tasa de microorganismos psicrotrofos de la leche cruda
refrigerada, en el intervalo comprendido entre 105 y 109 ufc/ml. No obstante,
debido a las variaciones que pueden producirse en los ensayos realizados entre
distintos laboratorios e incluso entre diferentes operarios de un mismo
laboratorio, es necesario introducir muestras de referencia para la estimacién
de la calidad microbioldgica de la leche cruda refrigerada.
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Si se comparan globalmente los resultados obtenidos en los ensayos del
ELISA sandwich con anticuerpos anti-PF (Figs. IV.11, IV.12 y IV.14) y
anti-PC (Figs. IV.16, IV.17 y IV.18), se aprecia que, con los dltimos, los
valores de absorbancia son generalmente mayores que con los anticuerpos
anti-PF. Una de las razones que podrian explicar este resultado es que la
proteina F estd fuertemente ligada al peptidoglicano y forma poros que
atraviesan la region hidrofébica de la membrana externa bacteriana. Es
posible que en determinados momentos del metabolismo celular, esta proteina
oculte los epitopos que normalmente expone en la superficie bacteriana, con lo
que serfa menor su accesibilidad a los anticuerpos anti-PF. Por otra parte, la
menor sensibilidad de los anticuerpos anti-PF para reconocer distintas cepas
de Ps. fluorescens se deberia a que al haberse producido frente a una sola
proteina (proteina F), reconocen a un menor numero de epitopos que los
anti-PC, que se originan frente al conjunto de los antigenos de la pared celular
bacteriana.

También se ha determinado la especificidad de los anticuerpos anti-PF y
anti-PC en el reconocimiento de la presencia de diferentes bacterias
psicrotrofas en leche UHT. Mientras los anticuerpos anti-PF s6lo reconocen
las especies de Pseudomonas (Ps. fluorescens, Ps. aeruginosa y Ps. fragi) (Fig.
IV.15), los anti-PC reconocen también otras bacterias psicrotrofas (Fig.
IV.19). La incapacidad de los anticuerpos anti-PF de reconocer géneros
bacterianos distintos de Pseudomonas sugiere, coincidiendo con los resultados
de Labadie y Desnier (1992), que el poder antigénico de la proteina F se
mantiene en las distintas especies del género Pseudomonas.

El principal inconveniente de la técnica descrita del ELISA sandwich es
la poca sensibilidad de los anticuerpos anti-PF, comparados con los anti-PC,
para reconocer otras cepas de Ps. fluorescens distintas de la cepa AH-70, asi
como otras bacterias psicrotrofas de la leche cruda refrigerada. No obstante,
los resultados obtenidos permiten concluir que ambos inmunosueros detectan
y cuantifican la flora psicrotrofa de la leche cruda refrigerada desde niveles
de 105-106 ufc/ml. Una de las principales ventajas de la técnica del ELISA
sandwich es que no requiere el aislamiento ni la concentracién previa de los
microorganismos de la leche. Debido al limite de deteccion conseguido y a su
simplicidad, rapidez y bajo coste, la técnica del ELISA sandwich podria
utilizarse para detectar leches cuyos niveles de bacterias psicrotrofas sean lo
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suficientemente elevados como para limitar su vida util y la de otros
productos lacteos.

V.4. DETECCION POR METODOS INMUNOENZIMATICOS
(ELISA), DE Ps. fluorescens Y DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS DE LA CARNE CRUDA RERIGERADA

La deteccién de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la
carne cruda refrigerada se realizé con ayuda de los anticuerpos anti-PF y
anti-PC y las técnicas inmuncenziméticas del ELISA indirecto y ELISA
sandwich.,

Como se describe en la seccion ['V.5, los ensayos inmunoenzimaticos con
carne se desarrollaron empleando un procedimiento similar al descrito para la
leche. No obstante, mientras en las experiencias realizadas con la leche no fue
preciso el aislamiento inicial de los microorganismos de las muestras a
analizar, en el caso de la carne primero hubo que aislar las bacterias presentes
en las muestras.

Dado que la alteracién de la carne refrigerada es un fenémeno
fundamentalmente superficial (McMeekin, 1982; Gill, 1983; Notermans y
Kampelmacher, 1983), conviene prestar atencién a los aspectos implicados en
la adhesion de los microorganismos a la superficie de la carne. El mecanismo
de adhesion de las bacterias a la superficie de la carne no se conoce con
exactitud, puesto que tanto la célula bacteriana como la superficie muscular
presentan estructuras muy complejas (Notermans y Kampelmacher, 1983). El
grado de adhesién de las bacterias a la superficie de la carne depende de
numerosos factores como el tipo de microorganismos, la naturaleza de la
superficie de la carne, la movilidad bacteriana, el pH, la temperatura, etc.
(Firstenberg-Eden y col., 1978; Piette e Idziac, 1992; Selgas y col., 1993).
Asimismo, exdmenes microscopicos de carne alterada han confirmado la
presencia de microorganismos atrapados en estructuras como células
musculares (Benedict y col., 1990), células adiposas o fibras tendinosas (Piette
e Idziac, 1991). Para detectar y cuantificar los microorganismos psicrotrofos
que se desarrollan en la carne refrigerada es fundamental utilizar soluciones
de lavado que permitan recoger la mayor cantidad de bacterias adheridas a su
superficie. Se ha demostrado que, en general, las bacterias moaviles
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Gram-negativas proliferan mas facilmente en la superficie de la carne que las
bacterias inmoéviles Gram-positivas. Por otra parte, Appl y Marshall (1984)
han sugerido que las modificaciones de la concentracién idnica de las
soluciones de lavado pueden aumentar la tasa de microorganismos recogida de
la superficie de la came. Basdndose en diversas experiencias efectuadas con
Pseudomonas, los autores citados concluyeron que de los derivados clorados,
el KCl es el que permite recoger una mayor concentracién de
microorganismos de la superficie de la care. Por todo ello, para recoger las
células de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas de la superficie de
la came elegimos una solucién (,1M de KCI.

Debe advertirse que si bien las experiencias descritas en este trabajo se
han realizado con carne porcina, los resultados que a continuacion se discuten
podrian aplicarse a la camne de vacuno, ovino y aves, ya que no hay evidencias
que indiquen que la carne de especies animales diferentes posea una flora
distinta responsable de su alteracion (Gill y Newton, 1982).

V.4.1. DETECCION DE Ps. fluorescens Y DE OTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS POR LA TECNICA DEL ELISA INDIRECTO.
UTILIZANDO EL SISTEMA DE AMPLIFICACION BIOTINA-AVIDINA

Para el desarrollo de esta técnica se conjugaron con la biotina los
anticuerpos anti-PF y anti-PC parcialmente purificados y su deteccidn,
después de biotinizados y unidos a sus antigenos especificos, se realiz6
mediante un conjugado de estreptavidina-peroxidasa.

Los resultados obtenidos utilizando como antigenos muestras de carne
estéril inoculadas con cepas de Ps. fluorescens (AH-70, DC-5, DC-T7 y
NT-19), indican que los anticuerpos anti-PF (Fig. 1V.20) y los anti-PC
(IV.23) reconocen la presencia de todas las cepas de Ps. fluorescens
analizadas, a partir de niveles de 105 ufc/cm2. En el intervalo comprendido
entre 104 y 108 ufc/cm2, la absorbancia aumenta proporcionalmente a la
concentracién bacteriana de las muestras. A diferencia de lo que sucede con la
leche, en las muestras de carne estéril los anticuerpos anti-PF (Fig. I[V.20) y
anti-PC (Fig. IV.23) detectan todas las cepas de Ps. fluorescens con una
especificidad parecida. Posiblemente ello se debe a que, para la deteccién
inmunoldgica de Ps. fluorescens de la came, los microorganismos se recogen
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de la superficie de las muestras con una solucién salina, mientras los analisis
inmunoenzimdticos de la leche se realizan sin una extraccion previa de los
microorganismos de las muestras.

Al extraer y someter a sonicacion las muestras de carne estéril
inoculadas con las cepas de Pseudomonas, se observa que aunque el limite de
deteccién se mantiene en 103 ufc/cm2, tanto los anticuerpos anti-PF (Fig.
I[V.21) como los anti-PC (Fig. IV.24), reconocen mejor las cepas de Ps.
fluorescens en las muestras sonicadas. El aumento en de la absorbancia de las
muestras sonicadas respecto de las que contienen células intactas nos hace
pensar, al igual que en la leche, que el tratamiento con ultrasonidos de las
células podria contribuir a la liberacién de proteina F y de otras proteinas de
la membrana externa, favoreciéndose asi la exposicién a los anticuerpos de un
mayor nimero de determinantes antigénicos.

Las figuras IV.22 y IV.25 muestran la eficacia de los anticuerpos
anti-PF y anti-PC y de la técnica del ELISA indirecto en la deteccién y
cuantificacidn de las bacterias psicrotrofas de muestras comerciales de carne
mantenidas en refrigeraciéon. En el caso de los anticuerpos anti-PF, la
representacion grafica de la relacidn existente entre los recuentos bacterianos
de las muestras de camne cruda y la absorbancia de las muestras sonicadas, fue
una recta (Fig. IV.22) cuya ecuacion: Log. absorbanciaggs = -1,4073 +
0,1955 (B), presenté un coeficiente de regresién (r2) de 0,89 y un coeficiente
de regresién ajustado (Adj.r2) de 0,88, con un valor de p = 0,0001. Por tanto,
la expresion Adj. r2 = 0,88 (p = 0,0001) indica que hay una relacién estrecha
entre €l nimero de microorganismos psicrotrofos y la absorbancia de las
muestras de carne. El coeficiente de regresion ajustado de la ecuacién que
relaciona los recuentos bacterianos de la camne cruda y la absorbancia de las
muestras sonicadas, al emplear en el ensayo los anticuerpos anti-PC, fue lo
suficientemente elevado (Adj. r2 = 0,93) y significativo (p = 0,0001) como
para afirmar que también en este caso hay una gran correlacion entre el
aumento de la absorbancia y el de la tasa de bacterias psicrotrofas de la came
refrigerada (Fig. 1V.25).

De los resultados obtenidos se deduce que, utilizando los anticuerpos
anti-PF y anti-PC y la técnica del ELISA indirecto, se detectan y cuantifican
los microorganismos psicrotrofos de la carne cruda refrigerada en el
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intervalo comprendido entre 104 y 10% ufc/mi. No obstante y como ya se ha
sefialado, debido a las variaciones que pueden producirse en los ensayos
realizados entre distintos laboratorios ¢ incluso entre diferentes operarios de
un mismo laboratorio, deben introducirse muestras de referencia para
estimar la calidad microbiolégica de la came cruda refrigerada.

La técnica del ELISA indirecto desarrollada es sencilla y rapida, ya que
para completarla se necesitan menos de 4 horas. Ademads, dentro del intervalo
de deteccién de los inmunosueros, la técnica puede aplicarse para determinar
los recuentos de microorganismos psicrotrofos de la carne antes de que
manifieste signos de alteracion.

V.4.2. DETECCION DE Ps. fluorescens Y DE_QOTRAS BACTERIAS
PSICROTROFAS UTILIZANDO LA TECNICA DEL ELISA SANDWICH

En el ELISA sandwich desarrollado en este trabajo, como anticuerpos de
captura se utilizaron los anti-PF y anti-PC y como anticuerpos de deteccidon
los mismos, pero conjugados a la biotina.

En las condiciones citadas, los anticuerpos anti-PF (Fig. 1V.26) y
anti-PC (Fig.IV.29) detectan la presencia de Ps. fluorescens en las muestras de
carne estéril a partir de 105 ufc/cm?, siendo su especificidad parecida en todas
las cepas analizadas. En las mismas muestras sonicadas (Figs. IV.27 y IV.30),
la especificidad de los inmunosueros para reconocer las cepas de Pseudomonas
€S mayor.

Las figuras IV.28 y IV.31 indican que tanto los anticuerpos anti-PF
como los anti-PC pueden emplearse en la técnica del ELISA sandwich para
cuantificar la tasa de bacterias psicrotrofas que se desarrollan en la carne
refrigerada. Para ello se utiliza la ecuacién de la recta que correlaciona los
recuentos bacterianos por cm?2 de carne cruda y la absorbancia de las muestras
sonicadas, en el intervalo comprendido entre 104 y 10% ufc/em2. En este caso
los coeficientes de regresion ajustados fueron también altos (Adj. r2= 0,90 y
0,92 al emplear los anticuerpos anti-PF y anti-PC, respectivamente) y muy
significativos (p = 0,0001 en ambos casos). Consecuentemente, se puede
afirmar que el aumento de la poblacién de bacterias psicrotrofas y el de la
absorbancia estdn estrechamente relacionados.
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Los resultados de la deteccidén de Ps. fluorescens y de otras bacterias
psicrotrofas de la came refrigerada mediante el ELISA indirecto y el ELISA
sandwich fueron similares. En consecuencia, ambas técnicas pueden ser utiles
en el analisis microbiolégico de la carne cruda.

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

Como ya se ha sefialado en la Introduccién de esta memoria (I1.3), las
técnicas de deteccion e identificacion de microorganismos han evolucionado
notablemente en los ultimos afios, debido a la necesidad de disponer de
métodos mas rdpidos y fiables aplicables al anélisis microbiolégico rutinario
de los alimentos (Firstenberg-Eden y Sharpe, 1991). A continuacién se
resumen las principales ventajas e inconvenientes de las técnicas
inmunoenziméticas (ELISA) desarrolladas en este trabajo y se compara su
utilidad con la de otros métodos rdpidos de andlisis microbioldgico de los
alimentos.

En este trabajo se ha comprobado que con los anticuerpos anti-PF y
anti-PC de Ps. fluorescens AH-70 y con las técnicas del ELISA sandwich y del
ELISA indirecto, se puede estimar la calidad microbiol6gica de la leche cruda
y de la carne fresca refrigeradas, antes de que los recuentos de bacterias
psicrotrofas alcancen valores que modifiquen la calidad organoléptica de
ambos alimentos.

Los limites de deteccion de las técnicas inmunoenziméticas (ELISA)
desarrolladas en este trabajo, son iguales a los descritos por otros
investigadores que las han utilizado para detectar en los alimentos la presencia
de una gran variedad de microorganismos patdgenos y de sus toxinas
(Peterkin y Sharpe, 1984; Shah y Rhea, 1986; Annan-Prah y Janc, 1988;
Mattingly y col., 1988; Mirhabibollahi y col., 1990; Merino y col., 1993). Por
ello se proponen como pruebas rdpidas para determinar la calidad
microbiolégica de la leche y de la camne refrigeradas. Conviene sefialar que
estas técnicas permiten analizar un gran nimero de muestras, son sencillas de
realizar y su coste no es elevado.
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Al revisar los distintos métodos rdpidos de andlisis microbioldgico de los
alimentos, se ve que existen otras técnicas para estimar la calidad
microbiolégica de la carne y la leche, que superan en sensibilidad y en rapidez
a las del ELISA. Entre ellas, la prueba del Limulus detecta niveles muy bajos
de bacterias Gram-negativas (102-104 ufc/ml o ¢cm?) en | hora
aproximadamente. No obstante, a pesar de su sensibilidad y rapidez, el
principal inconveniente de la prueba del Limulus radica en que su utilizacion
para fines rutinarios se encuentra limitada en gran medida por ¢l elevado
coste del lisado de amebocitos (Jarvis y Easter, 1987; Svensson vy
Hahn-Higerdal, 1987).

Otra de las técnicas rapidas utilizadas en el analisis microbioldgico de los
alimentos es la gpifluorescencia directa sobre filtro (DEFT). Su limite de
deteccién es del orden de 103 ufc/ml o cm?2, su correlacién con el método de
recuento en placa es grande y los resultados se obtienen en menos de 1 hora
(Pettipher y Rodriguez, 1982; Shaw y col., 1987). Estas ventajas han
impuisado su desarrollo como prueba répida de control rutinario de la calidad
microbiolégica de los alimentos. Sin embargo, la compleja preparacién de las
muestras que requieren un tratamiento previo con tripsina y Tritén X-100 y
la fatiga de los operarios al realizar los recuentos bacterianos al microscopio,
han llevado a su automatizacién con analizadores computerizados de imagenes
que, aunque facilitan el trabajo, elevan considerablemente el coste del método
(Pettipher, 1986: Pettipher y col., 1992).

La impedimetria se considera actualmente como una de las técnicas
instrumentales mas prometedoras y con mayor potencial de aplicacién en la
deteccién de microorganismos en alimentos (Firstenberg-Eden y Zindulis,
1984; Bishop y White, 1986). Posee las ventajas de ser sencilla e
informatizable, pero presenta el inconveniente de su baja relacién
sensibilidad/rapidez, ya que cuanto menores son los recuentos mayor es el
tiempo necesario para la obtencion de resultados. Asi, para limites de
deteccidn que se aproximan a los alcanzados con las técnicas
inmunoenzimaticas (ELISA) (104-105 ufc/ml o cm?2), el tiempo necesario para
la obtencion de resultados es mayor, alrededor de 7 horas. Ademds, es elevado
el coste del instrumental necesario para medir la impedancia de las muestras e
informatizar los resultados obtenidos.
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La bioluminiscencia es otro de los métodos mas ripidos y eficaces de
establecer el contenido total de microorganismos de los alimentos, ya que en
s6lo 10-20 minutos detecta poblaciones bacterianas de alrededor de 105 ufc/ml
0 g (Wood y Gibbs, 1982). No obstante, a pesar de su simplicidad y rapidez,
presenta algunos inconvenientes como la necesidad de eliminar el ATP no
microbiano del alimento, lo que dificulta la preparacién de las muestras a
analizar. El elevado coste del luminémetro y la limitada estabilidad del
reactivo (luciferin-luciferasa), impide su aplicacién en el andlisis
microbiolégico rutinario de los alimentos (Martinez y Rodrigo, 1987).

Por tdltimo, una prueba rdpida, sencilla y barata, desarrollada para
estimar la calidad microbiolégica de la carne y la leche refrigeradas es la
basada en la actividad aminopeptidisica ligada a la pared celular de las
bacterias Gram-negativas (Pérez de Castro y col., 1988, 1989; Alvarado y
col., 1992). Con ella se detectan tasas de bacterias psicrotrofas a partir de 103
ufc/cm?2 6 ml en, aproximadamente, 2,5 horas. Si bien este método parece
aceptable para el control rutinario de la calidad de la carne, su principal
inconveniente en la estimacién de la calidad microbioldgica de la leche es su
pérdida de sensibilidad debido a la dificultad en la recogida de los
microorganismos de las muestras de leche. A este respecto, es importante
recordar que una de las ventajas de la técnica del ELISA sandwich
desarrollada en este trabajo, es que no requiere el aislamiento o
concentracion previa de los microorganismos de las muestras de leche, lo cual
facilita enormemente su manejo.
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1.- El aislamiento y caracterizacién de las proteinas mayoritarias de la
membrana externa de Ps. fluorescens, puso de manifiesto la existencia de dos
proteinas comunes a todas las cepas analizadas y que se identificaron como F y
H al comparar sus pesos moleculares con los descritos por otros
investigadores para estas proteinas de Ps. aeruginosa. La separacién de las
proteinas F y H por cromatografia de filtracién en geles de Sephacryl S-200
permitié la purificacion a homogeneidad de la proteina F, cuyo peso
molecular aparente fue de 33.052 daltones.

2.- La inmunizacién de dos lotes de conejos, uno con proteina F de Ps.
fluorescens AH-70 y otro con células vivas de la misma cepa, permitid
disponer de inmunosueros anti-proteina F (anti-PF) y anti-pared celular
(anti-PC), que se utilizaron en el desarrollo de las técnicas inmunoenzimaticas
del ELISA indirecto y del sandwich para detectar y cuantificar Ps. fluorescens
y otras bacterias psicrotrofas de la leche y camne.

3.- La utilizacion de los anticuerpos anti-PF y anti-PC en las técnicas
inmunoenzimdticas permite concluir que, si bien los anticuerpos policlonales
anti-PF son especificos del género Pseudomonas, los anticuerpos anti-PC,
ademds de reconocer distintas especies del género Pseudomonas, reconocen
también otras bacterias psicrotrofas. El tratamiento previo de las muestras de
leche y carne con ultrasonidos mejora sensiblemente la especificidad de los
anticuerpos.

4.- Con los anticuerpos anti-PF y anti-PC y la técnica del ELISA
indirecto desarrollada, no se detecté la presencia de Ps. fluorescens en la
leche. Sin embargo, los mismos anticuerpos con la técnica del ELISA
sandwich, detectaron diversas cepas de Ps. fluorescens en las muestras de
referencia. También se pudo detectar y cuantificar esta especie y otras
bacterias psicrotrofas en la leche cruda refrigerada, en el intervalo
comprendido entre 105 y 109 ufc por ml.

5.- En el caso de la carne, tanto con la técnica del ELISA indirecto
como con la del ELISA sandwich, los anticuerpos anti-PF y anti-PC
detectaron distintas cepas de Ps. fluorescens en las muestras de referencia. En
la carne cruda refrigerada y en el intervalo comprendido entre 104 y 109 ufc
por cm?2, permitieron detectar y cuantificar Ps. fluorescens y otras bacterias
psicrotrofas.
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De los resultados descritos en este trabajo, puede concluirse que el
empleo de los anticuerpos policlonales anti-proteina F (anti-PF) y anti-pared
celular (anti-PC) de Ps. fluorescens AH-70 permiten la deteccidén vy
cuantificacion de Ps. fluorescens y de otras bacterias psicrotrofas en la leche
cruda y en la carne fresca refrigeradas mediante el desarrollo de técnicas
inmunoenzimaticas (ELISA) apropiadas. Sin embargo, uno de los factores
limitantes para Hevar a cabo esta deteccion son los anticuerpos policlonales.

La obtencidon de anticuerpos policlonales estd condicionada a su
obtencidn in vivo a partir de animales de experimentacidn, por lo que su
disponibilidad se encuentra limitada por la necesidad de inmunizar nuevos
lotes de conejos. Esta limitacién obliga a pensar en el empleo, con el mismo
fin, de los anticuerpos monoclonales. El desarrollo de la tecnologia de
obtencidn de anticuerpos monoclonales (Kohler y Milstein, 1975) ha supuesto
un gran avance en el campo de la inmunologia aplicada, ya que permite la
obtencién de clones de células hibridas o hibridomas que producen, de forma
continua e ilimitada, anticuerpos monoespecificos de actividad bioldgica
conocida y especificidad constante.

En los {ltimos afios han sido numerosos los trabajos de investigacion que
utilizan anticuerpos monoclonales en la deteccién inmunoldgica de
microorganismos y toxinas microbianas en los alimentos (Thompson y col.,
1986, Notermans y col., 1987; Mattingly y col., 1988; Lee y col., 1990). Por
ello, es légico proponer como trabajo futuro la obtencién de anticuerpos
monoclonales especificos frente a la proteina F y las células enteras de Ps.
fluorescens AH-70, con el objeto de evaluar la calidad microbioldgica de la
leche y la carne cruda refrigeradas. No obstante, para ello serd necesario
desarrollar los siguientes objetivos parciales:

l.- Inmunizacién in vivo de ratones Balb/c con la proteina F y las
c€lulas enteras de Ps. fluorescens AH-70.

2.- Fusién de los linfocitos extraidos del bazo de los ratones
inmunizados con c¢élulas de mieloma de ratén (P3X63-Ag. 8-653).

3.- Identificacién de los hibridomas productores de los anticuerpos
monoclonales, lo que se realizard mediante el desarrollo de un ELISA
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indirecto apropiado para tal fin.

4.- Seleccion de los hibridomas productores de los anticuerpos
monoclonales de interés.

5.- Clonacion, expansion y congelacién de los hibridomas productores
de los anticuerpos monoclonales especificos frente a la proteina F y las células
enteras de Ps. fluorescens AH-70.

6.- Produccidn a gran escala de los anticuerpos monoclonales de interés,
mediante la inoculacién de los hibridomas productores de los anticuerpos
monoclonales en la cavidad peritoneal de ratones Balb/c.

7.- Purificacion de los anticuerpos monoclonales del liquido ascitico de
los ratones sensibilizados, por precipitacion selectiva con sulfato aménico.

8.- Evaluacion de los anticuerpos monoclonales obtenidos en la
deteccion e identificacion de Ps. fluorescens y otras bacterias psicrotrofas,
utilizando diversas variantes de las t€cnicas inmunoenzimaticas (ELISA).

9.- Utilizacién de los anticuerpos monoclonales anti-PF y anti-PC para
evaluar la calidad microbioldgica de la leche y la carne cruda refrigeradas.

Finalmente, es interesante sefialar que los avances realizados en los
altimos afios en las técnicas de ingenierfa genética aplicadas a la obtencién de
fragmentos activos de anticuerpos, estdn teniendo importantes repercusiones
en el andlisis de alimentos. Estos avances combinan la capacidad de expresar
proteinas eucariontes en bacterias con el aislamiento y amplificacion de los
genes que codifican las regiones variables de los anticuerpos, por la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y con los sistemas de seleccién que permiten
el aislamiento de los anticuerpos de una forma mucho mas sencilla y rdpida
que la seguida en la seleccién de los anticuerpos monoclonales (Chiswell y
McCafferty, 1992).

Los anticuerpos recombinantes obtenidos por manipulacién genética,
presentan las siguientes ventajas sobre los anticuerpos policlonales y
monoclonales: 1) se obtienen en menos tiempo; 2) ofrecen la posibilidad de
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prescindir de la inmunizacién de animales de experimentacién y 3) permiten
la obtencion de reactivos de afinidad y especificidad precisas, mediante la
utilizacidn de técnicas que modifican la estructura y caracteristicas del lugar
de unién del anticuerpo con el antigeno. Estas ventajas hacen pensar en la
posibilidad de obtener también anticuerpos recombinantes para estimar la
calidad microbiolégica de la leche y de la carne refrigeradas.
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