Ahydrophoblc grid membrane filter bearing the dried bacterial culture is placed under an FTIR microscope
Inattenuated total reflectance mode to produce a spectrum that can be used to identify ths bacterial
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offer completely automated enzyme-linked
immunosorbant assays (ELISAs), For
axample, the VIDAS system from
bioMarieux (www.hiomerieux-usa.com) can
automatically perform ELISAs in 45 min-2 hr
after pre-enrichment of target organisms.

o Lataral-flow antigen—antibody tests,
often refarred to as dipstick tests, take only
about 10 min after overnight enrichmant.

s Immunomagnetic separation is being
usad to capture target molecules, reducing
incubation time and increasing sensitivity.
The Pathathrix system from Matrix Micro-
Science Ltd. (www.matrixmsci.com), for
example, recirculates a pre-enriched sample
over antibody-coated paramagnatic beads
for 30 min to capture as many target organ-
isms as possible for subsequent detection
by ELISA, PCR, culture, or other mathods,

< Polymerase chain reaction (PCR)
detects pathogens by amplifying the target
DNA and detecting the target PCR products.
The target products have conventionally
been detected by gel electrophoresis, which
is time consuming, but faster fluorescence
techniques are now on the market (real-
time PCR). For these rapid tachniquas,
the more target DNA in the sample, the
faster the results will be. For example,
the Salmonella detection kit from Applied
Biosystems (www.appliedbiosystems.
com) uses real-time PCR to identify
pathogens in food in less than 24 hr.

Fung has been conducting for the past
28 years Kansas State’s annual International
Workshop/Symposium on Rapid Methods
and Automation in Microbiology. At these
sight-day workshops, attendees hear
experts discussing the newest advances
and participate in hands-on sessions with
new equipment, techniques, and test kits
without making commitments to purchase
the squipment and systems. More than
4,000 scientists from 60 countries have
participated in these workshops. The
most racent workshop, held June 13-20,
2008, also featured a special day-long
session showcasing presentations on
cutting-edge developments in molecular
biology. The next workshop will be held in
Manhattan, Kan., on June 19-26, 2009. FT

0S Y AUTOMATIZACION EN

LOGIA ALIMENTARIA

Carmen Herranz Sorribes

Dpto. de

Facultad de

pasado noviembre, tuve la
oportunidad de asistir al
£ Workshop sobre Métodos
Répidos y Automatizacion en
Microbiologia Alimentaria que, bajo la
direccion de los doctores Marta
Capellas Puig y Josep Yuste Puigvert,
se celebra anualmente en la Facultad
de Veterinaria de la Universidad
Auténoma de Barcelona. Se trata de
un curso muy interesante que permite
adquirir una amplia visién de los
métodos de deteccion e identificacion
rapida de los microorganismos pre-
sentes en los alimentos, asi como
conocer los Ultimos avances aplica-
bles al analisis microbioldgico en la
industria alimentaria. El curso consta
de: (i) conferencias impartidas por
destacados cientificos esparfioles y
extranjeros; (ii) presentaciones a
cargo de expertos de importantes
empresas de microbiologia, incluyen-
do ‘“rotaciones” en las que grupos
reducidos de participantes en el curso
asisten a la demostracion del funcio-
namiento de equipos y productos; y
(iii) dos sesiones practicas de labora-
torio, un taller y una visita a una
empresa de Biologia Molecular. Entre
los conferenciantes que intervinieron
en el curso, destaca la figura del Dr.
Daniel Y. C. Fung, profesor de la
Kansas State  University en
Manhattan (Kansas) y director del
mundialmente conocido Workshop on
Rapid Methods and Automation in
Microbiology que se celebra anual-
mente en la mencionada universidad
desde 1980. El Dr. Fung, autoridad
internacional en el campo de los
Métodos Répidos en Microbiologia y
autor de mas de 800 articulos cientifi-
cos en la materia, imparti6 seis intere-
santes conferencias basadas en su
articulo  Rapid Methods and
Automation in Microbiology (1), cuyos
aspectos mas destacados presento a
continuacion.
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El desarrollo de métodos rapidos y
automatizados para la deteccion, ais-
lamiento, identificacion y enumera-
cion de microorganismos (y/o sus
metabolitos) relacionados con la alte-
racién y seguridad de los alimentos es
una subdivisién del 4rea de la micro-
biologfa aplicada con una importancia
cada vez mayor. En este sentido,
segun investigaciones de mercado
realizadas en 2003 por Strategic
Consulting Inc.’s, del total de ensayos
microbiolégicos realizados por la
industria en el mundo (1.136,5 millo-
nes), el 58% (660, 5 millones) corres-
pondieron a la industria de la alimen-
tacion (49%) y bebidas (9%).
Aproximadamente, el 20% de los ana-
lisis se dirigieron a la deteccién de los
microorganismos patdégenos
Salmonella 'y Escherichia coli
O157:H7 y el 80% restante fueron
andlisis rutinarios (recuento total, de
coliformes, de mohos y de levaduras).
A nivel mundial, el porcentaje de
ensayos realizado en Europa,
América del Norte y el resto del
mundo fue de un 33% en cada uno de
los casos. No obstante, se estima que
en un futuro préximo el porcentaje de
ensayos realizados en el resto del
mundo podria incrementarse hasta el
50% debido a la concienciacién que
estan experimentando paises con
economias en desarrollo sobre la
gran importancia de la seguridad ali-
mentaria (1, 2, 3). Asf por ejemplo, las
autoridades sanitarias de China, pais
que se ha visto envuelto en varias
ocasiones en escandalos debidos a la
exportacién de alimentos con condi-
ciones higiénico-sanitarias no ade-
cuadas, estan tomando las medidas
necesarias para asegurar el suminis-
tro de alimentos seguros a los méas de
10.000 atletas y 3 millones de espec-
tadores que se calcula asistiran a los
Juegos Olimpicos que se celebraran
en agosto de este afo en Beijing (4).

de Madrid

Los métodos microbiol6gicos “con-
vencionales”, empleados actualmente
en numerosos laboratorios de todo el
mundo y establecidos en muchos
casos como meétodos estandares de
analisis microbiolégico de los alimen-
tos, se caracterizan por ser laborio-
sos, emplear grandes volimenes de
medios de cultivo y requerir un tiempo
considerable para la obtencién y el
andlisis de los resultados. Por el con-
trario, los métodos rapidos requieren
un tiempo reducido para la obtencion
de los resultados y/o permiten proce-
sar un nimero elevado de muestras
por unidad de tiempo, y son en gene-
ral faciles de usar, precisos (sensibili-
dad y especificidad adecuadas y limi-
tes de deteccién bajos) y econémica-
mente rentables (aunque, en algunos
casos, pueden requerir una inversion
econémica inicial considerable).
Conviene destacar que, en la mayoria
de los casos, el empleo de métodos
rapidos no excluye la etapa de enri-
quecimiento del microorganismo
diana ni la necesidad de obtener culti-
vos puros, asi como que los resulta-
dos positivos obtenidos con métodos
alternativos (distintos del método de
referencia) deben ser confirmados.
Asimismo, es de suma importancia, al
igual que en el caso de los métodos
tradicionales, una adecuada toma y
preparacién de las muestras a anali-
zar. En lo que se refiere a este tltimo
aspecto, destacan los siguientes
avances: (i) para muestras sélidas,
instrumentos gravimétricos que reali-
zan automaticamente las diluciones
programadas (Dilumat, AES
Chemunex; Dilumacher, PBI; Labpro
Gravimetric Diluter, Spiral Biotech) y
homogeneizadores que funcionan
mediante ondas de choque y una
intensa agitacién para transferir los
microorganismos del alimento al dilu-
yente, produciendo una minima des-
truccion de la muestra (Pulsifier,
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Microgen); (ii) para muestras liquidas,
sistemas rapidos para realizar dilucio-
nes seriadas (sistema Dilucup,
LabRobots Products AB); (iii) para
muestras de superficie, esponjas pre-
hidratadas con un medio de transpor-
te o enriquecimiento disefiadas para
obtener muestras de lugares de dificil
acceso (SpongeSicle y Extend-a-
Sicle, Biotrace International) y el
meétodo "manos libres” para la obten-
cion de muestras de la superficie de
canales mediante el empleo de cinta
adhesiva (5); y (iv) para muestras de
aire, instrumentos portatiles que aspi-
ran un volumen determinado de aire y
recogen los microorganismos en la
superficie del agar de placas de con-
tacto para la estimacion de la calidad
microbiologica aire (SAS sampler,
Bioscience International; MicroBio Air
Sampler, Parrett).

Los meétodos rapidos utilizados en
microbiologia de los alimentos pue-
den dividirse en cinco grandes gru-
pos, incluyendo los empleados para
el recuento de células viables, para la
medicion de la biomasa, los sistemas
miniaturizados y kits de diagndstico,
los inmunoldgicos y los genéticos. En
los siguientes apartados se tratan las
innovaciones introducidas reciente-
mente en cada uno de estos grupos

RECUENTO DE CELULAS
VIABLES

El recuento de células viables, tanto
de los alimentos como de las superfi-
cies en contacto con los mismos y del
aire de las industrias alimentarias, es
uno de los parametros mas importan-
tes a la hora de determinar la calidad
y seguridad de los alimentos.
Tradicionalmente, el recuento de
células viables se ha realizado
mediante el meétodo estandar de
recuento en placa, que, aunque sen-
cillo, es laborioso, requiere un volu-
men considerable de tubos de ensayo
y medio de dilucion, y espacio para el
almacenamiento y la incubacion de
las placas de cultivo. En lo que se
refiere a la preparacion de placas de
cultivo, destacan las siguientes mejo-
ras: automatas para la preparacion y
distribucion de medios de cultivo
(Masterclave, AES Chemunex); siste-
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mas que incluyen pectina como agen-
te gelificante en lugar de agar, evitan-
do asl la necesidad de calentar el
medio para fundirlo (Redigel, 3M); y
medios liofilizados que utilizan como
soporte una pelicula plastica de tama-
fio y grosor similar al de una tarjeta de
crédito que contiene geles solubles
en agua fria que se rehidratan al
depositar la muestra en su superficie
y que requieren un espacio minimo
para su almacenamiento e incubacion
(Petrifilm, 3M), existiendo asimismo
instrumentos para la lectura rapida y
automatica de los resultados (Lector
de placas 3M Petrifilm, 3M). En este
apartado cabe asimismo destacar el
desarrollo de numerosos medios de
cultivo cromogeénicos que acortan el
tiempo necesario para la obtencion de
resultados (RAPID" Chromogenic
Methods, Bio-Rad; BBL CHROMagar,
BD; medios cromogeénicos
bioMérieux; medios cromogénicos
AES Chemunex). En cuanto a los
métodos de siembra, existen sembra-
dores automaticos en espiral que
reducen o eliminan la necesidad de
realizar diluciones seriadas de la
muestra (Autoplate 4000, Spiral
Biotech; WASP, Don Whitley Scientific
Limited) y que facilitan el recuento
mediante el empleo de contadores
automaticos de colonias (Q Count,
Spiral Biotech; EasyCount2, AES
Chemunex). Con respecto a la enu-
meracion de microorganismos, exis-
ten sistemas basados en la simplifica-
cion de la técnica del numero mas
probable (NMP), que poseen un
rango de enumeracion amplio en
ausencia de diluciones, tales como el
sistema de filtracion Isogrid/Neo-Grid
(Neogen), que emplea una membrana
con 1.600 celdillas o "compartimentos
de crecimiento” delimitados por una
rejilla hidrofébica, y la placa SimPlate
(Biocontrol), que permite recuentos
de hasta 738 ufc (frente a las 300 ufc
de una placa de cultivo convencional).
Recientemente se ha miniaturizado y
automatizado el método NMP
mediante el empleo de tarjetas de
material plastico que contienen 3 gru-
pos de 16 pocillos, con 1 logaritmo de
diferencia en volumen para cada
grupo de pocillos, y medios de cultivo
con indicadores fluorescentes
(Tempo, bioMérieux). Este sistema

disminuye considerablemente la
necesidad de reactivos, espacio y
tiempo con respecto al método NMP
convencional. Aunque la mayoria de
los métodos de recuento menciona-
dos estan disefiados para la enume-
racion de microorganismos aerobios,
en los dRos 80, el Dr. Fung desarrolld
un método ingenioso y sencillo para el
recuento de microorganismaos anaero-
bios, conocido como “doble tubo de
Fung", que permite lograr instantane-
amente condiciones de anaerobiosis
en el medio de cultivo y que no
requiere sistemas generadores de
hidrégeno ni jarras de anaerobiosis
(6).

Los métodos citados en esta seccion
facilitan de diversas maneras la reali-
zacion del recuento microbiano y/o
disminuyen el tiempo necesario para
la obtencion de resultados. Sin
embargo, necesitan un tiempo de
incubacién variable para que los
microorganismos crezcan y puedan
ser detectados y enumerados. Por el
contrario, existen metodos para la
realizacion de recuentos microbianos
practicamente en tiempo real basados
en el empleo de colorantes fluores-
centes que permiten distinguir células
vivas de muertas mediante un micros-
copio de epifluorescencia (DEFT, del
inglés Direct Epifluorescent Filter
Technique), escaner (ScanRDI, AES
Chemunex), o citometro de flujo digi-
tal (BactiFlow ALS, AES Chemunex)

MEDIDA DE LA BIOMASA
MICROBIANA

Puesto que el método "convencional”
de recuento de microorganismos en
placa es muy laborioso, se han des-
arrollado meétodos para estimar de
manera indirecta el nimero de micro-
organismos presentes en los alimen-
tos. El desarrollo de dichos métodos
esta intimamente ligado al de la ins-
trumentacion necesaria para detectar
las sefales relacionadas con el creci-
miento microbiano. El principio en el
que se basan estos sistemas es que
dichas senales (niveles de ATP, enzi-
mas especificas, pH, impedancia,
conductancia y capacitancia eléctri-
cas, etc.) se modifican paralelamente
con el crecimiento microbiano.

Conviene destacar que para que las
mediciones sean significativas es
necesario establecer la correlacion
entre estos parametros y el recuento
de células viables.

Todas las células vivas contienen
ATP, que se degrada muy rapidamen-
te mediante autolisis al morir las célu-
las. En presencia de la enzima lucife-
rasa y el sustrato luciferina (proce-
dentes de la luciérnaga), oxigeno y
magnesio, el ATP facilita el paso de la
luciferina a oxiluciferina, generandose
luz (bioluminiscencia) que puede ser
detectada mediante un luminometro.
La cantidad de luz emitida en esta
reaccion es directamente proporcio-
nal a la cantidad de ATP presente en
la muestra, es decir, al nimero de
células vivas, y esta correlacionada
con la biomasa celular (la cantidad de
ATP de 1 unidad formadora de colonia
—ufc- oscila entre 0,22 y 1,03 fg). Este
metodo (por ejemplo, el sistema
Promicol) puede emplearse para la
deteccion especifica de ATP microbia-
no en productos liquidos tales como
leche UHT, zumos, postres lacteos,
etc., en los que es necesario determi-
nar la presencia/ausencia de microor-
ganismos. No obstante, la principal
aplicacion de este principio en la
industria alimentaria se encuentra en
la monitorizacion de la higiene de
superficies. En este caso, la presen-
cia de altos niveles de ATP de cual-
quier origen (microbiano o no) es indi-
cativa de una limpieza deficiente. En
la actualidad, existen numerosos sis-
temas que utilizan dispositivos del
tipo escobillén o hisopo para la toma
de muestra y luminémetros portatiles,
robustos, sensibles y faciles de utili-
zar que ofrecen lecturas rapidas (en
menos de 1 min) del nivel de ATP
(Ultrasnap y systemSURE Plus,
Hygiena; Accupoint, Neogen;
Lightning MVP, Biocontrol; Clean-
Trace y Uni-Lite, 3M) lo que permite
aplicar las acciones correctoras esta-
blecidas en el plan de Analisis de
Peligros y Puntos de Control Critico
(APPCC) antes de que se contamine
el producto. Asimismo, existen siste-
mas para la deteccion rapida de res-
tos de proteinas o azucares en las
superficies que actian como fuente
de nutrientes para los microorganis-
mos. Estos sistemas se basan en la
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reaccion de dichos nutrientes con los
reactivos presentes en hisopos espe-
ciales, lo que origina un cambio de
color (reaccién semicuantitativa) que
puede detectarse visualmente (PRO-
TECT, Biotrace International; PRO-
Clean y SpotCheck plus, Hygiena;
Clean Test, LiofilChem). De manera
similar, puede detectarse la presencia
de Listeria spp. en muestras ambien-
tales de la industria alimentaria
mediante el uso de escobillones a los
que se les afiaden antibioticos, sus-
tancias enriquecedoras del crecimien-
to y compuestos indicadores que
cambian de color en aproximadamen-
te 30 h en caso de un resultado posi-
tivo (InSite, Hygiena; Listeria superfi-
cies PDX-LIB/Enviroswab, Paradigm
Diagnostics/Tecra). Ademas, existen
otros sistemas para la deteccion del
crecimiento microbiano que se basan
en el empleo de instrumentos mas o
menos sofisticados para la monitori-
zacion continua de los cambios de
color del medio de cultivo relaciona-
dos con la actividad metabdlica micro-
biana y que permiten obtener resulta-
dos en pocas horas (BacT/Alert 3D,
bioMérieux; Soleris, Neogen).

Otro grupo de técnicas para la medida
de la biomasa son las basadas en la
deteccion de cambios en la conducti-
vidad eléctrica y la resistencia del
medio de cultivo producidas como
consecuencia del metabolismo de
nutrientes de gran tamario a molécu-
las de menor tamafio y quimicamente
mas activas durante el crecimiento
microbiano (Bactometer, bioMérieux;
RABIT, Don Whitley Scientific
Limited). Puesto que se conoce que
para que estos cambios tengan lugar
debe alcanzarse una poblacion critica
de aproximadamente 10° ufc/g, es
posible estimar la poblacion inicial de
la muestra a partir del tiempo necesa-
rio para la deteccion de dichos cam-
bios.

SISTEMAS
MINIATURIZADOS Y KITS
DE DIAGNOSTICO

Los sistemas miniaturizados surgen a
partir del concepto de la placa micro-
tituladora (96 pocillos, formato 8x12),
que permite reducir el volumen de

reactivos y medio a emplear en los
ensayos, asl como estudiar en un for-
mato manejable el efecto de un com-
puesto sobre un gran numero de ais-
lados o el de una serie de compues-
tos sobre un aislado determinado.

_Esta linea de investigacion ha permiti-

d6" desarrollar algunos de los medios
de cultivo selectivos que se encuen-
tran en el mercado actualmente.
Entre los sistemas miniaturizados de
identificacion microbiana disponibles
en la actualidad, basados en el meta-
bolismo de sustratos especificos por
parte de los microorganismos y su
deteccion mediante diversos sistemas
indicadores, destacan los siguientes:
tarjetas desechables para la identifi-
cacion sencilla de colonias sospecho-
sas mediante pruebas bioquimicas
répidas (O.B.1.S., Oxoid); galerias que
permiten la identificacion de mas de
800 especies de bacterias y levadu-
ras (API, bioMérieux); tubos de plasti-
co con compartimentos que contienen
agar con distintos sustratos y con una
aguja en su interior que posibilita la
inoculacion del tubo de forma rapida y
sencilla a partir de una Unica colonia
(BBL Enterotube y Oxi/Ferm Tube,
BD); y soportes plasticos con pocillos
de facil inoculacion que contienen
sustratos cromogeénicos y/o fluoroge-
nicos en estado deshidratado que se
rehidratan en contacto con la muestra
(BBL Crystal, BD; RapID systems y
MicrolD, Remel; Biochemical ID
systems, Microgen). Uno de los siste-
mas miniaturizados y automatizados
mas conocidos y sofisticados es el
sistema VITEK (bioMérieux) que,
basandose en cambios de color de
los sustratos o en la produccion de
gas de los cultivos inoculados en los
pocillos de una tarjeta plastica que
contiene los sustratos bioquimicos en
forma deshidratada, puede identificar
un cultivo tipico de Escherichia coli en
2-4 h. Una rapidez similar en |a obten-
cion de resultados puede obtenerse
con el sistema Biolog (AES
Chemunex) que detecta la capacidad
de los microorganismos para oxidar
95 fuentes de carbono. Los 2%
(4x10%) patrones metabolicos posi-
bles permiten, ademas de la identifi-
cacion, el establecimiento de relacio-
nes filogenéticas entre distintos aisla-
dos. El empleo de un tnico cromoge-
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no como indicador rédox, el violeta de
tetrazolio, que se reduce de forma
irreversible a formazan (color violeta)
como consecuencia de la actividad
metabdlica bacteriana, facllita la lectu-
ra visual de los resultados. En cual-
quier caso, la mayorla de los sistemas
citados en esta seccion ofrecen la
posibilidad de lectura e interpretacion
de resultados de manera automatica.

METODOS _
INMUNOLOGICOS

Los métodos inmunoldgicos se basan
en la reaccion especifica entre un
antigeno y un anticuerpo policlonal o
monoclonal. En microbiologia de los
alimentos, el método inmunoldgico
mas empleado para la deteccion de
microorganismos o sus toxinas es el
ensayo ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) tipo sandwich.
En los ultimos afios, se han desarro-
llado sistemas que permiten realizar
el ensayo ELISA de manera automati-
zada, dirigidos fundamentalmente a la
deteccion de Salmonella, E. coli
0157:H7, Listeria monocytogenes,
Campylobacter spp. y toxinas estafilo-
cocicas (Assurance EIA y TRANSIA
PLATE, Biocontrol; TECRA VIA,
Biotrace International; Salmonella
UNIQUE, Tecra; Detex, Molecular
Circuitry Inc.). Un numero considera-
ble de laboratorios de microbiologia
de los alimentos emplea instrumentos
automatizados basados en una
variante de la tecnologia ELISA cono-
cida como ELFA (Enzyme-Linked
Fluorescent Assay), en la que el pro-
ducto final de la reaccion es fluores-
cente en lugar de cromogénico, para
la deteccion de los patogenos alimen-
tarios mencionados (VIDAS,
bioMérieux). En ocasiones, se utiliza
la técnica de separacion inmunomag-
nética (SIM), que emplea particulas
magnéticas recubiertas de anticuer-
pos especificos (Dynabeads, Dynal),
para concentrar el antigeno de interés
como etapa previa a la realizacion del
ELISA. La SIM permite reducir el
tiempo requerido para el enriqueci-
miento de la muestra, asi como obte-
ner suspensiones que contienen
menor cantidad de particulas del ali-
mento, lo que facilita su procesado
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posterior mediante distintas técnicas
(hibridacion con sondas génicas,
PCR, etc.). Para laboratorios con un
volumen moderado de muestras a
analizar existen kits de diagnostico
basados en el principio de la inmuno-
cromatografia de flujo lateral caracte-
rizados por ser rapidos, sencillos y no
requerir instrumentacion especial
(VIP, Biocontrol; Reveal, Neogen;
RapidChek, Strategic Diagnostics).
Otro tipo de ensayos inmunoldgicos
rapidos y listos para usar son los
basados en la inmunodifusion en un
vial de agar para la deteccion rapida
de serovares motiles de Salmonella
(1-2 Test, Biocontrol) o en la aglutina-
cion reversa pasiva con particulas de
latex para la deteccién de microorga-
nismos patégenos (Microscreen,
Microgen Bioproducts) y toxinas
microbianas (RPLA kits, Oxoid)

METODOS GENETICOS

A diferencia de los métodos citados
en las secciones anteriores, que
detectan caracteristicas fenotipicas
sujetas de manera natural a variacion,
los métodos genéticos se dirigen a la
deteccion de caracteristicas celulares
mucho mas estables contenidas en
los acidos nucleicos. Una técnica
para detectar dichas caracteristicas
en ausencia de instrumentacion espe-
cializada es la hibridacion de acidos
nucleicos. Los ensayos comerciales
actuales emplean sondas genéticas
(oligonucledtidos sintéticos) marca-
das enzimaticamente que, tras hibri-
dar con regiones especificas del ARN
ribosémico (una célula bacteriana
puede contener hasta 10.000 copias
de ARN ribosdmico frente a una tnica
copia de ADN cromosdmico), catali-
zan una reaccion que da lugar a un
producto coloreado a partir de un sus-
trato cromogeénico, lo que es indicati-
vo de la presencia del microorganis-
mo en el zlimento (GeneQuence,
Neogen). En los Ultimos afios es cada
vez mas frecuente en los laboratorios
de microbiologfa de los alimentos el
empleo de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) para amplificar el
ADN de los microorganismos diana y
disponer asl de una cantidad suficien-
te que permita su deteccion. Se trata

de una técnica especifica, sensible
(en teoria, puede detectar una Unica
copia del ADN diana en el alimento;
en la practica se necesitan unas 103
ufc/ml para una deteccion reproduci-
ble) y rapida, a lo que contribuye el
desarrollo de metodologias alternati-
vas dé teteccién de los productos de
PCR que evitan el procesamiento
post-reaccion. Dichas metodologias
estan basadas en el empleo de agen-
tes intercalantes (por ejemplo, SYBR
Green) o sondas especificas con
doble marcaje fluorescente que, ade-
mas de posibilitar la “visualizacion”
del progreso de la reaccion, facilitan
la automatizacion del proceso y per-
miten la cuantificacion de la cantidad
de DNA diana presente inicialmente
en la muestra (PCR cuantitativo en
tiempo real). A pesar de tratarse de
una técnica sofisticada, el empleo de
la técnica de PCR en tiempo real en el
laboratorio de microbiologia de los ali-
mentos se esta viendo facilitado en
los ultimos afios por el desarroilo de
sistemas para la deteccion de patoge-
nos de los alimentos que son faciles
de utilizar, requieren una manipula-
cion minima y reducen la necesidad
de interpretacion de los resuitados
(BAX Q7, Du Pont Qualicon; iQ-
Check, Bio-Rad; TagMan Pathogen
Detection Kits, Applied Biosystems;
Roche/Biotecon Diagnostics
LightCycler, Roche; Warnex, AES
Chemunex). La técnica de PCR cuan-
titativo en tiempo real es una de las
opciones mas prometedoras en los
laboratorios de confrol de calidad de
los alimentos, no solo para la identifi-
caeion y cuantificacion de microorga-
nismos, sino también para la determi-
nacion de la presencia de organismos
modificados genéticamente en mate-
rias primas y productos terminados y
para la autentificacion de productos
en los que pueda producirse un frau-
de por sustitucion de especies por
otras de menor valor comercial.

La investigacion epidemioldgica de
brotes alimentarios y la monitoriza-
cidn rutinaria de microorganismos en
el ambiente requiere sistemas que
sean capaces de identificar los micro-
organismos mas alla del nivel de
especie. Para ello, partiendo de una
colonia de cultivo puro, pueden
emplearse procedimientos automati-

zados basados en |a hibridacion de
sondas especificas con fragmentos
de restriccion del ADN (Riboprinter,
DuPont Qualicon) o técnicas mas difi-
cilmente automatizables y que requie-
ren analistas cualificados para su rea-
lizacion e interpetacion (Pulsed Field
Gel Electrophoresis, PFGE,;
MultiLocus Sequence Typing, MLST).

SUMARIO Y
PERSPECTIVAS

Los meétodos rapidos y automatiza-
dos en microbiologia de los alimen-
tos representan un area de la micro-
biologia aplicada en continua expan-
sion. La rapidez en la obtencion de
resultados es esencial en la indus-
tria alimentaria para reducir los tiem-
pos de espera en los procesos de
produccion y liberar mas rapidamen-
te los lotes producidos. Ademas, |a
rapidez es fundamental en un pro-
grama de APPCC exitoso, ya que
permite la aplicacion de acciones
correctoras durante el procesado de
los alimentos. El tiempo ahorrado
mediante el empleo de estos méto-
dos puede utilizarse para otras tare-
as tales como revisar el plan de
APPCC, ampliar los planes de con-
trol de patégenos y de analisis qui-
micos (micotoxinas, antibioticos,

)

alérgenos, etc.), formar a los emple-
ados en los riesgos microbioldgicos,
etc.

Aungue en la actualidad la mayoria
de las técnicas rapidas se dirigen a
la deteccion de bacterias, es previsi-
ble que se desarrollen nuevos meto-
dos para la identificacion rapida de
virus y parasitos implicados en la
transmision de enfermedades a tra-
vés de los alimentos. Asimismo, se
espera que en el futuro proximo se
incremente el uso de los biosenso-
res en la industria alimentaria y de
los microchips para la deteccion
simultanea de varios patégenos, asi
como de envases inteligentes que
alerten a los consumidores sobre la
presencia de microorganismos alte-
rantes o patoégenos en los alimentos.
Asistir a préximas ediciones del
curso sobre Métodos Rapidos y
Automatizacion en Microbiologia
Alimentaria sera sin duda una exce-
lente manera de estar al dia de los
avances que se produzcan en este
dinamico campo.
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Nota

La informacion contenida en este arli-
neIAs cila-
en la Bibliografia v en el manual
del "VI Waorkshop ¢ » Meétodos
Rapidos / Auntomalizacion 2n
Microbioloaia Alimentana” (Bellaterra,
3 noviembre de 2007). Los nom-

de productos e instru

las empres
s comercializan se cilan unicamente
a lilulo informativo v no implican en
ningun caso la recomendacion expre-

sa de un produclo concrelo frenle a

olros de caracleristicas similares




