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Resumen

RESUMEN

La microbiologia predictiva combina el conocimiento del crecimiento microbiano
sobre una serie de condiciones, con la aplicacion de la modulacion matematica, para
permitir predicciones del crecimiento. El andlisis microbioldgico convencional de los
alimentos presenta varias limitaciones, como son el tiempo requerido para la
revitalizacion, el enriquecimiento y para la incubacion de las muestras. Tomando en
consideracion la necesidad de estudiar metodologias rapidas para monitorizar el
crecimiento bacteriano, y la necesidad de aplicar medidas para prevenir
toxiinfecciones alimentarias, el presente trabajo ha sido realizado con el objetivo
general de aplicar el uso de la turbidimetria como técnica para la monitorizacion del

crecimiento de microorganismos de interés para la seguridad alimentaria.

Con los datos turbidimétricos, se calcularon los parametros cinéticos y se
compararon las curvas de la densidad optica durante 24 horas en caldo infusién de
cerebro y corazébn de cinco microorganismos de las especies Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus. Los
tiempos de latencia y de generacion y la velocidad de crecimiento fueron calculados
en el intervalo lineal de las curvas de la densidad Optica. Se elaboraron y
compararon tres modelos matematicos para el célculo de cada uno de los tres
parametros cinéticos de las especies estudiadas. EI comportamiento cinético fue
analizado segun la patogenicidad y no patogenicidad de Escherichia coli. Se
compararon estadisticamente los resultados obtenidos para el comportamiento
cinético de los microorganismos Gram positivos respecto a los Gram negativos

estudiados.

Los microorganismos individualmente han tenido comportamientos diferentes en las
96 combinaciones de temperatura, pH y cloruro sédico. Pero, todos ellos presentaron
reduccién de la velocidad de crecimiento, y un aumento de los tiempos de latencia y
de generacion cuando se incrementaron la concentracion de sal y la acidez del medio.
La temperatura, el pH y el cloruro sodico pueden afectar de manera distinta a las
respuestas de superficie de los modelos para predecir los parametros cinéticos. Pero

el pH fue el que méas condiciono la cinética de los microorganismos estudiados.
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Abstract

ABSTRACT

Predictive microbiology combines both the knowledge about the response of
microorganisms to several environmental conditions and the mathematical modelling

to make growth predictions.

The conventional food microbiological tests have several limitations, such as the
time needed for the enrichment and the culture of samples. Taking into account the
need of (i) studying faster methods to monitor the bacterial growth and (ii) applying
measures to prevent outbreaks of foodborne diseases, the aim of this study is to apply
the turbidimetric technique to monitor the growth of microorganisms with interest in

food safety.

With the obtained turbidimetric data, kinetic parameters were calculated and
compared with the optical density curves for 24 h in BHI broth of Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium and Staphylococcus aureus. Lag
times, generation times, and growth rates were calculated within the lineal section of
the optical density curves. Three mathematical models were obtained and compared

for calculating the kinetic parameters of each microorganism.

The kinetic behaviour of these microorganisms was analyzed taking into account the
pathogenicity and no pathogenicity of Escherichia coli. Moreover, kinetic results of

‘Gram-positive microorganisms and Gram-negative microorganisms’ were compared.

The individual behavior of each microorganism has been different in the 96
combinations of temperature, pH and NaCl. However, all of them reduced their
growth rate, and increased their lag and generation times when the percentage of
NaCl and the pH values were also increased. Temperature, pH and NaCl can affect in
different ways the response surface models to predict the kinetic parameters. The pH
was the parameter with more influence on the Kkinetic behaviour of all

microorganisms studied.
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Acronimos

ACRONIMOS

APPCC Analisis de peligros y Puntos de Control Critico

Atm atmosfera

ATP Adenosina trifosfato

Ay Actividad del agua

BES Boletin Epidemiologico Semanal

BHI Brain Heart Infusion (Caldo infusion de cerebro corazon)

C Capacitancia

CDCP Centers for disease control and prevention

CECT Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo

CO, Diodxido de carbono

Csps Cold shock proteins

Da Dalton

DNA ADN (4cido desoxirribonucléico)

DO Densidad optica o absorbancia

ECVT Escherichia coli verotoxigénico

f Frecuencia

G Conductividad

GAD Glutamato descarboxilasa

GT Tiempo de generacion (Generation time)

GTSqR Raiz cuadrada del tiempo de generacion

HACCP Hazard analysis critical control points

HC Colitis hemorragica (Heamorrhagic colitis)

HCI Acido clorhidrico

HTST High temperature short time

HUS Sindrome urémico hemolitico (Heamolytic Uremic Syndrome)

I Intensidad de la luz transmitida por la suspension

ICMSF International Commission on Microbiological Specifications for
Foods (Comision Internacional de Especificaciones Microbioldgicas
para los Alimentos).

I Intensidad de la luz sobre la suspension

KCl Cloruro de potasio

kDa

KiloDalton
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kGy

Ib
LnGT
LnLT
Lnmu
LT
LTSqR
MSE
mu
MUG
muSqR
NaCl
NaNO,
NaOH
NC
NCTC
ng

nm
Pagua
PCA
PCC’s
pH

P sol
pulg

RMSE

SERA
SIDA
ST
Stx
TSA

kiloGray (1 Gy = 100 Rad)

Libra

Logaritmo neperiano del tiempo de generacion
Logaritmo neperiano del tiempo de latencia
Logaritmo neperiano de la p

Tiempo de latencia (lag time)

Raiz cuadrada del tiempo de latencia
Mean Square Error

u (velocidad de crecimiento)
4-metilumbeliferil-B-D-glucorénico
Raiz cuadrada de la

Cloruro sédico

Nitrito de sodio

Hidréxido de sodio

No calculado

National Collection of Type Cultures
Nanograma

Nanometros

Presion del agua pura

Plate Count Agar

Puntos de control criticos

Logaritmo negativo de la concentracion de iones de hidrégeno
(expresada en moles)

Presion de vapor de la solucion
pulgada

Resistencia

Coeficiente de determinacion

Root Mean Squared Error (raiz cuadrada del error cuadratico
medio)

Salmonella enteritidis Risk Assessment
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
Toxina termoestable

Toxina Shiga

Agar tripticasa-soja
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Acronimos

TTD
TTP

ufc
USDA
WHO

pumax

Tiempo de deteccion (Time to detection)

Purpura trombética trombocitopénica (Thrombocytopenic
thrombotic purpura)

Unidades formadoras de colonias

United States Departament of Agriculture

World Health Organization (Organizacion Mundial de la Salud)
Impedancia

Fase de latencia

Velocidad de crecimiento

microlitros

micrometros

Velocidad de crecimiento maxima



| - INTRODUCCION




Introduccion

| - INTRODUCCION

El aumento del nimero y de la gravedad de los brotes de toxiinfecciones alimentarias
en los paises desarrollados ha provocado el aumento del control de los
microorganismos como los de los géneros Escherichia, Listeria, Salmonella, y
Staphylococcus en los alimentos, principalmente en lo que se refiere a sus cepas

patogenas.

Para el estudio del problema se usan varios enfoques, como la mejora de las técnicas
para la deteccion de microorganismos, la vigilancia de enfermedades, y las
investigaciones sobre los factores de virulencia de los microorganismos. El
crecimiento, la supervivencia y la muerte de estos microorganismos en los alimentos
han sido y estan siendo examinados con particular referencia a los acidos organicos y
a los valores &cidos del pH. También se han realizado estudios sobre la inoculacion
de microorganismos en los alimentos en los cuales se monitoriza su crecimiento y
supervivencia. Pero la informacion resultante de estos trabajos puede ser limitada
debido a las condiciones especificas de formulacion y del uso del alimento (Presser y
col., 1998).

Los metodos de preservacion de los alimentos tales como la salazon, deshidratacion
y fermentacion han sido llevados a cabo durantes miles de afios, representando una
actitud empirica de control de poblaciones microbianas en los alimentos. Este
proceso continda en nuestros dias entre las poblaciones indigenas, y, se cree, que con
productos tradicionales en las sociedades mas desarrolladas (McMeekin y col.,
2002).

Los primeros ejemplos de aplicacion de principios cientificos en la preservacion de
los alimentos incluyen los trabajos de Pasteur en las fermentaciones especificas e
indeseables en el vino, y el suministro de cultivos iniciadores lacteos por Hansens en
Dinamarca a finales del siglo XIX. Mientras muchas fermentaciones industriales
(probablemente debido a su produccion a gran escala y a la influencia de los
ingenieros quimicos) han adoptado enfoques cuantitativos, gran parte de los

microbidlogos de alimentos se han mantenido esencialmente cualitativos y, en el
1
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mejor de los casos, semi-cuantitativos. Por ello, las técnicas de “agitacion y placa”
permiten la enumeracién de hasta 0,5 log, con niveles minimos de deteccidn
superiores a 100 ufc/g. Ademas, las técnicas del nUmero mas probable a menudo
tienen un limite de confianza muy amplio, y los procedimientos de enriquecimiento
permiten que la presencia (no necesariamente la ausencia) sea registrada en una
muestra. La muestra, obviamente, puede ser totalmente inadecuada para proporcionar
una verdadera representacion de la prevalencia (probabilidad de ocurrencia o
presencia) del organismo en el lote del producto, permitiendo solo una indicacién
numeérica de su densidad (McMeekin y col., 2002).

Estos episodios de estado cualitativo/semi-cuantitativo continuaran impidiendo el
progreso de la microbiologia alimentaria como una disciplina que pretende
comprender el comportamiento microbiano en los alimentos y, por tanto,
proporcionar las bases cientificas con las cuales la industria alimentaria puede
suministrar alimentos seguros y saludables. La situacion esta resumida en la cita del
renombrado fisico Lord Kelvin: “cuando lo que estas diciendo lo puedes medir y
expresar con numeros, sabes algo sobre ello; pero si no lo puedes expresar con

nameros, tu conocimiento es escaso e insatisfactorio” (McMeekin y col., 2002).

En defensa de los microbidlogos (y probablemente de otros profesionales) de los
alimentos, la derivacion de las leyes fisicas que gobiernan la naturaleza fue un
ejercicio complicado debido a la variabilidad e incertidumbre inherente a los
sistemas bioldgicos con respecto a la presencia y el potencial de determinados

microorganismos (McMeekin y col., 2002).

En muchos sentidos, el factor incertidumbre estd aumentando en un mundo
caracterizado por la condensacion, estratificacion y movilidad de la poblacion
humana. Estamos experimentando un grado de cambios sin precedentes como
resultado de los adelantos tecnoldgicos y cientificos. La adaptacion y explotacion de
los cambios es la caracteristica primaria de los microorganismos que, debido a su
pequefio tamafio, velocidad de reproduccién, plasticidad fenotipica y promiscuidad
genética, colonizan casi todos los habitats de la tierra (McMeekin y col., 2002).
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Por ello, no constituye una sorpresa el que nos enfrentemos a microorganismos

patdgenos emergentes y reemergentes en los alimentos (Lederberg, 1997).

El analisis microbiologico convencional de los alimentos presenta varias
limitaciones, como son el tiempo requerido para la revitalizacion, para el
enriquecimiento y para la incubacion de las muestras. Ademas, para identificar un
determinado microorganismo, con frecuencia se necesita utilizar medios selectivos y
pruebas bioquimicas complementarias, o que puede llevar dias e incluso semanas.
Tales limitaciones han impulsado el desarrollo de métodos rapidos que permitan
disponer de los resultados en horas (Potter y Hotchkiss, 1999).

Cada uno de los factores intrinsecos de un alimento influye sobre el crecimiento
microbiano y hace que favorezca el desarrollo de unos microorganismos en
detrimento de otros. Tedricamente, el gran nimero de factores que intervienen podria
ser cuantificado, por lo que podria establecerse si ese alimento en cuestion es 0 no
medio adecuado para que se desarrollen gérmenes patdgenos. Pero, debido a la gran
diversidad de alimentos existentes, seria practicamente imposible recoger todos los
datos sobre la relacion de cada factor con cada microorganismo (Buchanan, 1991).
Por suerte, partiendo del principio de que en los alimentos estan disponibles
suficientes nutrientes, el crecimiento microbiano en los alimentos es controlado
fundamentalmente por el pH, la actividad del agua (a,) y la temperatura del
almacenamiento, en combinacion con otros factores como son los aditivos,
conservantes, envasado en atmdsferas modificadas, etc. En la préactica muchos de
estos factores actan en combinacion unos con los otros. Si se pudiera estimar la
respuesta de los microorganismos a estas variables, entonces seria posible estimar su
posible desarrollo en los alimentos. Esta es la base de la microbiologia predictiva, la
cual se ocupa de relacionar cada factor determinante con el crecimiento o con la

supervivencia de los microorganismos (Garcia-Gimeno y Cosano, 1994).
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1 - CONCEPTO E HISTORIA DE LA MICROBIOLOGIA PREDICTIVA

El concepto de microbiologia predictiva es que un detallado conocimiento de las
respuestas microbianas a las condiciones ambientales permite una evaluacion
objetiva del efecto de las operaciones de procesado y almacenamiento en la
seguridad alimentaria y en la calidad de los alimentos. Esto incluye la acumulacion
de conocimientos sobre el comportamiento microbiano en los alimentos y su

derivacion en modelos matematicos (McMeekin y col., 2002).

La microbiologia predictiva combina el conocimiento de las respuestas del
crecimiento microbiano sobre un rango de condiciones, con el poder de la
modulacién matematica, para permitir predicciones del crecimiento. Con el uso de
esta técnica, cuestiones sobre el deterioro microbiano de los alimentos y sobre la
seguridad alimentaria pueden responderse mediante analisis objetivos basados en
conocimientos cientificos (Presser y col., 1997). Esto es especialmente relevante en

vista del aumento de la incidencia de toxi-infecciones alimentarias en muchos paises.

Muchos autores han sugerido que el origen de los modelos predictivos para los
alimentos fue el modelo desarrollado por Esty y Meyer (1922) para describir el
proceso térmico necesario para destruir 10'? esporas de Clostridium botulinum tipo A
(Whiting y Buchanan, 2001; McMeekin y col., 2002). Este modelo describié un
proceso con un largo margen de seguridad y, probablemente, su uso continuado

impidid su reconocimiento como modelo predictivo.

También se ha determinado el tratamiento térmico necesario para asegurar la
destruccion de microorganismos no formadores de esporas, tales como los protocolos
de pasteurizacion de la leche para Mycobacterium tuberculosis y, mas recientemente,
para Salmonella en carne de vacuno asada y patdogenos psicrotrofos en productos al
vacio. En los casos en los que los protocolos se seleccionan para minimizar el
procesamiento y para reducir el factor de seguridad, se necesita una seleccion y una

validacién mas rigurosa de los modelos.
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Mientras la “coccion botulinica” puede haber sido el primer modelo predictivo
(aunque so6lo recientemente haya sido reconocido como tal) con amplia utilidad en la
industria alimentaria, la referencia sobre el uso potencial de la microbiologia
predictiva para describir el crecimiento microbiano puede situarse en la década de
1930 cuando Scott escribio: “El conocimiento de la velocidad de crecimiento de
ciertos microorganismos a diferentes temperaturas es esencial para los estudios
sobre el deterioro de la carne fresca. Teniendo estos datos, podria ser posible
predecir la influencia relativa ejercida por varios organismos en el deterioro a cada
temperatura de almacenamiento. Posteriormente, eso posibilitaria predecir el
posible alcance de los cambios que varios organismos pueden sufrir durante el
enfriamiento de la superficie muscular a lo largo de los trabajos de carniceria
cuando la superficie de la carne esta, frecuentemente, a temperaturas que resultan
muy favorables para la proliferacion microbiana”. Scott entendi6 claramente el uso
potencial de la acumulacion de datos cinéticos sobre las respuestas del crecimiento
microbiano a la hora de predecir la vida util y la seguridad de los alimentos

(McMeekin y col., 2002).

Después de haber permanecido en silencio en la literatura cientifica, se podria situar
el origen de la microbiologia predictiva moderna entre la década de 1960 y 1970,
cuando los modelos eran usados para tratar problemas sobre el deterioro de los
alimentos (Spencer y Baines, 1964; Nixon, 1971; Olley y Ratkowsky, 1973a,b),
seguido del uso de modelos de probabilidad para tratar problemas de intoxicacion
alimentaria, particularmente botulismo y otras intoxicaciones (Genigeorgis, 1981;
Roberts y col., 1981). Desde la publicacion de aquellos articulos sus autores dieron
cuenta de su extensa utilidad (McMeekin y Ross, 2002). A pesar de eso, el tiempo
medio para la aceptacion de los modelos predictivos fue similar al del HACCP, y
entre se mantuvo ampliamente como una actividad de orientacién investigadora

durante 30-40 afios.

Investigando el deterioro microbiano en el pescado, Olley y Ratkowsky (1973a, b)
reconocieron la similitud de muchos procesos de deterioro en cuanto a su respuesta a

la temperatura, por lo que propusieron una curva “universal” de deterioro. A partir de
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esta curva, estos autores concibieron el concepto de velocidad relativa, que se

convirtio en la piedra clave en la aplicacion de los modelos (Zwietering y col., 1996).

La década de 1980 mostré un marcado incremento del interés en la microbiologia
predictiva como resultado del mayor numero de brotes de toxiinfecciones
alimentarias y la consecuente conciencia publica (y politica) de la necesidad del
suministro de alimentos seguros y saludables. Dos patdgenos vehiculados por los
alimentos, uno de tipo tradicional (Salmonella en los huevos) y otro emergente
(Listeria monocytogenes) con caracteristica inusual (psicrotrofo), contribuyeron a
situar las investigaciones en seguridad alimentaria como prioritarias de los gobiernos
de los EE.UU., Reino Unido, otros paises de la Union Europea, Australia y Nueva

Zelanda (McMeekin y col., 2002).

Durante los afios de 1980 y una gran parte de los 1990, dominaron la escena de la
microbiologia predictiva diversos enfoques de modelos cinéticos, pero, muy
recientemente, es evidente el retorno de los modelos de probabilidad. Esta tendencia

puede ser atribuida a lo siguiente:

- Reconocimiento de que la variabilidad de las respuestas al tiempo estimadas
(tiempo de generacion y duraciéon de la fase de latencia) no tienen una
distribucién normal, pero estdn usualmente descritas por una distribucion gamma
o incluso una distribucion inversa de Gaussian donde la variancia del tiempo de
respuesta es proporcional al cuadrado o al cubo del promedio de respuesta al

tiempo (Ratkowsky y col., 1996).

- Emergencia de patogenos peligrosos (particularmente Escherichia coli
O157:H7) con muy baja dosis infectante, y en los que el conocimiento es
necesario para describir las condiciones para prevenir su proliferacion, lo cual

conduce a su inactivacion.
- Aumento del uso de estudios de evaluacion cuantitativa de riegos microbianos.

Durante el “boom” de modelos cinéticos de los afios 80, fueron mayoritariamente

utilizados dos enfoques de modelado:
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(1) Modelos basados en la determinacion secuencial del efecto de factores
individuales o velocidades de crecimiento, por ejemplo, raiz cuadrada o
modelo de Arrhenius en funcién de la temperatura, para los cuales se

afiadieron otras condiciones como actividad de agua, pH, etc.

(i)  Modelos polinomiales basados en la metodologia de respuesta de superficie
en los cuales los experimentos usualmente envuelven determinaciones

simultaneas del efecto de varios factores en el comportamiento microbiano.

Una etapa importante en la cuantificacion de los efectos de los factores ambientales
es el desarrollo de modelos matematicos para predecir el efecto de la combinacion de
dichos factores de crecimiento en los alimentos. Los modelos predictivos permiten la
interpolacion entre puntos de datos, y con esto es posible predecir respuestas para

condiciones no estudiadas (Fernandez y col. 1997).

Los modelos predictivos permiten la estimacion de la vida util de los alimentos,
valorar la eficacia de la higiene, identificar los puntos criticos en el proceso de
produccion y distribucion, y pueden guiar acerca de como las variables del medio
afectan al comportamiento del microorganismo patdgeno o alterante, y determinar la
seguridad microbioldgica del producto (McMeekin y col., 1993, Neumeyer y col.,
1997, Grijspeerdt y Vanrolleghem, 1999).

2 - RELACION DE LA MICROBIOLOGIA PREDICTIVA CON EL HACCP
Y LA EVALUACION DE RIESGOS

La microbiologia predictiva ayuda en la formulacion de planes HACCP a través de la
identificacion de peligros (hazards) y puntos de control critico, y especificando los
limites y las acciones correctoras (Ross y McMeekin, 1997; Miles y Ross, 1999;
McMeekin y Ross, 2002). Con la valoracién cuantitativa del riesgo microbiano, los
modelos predictivos tienen un papel particular, proporcionando la informacion de
valoracion de exposicion. De esta manera, los tres aspectos forman un triangulo de

seguridad alimentaria.
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El centro de ambos, el HACCP y la evaluacion de riesgos, es el deseo de producir
alimentos seguros utilizando estrategias basadas en la comprension de la magnitud de
los peligros. La evaluacion de riesgos es parte del proceso para decidir lo que para
nosotros es ‘“seguro”, pero, para evaluar el riesgo, nosotros debemos evaluar la
exposicion de los humanos a los patdogenos vehiculados por los alimentos. Los
modelos predictivos estan siendo utilizados en la evaluacion de la exposicion
humana a los patégenos como sustitutos para los recuentos de bacterias en los

alimentos (McMeekin y Ross, 2002).

Para trasladar el convenido nivel de seguridad (expresado como objetivos de
seguridad alimentaria) en acciones practicas, se utiliza el HACCP. Aunque los
conceptos del HACCP implican un enfoque para la seguridad alimentaria basada en
la identificacion y control de peligros, y basada en la identificacion y evaluacion de
las etapas claves de la cadena de produccion alimentaria, lo cual tiene un elevado
efecto en los riesgos asociados con los peligros, a menudo se aplica subjetivamente.
Es decir, el HACCP se basa cuantitativamente en un sistema de riesgos que descansa

sobre una evaluacion cualitativa del riesgo (McMeekin y Ross, 2002).

Para establecer los limites y respuestas del HACCP, se requieren datos cientificos.
En el contexto de los peligros microbiologicos, esta informacion es cada vez mas
accesible a través de los modelos predictivos. En el caso de los peligros
microbiolégicos, la microbiologia predictiva ayuda al HACCP, porque le
proporciona un ligazon cuantitativa entre las mediciones en “tiempo real” utilizadas
para monitorizar procesos, tales como temperatura, pH, concentracién de sal,
humedad relativa, y el potencial para el crecimiento o muerte especifica de los

respectivos microorganismos (McMeekin y Ross, 2002).
Los modelos pueden ser utilizados en varias etapas del HACCP, tales como:

Analisis de peligros: pueden utilizarse modelos (particularmente del tipo
“crecimiento/no crecimiento”) para mostrar qué microorganismos creceran en el
producto y, en su caso, con qué rapidez creceran. Por consiguiente, identificandolos

como potenciales peligros.
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Identificacion de los PCCs: definiendo el proceso en términos de parametros como la
temperatura, actividad de agua, pH, etc., es posible identificar etapas en las cuales el

crecimiento o muerte es posible, y si un control critico puede ser logrado o perdido.

Especificacion de limites: qué escenarios se pueden interpretar para diferentes
formulaciones de productos, para verificar si las alteraciones van a permitir que

surjan nuevos peligros o se incremente el riesgo de peligros ya existentes.

Especificacion de acciones correctoras: si se produce un control deficiente de un
PCC, el cambio del numero microbiano asociado con la desviacién del proceso

puede cuantificarse, y especificarse la medida correctora apropiada.

La relacién de la respuesta a un peligro con la dosis del mismo en el proceso de
infeccion indica que el riesgo esta relacionado con esta ultima. Por ello, para evaluar
el riesgo en la seguridad alimentaria se necesita conocer el numero de
microorganismos en los alimentos en el momento del consumo. Esa informacion
raramente esta disponible, pero los modelos predictivos pueden atender esta

demanda.

Para estimar el nimero de microorganismos presentes en el momento del consumo a
partir de niveles conocidos en un momento previo de la historia del producto, es
necesario un conocimiento solido de las respuestas de los microorganismos a las
condiciones del medio (temperatura, nutrientes, agentes quimicos, conservantes,
otros microorganismos), su presencia en los alimentos y durante cuanto tiempo. Sin
los modelos predictivos eso no seria posible. Varios autores (Buchanan, 1997; Walls
y Scott, 1997, Van Gerwen y Zwietering, 1998; Coleman y Marks, 1999;
Lammerding y Fazil, 2000; Whiting y Buchanan, 2001; Nauta, 2002) han discutido
el nexo entre la microbiologia predictiva y la evaluacion del riesgo cuantitativo en la

seguridad alimentaria microbiana (McMeekin y Ross, 2002).

3 - CLASIFICACION DE LOS MODELOS PREDICTIVOS

Los modelos predictivos microbioldgicos pueden dividirse en modelos cinéticos y

modelos de probabilidad. Los primeros calculan la vida microbiolégica de los
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productos alimentarios, es decir, el periodo de tiempo durante el cual el nimero de
microorganismos en el alimento es menor que un determinado valor. Los ultimos
determinan si el microorganismo puede crecer, e identifica las condiciones de
almacenamiento con baja o nula probabilidad de crecimiento (Tienungoon y col.,
2000). Ambos modelos suelen estar estrechamente relacionados, porque la
probabilidad de deteccion de crecimiento durante un periodo de tiempo especifico
depende de la multiplicacién del microorganismo, asi como de la fase de latencia y
del tiempo de generacion, es decir, depende de los pardmetros cinéticos. Tienungoon
y col. (2000) hacen referencia a algunos ejemplos en los que, por una simple
transformacion matematica, de un modelo de probabilidad se ha derivado a un

modelo cinético.

Whiting y Buchanan (1993) propusieron un esquema de clasificacion de
microbiologia predictiva que esta siendo muy utilizada actualmente (Geeraerd y col.,
2004). En ella se distinguen tres niveles entre modelos predictivos microbiologicos:
modelos primarios, modelos secundarios y modelos terciarios (Whiting, 1995;

Geeraerd y col., 2004).

3.1 — Modelos primarios

Los modelos primarios se ocupan de la descripcion de los cambios del ntimero
microbiano en funcion del tiempo (crecimiento, supervivencia, inactivacion).
Cuantitativamente pueden incluir unidades formadoras de colonias (ufc), biomasa,
medidas de absorbancia, ademas de niveles de substratos o de productos metabolicos

producidos (Geeraerd y col., 2004).

Muchos de los modelos primarios desarrollados hasta ahora son modelos
deterministas de poblacion. En estos modelos, la evolucion del nimero total de
células de una poblacion es descrita a través de un sencillo conjunto de parametros
(maxima densidad poblacional, velocidad de crecimiento especifica, fase de latencia)

(Swinnen y col., 2004).

En la literatura se estd sugiriendo que la conexién del comportamiento de células

individuales al de la poblacion entera es la siguiente etapa en el desarrollo de

10
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enfoques mas mecanisticos para la microbiologia predictiva (Baranyi, 1997). Esto
conduce a las técnicas de modelacion estocastica o de probabilidad, en las que los
parametros del modelo estdn casualmente distribuidos dentro de la poblacion total.
Esto significa que los parametros del modelo son parte de una determinada
distribucion casual, lo cual puede representar la variabilidad bioldgica entre las
células individuales. A través de modelos matematicos de probabilidad apropiados,
la informacion obtenida sobre la fase de latencia celular (por ejemplo a través de
mediciones con Bioscreen) puede ser utilizada para mejorar las predicciones sobre la
supervivencia y tiempo de latencia de una poblacion. Tales modelos de probabilidad
se tornan mas utiles cuando el tamafio del indculo es pequefio y la latencia individual

celular es altamente variable dentro de esta pequefia poblacion (Swinnen y col.,

2004).

Entre los modelos deterministas tenemos el modelo de crecimiento de poblacion
publicado por Baranyi y Roberts (1994); el modelo de nimero de masa (“mass-
number”) de Hills y Wright (1994), en el cual se relaciona el crecimiento de la
biomasa con el aumento del numero de células viables; y el modelo de poblaciones
heterogéneas de McKellar (1997), en el cual se asume que el indculo esta distribuido
en dos compartimentos, es decir, células en crecimiento y células que no estan en

crecimiento.

Entre los modelos de existencia de poblaciones se pueden citar el modelo de
Buchanan y col., (1997), un modelo lineal trifasico que describe la curva clésica de
crecimiento en tres partes (fase de latencia, fase exponencial y fase estacionaria); el
modelo de Baranyi (1998) que estudia la relacion entre el tiempo de latencia
individual y el tiempo de latencia de la poblacion; el modelo discreto-continuo de
McKellar y Knight (2000) que es una expansion del modelo de McKellar (1997), en
el cual permiten la transicion del compartimiento en el que no hay crecimiento hacia
el de células en crecimiento; y el modelo continuo—discreto—continuo de McKellar
(2001) que es una ampliacion del anterior al afiadirle una etapa previa de adaptacion

continua (Swinnen y col., 2004).

11
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3.2 — Modelos secundarios

Los modelos secundarios caracterizan los parametros que pueden aparecer en los
modelos primarios en funcién de las condiciones del medio (temperatura, pH,
actividad de agua, etc.). Permiten considerar como dos o mas factores interactian

sobre el crecimiento microbiano.

En el pasado los modelos secundarios para el tiempo de latencia solamente
incorporaban el efecto del ambiente de incubacion. Hoy en dia han surgido muchos
mas modelos que incluyen otros factores relevantes como las condiciones de pre-

incubacién. Estos modelos podriamos agruparlos en dos secciones:

(1) modelos que calculan la duracion de la fase de latencia en funcion de las

condiciones de incubacion;

(i1) modelos que calculan la duracion de la fase de latencia en funcion de las

condiciones de pre-incubacion y de incubacion.

En el caso de los primeros, se han publicado algunas revisiones y discusiones (Adair
y col., 1989; Ratkowsky y col., 1991; Ross y McMeekin, 1994; Skinner y col., 1994;
Whiting, 1995). Otros autores han desarrollado modelos secundarios
independientemente del tiempo de generacion y del tiempo de latencia, como, por
ejemplo, enfoques polinomiales (Gibson y col., 1988; Buchanan y Phillips, 1990;
Zaika y col., 1998) y enfoques de redes neurales artificiales de baja complejidad
(Geeraerd y col., 1998; Garcia-Gimeno y col., 2002). En el segundo caso, se han
publicado diversos estudios, como los de Zwietering y col. (1994), Augustin y col.

(2000b), y Whiting y Bagi (2002).
3.3 — Modelos terciarios

Los modelos terciarios pueden tener varias formas, comenzando por combinar los
dos primeros niveles de modelos basados en experimentos laboratoriales (por
ejemplo, el “Pathogen Modeling Program”, creado y puesto a disposicion de la
comunidad cientifica gratuitamente por la USDA); versiones mas extendidas que

incluyen la posibilidad de importar una historia de temperatura para predecir la vida

12
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util restante con respecto a un organismo deteriorador especifico, como es el caso del
“Seafood Spoilage Predictor” (Dalgaard y col.,, 2002); o llegando hasta la
incorporaciéon de modelos predictivos en una red de evaluacién de riesgos
microbiolégicos, como, por ejemplo, el SERA (“Salmonella enteritidis Risk
Assessment”) del USDA (Geeraerd y col., 2004).

4 — CONSTRUCCION DE MODELOS

Para la elaboracién de un modelo existen algunos procedimientos basicos que han de
ser tenidos en cuenta para la generacion de datos. Para ello, es necesario hacer la
eleccion de la cepa microbiana a estudiar, y, a continuacion, decidir el método para la

generacion de datos.

4.1 — Seleccion de cepas de microorganismos

Existen varios enfoques que pueden utilizarse para elegir que cepa debe ser utilizada
con el proposito de la construccion del modelo. Se puede elegir entre una cepa sola o
una mezcla de diferentes cepas. Antes de elegir cudl de las cepas va a estudiarse, es
importante clarificar la intencién a la que va dirigido el modelo: ;el modelo va a ser
usado para predecir un posible crecimiento de una especie de patdogeno en particular,

o es un modelo de una flora alterante de un producto alimentario especifico?

Utilizar una cepa que haya sido previamente utilizada en varios estudios, o incluso
con el propdsito de crear modelos, proporciona el beneficio de los conocimientos
previamente acumulados sobre la cepa en particular. Por otro lado, una cepa aislada a
partir de un producto alimentario concreto, el cual es el objeto de la aplicacion del

modelo, proporciona la ventaja al producto (Rasch, 2004).

La importancia del uso de mas de una cepa radica en la evaluacion de la variacion
entre las cepas. De acuerdo con Whiting y Golden (2002), la variacién entre cepas
podria ser igual o inferior que la variacion estadistica experimental. Sin embargo,
cuando estos autores investigaron el crecimiento, la supervivencia, la inactivacion

térmica y la produccion de toxinas por parte de 17 cepas diferentes de E. coli,

13
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verificaron que las variaciones entre cepas fueron mayores que las incertidumbres
relacionadas con el error experimental. Begot y col. (1997) estudiaron la variacién
entre 58 cepas de L. monocytogenes y 8 cepas de L. innocua; muchas de las cepas
fueron aisladas a partir de carne, productos carnicos, y puntos industriales

relacionados, e incluso cuatro cepas adicionales que fueron involucradas en brotes.

Salter y col. (1998) compararon el crecimiento de la cepa E. coli M23 no patogena
con el crecimiento de diferentes cepas de E. coli patogena, y solamente encontraron
pequenas diferencias en las respuestas de crecimiento entre las diferentes cepas.
También concluyeron que el modelo basado para describir E. coli M23 era capaz de
describir el crecimiento de cepas patdgenas de E. coli incluyendo E. coli O157:H7.
Este resultado tiene utilidad practica, ya que muchos grupos de investigacion no
tienen acceso a instalaciones laboratoriales apropiadas para trabajar con E. coli

O157:H7.

Las mezclas de cepas, también llamadas “cocktails”, estdn siendo utilizadas muy
ampliamente. Los principales argumentos para su utilizacion son los siguientes: (i) la
mezcla de varias cepas diferentes es mas representativa de la situacion real en los
alimentos; (ii) no necesariamente la misma cepa muestra un crecimiento rapido bajo
todas las condiciones estudiadas (por ejemplo, una cepa con una elevada tolerancia a
la sal podria ser la que crezca mas deprisa a altas concentraciones de sal y pH
elevado, pero no necesariamente en condiciones de pH y concentraciones de sal

bajos).

En determinados tipos de modelos, como es el caso de la cinética de inactivacion, el
uso de cepas individuales es mds apropiado, con el fin de evitar dificultades en la

interpretacion de los resultados (Rasch, 2004).

4.2 — Generacion de datos

Para seguir el curso del crecimiento es necesario efectuar mediciones cuantitativas.
El crecimiento exponencial es, por lo general, equilibrado, de modo que para poder

determinar la velocidad de crecimiento puede utilizarse la medicion de cualquier
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propiedad de la biomasa. Por comodidad, las propiedades habitualmente medidas son

la masa celular o el nimero de células (Stanier y col., 1989).

4.3 — Método de recuento de células viables

El método estandar utilizado para monitorizar el crecimiento de una poblacion
bacteriana es el recuento total de células viables. Sin embargo, tal como se ha
indicado anteriormente, el andlisis microbioldgico convencional de los alimentos
presenta varias limitaciones, como son el tiempo requerido para la revitalizacion,
para el enriquecimiento y para la incubacion de las muestras. Ademds, para
identificar un determinado microorganismo, con frecuencia se necesita utilizar
medios selectivos y pruebas bioquimicas complementarias, lo que puede demorar el
resultado dias e incluso semanas. Tales limitaciones han impulsado el desarrollo de
métodos rapidos que permitan disponer de los resultados en horas (Potter y

Hotchkiss, 1999).

Y para la estimacion exacta de los pardmetros de una curva de crecimiento, son
importantes el numero y la calidad de las observaciones (recuentos) hechas

(Bratchell y col., 1989; Poschet y col., 2004).

Walker y Jones (1993) recomendaron que, como minimo, deberian recogerse 10
datos por punto. Baty y Delignette-Muller (2004) compararon el ajuste de tres
modelos con conjuntos de datos con solamente pocos datos por punto y modelos con
muchos datos por punto, indicando que la imprecision en los pardmetros estimados

esta claramente relacionada con la cantidad de datos.

Para simplificar la deteccion del crecimiento bacteriano se estdn desarrollando y
estdan siendo estandarizados métodos alternativos como la impedanciometria,
citometria de flujo, la turbidimetria, la microscopia del tamafio de la colonia, etc.

(Begot y col., 1996).

Comparados con los recuentos viables, la impedanciometria y la turbidimetria son
considerados métodos automaticos, los cuales permiten realizar un elevado niimero

de experimentos, mientras que la citometria de flujo y la microscopia permiten
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obtener informacion adicional, como puede ser el caso del estado fisioldgico del

cultivo (Rasch, 2004).

4.4 — Método de impedanciometria

Los aparatos de impedancia microbioldgica miden el metabolismo microbioldgico en
el medio a través del movimiento de iones entre dos electrodos (conductancia), o el
almacenamiento de carga en el electrodo del interfaz del medio (capacitancia). Para
el crecimiento bacteriano, la conductividad del medio de crecimiento aumenta con el
nimero de bacterias debido a la produccion de moléculas organicas cargadas
débilmente (McMeekin y col., 1993). Esta produccion de moléculas cargadas se debe
a, por ejemplo, la conversiéon de proteinas en aminodcidos, de carbohidratos en
lactato, y de lipidos en acetato, todos los cuales incrementaran la conductividad (G)
del medio de crecimiento (Firstenberg-Eden y Eden, 1984). Cuando los electrodos
estan inmersos en un medio conductivo, se generard un campo dieléctrico en el
interfaz del electrodo-solucion. El medio mostrard una capacitancia debido a la
polarizacion del interfaz del electrodo-solucion. Un potencial alternativo sinusoidal
aplicado al sistema causara por tanto una corriente dependiente de la impedancia (Z)
del sistema, lo cual es funcidn de su resistencia (R, G = 1/R), su capacitancia (C), y

la frecuencia aplicada (f) (Firstenberg-Eden y Eden, 1984).

- (4] o)

La sefial que debe medirse (impedancia, conductividad o capacitancia) depende del
instrumento y del microorganismo y su metabolismo. Los tiempos de generacion
pueden calcularse basdndose en los tiempos de deteccion o a partir del tiempo
requerido para duplicar la conductancia (McMeekin y col., 1993). La conductancia
ha sido utilizada para el modelado del crecimiento de Yersinia enterocolitica
(Lindberg y Borch, 1994), y la impedancia y la conductancia fueron utilizadas para el
modelado de Salmonella enteritidis (Fehlhaber y Kruger, 1998; Koutsoumanis y col.,
1998; Rasch, 2004).
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4.5 — Método de citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica rapida para mediciones de células individuales
en suspension. Las células individuales confinadas dentro de un chorro de agua,
pasan rapidamente por una ventana de medicion en la cual varios parametros de
varios millares de células por segundo pueden ser medidos simultdneamente con

precision alta (Vives-Rego y col., 2000).

La dispersion de la luz refleja el tamafio y la estructura celular, mientras que las
mediciones de fluorescencia pueden determinar el contenido celular de cualquier
constituyente que puede ser marcado con un tinte fluorescente (Walberg y col.,
1997). De esta manera, la citometria de flujo combina la ventaja de ser una técnica de
células individuales con el poder de ser capaz de medir un niumero de células muy
amplio en corto tiempo. Los datos resultantes no son un mero promedio de
mediciones de células mas una distribucion de los parametros medidos de las células.
La posibilidad de medicion de la distribucion da una estimacion de la heterogeneidad
de la poblacién microbiana y, de ese modo, también la posibilidad de detectar
subpoblaciones que, por ejemplo, son resistentes a un tratamiento bajo condiciones

de investigacion.

El uso de la citometria de flujo en microbiologia predictiva es alin muy limitado.
Serensen y Jakobsen (1997) utilizaron la citometria de flujo para enumerar las
células viables de Debaryomyces hansenii (levadura presente en quesos con
actividad proteolitica y lipolitica) en diferentes condiciones ambientales. Los datos
de crecimiento fueron utilizados para modelar la fase de latencia (L) y la velocidad
maxima de crecimiento (Umax) en funcién de la temperatura, el pH y el NaCl
Rattanasomboon y col. (1999) compararon datos obtenidos a partir de citometria de
flujo, turbidimetria, recuentos en placa y recuentos manuales por microscopia de
enumeracion de Brocothrix thermosphacta. Estos autores concluyeron que la
turbidimetria sobreestim6 el nimero celular cuando las células de B. thermosphacta
cambiaron morfolégicamente durante el crecimiento, mientras que la citometria de
flujo proporciond recuentos celulares mas exactos que los recuentos en placa

(Rattanasomboon y col.,, 1999). Esta sobreestimacion de células no pudo ser
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confirmada por Dalgaard y Koutsoumanis (2001), quienes verificaron que las

mediciones turbidimétricas estimaban correctamente la pm,, y la A (Rasch, 2004).

4.6 — Método de turbidimetria

La turbidimetria es un método establecido para estudiar el crecimiento bacteriano a
través de mediciones de densidad Optica, lo cual hace posible el seguimiento del
crecimiento de la poblacion bacteriana en tiempo real (Dalgaard y col., 1994; Begot

y col., 1996; Presser y col., 1998).

La densidad optica (DO) o absorbancia esté4 siendo utilizada desde hace muchos afos
para medir la concentracion, expresada en masa, nimero o longitud media celular, de
suspensiones bacterianas (Meynell y Meynell, 1970; McClure y col., 1993). Y la
llegada de los instrumentos turbidimétricos automatizados ha permitido a los

microbidlogos conseguir mediciones de DO mas eficazmente (McClure y col., 1993).

La absorbancia se define como el logaritmo decimal del cociente entre la intensidad
de la luz incidente sobre la suspension (lp) y la luz transmitida por la suspension (1)

(Stanier y col., 1989):

A log(lo)
()

Esta técnica se basa en el hecho de que las particulas pequefias difractan la luz,
dentro de ciertos limites, de manera proporcional a su concentraciéon. Cuando un haz
luminoso pasa a través de una suspension bacteriana, la reduccion en cantidad de luz
transmitida a consecuencia de la difraccion es pues una medida de masa bacteriana
presente. Tales mediciones se hacen normalmente con un fotometro o
espectrofotometro. Un espectrofotometro esta equipado con un prisma o una red de
difraccion que permite la iluminacion de la muestra con luz de un margen estrecho y

ajustable de longitudes de onda; un fotdmetro tiene filtros intercambiables que
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permiten pasar un margen relativamente amplio de longitudes de onda (Stanier y

col., 1989).

En la turbidimetria el crecimiento microbiano est4 relacionado con el aumento de la
turbidez del medio. Algunos fundamentos de este método fueron descritos por
McMeekin y col. (1993). Estos autores enfatizaron las limitaciones de este método,
siendo la mas importante su utilidad solamente como método comparativo, no
pudiendo ser utilizado para predecir recuentos viables al menos que sea hecha una

calibracion (McMeekin y col., 1993; Baranyi y Roberts, 1995).

Esta limitacion tiene que ver con el hecho de que el tipico umbral de deteccion
corresponde a una concentracion en un rango de 10°— 107 bacterias/ml (Begot y col.,
1996). Posicionando esta concentracion en una curva se puede deducir que se alcanza
el ultimo crecimiento exponencial y, consecuentemente, se podrian obtener
estimaciones erroneas de la fase de latencia debido a otros factores afines que

influencian el crecimiento (Swinnen y col., 2004).

No obstante, también es posible cuantificar los pardmetros de crecimiento cuando el
tamafio del inoculo estd por debajo del umbral de deteccion. En este caso, deben
conocerse los recuentos celulares iniciales y la ecuacion de calibracion. Por ejemplo,
Bréand y col. (1997) estimaron tiempos de latencia desde el punto de interseccion
entre la linea recta extrapolada con la pendiente igual a la velocidad de crecimiento
(basada en las mediciones de DO detectables) en un punto del crecimiento visible y

la linea horizontal en el logaritmo del recuento celular inicial.

Varios autores han descrito métodos de calibracion (Dalgaard y col., 1994; Chorin y
col., 1997). McClure y col. (1993) utilizaron una sencilla ecuaciéon cuadrética para
relacionar la densidad dptica con recuentos viables. Dalgaard y col. (1994) utilizaron
dos métodos equivalentes de calibracion: uno en el cual las células de la fase
estacionaria fueron diluidas a la DO apropiada, y el otro en la cual se tomaron

medidas de DO y de recuentos viables durante el crecimiento.

La calibracion realizada por Hudson y Mott (1994) relacion6 el tiempo de latencia

obtenido a partir de las mediciones de densidad dptica con los recuentos de células
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viables mediante una ecuacion de regresion (McKellar y Knight, 2000; Olmez y

Aran, 2005).

En algunos trabajos, la ecuacion de Gompertz fue ajustada directamente a los datos
de densidad optica, aunque no estén disponibles datos por debajo del minimo de DO
detectable (aprox. 10’ UFC/ml), por lo cual, podrian cuestionarse las estimaciones
del tiempo de latencia y de la velocidad de crecimiento (Hudson, 1993; Hudson y
Mott, 1994). McMeekin y col. (1993) estudiaron el mejor modo de ajuste de la
funcion Gompertz a la transmitancia, y este método estd siendo utilizado para

calcular los tiempos de generacion (Neumeyer y col., 1997).

Francois y col. (2005 y 2007) transformaron en UFC/ml las curvas de crecimiento

obtenidas a través de mediciones de DO.

Begot y col. (1996) describieron diversas recomendaciones para calcular los
parametros de crecimiento a partir de mediciones de densidad Optica, y se han
publicado varios trabajos con datos de mediciones de DO sin ninguna calibracion
previa aparente (Huchet y col., 1995; Begot y col., 1996, 1997; Cheroutre-Vialette y
col., 1998; Cheroutre-Vialette y Lebert, 2000; Vialette y col., 2003). En estos
trabajos se han calculado los parametros cinéticos tiempo de latencia y velocidad de

crecimiento.

Hudson y Mott (1994) ajustaron la ecuacion modificada de Gompertz (Zwietering y
col., 1990) a los datos de crecimiento de Pseudomonas fragi (recuentos viables y
mediciones de DO, ambos con un tamafio de indculo por debajo del limite de
deteccion) y obtuvieron tiempos de latencia (a partir de los datos de recuentos
viables) menores que con las mediciones con DO. Esta discrepancia entre DO y
recuentos viables es justificada por el incremento de la longitud celular durante la

fase de latencia.

Cuppers y Smelt (1993) consideraron la medicion del tiempo necesario para que el
aparato detectara turbidez como un método alternativo para la obtencion de

informacion sobre el tiempo de latencia y la velocidad de crecimiento.
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Otros autores han propuesto el uso del tiempo de deteccion observado, es decir, el
tiempo necesario para que una poblacion celular alcance un nivel de turbidez
detectable, como alternativa a todas las curvas turbidimétricas de crecimiento. Para
un instrumento turbidimétrico, el tiempo de deteccion se define como el periodo
necesario para llegar a un incremento medible de la densidad oOptica inicial, es decir,
para que el crecimiento se torne visible de acuerdo con el tamafio de in6culo. Puede
ser medido con el Bioscreen, con un lector de placas microtiter, o con tubos en un

espectrofotometro (Swinnen y col., 2004).

Baranyi y Pin (1999) propusieron un método numérico, es decir, un protocolo de
analisis de variancia, para estimar la fase de latencia mediante medidas de tiempos de
deteccion de diluciones seriadas de cultivos. Sin embargo, no presentaron datos para
comparar los valores de los parametros obtenidos con los recuentos de células

viables.

No obstante, la variabilidad de los parametros de crecimiento estimados
(especialmente estimaciones de tiempo de latencia) no sélo se debe a la técnica
utilizada para monitorizar el crecimiento bacteriano, sino también al modelo
utilizado para ajustar los datos de crecimiento (Dalgaard y Koutsoumanis, 2001;

Baty y col., 2002).

Se han realizado comparaciones entre los tiempos de latencia estimados mediante
densidad oOptica y los recuentos de células viables. Augustin y col., (1999)
compararon varios métodos y concluyeron que, para el modelo logistico, una
combinacion de algunos recuentos y de datos de absorbancia dieron como resultado
estimaciones del tiempo de latencia mdas exactas. En contraste, Dalgaard y
Koutsoumanis (2001) mostraron que la méaxima velocidad de crecimiento y, por
consiguiente, el tiempo de latencia, podrian ser estimadas exactamente con una
razonable precision a partir de curvas de absorbancia de crecimiento utilizando el
modelo de Richards (Zwietering y col., 1990). Por otra parte, la exactitud y la
precision de estos valores corresponden a los valores estimados a partir de los
tiempos de deteccion de la absorbancia de diluciones seriadas de cultivos, probando

el método propuesto por Baranyi y Pin (1999). En cualquier caso, la desventaja es
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que para determinar el tiempo de latencia a partir de los datos de absorbancia se

necesitan recuentos adicionales de células viables.

Baty y col. (2002) también compararon los tiempos de latencia estimados a través del
ajuste de diferentes modelos (Baranyi y Roberts, 1994; Hills y Wright, 1994) y un
modelo exponencial con retraso, para diferentes tipos de datos (DO y recuentos).
Concluyeron que, en general, la eleccion del modelo para estimar el tiempo de
latencia parece ser crucial, mientras que la técnica utilizada para monitorizar el

crecimiento bacteriano parece tener menos influencia (Swinnen y col., 2004).

En general, se puede concluir que la determinacion del tiempo de latencia a partir de
mediciones de densidad optica esta influenciada por la técnica de mediciones de la
DO, el modelo utilizado para ajustar los datos, el microorganismo, el medio de
incubacién, las condiciones ambientales, etc. Por tanto, para cada método, una
calibracion y validacion deberia ser realizada entre recuentos viables y mediciones de

DO (Swinnen y col., 2004).

Debido a la intensa laboriosidad que implican los métodos tradicionales consistentes
en el recuento de células viables, no pueden ser utilizados para medir el tiempo de
latencia de células individuales, ya que para ello serian necesarias técnicas de
aislamiento de células individuales y una gran cantidad de repeticiones de
mediciones. McKellar y Knight (2000) utilizaron diluciones binarias seriadas del
indculo para obtener células individuales y, posteriormente, calcularon el promedio
del tiempo de latencia de células individuales de Listeria monocytogenes a través del

tiempo de deteccion utilizando mediciones del Bioscreen (Swinnen y col., 2004).

Wu y col. (2000) compararon el método Bioscreen de McKellar y Knight (2000) con
la microscopia a la hora de determinar los tiempos de latencia de células
individuales. La diferencia entre el tiempo de latencia obtenido a partir de datos
microscopicos o a partir de los tiempos de deteccion es que los primeros se observan
cuando las células se dividen por primera vez, y los ultimos se observan cuando la

biomasa celular empieza a crecer, es decir, cuando la célula aumenta su volumen

(Swinnen y col., 2004).
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Francois y col. (2003b) también mostraron la posibilidad de calcular el tiempo de
latencia de células individuales utilizando un lector de placas microtiter. Un
protocolo para aislamiento de células individuales con un alto rendimiento (80 %)
habia sido previamente desarrollado por Frangois y col. (2003a). Mediante la DO
midieron el crecimiento y elaboraron una curva de calibracion en la parte superior de
la curva de crecimiento clasica. La técnica de extrapolacion empleada fue idéntica al
método de Bréand y col. (1997) para calcular el tiempo de latencia de una poblacién

(Swinnen y col., 2004).

Métris y col. (2003) realizaron las mediciones de la distribucion individual de los
tiempos de latencia a través del Bioscreen y observaron que el origen de la
variabilidad de los tiempos de deteccion es cercano a la variabilidad de los tiempos

de latencia individuales, si el nimero de células iniciales es bajo.

Krist y col. (1998) estudiaron los efectos del cloruro sédico, de la temperatura y de la
acidez sobre Escherichia coli a través de mediciones turbidimétricas a 540 nm.
Gonzélez y Russel (1999) utilizaron una longitud de onda de 600 nm para estudiar
los factores que afectan la extrema resistencia al acido de Escherichia coli O157:H7.
Asi mismo, Guraya y col. (1998), con el mismo microorganismo e igual longitud de
onda, efectuaron mediciones de densidad dOptica para estudiar la efectividad de la sal,
del pH y del diacetilo como inhibidores en productos lacteos conservados a
temperaturas de refrigeracion. Rattanasomboon y col. (1999), al observar que los
valores obtenidos de los pesos de las células se comparaban bien con las mediciones
turbidimétricas, sugirieron que la turbidimetria seria un buen indicador de las
fluctuaciones en la masa de células durante el crecimiento. Becker y col. (1998),
también con turbidimetria, hicieron estudios comparativos de Escherichia coli y

otros microorganismos patdégenos asociados a los alimentos.

Jakob y col. (1989) verificaron que los resultados obtenidos por la metodologia
turbidimétrica automatica, ademds de presentar una buena correlacion con los
resultados obtenidos por la metodologia convencional, proporcionan resultados en
menos de 16 horas frente a las 48 horas de los métodos convencionales de recuento

de células. Esto supondria una buena opcion para el control de la calidad de los
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alimentos con el objetivo de que los resultados estén disponibles antes de que

aquellos salgan de la fabrica (Bajaj y col., 1991; Baumgart, 1992).

Segtin Koch (1981), la ley de Beer considera que la absorbancia es proporcional a la
concentracion y, en suspensiones diluidas, muchas bacterias tienen la misma
absorbancia por unidad de peso de la concentracion, independientemente del tamafio
de la célula. Esta relacion es la base del uso de la turbidimetria como un método
rapido, no destructivo y econdmico para monitorizar el crecimiento de cultivos
microbianos (Bajaj y col., 1991; Baumgart, 1992; Presser y col., 1998; Rosa y col.,
1998).

La determinacion de la velocidad de crecimiento bacteriano en caldos de cultivo
utilizando métodos turbidimétricos proporciona un medio de modelacién barato y

rapido. Neumeyer y col., (1997) demostraron la reproducibilidad de ese método.

En el caso de Listeria monocytogenes, se han publicado diversos trabajos sobre
modelos especificos para describir el efecto combinado de la temperatura, pH, ay,
acidos organicos, NaNO,, CO, e irradiacion sobre su crecimiento (Buchanan y
Phillips, 1990; Duh y Schaffner, 1993; Grau y Vanderlinde, 1993; Patterson y col.,
1993; Duffy y col., 1994; Farber y col., 1996; George y col., 1996; Murphy y col.,
1996; Fernandez y col., 1997; McClure y col., 1997; Giffel y Zwietering, 1999;
Powell y col., 2006; Carrasco y col., 2007; Frangois y col., 2007; Valero y col.,
2007).

4.7 — Método de microscopia y tamafio de colonias

La microscopia es otro método que esta ganando interés con el desarrollo de software
y programas de analisis de imagen, herramientas para automatizacion que tornan el
método mas accesible. La microscopia permite estudios directos de células
individuales, lo cual da nuevas oportunidades para el seguimiento de la misma célula
durante largos periodos de tiempo. Una de las principales ventajas de la microscopia
y de las mediciones del tamano de la colonia es la posibilidad de estudiar sistemas

solidos, los cuales se parecen mas de cerca a la situacion de muchos sistemas
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alimentarios. No obstante, también es posible investigar el crecimiento en sistemas

liquidos (Rasch, 2004).

La literatura cientifica sobre el uso de la microscopia en el modelado predictivo es
ain escasa. Wu y col. (2000) compararon el uso de la microscopia para la
determinacion de la duracion de la fase de lactancia en células individuales de L.
monocytogenes con el método de TTD (tiempos de deteccion). La microscopia es un
método directo que permite una observacion visual de la primera division celular,
mientras que el método TTD depende del tiempo para la deteccion, la tasa de
crecimiento, y la extrapolacion regresiva a la célula individual. Ademads, cualquier
tratamiento que resulte en ausencia de division celular no sera detectable a través del

método TTD (Wu 'y col., 2000; Rasch, 2004).

5-VALIDACION DE MODELOS

La microbiologia predictiva estd basada en la premisa de que las respuestas de las
poblaciones de microorganismos a los factores ambientales son reproducibles, y que
por caracterizacion de los factores dominantes de las respuestas de crecimiento, es
posible, desde observaciones anteriores, predecir las respuestas de dichos
microorganismos en otras condiciones ambientales similares (Ross y McMeekin,

1994).

Los modelos predictivos son tipicamente generados en medios de cultivo liquidos en
el laboratorio (Baranyi y col., 1999). Ross (1996) propuso los factores de sesgo
(“bias™) y de exactitud (“accuracy”) como medidas de mejora de los modelos
matematicos usados en la microbiologia predictiva, con el objetivo de facilitar la
evaluacion de la fiabilidad de tales modelos cuando son comparados con
observaciones no utilizadas para generar los modelos, particularmente en alimentos,
y, por lo tanto, para evaluar su utilidad en la toma de decisiones sobre la calidad y la

seguridad alimentarias. Otro objetivo fue proveer una medida sencilla y cuantitativa

de fiabilidad del modelo.

Se cuestionan frecuentemente la validez y la aplicabilidad de los modelos

desarrollados en el laboratorio a la hora de aplicarlos a los alimentos reales. Por un
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lado, ha sido demostrado que los alimentos reales soportan mejor el crecimiento de
los microorganismos que los medios laboratoriales (Genigeorgis y col., 1971;
Raevuori y Genigeorgis, 1975; Zhao y col., 2002). Por otro lado, el nivel de
contaminacion en los alimentos es generalmente muy bajo, mientras que el tamafio
del in6culo utilizado en el laboratorio es, comparativamente, mucho mas elevado

(Zhao y col., 2002).

Para determinar qué predicciones proporcionan una buena descripcion del
crecimiento en los alimentos, los modelos deben validarse y evaluarse en su
habilidad predictiva. Cuando un modelo matematico se construye y valida
adecuadamente, permite, por ejemplo, la prediccion del efecto del cambio de las
condiciones de tratamiento sobre la evolucion microbiana (Geeraerd y col., 2004). La
precision de los modelos puede ser valorada graficamente enfrentando los valores
observados contra las correspondientes predicciones del modelo. Ademas, el error
cuadrado medio (“Mean squared error”’, MSE), los valores de R? y los factores de
sesgo y de exactitud pueden utilizarse como indicaciéon de la confianza de los

modelos cuando son aplicados a los alimentos (Giffel y Zwietering, 1999).

El objetivo del enfoque de todos los modelos es obtener buena generalizacion de
propiedades. Esto significa que un modelo deberia funcionar bien cuando se
confronte con nuevos datos, incluso en la region de interpolacion del disefio
experimental original. Esto esté relacionado con la sobreestimacion o subestimacion:
un modelo muy rigido tendrd un bajo R? ajustado, no obstante, quizds expone un
comportamiento 16gico, mientras que un modelo flexible (como el tipo de modelos
polinomiales o redes artificiales neurales) tendra un alto R? ajustado, pero puede
fallar cuando es usado con datos recientes o incluso con los datos usado para

desarrollar el modelo (Geeraerd y col., 2004).

6 - CRECIMIENTO BACTERIANO

En microbiologia, la palabra “crecimiento” se define como un incremento en el
nimero de células o de masa celular por unidad de tiempo de una poblacién

microbiana (Madigan y col., 1997). Si un microorganismo es cenocitico, es decir,
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multinucleado, en el que las divisiones nucleares no se acompanan de divisiones
celulares, el crecimiento produce un incremento de tamafo pero no del nimero de
células. El crecimiento ocasiona un aumento del nimero de células cuando los
microorganismos se multiplican por procesos como gemacion o fision binaria. En
este caso las células individuales se agrandan y dividen para originar dos células

hijas de un tamafo aproximadamente igual (Prescott y col., 1999).

La microbiologia predictiva esta relacionada con la compleja dindmica del
comportamiento de la poblacion microbiana, tal como fue observado por Monod
(1949), “El crecimiento de los cultivos bacterianos, a pesar de la inmensa
complejidad del fendmeno, generalmente obedece a leyes relativamente sencillas, las
cuales hacen posible definir ciertas caracteristicas cuantitativas del ciclo del
crecimiento, esencialmente las tres constantes del crecimiento: crecimiento total, tasa
del crecimiento exponencial y crecimiento latente. Estas definiciones no son
puramente arbitrarias y corresponden a elementos fisiologicamente distintos del ciclo

de crecimiento” (McMeekin y Ross, 2002).

La curva de crecimiento de un cultivo microbiano puede ser subdividida en cuatro
partes distintas denominadas fase de latencia, fase exponencial, fase estacionaria y

fase de muerte.

La fase de latencia, es el periodo de ajuste que las células experimentan al ser
transferidas de un medio al otro antes de iniciar su crecimiento. La fase exponencial
o logaritmica es aquella durante la cual los microorganismos crecen y se dividen
hasta el nivel maximo posible, en funcidon de su potencial genético, tipo de medio y
las condiciones en que crece. En este periodo hay una relacion lineal entre el
logaritmo del niimero de células (o cualquier otra propiedad medible de la poblacion)
y el tiempo. Los microorganismos se dividen y duplican en niimero en intervalos
regulares. Como cada célula se divide en un momento ligeramente diferente del
resto, la curva de crecimiento aumenta suavemente, en lugar de realizar discretos
saltos. La fase estacionaria es resultado del agotamiento de los nutrientes disponibles
o del efecto de acumulacion de productos toxicos de metabolismo que tienen como
consecuencia la disminucion de la velocidad del crecimiento. La transicion entre la

fase exponencial y la fase estacionaria se caracteriza por un crecimiento
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desequilibrado, durante el cual los diversos componentes celulares son sintetizados a
diferentes velocidades. Y la fase de muerte es consecuencia de diversos factores: uno
importante es el agotamiento de las reservas celulares de energia. Al igual que el
crecimiento, la muerte también asume una funcién exponencial que puede ser
representada por una disminucion lineal del nimero de las células viables a lo largo

del tiempo (Madigan y col., 1997, Prescott y col., 1999).

6.1 — Adaptabilidad y variabilidad de respuestas microbianas. Implicaciones
sobre la microbiologia predictiva

El proceso de adaptacion de los microorganismos a las condiciones del medio en que
se encuentran depende de varios factores como es el caso de la composicion del
medio mismo o del estado fisioldgico de la cepa, entre otros. Por eso, la variabilidad
de las respuestas microbianas influye de manera distinta en la prediccion de la

cinética de los microorganismos.

Dichas respuestas de los microorganismos a las condiciones de crecimiento pueden
ser evidenciadas a través de sus parametros de crecimiento como son el tiempo de

latencia, tiempo de generacion y la velocidad de crecimiento.

6.1.1 — Tiempo de latencia

Un fenomeno inherente a la cinética microbiana es la latencia, la cudl es tipicamente
observada como la respuesta retardada de la poblaciéon microbiana ante un
(repentino) cambio en el ambiente. La fase de latencia puede producirse en ambos

procesos, de crecimiento y de inactivacion (Swinnen y col., 2004).

En el caso de las condiciones de crecimiento, la fase de latencia es el periodo de
ajuste durante el cual las células bacterianas se modifican por si mismas con el
objetivo de sacar ventaja del nuevo ambiente e iniciar el crecimiento exponencial
(Buchanan y Klawitter, 1991). Por tanto, durante la fase de latencia las células se

adaptan a su nuevo entorno induciendo o reprimiendo la sintesis y actividad de
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determinadas enzimas, iniciando la replicacion de su material genético, y, en el caso

de las esporas, diferenciandose en células vegetativas (Montville, 2000).

Debido a que el crecimiento de patdgenos en los productos alimentarios es
inaceptable, es necesario predecir la fase de latencia con exactitud (McMeekin y col.,
1997), lo cual en la actualidad no siempre se consigue (McKellar, 1997). Esto
implica que es necesario un gran conocimiento de la fase de latencia y de los factores

fisiologicos que la afectan (McDonald y Sun, 1999).

En el caso de las condiciones de inactivacion, la respuesta retardada (fase de
latencia) es observada como un “hombro” en la curva de inactivacion logaritmica

(Geeraerd y col., 2000).

La fase de latencia del crecimiento microbiano fue definida en 1914 por Penfold
como el intervalo entre la inoculacion del cultivo bacteriano y el tiempo del
comienzo de su velocidad maxima de crecimiento. Y suele ser convencionalmente
medido como el punto en el cudl la pendiente de la fase exponencial de crecimiento
(en una grafica semi-logaritmica) intercepta la linea horizontal trazada desde la

concentracion celular inicial, como refiere Robinson y col. (1998).

Buchanan y Solberg definieron en 1972 la fase de latencia como el tiempo necesario
para que la densidad de poblacion se duplique. Y Pirt en 1975defini6 el crecimiento
latente como el periodo de transicion durante el cual la tasa del crecimiento
especifico aumenta hasta al maximo valor caracteristico del ambiente de cultivo. Se
trata pues de una definicion similar a la establecida por Penfold en 1914 (Robinson y

col. (1998).

El tiempo de latencia es la duracion de la fase de latencia. Segiin Delignette-Muller
(1998), el tiempo de latencia fue descrito en 1918 por Buchanan, y posteriormente
fue matematicamente definido por Buchanan y Cygnarowicz (1990) como el tiempo
cuando la segunda derivada del logaritmo de la curva de crecimiento alcanza su
maximo valor es decir, el tiempo en el cual el cambio de la tasa de crecimiento

especifico es maximo (maxima aceleracion de la tasa de crecimiento): este es el
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primer instante de tiempo en el que la tercera derivada del logaritmo neperiano del

numero de organismos con respecto al tiempo es cero (Swinnen y col., 2004).

Dado que la tipica curva de crecimiento es de tipo sigmoidal, la duracion de la fase
de latencia puede ser cuantificada como el tiempo obtenido por la extrapolacion de la
tangente en la parte exponencial de la curva de crecimiento, hacia el nivel del

in6culo. Esta definicion esta actualmente mas extendida (Swinnen y col., 2004).

Comunmente, la fase transitoria que sigue a la inoculacion del microorganismo en un
medio de cultivo del laboratorio (o de contaminacién de un producto alimentario) en
condiciones ambientales constantes puede definirse como la fase de latencia inicial.
Sin embargo, variaciones ambientales durante este periodo de crecimiento pueden
dar lugar a un crecimiento retardado, o latencia intermedia. Ademas del cambio del
medio y del efecto de la dilucion, la latencia inicial y la latencia intermedia pueden
ser consideradas como esencialmente la misma, porque en ambos casos las células

experimentan la transicion de unas condiciones a otras (Swinnen y col., 2004).

La linea divisoria crecimiento/no crecimiento representa un limite en el cual la tasa
de crecimiento es cero y la fase de latencia infinita. Probablemente, y mas que
cualquier otro factor, la determinacion precisa de la fase de latencia ha creado
problemas a los microbidlogos predictivos. Incluso ha sido ignorada en muchas
aplicaciones practicas de modelos predictivos, tales como la evaluacion de la higiene
de las operaciones del procesado de la carne (Gill y col., 1991). La gran dificultad es
que las células que contaminan un alimento alcancen el nivel de capacidad
fisiologica de aquellas que se estdn dividiendo activamente en el mismo. Hay
diversos estados de latencia, como las células que se estan dividiendo activamente,
aquellas que demuestran una fase de latencia fisiologica, aquellas que estan dafiadas
y requieren recuperacion, y aquellas que han empezado un estado de animacién
suspendido (viables pero no cultivables). Ademads, pueden surgir complicaciones de
modelado cuando las fluctuaciones en las condiciones ambientales sean de la
suficiente magnitud y rapidez como para inducir a una poblacion que ya ha superado
su fase de latencia para empezar otra vez uno de los estados latentes citados

anteriormente (McMeekin y col., 2002).
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La duracién de la fase de latencia se ve afectada por factores como la identidad y el
fenotipo de la bacteria (Buchanan y Cygnarowicz, 1990), el tamano del indculo
(Baranyi y Roberts, 1994; Besse y col., 2006), la historia fisioldgica de la poblacion
(McMeekin y col., 1993), y por los cambios en el medio fisico-quimico, tales como
la temperatura (Zwietering y col.,, 1994), el pH, la actividad de agua y la
disponibilidad de nutrientes (Buchanan y Cygnarowicz, 1990).

Augustin y col. (2000a), estudiando el crecimiento de L. monocytogenes en un medio
pobre en nutrientes y bajo condiciones subdptimas, concluyeron que la fase de
latencia se prolonga cuando el indculo es estresado severamente por escasez de

nutrientes y el tamaiio del in6culo es muy pequeio.

De acuerdo con Robinson y col. (1998), las causas de latencia reconocidas por Pirt
en 1975 fueron las siguientes: cambios en la nutricion, cambios en el ambiente fisico,

presencia de algin inhibidor, germinacion de esporas, estado del indculo.

Varios autores han publicado que la fase de latencia es inversamente proporcional a
la tasa de crecimiento maxima especifica (Smith, 1985; McMeekin y col., 1993;

Baranyi y Roberts, 1994, McMeekin y col., 2002).

La duracion del tiempo de latencia suele ser estimado erroneamente. Esto es
usualmente atribuido al efecto de la historia previa de las células. Robinson y col.,

(1998) formalizaron el concepto de tiempo de latencia dependiente de dos elementos:

e La cantidad de trabajo necesario por parte de las células para adaptarse al nuevo

ambiente y/o reparar los dafios debidos ese cambio.

e La proporcidn en la que estas reparaciones pueden hacerse.

Una preadaptacion a las condiciones perjudiciales al crecimiento puede reducir de
manera espectacular los tiempos de latencia (Buchanan y Klawitter, 1991; Kroll y
Patchett, 1992; Hudson, 1993; Dufrenne y col., 1997). Incluso cuando los efectos del
in6culo han sido minimizados, todavia es dificil obtener una imagen clara de la

forma en coémo la latencia varia en funcion del ambiente externo (Robinson y col.,

31



Revision bibliogréfica

1998). Por tanto, la magnitud y el grado del cambio entre el ambiente anterior y el

ambiente actual afectan el tiempo de latencia.

No obstante, varios estudios han demostrado la relacion entre el tiempo de latencia y
la tasa de crecimiento (Smith, 1985; Mackey y Kerridge, 1988; Adair y col., 1989;
Baranyi y Roberts, 1994), aunque esta posibilidad no estd siendo totalmente

explorada (Robinson y col., 1998).

Para Robinson y col. (1998), la exactitud con la cual la latencia puede ser predicha
dependera del conocimiento del estado del indculo y de la habilidad para predecir
como la latencia se ve influenciada por los efectos separados del estado del indculo y

de las condiciones ambientales.

Whiting y Bagi (2002) examinaron la duracion de la fase de latencia de células de L.
monocytogenes crecidas en diferentes estados fisiologicos y transferidas a diferentes
temperaturas: las células que crecian exponencialmente tuvieron fases de latencia
mas cortas; las c€lulas que estaban en la fase estacionaria y las células hambrientas
tuvieron fases de latencia largas; las células refrigeradas tuvieron fases de latencia
ligeramente largas y; las células desecadas exhibieron las fases de latencia mas
largas. Equivalentemente, Augustin y col. (2000b) y Mellefont y col. (2000)
concluyeron para L. monocytogenes y E. coli, respectivamente, que las células que
crecian activamente se ajustan mds rapidamente a los cambios comparado con las

células de indculos extraidos de las fases de latencia o estacionaria.

Debido a la existencia de la multitud de factores anteriormente mencionados que
afectan el comportamiento de la fase de latencia, es dificil obtener predicciones

(Swinnen, 2004).

6.1.2 — Tiempo de generacion

El tiempo de generacion es ¢l tiempo necesario para duplicar la poblacion bacteriana.
Seglin Stanier y col. (1989) se define como el tiempo requerido para que todos los

componentes del cultivo aumenten en un factor de 2.
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Durante este periodo de generacion el numero de células y la masa celular se duplica.
El tiempo de generacion varia entre los distintos microorganismos. Muchas bacterias
tienen tiempos de generacion de 1-3 horas, conociéndose pocos microorganismos
que crezcan muy rapidamente dividiéndose en menos de 10 minutos. Otras tienen
tiempos de generacion de varias horas o incluso dias. El tiempo de generacion es util
como indicador del estado fisiologico de una poblacién celular, y es usado con
frecuencia para comprobar el efecto negativo o positivo de un determinado

tratamiento sobre un cultivo bacteriano (Madigan y col., 1997).

El tiempo de generacion esta directamente relacionado con la velocidad de
crecimiento exponencial, que se define como la pendiente de la curva de crecimiento
logaritmico en la fase de crecimiento exponencial. Generalmente, estos dos
parametros son estimados por el ajuste de los modelos primarios (Delignette-Muller,
1998), tales como la ecuacion modificada de Gompertz (Gibson y col., 1988;

Zwietering y col., 1990) o el modelo propuesto por Baranyi y Roberts (1994).

La relacién proporcional entre el tiempo de latencia y el tiempo de generacion es
implicita o explicitamente asumida por algunos investigadores (Delignette-Muller,
1998). Generalmente, admiten que, a diferencia del tiempo de generacion, el tiempo
de latencia no depende solamente de las condiciones de crecimiento, sino que
también de las condiciones de crecimiento previas, tal como se ha indicado
anteriormente (Hudson, 1993; Dufrenne y col., 1997). Pero suponen que para los
cultivos que tienen idénticos estados fisiologicos en el momento de la inoculacion, y
que fueron cultivados bajo diferentes condiciones, el ratio del tiempo de latencia

sobre el tiempo de generacion es constante (Delignette-Muller, 1998).

Segun Robinson (1998), varios modelos que son muy adecuados para predecir la fase
de latencia pueden diferir de aquellos que son mejores para predecir la velocidad de
crecimiento (Zwietering y col., 1991; Ratkowsky y col., 1991; Duh y Schaftner,
1993; Buchanan, 1993), y, en muchos casos, no se ha tenido en cuenta en la latencia

el efecto de la historia del inoculo.
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6.1.3 — Velocidad de crecimiento

Como ya se ha indicado anteriormente, el crecimiento se define como un incremento
en el numero de células microbianas en una poblacion, lo cual también puede ser
medido como un incremento en masa microbiana. En este contexto, la velocidad de
crecimiento se define como el cambio en nimero de células o masa celular por

unidad de tiempo (Madigan y col., 1999).

Un cultivo microbiano creciendo en equilibrio imita una reaccion autocatalitica de
primer orden, es decir, la velocidad del aumento de bacterias en un tiempo dado es
proporcional al nimero o masa de bacterias presentes durante ese tiempo (Stanier y

col., 1989).

La tasa del crecimiento exponencial se ve influenciada por las condiciones
ambientales (temperatura, composicion del medio), asi como por las caracteristicas

genéticas del microorganismo (Madigan y col., 1997).

6.2 — Influencia de los factores ambientales sobre el crecimiento bacteriano

Los alimentos son ecosistemas complejos. Los ecosistemas estan constituidos por el
medio ambiente y los organismos que viven en ¢l. El ambiente de un alimento esta
constituido por factores intrinsecos inherentes al alimento (por ejemplo, el pH, la
actividad de agua y los nutrientes) y factores extrinsecos a ¢l (por ejemplo, la
temperatura, la composicion del aire, o la presencia de otras bacterias) (Montville,

2000).

El crecimiento bacteriano estd influido notablemente por la naturaleza quimica y
fisica de su ambiente. El conocimiento de estas influencias ambientales permite
controlar el crecimiento microbiano y estudiar la distribucion ecoldgica de los

microorganismos (Prescott y col., 1999).

Numerosos factores afectan el crecimiento de los microorganismos en los alimentos,
y, a menudo, sus interacciones tienen un efecto significativo sinérgico o antagoénico

sobre el crecimiento. Estos efectos interactivos pueden ser muy importantes en los
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sistemas alimentarios, en los cuales el crecimiento bacteriano puede verse favorecido
o inhibido por los multiples ingredientes, condiciones de almacenamiento o

constituyentes alimentarios (Eifert y col., 1996).

De entre los varios factores ambientales que pueden tener influencia sobre el
crecimiento bacteriano podemos destacar los siguientes: la temperatura, el pH, los
solutos y la actividad de agua (ay), la concentracion de oxigeno, la presion y la
radiacion. En muchos sistemas alimentarios, la temperatura, la actividad de agua y el
pH son los factores ambientales claves que controlan el crecimiento bacteriano. Las
respuestas de las bacterias a estos factores de crecimiento son altamente
reproducibles, permitiendo que las respuestas sean resumidas como modelos

matematicos (McMeekin y col., 1993; Krist y col., 1998).

Los factores intrinsecos y extrinsecos de los alimentos pueden ser manipulados para
la conservacién de los mismos, y, de este modo, puede considerarse su conservacion

como “la ecologia de crecimiento cero” (Gould, 1995).

No obstante, si consideramos un alimento como un macroambiente, debemos tener
en cuenta que también puede contener muchos microambientes distintos. Este hecho
se puede ilustrar con la aparicion de brotes de toxiinfecciones alimentarias por el
consumo de alimentos con caracteristicas tipicamente aerobias causados por
Clostridium botulinum, que es un anaerobio estricto. El crecimiento de C. botulinum
en patatas, cebollas, y ensaladas de col expuestas al aire ha provocado brotes de
botulismo (Lund, 1992). El oxigeno en estos alimentos es extraido durante el
cocinado y difunde de nuevo al interior tan lentamente que en su interior el producto
llega a permanecer anaerobio. El crecimiento de ciertos hongos y bacilos en la
superficie de productos derivados del tomate puede generar gradientes de pH y
oxigeno tales que permitan el crecimiento de C. botulinum y la produccion de toxina
en un area muy limitada del producto (Huhtanen y col., 1976; Montville, 1982). Este
es también un buen ejemplo de coémo se encajan los ecosistemas unos con otros. Los
microbios habitan microambientes situados en el macroambiente del alimento
contenido en el ambiente humano (cuando una persona olvida refrigerar un
producto), en un ambiente global (cuando el tiempo atmosférico puede proporcionar

una temperatura que favorezca el crecimiento microbiano) (Montville, 2000).
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6.2.1 — Temperatura

El control de la temperatura se encuentra entre los factores mas criticos precisos para
el logro de un suministro alimentario que reuna las propiedades sanitarias y
organolépticas correctas. Probablemente sea la temperatura el mas importante de los
factores ambientales que afectan a la viabilidad y el desarrollo microbianos (ICMSF,
1983). El factor que mas influye sobre el efecto de la temperatura en el crecimiento
es la sensibilidad de las reacciones catalizadas por enzimas a determinadas
temperaturas. En condiciones de baja temperatura, un aumento eleva la velocidad de
crecimiento, porque la velocidad de una reaccion catalizada por enzimas, como de
cualquier reaccion quimica, casi se duplicara por cada incremento de 10 °C. Como la
velocidad de cada reaccion aumenta, el metabolismo en general es mas activo a
temperaturas altas, y el microorganismo crece mas rapidamente. A partir de cierto
punto, un mayor incremento de la temperatura disminuye la velocidad de
crecimiento, y temperaturas lo suficientemente elevadas son letales. Las altas
temperaturas ocasionan dafios a los microorganismos al desnaturalizar las enzimas,
las proteinas transportadoras y otras proteinas (Prescott y col., 1999; Montville,

2000).

Todos los microorganismos tienen una temperatura minima por debajo de la cual no
se produce un crecimiento prolongado, asi como una temperatura 6ptima en la cual el
crecimiento es mucho mas rapido, y una temperatura maxima por encima de la cual
el crecimiento no es posible. Estas tres temperaturas son a menudo llamadas
temperaturas cardinales, y son, generalmente, caracteristicas de cada organismo, a
pesar de que no son completamente fijas, ya que pueden ser modificadas ligeramente
por otros factores ambientales, particularmente la composicion del medio de
crecimiento (Madigan y col.,, 1997). En funcion de la temperatura Optima de
crecimiento, los microorganismos pueden ser clasificados en los siguientes grupos:
psicrofilos, psicrétrofos, mesofilos, termofilos, hipertermofilos, tal como se presenta
en la Figura 1. Tanto los psicrofilos como los psicrotrofos crecen, aunque
lentamente, a 0 °C. Los verdaderos psicréfilos muestran su velocidad de crecimiento
optima a 15 °C y no crecen por encima de los 25 °C. Los psicrotrofos como L.

monocytogenes y C. botulinum tipo E, tienen temperaturas 6ptimas cerca de los 25
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°C y no crecen por encima de los 40 °C. Como estos patdogenos de origen alimentario,
junto con algunas cepas de Staphylococcus aureus, pueden crecer a 10 °C, queda
claro que la refrigeracion convencional no es suficiente para garantizar la seguridad
de un alimento (Palumbo, 1986). Deberian, por tanto, anadirse barreras adicionales

en los alimentos refrigerados que no contengan otros inhibidores de crecimiento
(NFPA, 1998).

Figura 1. Clasificacion de micoorganismos en funcion de la temperatura 6ptima (Madigan y col (1997).
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Durante el crecimiento en ambientes frios son importantes muchas capacidades
metabolicas. La adaptacion “homeoviscosa” permite a las células mantener la fluidez
de sus membranas a bajas temperaturas. Conforme la temperatura disminuye, la
célula sintetiza cantidades crecientes de 4acidos grasos mono-insaturados y di-
insaturados (Sinensky, 1974; Cossins y Sinensky, 1984). Las “arrugas” causadas por
los dobles enlaces previenen el empaquetamiento de los &cidos grasos en una
estructura cristalina. La acumulacion de solutos compatibles a bajas temperaturas

(Ko y col., 1994) es analoga a su acumulacién en condiciones de baja actividad de
agua.

La temperatura de crecimiento también puede influir sobre la sensibilidad de la

célula al calor. Las células de Listeria monocytogenes precultivadas a 48 °C poseen
una alta resistencia térmica (Montville, 2000).
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Hudson (1993), estudiando la influencia de cuatro temperaturas previas en el tiempo
de latencia de Aeromonas hydrophila, concluyé que se observan fases de latencia
cortas cuando las temperaturas de crecimiento aumentan, y fases de latencia largas
cuando las células son transferidas desde altas temperaturas de pre-incubacion a
bajas temperaturas de cultivo. Resultados analogos fueron obtenidos por Whiting y

Bagi (2002) en el caso de Listeria monocytogenes (Swinnen y col., 2004).

6.2.2 — Actividad de agua

La actividad de agua (ay,) de una solucion es el 1 % de su humedad relativa (cuando
se expresa en porcentaje). Equivale también a la relacion entre la presion de vapor de
la solucidn (Psor) y la del agua pura (Pagua). La actividad de agua de una solucion o un
solido puede establecerse aislando la muestra en una camara y midiendo la humedad
relativa después de que el sistema haya alcanzado el equilibrio (Prescott y col.,

1999).

P,
ay = sol

Pagua
La actividad de agua estd inversamente relacionada con la presion osmotica. La
mayoria de los microorganismos, incluyendo las bacterias patogenas, crecen mas
rapidamente a niveles de a,, de 0,995 — 0,980. La a,, de la mayoria de los medios de
cultivo utilizados en el laboratorio es de 0,999 — 0,990. A valores de a,, inferiores a
éstos, la velocidad de crecimiento y la poblacion estacionaria o la masa celular final
disminuyen, y la fase de latencia aumenta. A una a,, suficientemente baja, la cual es
dificil de definir con precision, la fase de latencia se hace infinita, es decir, el

crecimiento cesa (ICMSF, 1983).

Los microorganismos tienen que realizar un esfuerzo adicional para crecer en un
habitat con un valor de a,, bajo porque deben mantener una concentracion interna de
solutos elevada para retener agua. Este tipo de microorganismos se denominan
osmotolerantes. Pueden crecer en un amplio intervalo de ay, o de concentracion

osmética. Los microorganismos halofilos se han adaptado tan bien a las condiciones
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salinas que necesitan niveles elevados de cloruro sodico para crecer. En concreto, se
pueden aislar bacterias en el Mar Muerto del género Halobacterium. Estas bacterias
han modificado sustancialmente la estructura de sus proteinas y membranas,
acumulando en el interior grandes cantidades de solutos y de potasio para mantener

hipertonico su citoplasma (Prescott y col., 1999).

A muchos alimentos se les proporciona estabilidad, desde el punto de vista
microbioldgico, eliminando el agua (deshidratacion) o mediante la adicion de solutos
hasta alcanzar un valor bajo de a,. La sal y el azicar son los solutos que
habitualmente se afiaden a los alimentos para reducir la a,,. La preparacion de jaleas,
mermeladas y productos similares generalmente va acompaniada de una extraccion
parcial del agua (concentracion) mediante calentamiento. La adicion de sal se utiliza
predominantemente en la carne, el pescado y algunas verduras. La sal se afiade
directamente en seco o mediante salmuera dependiendo siempre de la naturaleza del
producto. Para que la sal penetre rapidamente puede aplicarse mediante presion; por
ejemplo, cuando se inyecta la salmuera del curado en el espesor de los tejidos de
grandes trozos de carne. En las carnes curadas, el efecto inhibidor sobre los

microorganismos se incrementa mediante la adicion de nitritos (ICMSF, 1983).

La osmorregulacion ha sido ampliamente estudiada en las bacterias Gram negativas
como Escherichia coli y Salmonella typhimurium. La adaptacion de estas bacterias a
concentraciones altas de solutos extracelulares generalmente se acompana de la
acumulacion intracelular de iones de potasio y compuestos organicos como
aminoacidos, compuestos amonio cuaternarios ¢ hidratos de carbono (trealosa)

(Csonka, 1989).

En climas calidos y en paises en los que no se dispone de suficiente capacidad para la
refrigeracion de los alimentos, como pueden ser los paises africanos, los productos
muy salados (carne y pescado) o deshidratados son mucho mas habituales. Estos
productos permiten una mayor facilidad de comercializacion y de conservacion. Por
el contrario, en los paises donde se dispone de refrigeracion suficiente, los productos
carnicos mas corrientes son los ligeramente salados que necesitan refrigeracion para

su mantenimiento.
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Muchos hongos son osmotolerantes y, por ello, son los principales microorganismos
involucrados en la putrefaccion de alimentos salados y deshidratados (Prescott y col.,

1999).

6.2.3 - pH

El pH es una medida de la actividad de los iones de hidrégeno de una solucion que se
define como el logaritmo negativo de la concentracion de iones de hidrogeno
(expresada en moles). Es decir, el cambio de una unidad de pH representa un cambio
de 10 veces en la concentracion de iones de hidrogeno. Por eso, por ejemplo el
vinagre (con un pH aproximado a 2) y el amoniaco doméstico (con un pH
aproximado a 11) tienen una diferencia de concentraciéon de iones de hidrogeno

aproximada a un billon de veces (Madigan y col., 1997).

Cada especie tiene un intervalo definido de pH para su crecimiento y un pH 6ptimo
para su crecimiento. Aunque los microorganismos crecen a menudo en medios en un
amplio de intervalo pH, su tolerancia tiene un limite. Variaciones intensas en el pH
pueden dafar a los microorganismos alterando la membrana plasmatica o inhibiendo
la actividad de las enzimas y proteinas transportadoras. Los cambios en el pH
externo pueden modificar también la ionizacion de las moléculas de nutrientes,

disminuyendo, por ello, su disponibilidad para el organismo (Prescott y col., 1999).

La mayoria de los ambientes naturales tienen valores de pH entre 5 y 9, y son mas
comunes los microorganismos con un pH Optimo situado dentro de estos valores.
Pocas especies pueden crecer en medios con valores de pH inferiores a 2 o superiores
a 10. Los organismos que crecen en pH bajos son considerados acidofilos. Los
hongos son un grupo que tienden a ser mas acidotolerantes que las bacterias. Entre
las bacterias acidofilas estan las especies del género Thiobacillus. Muy pocos
microorganismos pueden crecer en pH altos como 10 — 11, y son conocidos como
alcalinofilos. Estas bacterias normalmente se encuentran en habitats altamente
basicos como lagos con carbonatos o suelos altamente carbonatados. Entre estos

microorganismos han sido estudiadas algunas especies del género Bacillus. Sin
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embargo, la mayoria de los microorganismos tienen un pH Optimo para su

crecimiento situado entre 6 y 8. Son considerados neutréfilos (Madigan y col., 1997).

Los procesos de elaboracion de alimentos que disminuyen el pH de los mismos y
producen acidos organicos como, por ejemplo, la fermentacién, son muy usados
como mecanismos de prevencion del crecimiento microbiano en los alimentos y para
garantizar la seguridad alimentaria. Sin embargo, trabajos recientes han descrito la
tolerancia de cepas de Escherichia coli patogenas a pH bajo (Glass y col., 1992), la
supervivencia en alimentos de pH bajo (Zhao y Doyle, 1994), y la resistencia al
efecto letal del pH muy bajo (Conner y Kotrola, 1995; Leyer y col., 1995). Por eso es
importante comprender y ser capaz de predecir respuestas de los microorganismos al
pH, y asi determinar lo més correctamente posible los riesgos en diferentes alimentos
y la serie de condiciones del medio necesarias para reducir o controlar su crecimiento

(Presser y col., 1997).

A menudo los microorganismos tienen que adaptarse a cambios ambientales de pH
para poder sobrevivir. En las bacterias, los sistemas de transporte de sodio y de
potasio posiblemente corrigen pequefias variaciones de pH. Si el pH se vuelve
demasiado acido, se ponen en marcha otros mecanismos. Cuando el pH baja hasta
valores de 5,5 a 6,0, Salmonella typhimurium y Escherichia coli sintetizan un grupo
de proteinas nuevas como parte de la denominada repuesta de tolerancia en medio
acido. La ATPasa translocadora de proteinas contribuye a esta respuesta protectora,
produciendo mas ATP o bombeando protones fuera de la célula. Si el pH externo
disminuye a valores de 4,5 o inferiores, se sintetizan proteinas de respuesta al shock
acido. Probablemente, estas sustancias eviten la desnaturalizacion de las proteinas y

faciliten de nuevo el plegamiento de las desnaturalizadas (Prescott y col., 1999).

Hill (2004) estudi6 los mecanismos de respuesta bacteriana al estrés provocado por
la presion, el pH y la sal. Entre ellos esta el sistema glutamato descarboxilasa (GAD,
“glutamate decarboxylase”) que desempefla un papel muy importante en la
supervivencia y crecimiento en medios acidos, resistencia a la bilis y osmotolerancia

(principalmente por la acumulacion de solutos compatibles).
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Se desarrollan muchos modelos matematicos para simular el crecimiento de
microorganismos en relacion a las condiciones del medio como temperatura, a,, pH
y/o NaCl (Cheroutre-Vialette y col., 1998; Cheroutre-Vialette y Lebert, 2000; Le
Marc y col., 2002; Vialette y col., 2003).

En la Tabla 1 se presentan los intervalos normales de pH para algunos alimentos

comerciales enlatados.

Tabla 1. — pH de algunos alimentos enlatados comerciales. (Adaptado del ICMSF, 1983).

Tipo de alimento pH aproximado Tipo de alimento pH aproximado
Aceitunas negras 59-73 Judias verdes 49-5,5
Almejas 5,9-171 Judias blancas con cerdo 5,1-5,8
Atlin 5,9-6,1 Leche entera 6,5-6,8
Bacalao 6,0-6,1 Melocotén 3,4-42
Esparragos trigueros 5,0-5.8 Pimiento 4,3-4,9
Espinacas 4,8-5,8 Pollo 3,4-3,7
Guisantes 5,6 -6,5 Queso Roquefort 4,7—-4,8
Jamon cocido condimentado 6,0-6,3 Salmoén 6,1- 6,5

6.2.4 — Otros factores ambientales

A parte de la temperatura, del pH y de la a,,, existen otros factores que influyen en el
crecimiento microbiano. Entre ellos est4 la concentracion de oxigeno, que en funcion
de la necesidad de su presencia o no para el crecimiento, los microorganismos se
pueden clasificar en aerobios, los que necesitan de oxigeno para su crecimiento, y
anaerobios, los que crecen en ausencia de ¢l. Estos tltimos pueden ser clasificados
en anaerobios facultativos, cuando no necesitan de oxigeno para crecer, pero que lo
hacen mejor en su presencia; anaerobios aerotolerantes, los que pueden crecer bien
tanto en la presencia o ausencia de oxigeno; anaerobios estrictos u obligados, los
que no toleran en absoluto el oxigeno; y microaerofilos, los que precisan para su
crecimiento niveles de oxigeno del orden del 2 al 10 %, pero que son dafiados por el

nivel del oxigeno atmosférico (20 %) (Madigan y col., 1999; Prescott y col., 1999).

Otro factor es la presion. La mayoria de los microorganismos pasa la mayor parte de
su ciclo vital en la tierra o sobre la superficie de las aguas, siempre sometidas a una

presion de 1 atmosfera (atm), sin que esta les afecte de forma importante. Sin
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embargo, en las profundidades marinas (1000 metros o mas de profundidad) la
presion hidrostatica puede alcanzar de 600 a 1100 atm, y temperaturas de 2 a 3 °C. A
pesar de estos extremos, las bacterias pueden sobrevivir y adaptarse. Muchas son
barotolerantes: un aumento de la presion las afecta negativamente pero no tanto
como las haria a las no tolerantes. Algunas bacterias presentes en el intestino de
invertebrados de los fondos marinos, como los anfipodos y holoturias son auténticos

barofilicos, creciendo mas rapidamente a presiones elevadas (Prescott y col., 1999).

La radiacion es también un factor que puede afectar el crecimiento microbiano.
Nuestro ambiente esta bombardeado por radiaciones electromagnéticas de varios
tipos. Muchas formas de radiacion electromagnética son muy perjudiciales para los
microorganismos. Esto es especialmente cierto en el caso de la radiacion ionizante,
de longitud de onda muy corta o de energia alta, que puede provocar que los atomos
pierdan electrones, es decir, se ionicen. Existen dos formas principales de radiacion
ionizante: (i) los rayos X, que se producen artificialmente, y (ii) los rayos gamma,
que se emiten durante la desintegracion de los radioisotopos. Niveles bajos de
radiacion ionizante produciran mutaciones y pueden causar indirectamente la muerte,
mientras que niveles superiores son directamente letales. Aunque los
microorganismos son mas resistentes a la radiacion ionizante que los organismos
superiores, pueden ser destruidos con una dosis suficientemente grande. Por ello, la
radiacion puede utilizarse para esterilizar objetos. Sin embargo, algunas bacterias
(por ejemplo, Deinococcus radiodurans) y las endosporas bacterianas pueden

sobrevivir a dosis elevadas de radiacion ionizante (Prescott y col., 1999).

Cabe citar que ante determinados estrés ambientales los microorganismos pueden
llegar a dafiarse sin que se produzca realmente la muerte de los mismos, debido a
que dichos factores de estrés actiian a un nivel subletale (el calor, la radiacion, los
acidos o los desinfectantes). Este dafo se caracteriza por una disminucion de la
resistencia a agentes selectivos, o por un aumento en las necesidades nutritivas

(ICMSF, 1980a, Montville, 2000).

El dafio es un proceso complejo y esta influido por el tiempo de exposicion, la
temperatura, la concentracion del agente estresante, la cepa de patdgeno objeto de

estudio, la metodologia experimental, etc. Este fenomeno de dafio celular es muy
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importante en la seguridad alimentaria por muchas razones: (i) las células dafiadas se
clasifican errébneamente como muertas durante la determinacion de la
termorresistencia; es decir, se sobreestimara la sensibilidad térmica del
microorganismo y los valores D resultantes seran equivocadamente bajos. (ii) Las
cé¢lulas dafiadas que escapen a la detecciéon en el momento del muestreo tras el
procesado pueden recuperarse antes del consumo del alimento y constituir un
problema importante de alteracion o de seguridad. (iii) El agente selectivo puede ser
un ingrediente alimentario comun como por ejemplo la sal, un acido orgénico, o
también puede ser una temperatura inferior a la 6ptima. Por ejemplo, las células de
Staphylococcus aureus dafiadas con acido durante la fermentacion de los embutidos
pueden crecer en agar tripticasa-soja (TSA), pero no en el mismo medio conteniendo
un 7,5 % de sal. Estas células danadas podrian repararse en el embutido si se
mantuviera éste a 35 °C (pero no si se conserva a 5 °C) y podrian multiplicarse y

producir la enterotoxina (Smith y Palumbo, 1978; Montville, 2000).

7 — MICROORGANISMOS DE INTERES EN SEGURIDAD ALIMENTARIA

La idea de riesgo para el medio ambiente y la salud de las personas estd muy
difundida en la sociedad actual, algo para lo cual, sin duda, ha contribuido el
tratamiento de algunos temas por parte de los medios de comunicacion. Por eso, no
es extrafio que la seguridad se haya convertido en una de las mayores preocupaciones

sociales, dentro de las cuales cobra especial relevancia la seguridad alimentaria.

En el conjunto de los microorganismos existentes en la naturaleza, algunos de ellos
son considerados de interés en seguridad alimentaria debido a que su presencia en los
alimentos puede representar un peligro para la salud del consumidor ya sea por sus
caracteristicas patdogenas como por su capacidad toxinogénica. Como ejemplos de
microorganismos de interés en seguridad alimentaria podemos citar las especies
Escherichia coli O157:H7, Salmonella typhimurium, Salmonella typhi, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum,
Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica, Virus de la hepatitis A, etc.

A continuacion se describen los microorganismos elegidos para el estudio.
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7.1 — Escherichia coli

7.1.1 — Historia

En 1885, Escherich (un pionero de la bacteriologia alimentaria) descubre, en las
heces del hombre y de los animales, un germen que denomina Bacterium coli y que,
mas tarde, identifica como dos, B. coli commune y B. lactis aerogenes. En 1895,
Migula propone, y es aceptado, cambiar el nombre de B. coli commune por el de

Escherichia coli, en honor de su descubridor (Moreno, 1982).

Basandose en el descubrimiento de Escherich, y de forma independiente,
Schardinger en Austria en 1892, y Theobald Smith en EE.UU. en 1895, sugirieron
que las aguas potables deberian examinarse en busca de lo que mas tarde se llamaria
Escherichia coli, en lugar de investigar la presencia de Enterobacteriaceae patogenas
especificas, en particular Salmonella typhi, empresa en aquel tiempo bastante dificil
(Mossel y Garcia, 1985).

A mediados de la década de los anos 40, el papel de Escherichia coli como
enteropatogeno fue demostrado de modo valido, lo que hizo que los paises
desarrollados adoptaran medidas de control para reducir la incidencia de esta

enfermedad (ICMSF, 1998).

7.1.2 — Taxonomia

Las bacterias de la especie E. coli pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Son
bacilos cortos, Gram negativos, quimioheterotrofos, catalasa positiva, oxidasa
negativa, anaerobios facultativos. La mayoria de las cepas fermentan la lactosa,
aunque algunas son fermentadoras lentas de este azucar. Tipicamente, la especie es
rojo de metilo positiva y Voges-Proskauer negativa, lo cual indica que fermentan los
hidratos de carbono por la via dcido-mixta. No crece en medio citrato de Simmons,
produciendo indol a partir de triptofano en la mayoria de las cepas (ICMSF, 1998).
Produce acido y gas a partir de la glucosa, lactosa, fructosa, galactosa, maltosa,

arabinosa, xilosa, ramnosa y manitol. Puede fermentar o no, segin los casos, la
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sacarosa, rafinosa, salicina, esculina, dulcitol y glicerina. Es variable la fermentacion
de la sacarosa y la salicina. Raramente fermenta la pectina y el adonitol. Nunca
fermenta la dextrina, almidon, glucogeno e inositol. No licua la gelatina. Reduce los
nitratos. Coagula y acidifica la leche sin peptonizarla. Oxida la patata produciendo

un color moreno oscuro (Merchant y Packer, 1980).

Las cepas de E. coli se pueden diferenciar unas de otras teniendo como base sus
antigenos somaticos (O), flagelares (H) y capsulares (K) (Evans y col., 1979). Han
sido identificados por lo menos un total de 174 antigenos O, 56 antigenos H, y 80
antigenos K. La mayoria de las cepas son comensales inofensivos; sin embargo,

algunas cepas son patogenas y provocan enfermedad diarreica (Doyle y col., 2000).
En la Tabla 2 se presentan las caracteristicas antigénicas de Escherichia coli.

Tabla 2. — Caracteristicas antigénicas de Escherichia coli (Scanlan, 1991).

Antigenos bacterianos

Caracteristica O K H FIMBRIALES
Composicion quimica Lipopolisacarido Polisacarido Proteina Proteina
Termosensibilidad (1h,100 °C) Estable Estable  Sensible Sensible
Codificacion genética:

- Cromosoma + + + +
- Plasmidos — — — +
7.1.3 — Habitat

La mayoria de las cepas pertenecientes a la especie Escherichia coli, forman parte de
la microflora normal del intestino del hombre y de los animales de sangre caliente,
encontrandose habitualmente en las heces. En los animales, desde las primeras horas
después del nacimiento, una sucesion de cepas de E. coli habitan la parte mas distal
del ileon y todo el colon. E. coli representa el uno por ciento o menos de las bacterias
presentes en el colon; sin embargo, la bacteria es la especie anaerobia facultativa mas
numerosa en el tracto gastrointestinal sano de los animales domésticos (Scanlan,

1991). Pero se puede hallar en el suelo, agua y otros lugares, aunque su procedencia
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parece ser siempre intestinal. Su presencia en los alimentos es indice de

contaminacion fecal.

7.1.4 — Escherichia coli no patégeno

En 1920, se introdujo la utilizaciéon del grupo total de las bacterias del grupo
coliformes como marcadores en el analisis microbiologico de la leche pasterizada y
de los helados, basandose en el principio de que un tratamiento térmico adecuado
habria de eliminar todas las bacterias presentes de este grupo y de que el envasado
deberia impedir la recontaminacion del producto. Pero este procedimiento ha sido
objeto de criticas por parte de muchos expertos, sobre todo por falta de definiciones

exactas (Mossel y Garcia, 1985).

Por eso, distintos autores (Mossel y Garcia, 1985; Pascual, 1989) distinguen dos

grupos de microorganismos indicadores:

- Aquellos cuya presencia en los alimentos sefiala la posible presencia simultanea
de gérmenes patdgenos ecoldgicamente relacionados. Tales microorganismos

podrian ser denominados indices. El microorganismo clésico es Escherichia coli.

- Agquellos cuya presencia en los alimentos indica deficiencias en su calidad
higiénica. El término “microorganismos indicadores™ seria utilizado para este
grupo de bacterias. Los microorganismos indicadores mas conocidos son los
coliformes (Hans, 1981; Banwart, 1982; Mossel y Garcia, 1985; Pascual, 1989;
Eduardo, 1996; Nicholas, 1999). En la leche pasterizada, por ejemplo, la
existencia de bacterias de este grupo en numero que exceda a un valor de
referencia experimental y legalmente establecido puede poner de manifiesto o
advertir diversas deficiencias de este producto, entre ellas un tratamiento térmico
insuficiente, una contaminacion posterior al tratamiento, o un almacenamiento

del producto final a una temperatura demasiado elevada.

Escherichia coli puede actuar como indice o como indicador, incluso en un mismo
alimento. Por ejemplo, su presencia en niimero significativo en camarones o gambas

precocidas y congeladas pone de manifiesto o un tratamiento de inocuidad
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inadecuado (funcién indicadora), o la posible presencia de microorganismos

patogenos de procedencia entérica (funcion de indice).

Como indicador de contaminacion fecal Escherichia coli presenta las siguientes

caracteristicas:

— Es la mas especifica de todas las bacterias de origen fecal, es decir,

procede exclusivamente del intestino humano o animal.
— Su abundancia entre las enterobacterias.

— Una satisfactoria facilidad, rapidez y fiabilidad de las técnicas utilizadas

en su investigacion.

— Poca resistencia en cuanto a su supervivencia en ambiente externo y, en
ciertos alimentos crudos o tratados, menor que las enterobacterias
patogenas, sobre todo Salmonella. Este inconveniente hace que su

presencia en los alimentos indique una contaminacion reciente.

— Su presencia en los alimentos sefala un peligro potencial de posibles
patégenos entéricos con mucha mdas certeza que en el caso de los

coliformes.

Aunque en la actualidad es posible la determinacion directa de casi todos los
microorganismos patogenos entéricos, existe todavia espacio en la microbiologia
moderna de los alimentos para pruebas o determinaciones adecuadas de
microorganismos marcadores, ademds de buscar o aislar directamente los

microorganismos patdégenos. Algunas razones lo justifican (Mossel y Garcia, 1985):

1- El fallo en la deteccidon de bacterias patdgenas concretas pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae tiene un significado limitado, debido a la
frecuente distribucion irregular de estos microorganismos en los alimentos y
a la falta de fiabilidad de las técnicas de aislamiento, incluyendo las que se
refieren al género mas estudiado, Salmonella, y mucho mas a las que se
utilizan para los géneros y especies tales como Yersinia, Shigella, etc. De este

modo los valores negativos tienen un valor muy problematico.
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2- En un laboratorio no especializado no es posible detectar en los alimentos la
presencia de ciertos agentes patdgenos entéricos, tales como el virus de la
hepatitis A y los helmintos, por lo que con frecuencia no se realizan estas

determinaciones.

3- Ademas, ain cuando falten todos los agentes patdgenos entéricos en una
alicuota adecuada de una partida de un alimento, este resultado tiene
unicamente significado en lo que se refiere a la partida o lote en cuestion. Por
el contrario, si se pone de manifiesto de forma repetida la ausencia de
microorganismos marcadores en una serie de muestras tomadas en lotes
sucesivos, la probabilidad de que tales productos puedan, en alguna ocasion,
presentar niveles de contaminacion peligrosos es practicamente nula. Este
ultimo aspecto es de suma importancia tanto para las autoridades sanitarias

como para los fabricantes y consumidores.

Por lo tanto, existen razones poderosas para utilizar, en el trabajo diario de
comprobacion de la calidad de los alimentos, los microorganismos marcadores
(indices e indicadores), ya que su deteccion es mas facil, rapida, segura y econdomica
que la de los microorganismos patégenos. El valor de los indices e indicadores
también fue corroborado por la observacion de que existe una correlacion marcada
entre la morbilidad por gastroenteritis y el nivel de marcadores en los alimentos
consumidos (Mossel y Garcia, 1985). Esto no impide que en las encuestas

epidemioldgicas sea indispensable la deteccion de los patdégenos implicados.

7.1.5 — Patogenicidad de Escherichia coli O157:H7

El mecanismo exacto de la patogenicidad de E. coli O157:H7 no ha sido aclarado del
todo. Sin embargo, se han identificado factores de virulencia importantes en base al
examen histopatoldgico de los tejidos de los pacientes de sindrome urémico
hemolitico (“Haemolytic Uremic Syndrome”, HUS) y de colitis hemorragica
(“Haemorrhagic Colitis”, HC), y a los estudios con cultivos de tejidos genéticos. Se
ha desarrollado un cuerpo general de conocimientos sobre la patogenicidad de E. coli

O157:H7 que indica que el microorganismo produce enfermedad por su capacidad de
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adherirse a la membrana de las células de los hospedadores (posiblemente
invadiendo estas cé€lulas) y produciendo a continuacién toxinas tipo Shiga: Stx1 y/o

Stx2 (Doyle y col., 2000).

7.1.5.1 — Poblacion susceptible

Todos los grupos de edad pueden resultar afectados por E. coli O157:H7, pero los
bebés y los nifios de corta edad padecen muy frecuentemente la enfermedad grave. El
HUS se suele dar en nifios, mientras que la parpura trombdtica trombocitopénica
(“Thrombocytopenic Thrombotic Purpura”, TTP) se da rara vez pero principalmente

en personas adultas (Kovacs y col., 1990).

Estudios basados en los grupos de poblacién han indicado que la edad con mayor
frecuencia de infeccion con E. coli O157:H7 se encuentra en el grupo de 2 a 10 afios
(Begue y col., 1994; Waters y col., 1994). Esta situacion probablemente sea el
resultado de una mayor exposicion a alimentos y ambientes contaminados, y a
animales infectados, ademds de la propagacion persona-persona entre nifos
infectados, y de la falta de anticuerpos frente a las toxinas tipo Shiga (Reida y col.,
1994). Generalmente, los enfermos eliminan rapidamente E. coli O157:H7 de su
tracto gastrointestinal, con lo cual, antes de que aparezca el HUS, dos terceras partes
de los enfermos ya no tienen el microorganismo en sus deposiciones (Doyle y col.,

2000).

7.1.5.2 — Dosis infectante

El anélisis retrospectivo de los alimentos relacionados con brotes causados por E.
coli O157:H7 han revelado que la dosis infectiva es baja. Por ejemplo, en los lotes de
empanadas de carne congeladas, relacionadas con un brote importante en los Estados
Unidos, se encontraron entre 0,3 y 15 células de E. coli O157:H7 por gramo (Griffin
y col., 1994; Zhao y col., 1994). De forma similar, en varios paquetes intactos de
salami que fueron relacionados con un brote se detectaron de 0,3 a 0,4 células de E.

coli O157:H7 por gramo (CDCP, 1995). Estos datos indican que la dosis infectiva de
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E. coli O157:H7 es muy baja, esto es, de menos de pocos cientos de células. Otra
prueba de ello es la capacidad de transmision persona-persona de la infeccion de E.

coli O157:H7.

7.1.5.3 — Periodo de incubacion

El periodo de incubacion varia con la cepa, pero, como término medio, los sintomas

suelen aparecer entre 8 y 72 horas.

7.1.5.4 — Sintomas

Algunas cepas de E. coli son capaces de causar enfermedad diarreica en el hombre y
en los animales. Los sintomas de la enfermedad dependen del tipo de E. coli
patogeno. La subdivision de estas formas patdogenas se realiza tomando como base el

mecanismo subyacente a la enfermedad (Levine, 1987; Doyle y Padhye, 1989).

Segiin Pascual y Calderén (2000), Kauffman y Dupont comprobaron en 1950 que
algunas cepas de Escherichia coli serologicamente definidas eran la causa de
enteritis en nifios muy pequeios (colidispepsia). Pero también los adultos pueden
enfermar a causa de estas cepas, de las que se conocen 15 serotipos diferentes. Estdn
referenciados como una de las causas de la llamada “diarrea del viajero” (“traveller
disease”) que en la época del turismo en masa afecta a muchas personas (Hans, 1981;
Mossel y Garcia, 1985; Pelczar y col., 1988; Doyle y col., 1997; ICMSF, 1998;
Nicholas, 1999).

Se prosiguieron los estudios y Lupski y Feigin (1988), sugirieron que este grupo de
Escherichia coli patogenos se denominara, en general, Escherichia coli

enterovirulentos (Enteric Virulent Escherichia coli).

De las cepas Escherichia coli enterovirulentas existen portadores asintomaticos que
pueden contagiar a nifios y adultos, sobre todo en casas con condiciones higiénicas

deficientes, guarderias, residencias, etc., por la misma causa.
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Aunque Escherichia coli es un microorganismo habitual del intestino humano y otros
animales, las cepas que producen diarrea, exceptuando las enterohemorragicas, son
de origen humano. En cuanto a los alimentos, la transmisiéon de cepas
enterotoxigénicas que han dado origen a enfermedad estdn en el agua de bebida,

leche, ensaladas vegetales, queso de pasta blanda, etc.

Dentro de los Escherichia coli enterovirulentos, las cepas enteroinvasivas, ademas de
poseer las propiedades comunes de los otros tipos patdgenos tienen, por otra parte,
ciertas propiedades atipicas que se relacionan con Shigella (inmovilidad, similitud
bioquimica, algunas cepas no producen gas de la glucosa ni de otros azucares, su

fermentacion lenta de la lactosa).

Las cepas citopatogénicas penetran en el intestino e invaden las células epiteliales del
colon donde se multiplican y producen su muerte. Esto da lugar a la produccion de
ulceraciones cuya consecuencia es una diarrea sanguinolenta. La enfermedad que

producen estas cepas es mas grave que la de cepas enterotoxigénicas.

Los sintomas que ocasionan las cepas de Escherichia coli enteroinvasivas aparecen
entre las 8 y 24 horas posteriores a su ingestion. Se manifiestan con escaloftios,
malestar, dolor de cabeza, mialgia, fiebre, retortijones abdominales y diarrea profusa
sanguinolenta. Es muy parecido a Shigella y, en su identificacion, se puede confundir
con ella. La enfermedad dura dias y, aun, semanas. No se conoce bien la existencia
de portadores asintomaticos de cepas enteroinvasivas. Su transmision se hace de
persona a persona por manipulaciones poco higiénicas y por falta de higiene

personal, asi como a través del agua, leche, queso, carne de ave y otros.

Las cepas de Escherichia coli enteropatogenas dan lugar a una patologia entérica
muy parecida a la de las cepas enterotoxigénicas. Han sido la causa de numerosos
brotes en guarderias y otras comunidades infantiles donde no se contaba con buenas
condiciones higiénicas. Son los nifios los mas afectados. La enfermedad es mas
frecuente en paises subdesarrollados, con condiciones de vida muy deficientes. Los
clasicos tipos de dispepsia infantil por Escherichia coli pertenecen a este grupo. Se
han citado algunos casos en adultos, aunque excepcionalmente, ya que parece que las

personas van adquiriendo inmunidad con el transcurso del tiempo.
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Las cepas de Escherichia coli enterotoxigénicas son aquellas que elaboran una toxina
termolabil y/o una toxina termoestable. La primera se inactiva a una temperatura de
60 °C aplicada durante 30 minutos, y la segunda resiste a mas de 100 °C aplicados
durante 30 minutos. El microorganismo actia colonizando el epitelio del intestino
delgado, donde elabora la(s) toxina(s). La toxina termolabil rompe la funcion celular
del epitelio intestinal produciendo secrecion de agua y electrolitos que vierten en la
luz intestinal produciendo diarrea acuosa profusa. La toxina termoestable, menos
estudiada, probablemente actia de forma andloga. Los sintomas de la toxina
termolabil se asemejan a los del colera. Los brotes de toxina termoestable son menos
frecuentes. Los sintomas producidos por las cepas de Escherichia coli
enterotoxigénicas se inician entre las 8 y las 44 horas que siguen a la ingestion del
producto contaminado con el microorganismo. La enfermedad se manifiesta con
diarrea acuosa, no sanguinolenta y, a veces, mucosa. Se producen retortijones, dolor
abdominal, malestar general, nduseas, vomitos y, si aparece fiebre, ésta es leve. Los
sintomas duran entre 3 y 9 dias (Pelczar y col., 1988; ICMSF, 1998; Pascual y
Calderon, 2000).

Las cepas de Escherichia coli enterohemorragicas son probablemente las mas
importantes entre los Escherichia coli verotoxigénicos, y la toxina involucrada se
denomina verotoxina (ICMSF, 1998; Pascual y Calderon, 2000). El serotipo
representativo es el O157:H7. Se identifica como la causa de la colitis hemorragica
que con frecuencia se asocia principalmente con la ingestion de carne picada de
ganado vacuno poco cocinada, aunque también pueden tenerse en cuenta otras carnes
de abasto (cerdo, ovino y aves). El microorganismo, después de ser ingerido,
coloniza el intestino grueso, dando lugar a varias formas de manifestacion patégena

(Doyle y col., 1997):

- Colitis hemorragica.
- Sindrome urémico hemolitico (HUS).

- Parpura Tromboética Trombocitopénica (TTP).

En la colitis hemorragica se produce dolor abdominal, a veces vomitos, diarrea
acuosa sanguinolenta y poca o ninguna fiebre. Los sintomas aparecen a los 3-9 dias

después de la ingestion del alimento contaminado. La enfermedad dura 2-9 dias.
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En el HUS, hay diarrea sanguinolenta y, sobre todo en nifos, fallo renal agudo que

puede terminar en muerte. No hay fiebre.

La TTP es, en cierto modo, parecida al HUS. No hay fiebre, existe hemorragia
gastrointestinal y, en este caso, puede verse afectado el sistema nervioso central. A
los enfermos se les pueden formar coagulos en el cerebro, con el peligro de muerte.
Como esta cepa procede, principalmente, del ganado vacuno son, la carne poco
cocinada, sobre todo la picada y la leche cruda los alimentos mdas involucrados en
esta enfermedad. Los brotes son mas frecuentes en guarderias, residencias de
ancianos etc. por la mayor sensibilidad de estos seres. En todos los casos la aparicion

de la enfermedad se corresponde con falta de higiene.

E. coli O157:H7 tiene unas caracteristicas propias que se pueden usar en su

aislamiento e identificacion:

e No fermentan el sorbitol.

e No producen la enzima beta-glucuronidasa (en la prueba MUG estas cepas no

dan fluorescencia por carecer de la enzima citada).

7.1.6 — Caracteristicas de crecimiento y de supervivencia de Escherichia coli
O157:H7

7.1.6.1 — Temperatura

Algunas cepas de E. coli patdgeno son capaces de crecer a temperaturas tan bajas
como 7 °C y tan altas como 46 °C, siendo la escala de crecimiento 6ptimo 35 — 40 °C.
Sin embargo, E. coli O157:H7 tiene un intervalo de crecimiento ligeramente mas
limitado, con una temperatura minima de crecimiento de 8 °C, una maxima de
aproximadamente 44 — 45 °C y una Optima de 37 °C. Distintos estudios de
inactivacion térmica han revelado que E. coli O157:H7 es mas sensible al calor que
las cepas tipicas de Salmonella spp. Por esta razon, los tratamientos térmicos que son
suficientes para destruir Salmonella también deberian provocar la muerte de E. coli

O157:H7 (ICMSF, 1998).
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Los estudios de inactivacion térmica de E. coli O157:H7 en la carne picada han
revelado que el patdgeno tiene resistencia con valores D de 270, 45, 24 y 9,6
segundos a temperaturas de 57,6, 60, 62,8 y 64,3 °C, respectivamente (Doyle y
Schoeni, 1984). La presencia de grasa aumenta la termotolerancia de E. coli
O157:H7 en la carne picada, con valores D para las carnes de vaca magra (2 % grasa)
y para la carne de vaca grasa (30,5 %) de 4,1 y 5,3 minutos, respectivamente, a 57,2

°Cy de 0,3 y 0,5 minutos, respectivamente, a 62,8 °C (Line y col., 1991).

También se ha determinado que la pasteurizacion de la leche (72 °C, 16,2 segundos)
es tratamiento eficaz que destruira mas de 10* células de E. coli O157:H7 por ml
(D’Aoust y col., 1988). Por tanto, se destruye a temperatura de pasteurizacion y
también durante su almacenamiento en frio, sobre todo a la temperatura de

congelacion.

7.1.6.2 — pH

El efecto del pH sobre el crecimiento depende del tipo de acido presente. E. coli
O157:H7 es capaz de crecer a un pH 4,5 ajustado con HCI, pero no en un medio cuyo
pH ha sido ajustado con acido lactico. E. coli no crecera en quesos fermentados a pH
< 5.4. (ICMSF, 1998). El serotipo E. coli O157:H7 puede sobrevivir durante mucho
tiempo en alimentos acidos o fermentados (Cameron y col., 1995; ICMSF, 1998).
Cuando E. coli O157:H7 fue inoculado a niveles elevados, sobrevivido en la
mayonesa (pH 3,6 a 3,9) durante 5 a 7 semanas a 5 °C y durante 1 a 3 semanas a 20
°C (Zhao y Doyle, 1994), y sobrevivid en la sidra de manzana (pH 3,6 a 4,0) durante
10-31 dias o 2-3 dias a 8 6 25 °C, respectivamente. Los estudios que utilizaron los
acidos acético, citrico, o lactico en concentraciones de hasta 1,5%, como los
pulverizadores de acidos organicos sobre la carne de vaca, revelaron que las
poblaciones de E. coli O157:H7 no resultaban afectadas de forma sensible por

ninguno de los tratamientos (Brackett y col., 1994; Doyle y col., 2000).
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7.1.6.3 — Actividad de agua

Se ha determinado que E. coli puede crecer en un 6 % de NaCl y toleran mejor el
cloruro sédico y nitrito soédico que las cepas tipicas de Salmonella spp. La cepa E.
coli O157:H7 es capaz de crecer, aunque lentamente, en un caldo que contenga 6.5 %

de NaCl, pero no al 8.5 % (ICMSF, 1998).

7.1.6.4 — Refrigeracion

A temperatura de refrigeracion (3-7 °C), E. coli patdgeno generalmente sobrevive
bien en los alimentos con una reduccion de 10°° a 10" durante un almacenamiento
de 1-5 semanas. En carne picada de vacuno, en poblaciones de E. coli O157:H7
después de haber permanecido durante 9 meses a —20 °C, se observa una pequeiia
modificacién o no se observa modificacion alguna, mientras que las poblaciones de
E. coli no patogeno después de haber permanecido 38 semanas a —25,5 °C se reducen
10 veces (ICMSF, 1998). Cuando se conservaron a 5 °C, las poblaciones de E. coli
O157:H7 disminuyeron en la lechuga troceada, en el pepino cortado en dados y en la

zanahoria troceada.

7.1.6.5 — Irradiacion

De modo parecido a los estudios de la inactivacion térmica, los estudios de la
irradiacion han revelado que E. coli no patégeno no tiene una resistencia singular a la
radiacion gamma por lo que deberia ser destruido por los tratamientos de una

intensidad suficiente para eliminar los organismos de Salmonella (ICMSF, 1998).

7.1.6.6 — Desinfectantes

El E. coli no patégeno no tiene una resistencia singular al cloro, por lo que deberia
ser destruido por los tratamientos de una intensidad suficiente como para destruir a

Salmonella (ICMSF, 1998).
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7.1.6.7 — Atmoésfera

A 12 y 21 °C, las cifras de microorganismos E. coli O157:H7 aumentaron
rapidamente en la lechuga y en el pepino en atmdsferas compuestas por un 3 % de
oxigeno y un 97 % de nitrogeno, parecidas a las que se utilizan a escala comercial

(Abdul-Raouf'y col., 1993; ICMSF, 1998).

7.1.7 — Prevalencia de Escherichia coli en algunos alimentos

En la actualidad es dificil determinar hasta qué punto este microorganismo esta
implicado en enfermedades transmitidas por los alimentos a nivel mundial, pudiendo
su implicacion ser subestimada debido a que las técnicas de caracterizacion y
aislamiento no son apropiadas para el andlisis microbioldgico de rutina, y porque
pocos laboratorios estan suficientemente dotados de material para identificar a este

patogeno (ICMSF, 1998; Cuno, 2002).

Distintos frutos secos pueden estar contaminados por Escherichia coli (Banwart,
1982). Marcus y col. (1973) aislaron Escherichia coli del 23 % de las muestras de
pacanas (arbol de América del Norte) procedentes de huertos donde pastaban
animales, en contraste con el 4 % de los huertos vetados a los mismos. Sin embargo,
incluso en el suelo sin manipular de los campos de almendros, Kokal y Thorpe
(1969) constataron una incidencia de Escherichia coli del 25 %. Aunque las
almendras maduras no contienen Escherichia coli, a medida que iban madurando
aparecia Escherichia coli hasta afectar a cerca del 40 % durante la recoleccion y el
tratamiento, antes de descascarillar. Banwart (1982), refiere que Hall y col. (1967)
analizaron los coliformes y Escherichia coli en diversos alimentos, encontrando esta
especie en el queso y productos derivados (75 % de las muestras), pescado de rio y
de mar (30 %), verdura cruda y congelada (15,8 %), alimentos preparados (50 %),
carne cruda (76,5 %) y bocadillos (16,3 %). So6lo 30 de 74 porciones de carne de
buey contenian 10 6 mas Escherichia coli por gramo (Sarkiewicz y col., 1975).
Doyle (1991) relacion¢ la aparicion de brotes de Escherichia coli enterohemorragico

con el consumo de carne picada de vacuno insuficientemente cocida.
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Las investigaciones llevadas a cabo en Wisconsin, EEUU, respecto a E. coli
O157:H7 en los alimentos, revelaron que hasta el 3 % de la carne picada de vacuno
que se vende al por menor y el 1-2 % de la carne de cerdo y de aves de corral estaban
contaminadas con el microorganismo (ICMSF, 1998). Las hamburguesas crudas o
poco cocinadas (estando implicadas en casi todos los brotes documentados y en
casos esporadicos) y la leche cruda son los alimentos mas frecuentemente asociados

a la infeccion con E. coli O157:H7 (Cuno, 2000).

En afios recientes la frecuencia de las infecciones causadas por E. coli O157:H7 se
estd asociando al consumo de frutas y vegetales frescos, particularmente como
resultado de la baja demanda de productos procesados (Beuchat, 1996; De Roever,

1998; Francis y col., 1999; Nguyen-The y Carlin, 2000).

La resistencia a los 4cidos puede permitir que este patdégeno sobreviva en medios
acidos como zumos de fruta, sidra de manzana, mayonesa, salchichas fermentadas o
salami seco, sobreviviendo también en los acidos del estomago del hombre (Small y

col., 1994; Benjamin y Datta, 1995).

En 1980, 13 nifos canadienses fueron diagnosticados con sindrome urémico
hemolitico (HUS), siendo relacionados estos casos al consumo de sidra de manzana.
Debido a que los pacientes manifestaron diarrea con sangre y calambres abdominales
previos al comenzar el HUS , se ha creido que la causa fue el agente E. coli O157:H7

(Steele y col., 1982).

En 1992, la sidra de manzana fresca fue de nuevo vehiculo de Escherichia coli

O157:H7 infectando a 18 personas en Massachussetts, EE.UU. (Besser y col., 1993).

Numerosos estudios han demostrado que E. coli O157:H7 puede sobrevivir en
alimentos 4cidos refrigerados durante semanas. Y han verificado que la
supervivencia es mas prolongada a temperatura de refrigeraciéon que a temperatura

ambiente (Zhao y Doyle, 1994; Weagant y col., 1994; Tsai y Ingham, 1997).

En 1996 se registraron otros brotes en varios estados de los EE.UU. en los cuales
estaba implicado este patdogeno después del consumo de zumo de manzana fresco

(CDCP, 1996, 1997).

58



Agaténgelo Joaquim dos Santos Eduardo

Se destruye a temperatura de pasteurizacion y también durante su almacenamiento en

frio, sobre todo a temperatura de congelacion.

7.1.8 — Incidencia de Escherichia coli O157:H7 en Espafia

En Espana, los cuadros de enfermedad debidos a E. coli O157:H7 no son objeto de
declaracion obligatoria, excepto si los mismos proceden de un brote (Soler Crespo y
col., 1998). Algunos datos de incidencias registradas en Espafia por Escherichia coli

son los siguientes:

1.- Segiin Margall y col. (1997), desde octubre de 1986 a junio de 1997, se habia
comunicado en Espafia el aislamiento de 24 cepas de E. coli verotoxigénico (ECVT)
de origen humano, de los cuales 23 correspondieron a cepas de E. coli O157:H7 6 H-

y una cepa de E. coli O128:H-.

2.- En el Laboratorio de Enterobacterias del Centro Nacional de Microbiologia
fueron confirmados la identificacion de 4 casos: Tres de ellos eran casos esporadicos
en Madrid en el afio 1996, uno de los cuales desarroll6 HUS (Andénimo, 1996). El
otro caso era procedente de un brote dell afectados en un grupo de turistas de
distintas nacionalidades que tuvo lugar en Fuerteventura en el afio 1997 (Andnimo,

1997).

3.- De 1992 a 1997 el Sistema de Informacién Microbiologica tiene registrados 11

casos detectados (Soler Crespo y col., 1998).

4.- Entre los afios 1989 y 1997, 13 laboratorios de microbiologia clinica de hospitales
generales y de los centros de investigacion de las provincias respondieron a una
encuesta para conocer la situacion en Espafia con relacion al diagndstico de este
agente. Se obtuvieron los siguientes resultados: en Galicia se realizaron 58
aislamientos (se halld6 un buen nimero de aislamientos ya que existe un grupo de
investigacion de la Universidad de Santiago de Compostela que estudia este ECVT),
en Catalufia 8, Castilla y Leon 7, Canarias 5, Pais Vasco 4, Madrid 3, Navarra 1,

Castilla-La Mancha 1 y Andalucia 1 (Soler Crespo y col., 1998).

59



Revision bibliogréfica

5.-. Ocho nifios de una guarderia de Guipuizcoa resultaran afectados en 1999, de los

cuales 1 manifestd el HUS y 6 casos fueron sintomaticos.

6.- En Barcelona, en septiembre del 2000, se produjo un brote de toxiinfeccion
alimentaria que afectd a 181 personas, en su mayoria nifilos menores de cinco afios,
de los cuales seis desarrollaron el HUS causado por Escherichia coli O157:H7,
productor de la Stx2 del fagotipo 2 (Anénimo, 2001; Cuno, 2002).

7.- De acuerdo con Hernandez-Pezzi y col., (2004) y Cevallos, y col. (2005), en el
decenio de 1993-2003, los brotes de Escherichia coli enterohemorragico transmitidos
por los alimentos (excluyendo los casos hidricos) publicados en el Boletin

Epidemiologico Semanal fueron: 1 en 1998; 2 en 1999; 1 en 2000 y 2 en 2003.

8.- En el afo de 2006, hasta la semana del 11 de Marzo, fueron identificados 4 casos
de E. coli O157:H7, declarados al sistema de informaciéon microbioldgica (BES,

2006).

7.1.9 — Prevencion y control

Las medidas de prevencion de infecciones por Escherichia coli vehiculada por los
alimentos deben tender, en primer lugar, a evitar que los alimentos frescos (leche,
carne) puedan ser un vehiculo de las cepas mediante el adecuado control de la
pasteurizacion/esterilizacion de la leche (Doyle y col.,, 1997). La higiene en la
obtencion de la carne en el matadero (ICMSF, 2001) y el decomiso de los animales
afectados de colibacilosis. En segundo lugar, se vigilard también la posible
contaminacion de origen exdgeno de los alimentos frescos y la recontaminacion de
los alimentos higienizados; la refrigeracion adecuada de los alimentos impedird el
posible crecimiento de cepas de Escherichia coli enteropatégeno presentes en los
mismos (Mossel y Garcia, 1985). La formacion de los operarios que manipulan los
alimentos en cuanto a técnicas de manipulacion e higiene son fundamentales.
Ademas, se recomienda no utilizar aguas residuales humanas o animales para abonar

las hortalizas y los cultivos que se emplean para el consumo humano (ICMSF, 1998).
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La aplicacion de sistemas de Analisis de Peligros y de Puntos de Control Critico
(APPCC) o HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points) a todos los sectores de
la cadena, desde la produccion, pasando por el procesado, el transporte y la venta,
hasta su uso en los establecimientos de servicios alimentarios o en hogares, es una de

las medidas de prevencion mas eficaz.

En resumen, como medidas preventivas generales se recomienda (Eduardo, 1996;
Frazier y Westhoff, 1985; Cuno, 2000):

- Cocinar/cocer bien los alimentos.

- Evitar consumir leche sin pasteurizar.

- Lavar las manos cuidadosamente antes de preparar y consumir alimentos.

- Utilizar agua potable.

- Lavar las frutas y vegetales antes de manipularlos y consumirlos.

- Evitar la contaminacion cruzada (contacto de alimentos cocinados con

crudos).

- Formacioén continua de los manipuladores y consumidores.

7.2 — Salmonella

7.2.1 — Historia

El primero en deducir que la fiebre tifoidea era transmitida por el agua y por los
alimentos fue Budd en 1874. Salmonella typhi, el agente etiologico de la enfermedad,
fue descubierto en 1880 por Eberth y aislado en 1884 por Gaffky. Salmonella
cholerae-suis (la especie tipo) fue aislada en cerdos en los que se diagnostico

clinicamente que padecian de peste porcina (Salmoén y Smith, 1885).

El nombre del género fue acufiado por Ligniéres en 1900 en honor de la
investigacion del Dr. Salmon. El primer brote de salmonelosis transmitida por
alimentos confirmado en el laboratorio implicd a 57 personas que comieron carne de

una vaca enferma (ICMSF, 1998).
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7.2.2 — Taxonomia

Salmonella es un género bacteriano, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae
(Brenner, 1984). Son gérmenes de forma bacilar, no formadoras de esporas,
habitualmente moviles mediante flagelos peritricos, aunque S. pullorum, S.
gallinarum y algunas mutantes de otras serovariedades son inmoéviles. Gram
negativos, aerobios-anaerobios facultativos, fermentan la glucosa con produccion de
gas. No fermentan la lactosa. Reducen nitratos a nitritos. Suelen ser catalasa-
positivas y oxidasa negativos. Forman colonias tipicas sobre medios de cultivo
solidos y poseen caracteristicas bioquimicas y serologicas definidas (ICMSF, 1998;

Pascual y Calderon, 2000).

La mayoria de las cepas, salvo S. typhi, son aerégenas, utilizan citrato como Unica
fuente de carbono, descarboxilan la lisina, la arginina y la ornitina y producen sulfuro
de hidrogeno. La reaccién de rojo de metilo es positiva, la prueba de Voges-
Proskauer es negativa y la prueba del indol es negativa. La fenilalanina no es
desaminada, la urea no es hidrolizada, la gelatina no es licuada rapidamente en los

medios nutritivos y no son producidas ni DNAasa ni lipasa (ICMSF, 1998).

En el Bergey’s Manual (Brenner, 1984) el género se subdivide en cinco subgéneros,
basados en la hibridacion DNA/DNA, en las caracteristicas bioquimicas y en el sitio
habitual donde se aislan. El subgénero I contiene las Salmonellas patdgenas tipicas
que se aislan en el contenido intestinal de los animales de sangre caliente. Los
subgéneros II y III, que incluyen los organismos anteriormente denominados
Arizona, se aislan frecuentemente en los animales de sangre fria. Los subgéneros IV
y V se encuentran principalmente en el ambiente y rara vez se identifica como

patogenos para los seres humanos.

Posteriormente se propuso que Salmonella se designase a una especie unica,
Salmonella entérica, subdividida en siete subespecies (Le Minor y Popoff, 1987) que
se diferencian entre si mediante la hibridacion DNA/DNA o por las propiedades
bioquimicas. Estas siete subespecies son: subesp. entérica (I), subesp. salamae (II),
subesp. arizonae (arizonae IIla monofasica), subesp. diarizonae (arizonae IIIb

difasica) subesp. houtenae (IV), subesp. bongori (V), subesp. indica (IV). Las
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cuatro primeras subespecies se corresponden con la clasificacion Kaufmann. Cada
especie se divide en serovariedades basadas en los antigenos O y H ( Le Minor,

1988).

Han sido identificadas aproximadamente 2.200 serovariedades de Salmonella spp.,
aunque de acuerdo con el esquema de Kauffmann-White son posibles 20.000
combinaciones (Ewing, 1986). En este esquema las serovariedades se definen por
medio de una serie de numeros y letras que representan 64 antigenos O (somaticos),
Vi (capsulares) y H (flagelares) diferentes. Las determinaciones genéticas de los
factores antigénicos suelen ser estables y, por esta razon, resultan utiles en las
investigaciones epidemioldgicas. Sin embargo, existen algunas serovariedades
plasmido-dependientes, y por tanto se les atribuye un menor valor epidemiologico
por su menos estabilidad antigénica. Las serovariedades se pueden subdividir por las
caracteristicas bioquimicas (biovariedades o biotipos), por la resistencia a
bacteriofagos (fagovariedades o lisotipos), a los antibioticos o metales pesados, y por
la produccion de bacteriocinas o por la produccion de estas. En algunos casos dichas
caracteristicas pueden depender del DNA extracromosomico, pero suelen ser estables

durante el tiempo que dura un brote transmitido por alimentos (ICMSF, 1998).

7.2.3 — Habitat

La mayoria de los representantes de la familia se encuentran en el trato intestinal del
hombre y de los animales, bien como patdgenos, bien como comensales (D’Aoust,

1991a).

En el ambiente las bacterias pertenecientes al género Salmonella spp. estan presentes
en los afluentes de los rios, y heces secas de los animales, en el lodo residual de
arroyos y aguas costeras, con el consiguiente riesgo de diseminacion. En grupos de
animales destinados al consumo humano, pueden permanecer viables durante varios
meses y pueden ser diseminadas por aerosoles y el polvo, originando una

contaminacion ambiental acumulativa (ICMSF, 1998).

63



Revision bibliogréfica

7.2.4 — Patogenicidad de Salmonella

Algunas serovariedades (por ejemplo, S. typhi, S. paratyphi A., S. paratyphy C y S.
sendai) estan adaptadas al hombre como hospedador y generalmente causan
sindrome septicémico-tifoideo en los seres humanos. Las demds serovariedades, sin
embargo, causan gastroenteritis en el hombre. La fiebre tifoidea es muy comun en
algunos paises en desarrollo, mientras que es rara en los paises desarrollados en los
que la gastroenteritis causada por Salmonella se encuentra entre las causas
principales de morbilidad por consumo de alimentos. Las serovariedades implicadas
varian de acuerdo con la zona geografica, pero frecuentemente incluyen a S.
typhimurium, S. enteritidis, S. heidelberg, S. agona, S. newport, S. infantis, S.
panama, S. saint paul y S. welteveden. En la actualidad S. enteritidis ha llegado a ser
la serovariedad dominantemente responsable de la enfermedad, seguida de S.

typhimurium (ICMSF, 1998).

La enterotoxina causante de diarrea figura de modo predominante como un factor de
virulencia de Salmonella debido a su capacidad para producir sintomas clinicos
manifiestos en los casos humanos de salmonelosis. Es una proteina termolédbil con un

peso molecular de 90 a 110 kDa (D’ Aoust, 1991).

En contraposicion a varios patdgenos bacterianos como Yersinia, Shigella, y cepas
enteroinvasoras de Escherichia coli, que se multiplican dentro del citoplasma de las
células hospedadoras, las salmonellas estdn encerradas en vacuolas endocitéticas
donde empieza la replicacion bacteriana en un plazo de horas después de la

interiorizacion (Garcia-del Portillo y Finlay, 1994; D’ Aoust, 2000).

7.2.4.1 — Poblacion susceptible

Son muy sensibles los bebés y los nifios de corta edad, las personas ancianas, las
personas desnutridas y las personas con resistencia reducida debido a otras
infecciones o a enfermedades crdnicas. El sistema inmunolégico desarrollado
incompletamente en los recién nacidos y los nifios, las respuestas inmunologicas

débiles y/o retardadas en las personas ancianas y debilitadas, y la produccion de
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acido en el estobmago, generalmente escasa en los nifios y en las personas de edad,
facilitan la colonizacion intestinal y la diseminacion sistémica de las salmonellas en
ese segmento de la poblacion. Las muertes como consecuencia de salmonelosis se

dan principalmente en las personas ancianas (ICMSF, 1998; D’ Aoust, 2000).

En las gallinas, la gastroenteritis aguda acompafniada de una elevada mortalidad ha
sido causada por S. pullorum y S. gallinarum, organismos que estan adaptados a las
aves de corral como hospedadores y son de escasa patogenicidad para los humanos.
Determinados fagos de S. enteritidis han llegado a ser un problema grave en las
manadas reproductoras, en los pollitos y en los huevos como consecuencia de la

transmision ovarica (ICMSF, 1998).

S. cholerae-suis y S. typhi-suis, causan gastroenteritis en los lechones. El habito de
revolcarse y de introducir las patas en los comedores facilita la contaminacion del
pelo y de la piel. S. dublin y S. typhimurium son aislamientos habituales en ganado

vacuno.

Se han aislado salmonellas en muchos otros animales mamiferos (por ej., en las
cabras, ovejas, caballos, gatos, perros, camellos, bufalos, elefantes, canguros, liebres,
visones, conejos, murci¢lagos, ballenas, delfines, ratas, ratones, cobayas), en las aves
(por ¢j., en los gorriones, gaviotas, palomas, patos, gansos), en los reptiles (por ¢j., en
las tortugas de mar, tortugas de tierra, culebras, lagartos, cocodrilos), en los anfibios
(por ej., en las ranas, sapos), en los artropodes (por ej., en los camarones,
cucarachas), en los peces (por €j., en los siluros), y en los insectos (por ej., en las

moscas) (ICMSF, 1998).

En la mayoria de los animales domésticos, el estrés durante el transporte incrementa
la excrecion de salmonellas. Y la diseminacion del microorganismo se ve aumentada
en los mataderos durante el descanso de los animales que aguardan el sacrificio, y

por la contaminacién cruzada en la cual intervienen los manipuladores de alimentos.
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7.2.4.2 — Dosis infectante

Investigaciones detalladas de brotes transmitidos por alimentos han indicado que la
ingestion de s6lo unas cuantas células de Samonella puede resultar infecciosa. Datos
cientificos indican que de 1 a 10 células pueden constituir una dosis infectiva

humana (D’Aoust y col., 1985; Kapperud y col., 1990).

En la salmonelosis, los factores determinantes no estan limitados a la heterogeneidad
inmunolodgica en las poblaciones humanas ni a la virulencia de las cepas infectantes,
sino que también influyen la composicion quimica de los vehiculos alimentarios
implicados. El denominador comun de los alimentos relacionados con dosis bajas fue
el elevado contenido en grasa. La inclusion de salmonellas en el interior de las
micelas de lipidos hidréfobos posiblemente puede proporcionar proteccion contra la

actividad bactericida de la acidez gastrica (D’ Aoust, 2000).

7.2.4.3 — Periodo de Incubacion

Un estudio epidemioldgico en profundidad de un brote por Salmonella typhimurium
provocado por un pollo servido a los delegados de un congreso médico, demostrd
que el curso clinico en los enfermos estaba relacionado directamente con el nimero
de salmonellas ingeridas (Glynn y Palmer, 1992). El periodo de incubacion para el
comienzo de los sintomas estaba relacionado inversamente con la dosis infecciosa.
Los enfermos con periodos de incubacion cortos (< 22 h) padecieron movimientos
intestinales diarreicos mas frecuentes, temperaturas corporales maximas mas
elevadas, mayor persistencia de los sintomas clinicos, y mayor frecuencia de
hospitalizacion. Curiosamente no se observd relacion alguna entre la edad de los

individuos infectados y la duracion del periodo de incubacion (D’ Aoust, 2000).

7.2.4.4 — Sintomas

De acuerdo con el ICMSF, (1998) los sintomas se pueden caracterizar de la siguiente

manera:
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Gastroenteritis

El periodo de incubacion varia desde 5 horas a 5 dias. Los signos y los sintomas
empiezan 12 — 36 horas después de la ingestion de los alimentos contaminados. Los
signos y sintomas incluyen diarrea (que varia de unas pocas heces claras parecidas a
la sopa de hortalizas hasta evacuaciones solidas con deshidrataciéon concomitante),
naduseas, dolor abdominal, fiebre ligera y escalofrios. A veces hay vomitos,

abatimiento, anorexia, cefalalgia y malestar. El sindrome suele durar 2 — 5 dias.
Fiebre entérica

El periodo de incubaciéon con duracion media de 14 dias, dependiendo
principalmente de la dosis, varia de 7 a 28 dias. Hay malestar, cefalalgia, fiebre alta
persistente, dolor abdominal, dolores en el cuerpo y debilidad, generalmente
acompafiados de una diarrea parecida al puré de guisantes o de estrefiimiento. A
veces, en el tronco, en el dorso y en el torax, aparecen manchas de color rosa. Otras
veces se observan un ritmo cardiaco lento, un abdomen sensible y dilatado, un
aumento del tamafio del bazo y en ocasiones hemorragia intestinal o nasal. Los

sentidos estan embotados y los pacientes pueden llegar a desvariar.
Bacteriemia, infecciones focales y secuelas

La bacteriemia o septicemia es causada por la presencia de salmonellas en la sangre.
Esto sucede por metastasis cuando el sitio inicial de la infeccion es el tracto intestinal
u otros focos. El resultado es una fiebre alta y persistente, dolor en el dorso, en el
abdomen y en el torax, escalofrios, sudoracion, malestar, anorexia y pérdida de peso.
El estado puede ser pasajero o cronico. Las cepas de S. typhimurium, S. cholerae-
suis, y de S. dublin son propensas a invadir la corriente sanguinea y pueden
sobrevenir infecciones focales de varios tejidos. En ocasiones se pueden identificar
secuelas como: apendicitis, artritis, colecistitis, endocarditis, abscesos locales,
meningitis, osteomielitis, osteoartritis, pericarditis, peritonitis, pleuritis, neumonia e

infeccion de las vias urinarias (Smith y col., 1993; ICMSF, 1998).
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7.2.5 — Caracteristicas de crecimiento y de supervivencia de salmonella

El género Salmonella esta integrado por microorganismos resistentes que se adaptan

facilmente a las condiciones extremas del medio (D’ Aoust, 2000).

En la Tabla 3 estan presentadas las condiciones limites de temperatura, pH y ay para

el crecimiento de Salmonella.

Tabla 3. — Condiciones limites para el crecimiento de Salmonella (ICMSF, 1998).

Condiciones Minimo Optimo Maximo
Temperatura °C 52 35-43 46,2
pH 3.8 7-1,5 9,5
aw 0,94 0,99 >0,99

7.2.5.1 — Temperatura

A pesar de un primer informe de crecimiento de salmonellas en natillas y en pollo en
salsa rey inoculados a 45 °C (Angelotti y col., 1961), la evidencia mas reciente indica
que la exposicion prolongada de cepas mesofilas a condiciones de estrés térmico se
traduce en mutantes de Salmonella typhimurium capaces de crecer a 54 °C (Droffner
y Yamamoto, 1992). Aunque todavia no ha sido esclarecido el mecanismo de este
fenomeno, los hallazgos preliminares indican que dos mutaciones independientes
permiten a Salmonella typhimurium crecer activamente a 48 °C y a 54 °C (D’Aoust,
2000).

La viabilidad de las salmonellas en los alimentos secos almacenados a temperatura >
25 °C disminuye con el aumento de la temperatura de almacenaje y con el aumento

del contenido de humedad (Corry, 1976; D’ Aoust, 1989).

Si bien la termorresistencia de Salmonella spp. aumenta a medida que disminuye la
ay del medio de calentamiento, estudios detallados han demostrado que los solutos
utilizados para modificar la a,, del medio de calentamiento desempefia un papel

determinante en el nivel de resistencia adquirida (D’Aoust, 1989). El calentamiento

1 r .
La mayoria de los serotipos no crecen a temperaturas <7°C
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de Salmonella typhimurium en medio ajustado a ay 0,90 con sacarosa y glicerol
confirio niveles diferentes de termorresistencia, segun se puso de manifiesto por los

valores Ds;, de 40 a 55 y de 1,8 a 8,3 minutos, respectivamente (Goepfert y col.,

1970).

7.2.5.2 — pH

La capacidad de adaptacion fisiologica de Salmonella spp. se demuestra por su
capacidad de multiplicarse a valores de pH que varian desde 3,8 hasta 9,5. Los
efectos bacteriostaticos o antibacterianos de los medios acidos dependen del
acidulante (D’Aoust, 1989). De los acidos organicos formados por los cultivos
iniciadores en la carne, en los alimentos lacteos y en otros alimentos fermentados, y
de los diversos acidos orgédnicos que se utilizan en la acidificacion de productos, los
acidos propidnico y acético son mas bactericidas que los acidos lactico y citrico

asociados a los alimentos corrientes (D’ Aoust, 2000).

La primera investigacion sobre la propension para el crecimiento de salmonellas en
medios acidos demostrd que las cepas de tipo silvestre acondicionadas previamente
en placas de gradiente de pH podian crecer en medios liquidos y sélidos a valores de
pH considerablemente mas bajos que las cepas originarias (Huhtanen, 1975). Estos
hallazgos suscitan preocupaciones con respecto a la inocuidad de alimentos
fermentados como los embutidos curados y los productos de leche fresca fermentada,
a la acidificacion progresiva dependiente del cultivo inicial de la que podria derivar
un medio propicio para la elevacion de las salmonellas enddgenas hacia un estado de
acidotolerancia. El crecimiento y/o la supervivencia aumentados de este patdgeno
bacteriano humano durante el proceso fermentativo, daria como resultado un
producto listo para comer contaminado. Un informe revela la supervivencia
aumentada de Salmonella spp. adaptada al acido en leche fermentada y durante el
almacenamiento (5 °C) de los quesos Cheddar, suizo y Mozzarella (Leyer y Johnson,
1992). Ademas, la presencia de salmonellas acidotolerantes en estos alimentos
aumenta mas el nivel del peligro de salud publica porque este rasgo fisiologico
adquirido podria reducir al minimo la actividad antimicrobiana de la acidez géstrica

(pH 2,5) y favorecer la supervivencia de las salmonellas en el citoplasma &cido de los
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fagocitos mononucleares y polinucleares del hospedador humano (D’Aoust, 1991,

2000).

La exposicion breve de Salmonella typhimurium a medios ligeramente acidos de pH
5,5 a 6,0 (prechoque) seguida de la exposicion de las células adaptadas al pH de
valor < 4,5 (choque acido) desencadena una compleja respuesta de acidotolerancia
que potencia la supervivencia del microorganismos en medios sumamente acidos

(pH 3,0 a 4,0) (D’ Aoust, 2000).

El estrés acido también puede desencadenar resistencia bacteriana frente a otras
condiciones ambientales adversas. El crecimiento de Salmonella typhimurium a pH
5,8 origind una resistencia térmica aumentada a 50 °C, una tolerancia aumentada al
estrés osmotico elevado (2,5 M de NaCl) atribuida a la sintesis inducida de proteinas
OmpC, una mayor hidrofobicidad de la superficie, y una resistencia aumentada al
sistema lactoperoxidasa bacteriano y a agentes activos de superficie como el cristal

violeta y la polimixina B (Leyer y Johnson, 1993).

7.2.5.3 — Actividad de agua

Los estudios han demostrado que los alimentos con a,, de valores < 0,93 no sustentan
el crecimiento de salmonellas (D’Aoust, 1989). Aunque por lo general las
salmonellas son inhibidas en presencia de un porcentaje de sal de 3 a 4 %, la
tolerancia de la sal por parte de las bacterias aumenta con el aumento de la
temperatura en el intervalo de 10 a 30 °C. Sin embargo, el fenémeno ultimo va
acompanado de una fase de latencia prolongada y de una tasa de crecimiento
disminuida. Ademads, la evidencia indica que la magnitud de esta respuesta de
adaptacion es especifica del alimento y de la serovariedad (D’Aoust, 1989). Un
informe sobre la anaerobiosis y su potenciacion de la mayor tolerancia a la sal en las
salmonellas suscita preocupaciones acerca de la inocuidad de los alimentos
envasados en atmodsfera modificada y de los alimentos envasados al vacio que

contienen niveles elevados de sal (Anonimo, 1986).

Varios estudios han subrayado la capacidad aumentada de los microorganismos que

crecen en condiciones acidas (pH < 5,0) o en medios de salinidad elevada (= 2 %
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NaCl) al aumentar la temperatura (D’ Aoust, 1989; Ferreira y Lund, 1987; Thomas y
col., 1992). Un estudio parecido sobre la interrelacion entre el pH y el NaCl a
temperaturas proximas a la optima de crecimiento (de 20 a 30 °C), ha subrayado la
influencia del pH del medio en el crecimiento de las salmonellas (Thomas y col.,
1992). Curiosamente, la presencia de sal en los alimentos acidificados puede reducir
la accion antibacteriana de los acidos organicos; las concentraciones bajas de NaCl o
de KCI estimulan en crecimiento de Salmonella enteritidis en un medio de caldo
acidificado hasta 5,19 con 4cido acético (Radford y Board, 1995). Estos hallazgos y
otros informes sobre la supervivencia aumentada de las salmonellas dependientes de
la sal en el suero de cuajo y en la mayonesa, indican que concentraciones bajas de sal
pueden desmerecer la actividad conservadora de los 4cidos organicos y posiblemente
ponen en peligro la inocuidad de los alimentos fermentados y acidificados. El papel
de la salinidad para restablecer la homeostasis puede estar ligado a los sistemas de
antiporte de los protones Na'/K™ (Foster y Hall, 1991; Olson, 1993; Foster y
Bearson, 1994).

Salmonella typhimurium en su temperatura optima de crecimiento es capaz de crecer

en un medio con 7 % de cloruro de sodio (w/w) (Manas y col., 2001).

7.2.5.4 — Refrigeracion

Las Salmonellas tienen propiedades psicrotroficas, reflejadas en la capacidad de
crecer en alimentos almacenados a temperaturas comprendidas entre 2 y 4 °C
(D’Aoust, 1991a). Ademas, el acondicionamiento previo de las células a
temperaturas bajas puede aumentar notablemente el crecimiento y la supervivencia
de las salmonellas en alimentos refrigerados (Airoldi y Zottola, 1988). Estas
caracteristicas del crecimiento suscitan preocupaciones acerca de la eficacia de las
temperaturas de refrigeracion para garantizar la inocuidad de los alimentos por medio

de la bacteriostasis (D’ Aoust, 2000).
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7.2.5.5 - Irradiacion

La sensibilidad a la radiacion puede ser expresada como valores D;o. La
supervivencia estd influida en gran manera por el sustrato en el que son irradiadas las
células. La presencia de oxigeno durante el tratamiento con radiacion aumenta el
efecto letal. Las salmonellas son destruidas mas rapidamente mediante irradiacion a
temperaturas elevadas, pero subletales (por ej., 45-55 °C). A temperaturas reducidas
las bacterias son menos sensibles a la radiacion ionizante. La resistencia a la
radiacion aumenta en el estado de congelacion. Las condiciones y las dosis de
radiacion necesarias para eliminar las salmonellas en los alimentos no congelados,
congelados o desecados, estan perfectamente determinadas y los tratamientos estdn

admitidos por muchas autoridades sanitarias (ICMSF, 1998).

7.2.5.6 — Desinfectantes

Las salmonellas son destruidas facilmente por los desinfectantes comerciales que se
utilizan habitualmente en la industria alimentaria, como es el caso del cloro (ICMSF,

1998).

7.2.5.7 — Atmoésfera

Se ha comprobado que las mezclas gaseosas formadas por un porcentaje de 60 al 80
% (vol/vol) de CO; con diversos porcentajes de N, y/o de O,, inhiben el crecimiento
de microorganismos aerdbicos de la alteracion como Pseudomonas spp. sin favorecer

el crecimiento de Salmonella spp (D’Aoust, 1991a).

Sin embargo, la multiplicacioén de las salmonellas inoculadas en carne de vaca cruda
picada y en carne de cangrejo cocida a temperaturas de compreendidas entre 8 y 11
°C en atmosferas modificadas que contienen niveles bajos de CO; [20 a 50 %
(vol/vol)], justifica la cautela en la aplicacion de esta nueva tecnologia de tratamiento

(Bergis y col., 1994; Ingham y col., 1990a).
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7.2.6 — Prevalencia de Salmonella en algunos alimentos

Las salmonellas se encuentran en todas las partes y estan universalmente reconocidas
como agentes zoonosicos. Tal como se ha referido anteriormente, han sido
identificados numerosos reservorios animales. Algunos alimentos, especialmente los
de origen animal y los que estan expuestos a contaminacion por aguas residuales, han
sido identificados como vehiculos para la transmision de estos patdgenos a los seres

humanos y para diseminarlos a los ambientes de elaboracion y de las cocinas.

De aqui que los alimentos que con mas frecuencia dan lugar a casos de salmonelosis

son:

- Carnes de los animales que padecen septicemia inducida por Salmonella, pero
mas corrientemente llegan a las superficies de la carne desde el contenido
intestinal y desde las heces que se adhieren en el pelo, en la piel y en las patas de

los animales cuando llegan para el sacrificio.

- En productos carnicos y algunos productos de charcuteria elaborados con carnes

contaminadas.

- Carnes de aves. Las canales y porciones de pavo y de pollo estan con frecuencia
contaminadas con salmonellas que llegan desde el tracto intestinal o desde la
materia fecal existente en las patas y en las plumas. Se recomienda el control del
desplumado y la evisceracion de las aves y el enfriamiento de las canales asi
como el respeto de las medidas higiénicas de los operarios y de los utensilios
para evitar diseminar la bacteria durante las operaciones subsiguientes de

tratamiento, troceado y preparacion de las carnes.

- Huevos y ovoproductos. La superficie de la cascara de los huevos se puede
contaminar durante su transito a través de la cloaca o cuando se halla expuesta en
un ambiente contaminado con material fecal. En las ponederas, la infeccion
transovarica puede tener importancia en la propagacion de S. enteritidis, lo

mismo que ocurre con S. pullorum y S. gallinarum.
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- Leches y productos derivados de la leche. Las salmonellas pueden llegar a la
leche por medio de la contaminacion de la ubre y de los pezones, menos
corrientemente durante infecciones septicémicas de las vacas y posiblemente

desde los operarios que manipulan la leche.

- Agua contaminada con aguas residuales han sido vehiculos de Salmonella,
especialmente S. typhi (Feachem y col., 1983). Este tipo de aguas contaminadas

también acaban por contaminar a los mariscos y los berros recolectados en ellas.

7.2.7 — Incidencia de Salmonella en Espafia

En la Tabla 4 se muestran los casos registrados de salmonelosis dentro de los brotes

de enfermedades transmitidas por los alimentos en el decénio de 1993 a 2003.

Durante los afos 2002 y 2003 fueron aisladas 1.060 cepas de Salmonella spp.
implicadas en brotes de origen alimentario, siendo 450 cepas de los 128 brotes
notificados en 2002, y 610 cepas de los 177 registrados en 2003. A partir de muestras
clinicas de origen humano se fagotiparon 1.376 cepas de Salmonella typhimurium en
2002, y 1.428 en 2003.

En el afio de 2006, hasta la semana del 11 de Marzo, fueron identificados 120 casos
de Salmonella typhimurium, declarados al sistema de informacion microbioldgica
(BES, 2006).

Tabla 4. — Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos en Espafia de 1993-2003".

Agente Causal 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
E. coli O157:H7 0 0 0 0 0 1 2 1 0 0 2
Salmonella spp. 471 379 433 456 445 554 525 546 577 558 733

Salmonella typhimurium 7 11 5 9 9 8 5 9 10 7 15
Staphylococcus aureus 50 39 24 40 39 36 21 22 27 31 22
Otros agentes 416 540 442 382 378 343 374 382 375 325 449

Total 944 969 904 887 871 942 927 960 989 921 1221

"Excluye brotes hidricos. (Adaptado de Hernandez-Pezzi y col. (2004); Cevallos y col. (2005).
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7.2.8 — Prevencion y control

Puesto que pequefias cantidades de Salmonellas pueden causar enfermedad, es
importante garantizar su ausencia en los alimentos listos para comer. Segun el

ICMSEF (1998), los principales procedimientos de control implican

- Una operacion de destruccion para garantizar la destruccion de las
salmonellas en los alimentos contaminados, especialmente en los productos

agricolas crudos de origen animal;
- Prevencion de la contaminacion de alimentos listos para comer;

- Almacenamiento de los alimentos a temperaturas bajas o elevadas que

impidan el crecimiento de las Salmonellas.

Los animales cuyas carnes se destinan al consumo humano, sobretodo terneros,
cerdos y aves considerados sanos, son portadores de Salmonella en una tasa que
oscila entre el 20 — 30 %. Este microorganismo se aloja en el contenido intestinal y
ganglios mesentéricos de los animales de abasto. Los huevos se pueden contaminar
en el trato intestinal o con las heces de las aves. En circunstancias especiales, el
contraste entre una temperatura exterior mas fria y el calor del contenido del huevo
da lugar a la creacion de un vacio que puede absorber posibles salmonellas de la
cascara, haciéndolas llegar a la yema. No obstante, se han detectado cepas de
Salmonella enteritidis que colonizan en los ovarios de las aves, pasando a la yema

del huevo (Pascual y Calderon, 2000).

Para destruir Salmonellas en los alimentos se han descubierto varios procedimientos
que incluyen el empleo de calor, de la irradiacion, de la acidificacion y de

asociaciones de varios factores.
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7.3 — Listeria monocytogenes

7.3.1 — Historia

Las primeras descripciones de organismos que se parecian a Listeria monocytogenes
que causaban infeccion en las personas y en los animales, aparecen en la literatura
cientifica en 1891, cuando el francés Hayen observd en tejido humano unas pequefias
bacterias en forma de baston. Esta observacion fue repetida en 1893 por Henle en
Alemania (Gray y Killinger, 1966; Toca, 1998). En 1911 Hiilphers, en Suecia, lo
volvié a aislar en higado de conejo, llamandolo por este motivo Bacillus hepatis

(Donnelly, 1988; Toca, 1998).

En 1926, Murray y col. aislaron una bacteria corta, Gram positiva, aspordgena, de
forma bacilar, que causaba enfermedad en los conejos y en los cobayas. Los autores
la denominaron Bacterium monocytogenes porque infectaba a los monocitos

(leucocitos) de la sangre.

El primer informe del primer caso de listeriosis humana fue de un soldado de la
primera guerra mundial que padeci6 de meningitis (Rocourt y Brosch, 1992). En
1929, Nyfeldt aislo la bacteria en sangre de pacientes que padecian una enfermedad
similar a la mononucleosis infecciosa, llamandola Listerella monocytogenes hominis
(Donnelly, 1988; Toca, 1998). Desde entonces hasta 1950, muy pocos casos

humanos fueron descritos, pero ahora centenares de casos son publicados cada afo.

Pirie (1930) aisld6 un organismo parecido en el higado de gerbos enfermos y lo
denomin¢ Listerella hepatolytica, en recuerdo del famoso cirujano Joseph Lister.
Como quiera que la denominacion “Listerella” habia sido adoptada anteriormente
para un grupo de mohos productores de mucilago, finalmente fue acordada la

denominacién de Listeria monocytogenes (Pirie, 1940; ICMSF, 1998).

La emergencia de listeriosis es resultado de interacciones complejas entre varios
factores reflejados en los cambios de los patrones sociales. Estos factores incluyen
progresos médicos y consecuentes cambios demograficos, como el aumento de la

proporcion de personas inmunodeprimidas y ancianos; cambios en la produccion
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primaria de alimentos (produccién a larga escala de materias-primas, modificaciones
en los procesamientos tecnoldgicos alimentarios, expansion de la industria
agroalimentaria y desarrollo de sistemas de almacenamiento en frio); y cambios en
los hébitos alimentarios (aumento de la demanda del consumo por conveniencia
alimentaria que pueden ser vendidos como “ready-to-eat”, refrigerados o congelados,
que pueden ser preparados rapidamente y requieren esencialmente una sencilla
coccion antes del consumo) y cambios en las practicas de manipulacion y

preparacion (Rocourt y Cossart, 1997).

7.3.2 — Taxonomia

La Listeria es un bacilo corto, regular, de 0,4-0,5 um de diametro y 0,5-2 um de
largo con los extremos redondos, no tienen capsula y son asporogenos.
Accidentalmente originan formas cocoides o células aisladas de 10 um de longitud.
Son moviles a 25 °C, gracias a unos flagelos peritricos (1 a 4) mostrando una
caracteristica movilidad de “volteo”, pero no son moviles a 37 °C. El desarrollo de

flagelos puede ser tan pobre que la movilidad puede llegar a ser imperceptible o nula.

En preparaciones de gota-pendiente, los movimientos de volteo y rotacion pueden
alternarse con periodos de descanso. Los cultivos en picadura en medios semi-
solidos para la movilidad, producen una forma tipica de “paraguas” o “abeto
invertido” aproximadamente a medio centimetro de la superficie, porque es

microorganismo microaerofilo (Rocourt, 1988; Toca, 1998).

Las colonias tienen un aspecto caracteristico gris-azulado, que cambia a azul-verde

cuando se observan con luz oblicua [iluminacion de Henry] (Henry, 1933).

Son gram positivos, catalasa-positivos, oxidasa-negativos, y anaerdbios facultativos.
Producen citocromos y tienen un metabolismo fermentativo de la glucosa
produciendo principalmente L(+) —acido lactico. Son rojo de metilo positivo y
Voges-Proskauer positivo. No utilizan citrato exdgeno y no producen indol.

Hidrolizan la esculina pero no la urea (Seeliger y Jones, 1986). Solo las especies L.
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grayi y L. murrayi reducen nitratos a nitritos, lo cual se utiliza en la diferenciacion de

estas especies (Roucourt, 1988).

Fueron identificadas siete especies de Listeria todas ellas emparentadas intimamente,
tal como se presentan en la Tabla 5. Una octava especie, anteriormente denominada
Listeria denitrificans, ha sido reclasificada como Jonesia denitrificans (Rocourt y
col., 1987). Las especies L. innocua y L. murrayi (Sin. L. grayi) son consideradas
apatogenas, mientras que L. seeligeri, L. ivanovii y L. welshimeri rara vez causan
infeccion humana (Jones, 1991), reservando para L. monocytogenes la consideracion

de especie mas importante (ICMSF, 1998).

Tabla 5. — Diferencias entre Listeria monocytogenes y otras Listeria spp. (ICMSF, 1998).

Especie de Fermentacion de Carbohidratos Prueba de CAMP Hemodlisis
Listeria .. M R X SA RE

monocytogenes - + - + - +
innocua - + - - - -
welshimeri - + + - - -
seelgeri - - + + - +
ivanovii - - + - + +
murrayi (grayi) + + - - - -

M, manitol; R, L-ramnosa; X, D-xilosa; +, fermentacion de azicar y formacion de gas, prueba de CAMP,
fenomeno de Cristie, Atkins, Munich-Petersen, esto es L. monocytogenes presenta una zona B-hemolitica
tipica en placas de agar sangre cuando se siembran por estria a la vez con Staphylococcus aureus (SA) y/o
Rhodococcus equi (RE).

7.3.3 — Habitat

A pesar de no formar esporas, es capaz de sobrevivir durante periodos de tiempo
prolongados en medios diferentes. Es un organismo psicrotrofo. Por ello, el alimento
se puede contaminar en cualquier eslabon de la cadena alimentaria, y el

almacenamiento en frio no inhibe el crecimiento de las listerias.
Ha sido aislada durante décadas en varios ambientes (Rocourt y Cossart, 2000):

- Ensilados;

- Vegetacion natural en putrefaccion y estiércol;
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- Agua de superficie de canales y lagos, zanjas y terrenos ganados al mar en
Holanda, efluentes de agua dulce que desaguan en una bahia, y aguas

residuales;
- Plantas de tratamiento de alimentos;

- Adheridos en superficies diversas como: acero inoxidable, vidrio, caucho,

pavimentos, etc.;

- Alimentos diversos como: leche y productos lacteos, carnes y productos

carnicos, hortalizas, marisco crudo y en productos derivados del pescado, etc.

7.3.4 — Patogenicidad de Listeria monocytogenes

La listeriosis es caracterizada por una variedad de sindromes. Listeria
monocytogenes es un patdogeno oportunista, capaz de sobrevivir y de multiplicarse
fuera de los hospedadores animales y en medios nutritivos simples. Cuando infecta a

los animales o a las personas, se multiplica intracelularmente.

Como se ha presentado anteriormente, no todas cepas de Listeria son patégenas. Pero
todas las cepas de Listeria monocytogenes son hemoliticas y la produccion de
hemolisina es una de las propiedades asociadas a la patogenicidad, ya que todas las
cepas no hemoliticas son apatdgenas. Otros factores asociados con la patogenicidad
son la produccién de una proteina de 60.000 Da y de una fosfolipasa (Farber y

Peterkin, 1991).

Existen varios esquemas de tipado de Listeria monocytogenes. El serotipado
diferencia 13 serovariedades, pero solo tres de ellas (principalmente la 4b y
ocasionalmente la 1/2a y la 1/2b) explican la mayoria de los casos de listeriosis

humana (ICMSF, 1998).

7.3.4.1 — Poblacion susceptible

Aproximadamente una tercera parte de las infecciones humanas por Listeria

monocytogenes son perinatales, afectando a mujeres gestantes y a sus bebés no
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nacidos o recién nacidos y las dos terceras partes restantes se presentan en personas

no gestantes de todas las edades, mayoritariamente adultas.

Si bien algunos de los casos no relacionados con la gestacion no tienen ninguna
enfermedad predisponente, la mayoria de las infecciones por Listeria monocytogenes
se dan en personas cuya inmunidad ha sido menoscabada por la edad, por
enfermedades tales como tuberculosis (Ferri, 1992), el cancer, por el transplante de
organos, por el uso de corticoesteroides o enfermedades como el SIDA (sindrome de
inmunodeficiencia adquirida), leucemia, linfoma, o mieloma (Rocourt y Cossart,
1997). Las mujeres gestantes también tienen un estado de inmunidad alterado que

probablemente explique su mayor sensibilidad (Ferri, 1992; ICMSF, 1998).

La listeriosis es 300 veces mas frecuente en pacientes con SIDA que en la poblacion
general. Un pequefio porcentaje de pacientes con listeriosis sufre de enfermedades no
asociadas habitualmente con la inmunodepresiéon como es el caso de diabetes,
cirrosis, alcoholismo, fallo cardiaco congestivo y lupus eritematoso sistémico

(Rocourt y Cossart, 1997).

7.3.4.2 — Dosis infectante

La dosis infectante depende de muchos factores, incluyendo el estado inmunoloégico
del individuo. Los datos publicados indican que el numero de Listeria
monocytogenes en los alimentos contaminados implicados en epidemias y brotes
esporadicos fueron superiores a 10> UFC/g (Rocourt y Cossart, 1997). Scheider
(1990) considera que el nimero estimado de Listeria monocytogenes, necesario para

causar la enfermedad en los humanos esté entre 10° — 10° UFC/g.

7.3.4.3 — Periodo de incubacion

McLauchlin (1994) senala que el periodo de incubacion varia segiin la forma de
transmision de la enfermedad, aunque en la mayoria de los casos es corto: 1 — 2 dias

para las lesiones cutaneas, 5 — 12 dias para la infeccion neonatal y 1 dia para la de
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transmision alimentaria. Pero diversos autores indican que el periodo de incubacion
por transmision alimentaria en algunos individuos es largo, llegando a ser hasta de 90
dias (Toca, 1998). Listeria monocytogenes puede ser encontrada en las heces de un
porcentaje de la poblacion humana sana, asi como en animales, en los que parece ser

que es parte integrante de la flora normal (ICMSF 1998).

7.3.4.4 — Sintomas

Los sintomas que causa la infeccion en los casos perinatales sdlo consisten en una
fiebre moderada en la madre, acompafada o no de sintomas de ligera gastroenteritis
o de tipo gripal, pero con frecuencia las secuelas en el feto o en el recién nacido son
importantes o mortales. El feto no siempre resulta afectado gravemente, pero puede
manifestar una infeccion septicémica general abrumadora que afecta a varios érganos
y la formacién de lesiones granulomatosas (granulomatosis infantiséptica). Muy
frecuentemente, la muerte intrauterina del feto se produce antes del tercer trimestre
de gestacion. En la ultima fase de gestacion el nifio puede nacer muerto o nacer
prematuramente y estar gravemente enfermo. En estos casos, la septicemia es muy
frecuente y en algunos casos va acompafiada de meningitis. Ocasionalmente solo se
observan lesiones cutaneas. Se cree que la listeriosis “de aparicion tardia” es
consecuencia de la infeccion del nifio por la madre durante el parto (o por otro nifio
infectado) y aparece hasta aproximadamente 10 dias después del nacimiento. La
infeccion perinatal de aparicion tardia frecuentemente origina meningitis. En los
casos que no implican gestacion, aproximadamente las dos terceras partes de los
enfermos padecen solo de bacteriemia y aproximadamente una tercera parte padecen
meningitis, con o sin bacteriemia (manifiesta). Un pequefio porcentaje tiene lesiones
focales, que incluyen endooftalmitis, artritis séptica, osteomielitis, pericarditis y

endocarditis, sin bacteriemia manifiesta (ICMSF 1998).

Aunque se cree que la mayoria de los casos de listeriosis son debidos a infeccion por
los medios de los alimentos, en aquellas personas que manejan animales infectados

se dan algunas lesiones cutaneas localizadas y algunos empleados de laboratorios han
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contraido accidentalmente infecciones oculares por manipular cultivos de listerias

(ICMSF, 1998).

La mortalidad suele ser elevada (30 — 40 %) entre individuos inmunodeprimidos,
pacientes idosos, y pacientes que sufren infecciones en el sistema nervioso central

(Rocourt y Cossart, 1997).

En la Tabla 6 estan presentadas las formas clinicopatoldgicas de listeriosis.

Tabla 6. Formas clinicopatoldgicas de Listeriosis. (Domingo y col., 1992)

Formas Vias de
Clinicopatologicas Entrada Especies
Septicémica Oral Humano, animales jovenes de las especies
domésticas, roedores, lagomorfos
Abortiva Oral Humano, roedores, roedores
Humano, animales jovenes de las especies
Meningitica Oral domésticas, roedores, lagomorfos
Romboencefalitica Neurdgena Humano, rumiantes
(n. trigemino)
Miocardica Oral Aves domésticas
(postencefalitica) Contacto Humano
Cutanea Contacto Humano, rumiantes, roedores, lagomorfos
Querotoconjuntival Oral Vaca
Mastitis Oral? Humano
Endocarditis Oral? Humano
Protesis

7.3.5 — Caracteristicas de crecimiento y de supervivencia de Listeria
monocytogenes

7.3.5.1 — Temperatura

La temperatura oOptima de crecimiento estd entre 30 y 37 °C. Supervive a
temperaturas de — 0,1 hasta 45 °C (Walker y col., 1990; Duché y col., 2002). No

sobrevive a una temperatura de 60 °C durante 30 minutos (Toca, 1998).

Uno de los hechos del mayor interés, por su trascendencia en la conservacién de
determinados tipos de alimentos, resulta en lo que se refiere a la resistencia térmica

de este microorganismo. Entre las bacterias vegetativas Gram negativas, L.

82



Agaténgelo Joaquim dos Santos Eduardo

monocytogenes no es insdlitamente termorresistente. A no ser que se hallen presentes
cifras iniciales muy elevadas (por ej., 10° — 10° UFC/ml) no deberia resistir el
tratamiento comercial de la pasteurizacion normal de la leche (71 °C a 15 seg.). La
resistencia en la nata es parecida a la correspondiente en la leche desnatada, aunque
en las carnes, incluyendo el salami, se observan valores mas elevados y se indica que
la grasa aumenta la resistencia (Fain y col., 1991; ICMSF, 1998). Presenta un punto
de muerte térmica de 10 min. a 58 °C., siendo su valor Z de 6,5 °C, lo que en general
supone una resistencia térmica 4 veces superior a la de Salmonella por ejemplo,
habiéndose sefialado la influencia de factores adicionales que exaltan este caracter,
como es el caso de la temperatura de crecimiento o la atmosfera de recuperacion. En
la practica, el interés por cuanto se refiere a la resistencia térmica de L.
monocytogenes, se despertdé fundamentalmente con ocasion del brote de listeriosis
que tuvo lugar en Massachussets en 1983, asociado epidemioldgicamente al consumo
de leche pasteurizada. Aunque se han ofrecido datos diversos en relacion con la
experiencia de los distintos investigadores, parece cierto que por un lado, el numero
de listerias presente puede condicionar el resultado final (niveles de 10°-10° listerias
permiten obtener recuperaciones después de un enriquecimiento a 4 — 6 °C durante 4
dias, del orden de 10" — 10%, tanto después de tratamientos de pasteurizacion baja (63
°C a 30 min.) como HTST (72 °C 15 seg.), a la vez que la presencia intracelular de L.
monocytogenes en los fagocitos podria representar una formula de proteccion que
permitiera el “escape” del microorganismo a los efectos del calor (en condiciones
experimentales se ha demostrado supervivencia intracelular a combinaciones de 72,2
°C durante 16,4 seg., pero no combinaciones de 76,4 — 77,8 °C durante 15,4 seg.), si
bien es justo reconocer que el proceso de homogeneizacion habitual de la leche,
previo al tratamiento, liberaria la mayor parte de los agentes, convirtiéndoles en

blanco mas facil a los efectos térmicos (Ferri, 1992).

7.3.5.2 - pH

Listeria monocytogenes tiene una amplia escala de pH de crecimiento, siendo el
limite superior aproximadamente el pH 9,2 y el inferior un pH de 4,6 — 5,0 (Ferri,

1992; ICMSF, 1998). Esta bacteria es capaz de tolerar pH bajo como 3,5 después de
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una fase de adaptacion a pH 5,5 (O’Driscoll y col. 1996). Este alto grado de
adaptabilidad es una razon de la dificultad de controlar el patdogeno en un niimero de
productos alimenticios desde que los tratamientos usados en el procesamiento y
preservacion a menudo utilizan agentes estresantes y pardmetros para los cuales L.

monocytogenes es resistente (Duché y col., 2002).

L. monocytogenes es incapaz de crecer a un pH inferior a 4,5. Experimentalmente, la
presencia de 0,1 % de 4cidos acético, citrico y lactico en caldo de triptosa inhibe el
crecimiento de L. monocytogenes, aumentando la inhibicion cuando la temperatura
disminuye (Ahamad y Marth, 1989). El grado de disociacion del 4cido determina la
actividad anti-Listeria. Los acidos citrico y lactico tienen un efecto menos inhibidor

en su equivalente de pH del 4acido acético (Rocourt y Cossart, 1997).

7.3.5.3 — Actividad de agua

L. monocytogenes puede sobrevivir a una variedad de situaciones de stress como 10
% NaCl (McClure y col. 1989, Ferri, 1992, Duché y col., 2002), sobreviviendo a
valores de 20-30 % de NaCl (Ferri, 1992) y puede ser detectada en sal pura después
de 150 dias a 22 °C (Besse y col. 2000, Duché y col., 2002). Asimismo puede
sobrevivir en las concentraciones de nitritos permitidas en los alimentos (Doyle,

1988; Rocourt y Cossart, 1997).

Esta siendo demostrado que el microorganismo responde a elevada osmolaridad por
la acumulacion intracelular de solutos compatibles, llamados osmolitos (Smith,
1996), por activacion osmotica de su transporte desde el medio en vez de a través de
nueva sintesis (Duché y col., 2002). Los solutos comiunmente acumulados incluyen
los iones potasio, aminoacidos, compuestos de amonio cuaternarios y carbohidratos
(Patchett y col., 1992). Entre los solutos compatibles, la glicina betaina (Csonka,
1989; Csonka y Hanson, 1991; y Smith, 1996) y la carnitina son los mas efectivos,
particularmente contra el stress osmotico (Beumer y col. 1994, Ko y col. 1994;
Duché y col., 2002). Estos osmolitos actian en el citosol para contrarrestrar la

osmolaridad externa, lo cual previne que el agua salga de la célula y la plasmolisis no
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afectando adversamente su estructura macromolecular y funcion (Yancey y col.

1982, Smith 1996, Duché y col. 2002).

La glicina betaina confiere un aumento de osmotolerancia y criotolerancia a Listeria
monocytogenes. Mediciones directas de la glicina betaina muestran que las células
transportan betaina 200 veces mas rapido a altas concentraciones de sal (4 % NaCl)
que sin sal y 15 veces mas rapido a 7 que a 30 °C (Ko y col. 1994). La betaina y la
carnitina estdn presentes en los alimentos derivados de plantas y animales,
respectivamente. Por lo tanto estos compuestos pueden contribuir significativamente
para el crecimiento de Listeria monocytogenes en varios alimentos a elevadas
osmolaridades (Beumer y col., 1994). La glicina betaina es un trimetil aminoacido
(N,N,N-trimethylglycine) [(CH3);-N'-CH,-COO’]. La carnitina también es un
trimetil aminoacido (B-hidroxy-y-N-trimethyl aminobutirato) [(CH3)3-N"-CH,-
CHOH-CH,-COOQ]. La carnitina suele ser adicionada en ciertos alimentos como en
el caso de las formulas infantiles debido a su actividad similar a la de las vitaminas

(Beumer y col., 1994).

La prolina también puede contribuir significativamente en la tolerancia osmética de
L. monocytogenes en medios conteniendo concentraciones relativamente altas y en
ausencia de betaina, sus percusores o analogos. Debido a que en los alimentos la
prolina esta disponible en pequefias cantidades, desempeia solamente un pequefnio
papel en la osmoproteccion. No obstante, es concebible que la liberacion de prolina
desde las proteinas por las proteasas de otras bacterias en los alimentos puede tornar
viable este aminodcido para el crecimiento de L. monocytogenes en medios de

elevada osmolaridad (Beumer y col., 1994).
7.3.5.4 — Refrigeracion

A temperaturas de refrigeracion, la resistencia de L. monocytogenes a pH acido
resulta incrementada, aunque a este respecto parecen influir factores como la

composicion del substrato o el tipo de acido (Ferri, 1992).

La congelacion de los alimentos y la conservaciéon a — 18 °C, y también la

congelacion repetida, ejercen poco efecto y es mas probable que en estas condiciones
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dafien a Listeria monocytogenes en vez de inactivarle (Rocourt y Cossart, 2000).
Bajas temperaturas tienen profundo efecto en el crecimiento de la bacteria por
influencia en los ribosomas, membrana citoplasmadtica y alteraciones en la sintesis de
proteinas y captacion de solutos (Berry y Foegeding, 1997; Thieringer y col., 1998;
Phadtare y col., 2000; Liu y col., 2002). Se ha dedicado un mayor énfasis a los
recientes estudios sobre el incremento de la expresion de las proteinas bacterianas de
choque al frio en respuesta a las temperaturas reducidas (Panoff y col., 1998;

Phadtare y col., 2000; Wouters y col., 2000, Liu y col., 2002).
7.3.5.5 - Irradiacion

L. monocytogenes presenta una resistencia a la irradiacion gamma del mismo orden
que otras bacterias Gram positivas (ICMSF, 1980), variando los valores D desde 0,34
— 0,5 kGy en el caldo hasta 0,51 -1,0 kGy en la carne picada de vacuno (EI-Shenawy
y col., 1989) y hasta 2 kGy en el helado a — 78 °C (Hashisaka y col., 1989). Se ha
indicado que los valores D en la carne de pollo y en la carne picada de vacuno se
hallan entre 0,27 y 1,06 kGy. Los resultados de irradiar pollos enteros refrigerados
contaminados de modo natural con Listeria spp., indican que una dosis de 2,5 kGy
reduce considerablemente el nimero pero no elimina totalmente las bacterias (Mead
y col., 1990; Lewis y Corry, 1991), lo que indica que L. innocua no seria un
indicador apropiado de la presencia de Listeria monocytogenes en los alimentos
irradiados. Una dosis de 3 kGy no fue suficiente para eliminar Listeria

monocytogenes de una carne de cerdo envasada al vacio (Lebepe y col., 1990).

Segtin la ICMSF (1980), Listeria monocytogenes es menos resistente a la radiacion

ultravioleta que obras bacterias vegetativas Gram positivas (ICMSF, 1998).
7.3.5.6 — Desinfectantes

En ausencia de materia organica, una gran variedad de desinfectantes, que incluye el
hipoclorito sodico, el yodo, los peroxidos y los compuestos de amonio cuaternario, es
eficaz in vitro contra Listeria monocytogenes. El hipoclorito es inactivado por la
materia orgdnica por lo que la descontaminacion de las hortalizas requiere

concentraciones de por lo menos 200 ppm de cloro. En superficies secas, Listeria
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monocytogenes es mucho mas resistente a los desinfectantes que en las humedas

(Best y col., 1990; ICMSF, 1998).

7.3.5.7 — Atmoésfera

Se indica que Listeria monocytogenes resulta poco afectada por la atmosfera gaseosa.
En condiciones aerobicas, microaerofilicas y anaerdbicas, se han observado tiempos
de generacion parecidos, sin que existan indicios de que las elevadas concentraciones

de CO; ejerzan un efecto inhibidor (Ingham y col., 1990).

El crecimiento 6ptimo se produce en una atmosfera constituida por 5 % de O, y 5-10

% de CO, (Pascual, 1989).

A presiones comprendidas entre 3.000 y 4.000 atmosferas (1 atm = 14,7 lb/pulg” =
1,033 kg/cm?), se han hallado valores D comprendidos entre 100 y 10 minutos

(ICMSF, 1998).

7.3.6 — Prevalencia de Listeria monocytogenes en algunos Alimentos

L. monocytogenes se aisla en numerosos alimentos crudos y se encuentra con
frecuencia en los ambientes de produccion y procesamiento de los alimentos, por lo
que parece dificil, sino imposible, su total eliminacioén en este tipo de alimentos. En
estas condiciones la presencia de niveles bajos de L. monocytogenes en los alimentos
frescos probablemente ha de ser tolerada, a pesar de que la contaminacién cruzada y
un insuficiente cocinado puedan representar un posible riesgo (Escobar y Serra,

1992).

En alimentos elaborados que estan listos para el consumo, pero que no constituyen
un sustrato adecuado para el crecimiento de L. monocytogenes, la tolerancia de bajos
niveles seria discutible, en tanto no se conozca con exactitud la dosis infectiva del
microorganismo. Por el contrario, los alimentos de este tipo que permiten la
multiplicacion de L. monocytogenes y que ademés pueden conservarse durante largos
periodos a temperatura de refrigeracion, no habran de presentar contaminacion por L.
monocytogenes, incluso cuando el recuento inicial sea bajo. La clasificacion de los

alimentos segun sus caracteristicas y tecnologia por una parte, y segun la evidencia
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epidemiologica de transmitir la listeriosis por otra, puede ser muy util en el
establecimiento en cada tipo de alimento de un criterio de aceptabilidad para el

consumo respecto a la presencia de L. monocytogenes (Escobar y Serra, 1992).

Por las caracteristicas del género Listeria, en particular por su amplia ubicuidad, y su
capacidad de sobrevivir durante semanas, incluso meses, tanto en ambientes
hiimedos como secos, es posible la contaminacion de alimentos por este

microorganismo.

La capacidad de supervivencia o multiplicacion de L. monocytogenes en los
alimentos depende de diversos factores, que en muchas ocasiones actian de manera
interrelacionada. Las caracteristicas fisico-quimicas del propio alimento (pH,
contenido en sal, actividad de agua, etc.) su microflora natural, presencia de
substancias inhibidoras, temperatura de conservacion, o el proceso tecnoldgico a que
somete el alimento durante su elaboracion (tratamientos térmicos, fermentacion,
aditivos, radiaciones, etc.) son factores que van a influenciar en la capacidad de
supervivencia y multiplicacion de L. monocytogenes en estos productos (Garayzabal
y Blanco, 1992).

Brotes de listeriosis suelen ser asociados con la leche, queso, vegetales y saladas, y

productos carnicos (Giffel y Zwietering, 1999).

El efecto de nisina sobre L. monocytogenes ha sido demostrado y su actividad en los
alimentos es fuertemente dependiente de la composicion quimica del alimento en el
que es afiadido. Pediocinas (de Pediococcus pentosaceus y P. acidilactici) inhibe el
crecimiento de L. monocytogenes. Bacteriocinas de Lactobacillus bavaricus afecta
transitoriamente a L. monocytogenes en varios sistemas carnicos a bajas
temperaturas. Un efecto similar fue observado con la bacteriocina de
Carnobacterium piscicola en leche descremada (Mathieu y col., 1994; Rocourt y
Cossart, 1997). No obstante, una desventaja del uso de bacteriocinas es la aparicién
de mutantes resistentes, como fue observado con la bavaricina A y la nisina (Davies

y Adams, 1994; Rocourt y Cossart, 1997).
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La leche y los productos lacteos fueron los primeros alimentos investigados y se
encuentran entre los alimentos estudiados més extensivamente. Su riqueza en
proteinas, grasa y carbohidratos hace de la leche un medio favorable al crecimiento
de muchos microorganismos. La contaminaciéon de la leche puede tener origen
endogeno (mamitis, septicemias, abortos, ¢ incluso encefalitis), o exdgena a partir de
los piensos contaminados, eliminaciéon fecal de vacas sanas portadoras, y del
ambiente de la granja, debido a las precarias condiciones higiénicas y tecnoldgicas de

algunas explotaciones (Rocourt y Cossart, 2000).

En caso de infeccion de la ubre por Listeria monocytogenes, este microorganismo
puede encontrarse en la leche en dos estados: libremente suspendida dentro del

liquido o en el interior de los leucocitos bovinos, comiinmente presentes en la leche

cruda (Toca, 1998).

Al ser un parasito intracelular facultativo hace que pueda sobrevivir en el interior de
los monocitos presentes en leches de vacas mamiticas. De esta forma la leche cruda

contaminada constituye un vehiculo de la bacteria para los productos lacteos (Pelaez,

1990).

Pueden estar contaminados una gran variedad de quesos, pero son de maximo interés
los quesos blandos debido a su pH (> 5,5) y a la ausencia de bacterias iniciadoras del
cultivo. Por ello, con frecuencia la contaminacion suele ser entre 2 al 10 % y en los

cuales las poblaciones de Listeria monocytogenes varian de 10 a 10’ UFC/g

El helado no es frecuentemente contaminado por Listeria monocytogenes (0,3 — 2 %
de las muestras analizadas), pero cuando se hallan presentes, las poblaciones son
generalmente bajas (< 1 a 10 UFC/ml). De modo parecido, el yogur y la mantequilla
rara vez aparecen contaminados, una vez que los cultivos lacticos termofilos inhiben

el crecimiento de Listeria monocytogenes (Rocourt y Cossart, 2000).

Ha sido relacionada con la contaminacion por Listeria monocytogenes una variedad
considerable de carnes y productos cérnicos, que incluyen la carne de vaca, carne de
cerdo, carne picada, el jamodn, los embutidos ahumados y fermentados, el salami, y el

paté (Farber y col., 1993). La mayor parte de contaminacién es de superficie. El
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predominio de contaminacién de la carne cruda y de los productos cérnicos tratados
puede ser alta (desde el 1 hasta el 70 %). Las aves de corral (pollo de tipo broiler,
listo para comer, precocinado, refrigerado o congelado) también estdn contaminadas,
con una incidencia del 60 % de las muestras positivas en algunas investigaciones

(Rocourt y Cossart, 2000).

Es frecuente la contaminacioén de hortalizas frescas (pepinos, rabanos, col, patatas),
pero las cifras son bajas. Las hortalizas para ensaladas de acidez baja, los tomates y
las zanahorias no son sustrato adecuado para el crecimiento de Listeria
monocytogenes. Las fuentes de contaminacion incluyen la tierra, el agua, el estiércol
de los animales, la vegetacion en putrefaccion y los efluentes de aguas residuales de

plantas de tratamiento (Rocourt y Cossart, 2000).

Una serie de productos de la pesca, particularmente los productos levemente
conservados (< 6 % de concentracion de sal, pH>5) tal como los productos de
pescado ahumados (ahumados por frio o calor), productos ligeramente salados
(gambas salmueradas cocinadas) o productos marinados, son capaces de permitir el
crecimiento de L. monocytogenes (Huss y col., 2000; Viallete y col., 2003). Es
importante notar que el ahumado a frio se hace a temperaturas debajo de 30 °C, mas
frecuentemente entre 19-22 °C, durante 2 a 3 horas, lo cual provee un posible
ambiente para el crecimiento bacteriano (Rorvik, 2000; Sabanadesan y col., 2000;

Viallete y col., 2003).

Aunque Listeria se encuentre en algunos animales, la mayoria de los autores estan de
acuerdo en que probablemente la contaminacion de la carne y productos carnicos se
produce en las plantas de elaboracion durante el procesado, siendo el matadero la
fuente primaria de la contaminacion con Listeria de los productos carnicos, ya que
ademads, L. monocytogenes tiene una gran resistencia a las condiciones ambientales,
pudiendo sobrevivir hasta 30 dias en la superficie de las baldosas secas (McLauchlin

y col., 1986; Toca, 1998).

Listeria fue aislada en desagiies, suelos, agua estancada, residuos y superficie de
contacto de los alimentos de los equipos de plantas de produccion de alimentos

(Scheider, 1990). Ademas, se encontrd Listeria en la zona de aturdido de un
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matadero de bovinos y porcinos (Gobat y Jemmi, 1990) y las camaras de
refrigeracion a una temperatura de 5 °C (Pochiecha y col., 1991), cintas
transportadoras y superficies de las tablas de una sala de despiece de pollos (Franco y

col., 1995; Toca, 1998).

La presencia de Listeria monocytogenes en las plantas de procesamiento de
alimentos ocurre a través de la suela de los zapatos y del vestuario de los
trabajadores, a través de los equipamientos de transporte, animales que excretan
bacterias o hayan contaminado piel o superficies, vegetales crudos, alimentos crudos

de origen animal y posiblemente portadores humanos sanos (Rocourt y Cossart,

1997).

7.3.7 — Incidencia de Listeria monocytogenes en Espafia

En los afios de 2004 y 2005, fueron registrados, respectivamente, 100 y 70 casos de
Listeria monocytogenes, mientras que en ¢l aio de 2006 hasta la semana del 11 de
Marzo, fueron identificados 17 casos declarados al sistema de informacion

microbiologica (BES, 2005 y 2006).

7.3.8 — Prevencion y control

El control de L. monocytogenes es dificil por dos razones (Smith, 1996). La primera
es su naturaleza ubiquitaria. Es cominmente encontrada en las plantas, en el suelo,
muestras de agua superficiales y también se suele aislar en las heces del ganado en
mataderos y medios de procesamiento de alimentos y en los hogares (Farber y
Peterkin, 1991, Johnson y col., 1990, Pinner y col., 1992). La contaminacién de mas
del 60 % de carne fresca, pollo (Farber y Peterkin, 1991) y un tercio de los productos
carnicos preparados para el consumo (Johnson y col., 1990, Farber y Peterkin, 1991).
La segunda razon es su habilidad de tolerar dificiles de crecimiento (Smith, 1996), es
decir su osmo y cryotolerancias y la capacidad de supervivir a pH relativamente

bajos.
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Un grupo de trabajo informal de la Organizacion Mundial de la Salud concluyé que
la pasteurizacion es un médio seguro que reduce el nimero de L. monocytogenes en
la leche cruda a niveles que no ponen en riesgo apreciable para la salud humana

(WHO, 1988).

Dificilmente puede ser totalmente eliminada de los mataderos, siendo en muchos
casos técnicamente imposible garantizar la ausencia total de dicha bacteria (Gobat y
Jemmi, 1990). Durante el faenado es posible que se produzca facilmente una
recontaminacion de las canales, tanto por el ambiente del matadero como por los
utiles, ropa y manos de los trabajadores. Por tanto, la mejora en medidas preventivas
al nivel de matadero estableciendo un adecuado sistema HACCP constituye una
posibilidad concreta para minimizar la incidencia de Listeria en el producto acabado

(Rodriguez, 1992; Moreno y Garcia, 1993; Franco y col., 1995).

Los productos alimenticios constituyen el principal vehiculo en la transmision de
listeriosis al hombre, por tanto un adecuado plan de control de listeriosis desde la
produccion de alimentos de origen animal es fundamental para disminuir el riesgo de
diseminacion hacia las siguientes etapas de la elaboracion de alimentos (EC, 1999).
Por ejemplo para prevenir la infeccion por listerias en la crianza de ganado ovino y
caprino, se recomiendan algunas medidas elementales como la elaboracion de
ensilados de buena calidad, la ejecucion de estrictas desinfecciones luego después de
casos de abortos o mastitis y la oportuna eliminacion de animales excretores de
Listeria monocytogenes (Dijkstra, 1989). La acidificacion rapida del ensilado hasta
un pH < 4.0, impide el desarrollo de cantidades elevadas de Listeria monocytogenes.
Este control es especialmente importante con respecto al ensilado que se debe dar al
ganado vacuno lechero, porque la leche producida puede posteriormente ser utilizada
sin pasteurizar en la fabricacion de quesos. Asimismo se recomienda la conservacion
de la leche en la granja a temperaturas no superiores a 5 °C mientras no se transporte

a la planta de productos lacteos (ICMSF, 1998).

A nivel de los pollos las medidas de prevencion se orientan a la utilizacion del
sistema “all-in, all out” a nivel de las naves de crianza, con rigurosos sistemas de
limpieza y desinfeccion, controlar la presencia de roedores y otros vectores no

deseados a nivel de naves, y establecer un estricto sistema de inspeccion y control
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higiénico desde la salida de las granjas hasta el faenado en mataderos (Dykes y col.,

1994).

De acuerdo con estas caracteristicas, las medidas de control deben comenzar en el

origen de los alimentos, pasando por los puntos intermedios hasta llegar al producto

terminado (Pascual y Calderon, 2000). Estas medidas podrian ser, principalmente:
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Utilizar materia prima minimamente contaminada;

Obtener los productos de granja en las mejores condiciones higiénicas;
No emplear aguas contaminadas para el riego;

Evitar el empleo de abonos animales;

Mantener una higiene perfecta en granjas, establos y animales;
Utilizar piensos de buena calidad bacteriologica;

Controlar las mastitis animales;

Transportar higiénicamente los productos.

Planificar correctamente las plantas de procesado:

= con separacion entre zonas destinadas a productos crudos y

productos terminados;

= teniendo en cuenta que se debe evitar la entrada de animales

domésticos, pajaros, insectos, roedores, polvo, etc.

Instaurar programas de control de calidad en las fases de procesamiento y

ambiente, asi como del personal;

Investigar la posible presencia de L. monocytogenes en el ambiente y en el

producto terminado;
Vigilar y controlar los acondicionadores de aire;

Controlar y limpiar la maquinaria (valvulas, placas, etc.), desmontandola para

la comprobacion de sus condiciones fisicas y limpieza.
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El control de listeriosis humana es un caso clasico en el que se debe aplicar el
HACCP desde la granja hasta el consumidor con el fin de reducir al minimo el riesgo

de la enfermedad transmitida por alimentos.

El ICMSF (1998) recomienda que las plantas de tratamiento en sus programas

HACCP deben perseguir tres objetivos principales:

— Primero. Reducir al minimo la multiplicacion de Listeria monocytogenes en las
materias primas, especialmente antes y durante el tratamiento de los alimentos
crudos elaborados no sometidos a tratamiento listericida por calentamiento. Se aplica
a alimentos como ensalada de col, los embutidos fermentados, los quesos fabricados

con leche no tratada;

— Segundo. Utilizar tratamientos listericidas por calentamiento que garanticen la
destruccion de Listeria monocytogenes en alimentos expuestos a posible
recontaminacion durante la subsiguiente manipulacion. Se aplica a alimentos como
determinados quesos y las carnes tratadas a escala comercial que se cortan en tajos o
se alteran después del tratamiento térmico; también se aplica a alimentos tratados
dentro de un envoltorio integro como por ejemplo el jamoén cocido, o alimentos que
son envasados asépticamente inmediatamente después del tratamiento listericida,

como es el caso de algunos productos lacteos;

— Tercero. Reducir el riesgo de recontaminacion de los alimentos listos para comer

que después se elaboran tras recibir un tratamiento listericida.

Teniendo en cuenta que el riesgo es mayor en personas con inmunidad reducida
(mujeres gestantes, personas con enfermedades malignas o con el SIDA) y con
enfermedades subyacentes (por ejemplo, la enfermedad cardiaca, la diabetes, la
enfermedad renal) (Schuchat y col., 1991). Para estas poblaciones el ICMSF (1998)
recomienda las siguientes normas a tener en cuenta en la seleccion y manipulacion de

los alimentos:

1. No comer alimentos de origen animal crudos o insuficientemente cocidos.

2. Evitar la contaminacién cruzada entre los alimentos crudos y los cocidos

durante la preparacion y conservacion de los alimentos.
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3. Calentar las sobras hasta que estén excesivamente calientes para tocarlas. A
los alimentos que se calientan al microondas se les debe conceder el tiempo

suficiente para que el calor se equilibre en todo el alimento antes de comerlos.

4. No comer paté ni quesos blandos madurados (por ej., el de Camembert, el de
Brie, el queso rojo para extender) ni tampoco los quesos no madurados (por
ej., quesos al estilo mexicano). Los quesos duros, el queso fresco (por ej., el
requeson) y los quesos elaborados (por ej., el queso de nata al estilo de

Filadelfia) se pueden comer sin la preocupacion del riesgo de listeriosis.
5. Las hortalizas crudas se deben lavar abundantemente antes de comerlas.

6. Se deben comprar y utilizar alimentos en cuyo envase conste la fecha de
“consumo preferentemente antes de”, de “venta antes de” o de “utilizacion

antes de”.

7. Los alimentos se deben preparar y manipular de acuerdo con las normas

recomendadas por su elaborador.
8. Mantener la nevera limpia.

9. Conservar los alimentos perecederos en la zona mas fria de la nevera,

preferentemente a 5 °C o a una temperatura inferior.
10. No guardar alimentos perecederos en la nevera durante mas de 1-3 dias.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el problema de las
Listeria no estd en impedir su presencia, sino en controlar su supervivencia y
crecimiento, con el fin de reducir las cantidades en que se encuentran en los

alimentos (Pascual y Calderon, 2000).

7.4 — Staphylococcus aureus

7.4.1 — Historia

La denominacion Staphylococcus (que significa racimos parecidos a los de la uva)
fue mencionada por primera vez por el cirujano escocés Sir Alexander Ogston quien,

en una serie de articulos clasicos publicados entre 1879 y 1882 describio la presencia
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de este organismo en el pus obtenido de abscesos humanos y demostré que causaba
una enfermedad pidgena cuando se inyectaba a los ratones. Dos afios mas tarde
Rosembach describio su crecimiento en un cultivo puro y llamé Staphylococcus
aureus al coco que formaba colonias de color naranja (Baird-Parker, 1990; ICMSF,
1998).

La primera observacion registrada que asocid los estafilococos con la intoxicacion
alimentaria probablemente fue hecha por Vaughan y Stemberg quienes, en 1884,
describieron la investigacion de un importante brote de enfermedad en Michigan que
se creia que habia sido causada por comer queso. Sin embargo no fue hasta 30 afos
mas tarde cuando Barber demostr6 claramente la intoxicacion alimentaria
estafilocdcica por beber leche que se habia guardado sin refrigerar, procedente de
una vaca que padecia de mastitis estafilococica. De momento, no se reconocid la
importancia de esta investigacion. El papel de los estafilococos en la intoxicacion
alimentaria fue descubierto en 1930 por Dack y sus colegas. Estos demostraron que
el filtrado estéril de un cultivo de estafilococo amarillo aislado en un papel de
Navidad a base de bizcocho relleno de nata causé sintomas tipicos de la intoxicacion

alimentaria en personas voluntarias (ICMSF, 1998).

Desde entonces esta muy bien documentada la implicacién de este microorganismo y
de su enterotoxina como causante de intoxicaciéon alimentaria (Minor y Marth,

1972a,b,c; Bryan, 1976; Bergdoll, 1979, 1989).

7.4.2 — Taxonomia

Staphylococcus aureus es la especie bacteriana tipo del género Staphylococcus. La
taxonomia de los estafilococos ha experimentado un cambio importante y en la
edicion del Bergey’s Manual de 1986 se admiten 19 especies de estafilococos en
contraposicion a los unicamente tres “grupos de especies” que figuraban en la §*
edicion de 1974; en 1995 se admitian un total de 30 especies. La diferenciacion de
especies estd amparada por la homologia del DNA y por los estudios
inmunoquimicos. Ademas, en base a pruebas bioquimicas y a patrones de resistencia,

Staphylococcus aureus se puede dividir en varios biotipos y ecotipos y, ademas,
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puede ser clasificado mediante fagotipado y serotipado (Devriese, 1984; ICMSF,
1998), mediante analisis de los plasmidos (Zuccarelli y col., 1990; ICMSF, 1998) y
mediante ribotipado (Blumberg y col., 1992; ICMSF, 1998).

El Comité Internacional responsable de las recomendaciones sobre taxonomia ha
indicado que los estafilococos se deben encuadrar en una familia independiente de

los micrococos, denominada familia Staphylococcaceae (ICMSF, 1998).

Tiene formas cocaceas de 0,8 — 1,0 ym de diametro, que se dividen en mas de un

plano, por lo que se agrupan irregularmente en racimos tridimensionales de células.
Son inmoviles y carecen de esporos. Morfologicamente se parecen al género
Micrococcus pero tienen caracteristicas metabolicas diferentes (ICMSF, 1998;
Pascual y Calderon, 2000).

Son gram positivas. Crece en anaerobiosis y muestra un metabolismo anaerobio
facultativo. Es muy sensible al calor y a los desinfectantes. Su presencia o la de sus
toxinas en los alimentos es signo evidente de falta de higiene. Cuando sus toxinas se
encuentran en los alimentos, poden ser causa de intoxicacion (Pascual y Calderon,

2000).

7.4.3 — Habitat

Este microorganismo se encuentra en la piel y mucosas de la mayoria de animales de
sangre caliente, asi como en los alimentos de origen animal. Las fosas nasales del
hombre constituyen el reservorio principal del germen, desde donde se disemina a
piel, manos, rostro, etc. (Eifert y col., 1996). Al menos el 50 % de las personas son
portadoras, de vez en cuando, de Staphylococcus aureus en fosas nasales, garganta,
heces y manos, lo cual permite que se encuentren en el ambiente: aire, suelo, aguas,
vestidos, etc. De este modo, los alimentos expuestos a la manipulacion humana
tienen la posibilidad de contaminarse con esta especie bacteriana, destacandose como
factores que contribuyen para ello las impropias temperaturas de conservacion y el
no cumplimiento de las medidas higiénicas por los manipuladores de alimentos

(Pascual y Calderon, 2000).
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7.4.4 — Patogenicidad de Staphylococcus aureus

Las enfermedades que causan incluyen infecciones agudas, por ejemplo septicemia,

y toxemias agudas, por ejemplo intoxicacion alimentaria estafilococica.

Staphylococcus aureus produce una gama especialmente amplia de substancias
(agresivas y exotoxinas) asociadas con la infecciosidad y con la enfermedad. Varian
desde componentes de la pared celular, por ejemplo acidos teicoicos, hasta una
amplia gama de exoenzimas que incluyen la estafiloquinasa, hialuronidasas,
fosfatasas, coagulasas, catalasas, proteasas, nucleasas y lipasas, leucocidinas y
hemolisinas y, por ultimo, pero de ningin modo menos importante, las enterotoxinas

que causan la intoxicacion alimentaria (Arbuthnott y col., 1990; ICMSF, 1998).

Las enterotoxinas estafilocdcicas son proteinas de cadena sencilla, que incluyen unas
cadenas polipeptidicas que contienen cantidades relativamente grandes de lisina,
tirosina y acidos aspartico y glutdmico y que se caracterizan por tener solamente dos
restos de hemicistina y uno o dos de triptéfano. En la actualidad se admiten siete
tipos antigénicos de enterotoxinas estafilococicas (SEA, SEB, SEC,, SEC,, SECs;,
SED, SEE). La composicién de aminoacidos de las enterotoxinas SEA, SED, SEE,
por una parte, y la de las enterotoxinas SEB, SEC;, SEC,, SEC;, por otra, es
parecida (Bergdoll, 1989). Se ha indicado que son producidas por el organismo por
lo menos en dos formas diferentes. La produccion de los tipos SEB y SEC se halla
bajo control plasmidico/cromosémico y son producidas principalmente al final de la
fase estacionaria del crecimiento como metabolitos secundarios; Los tipos SEA y
SEE se hallan bajo control cromosomico (el tipo SED bajo control plasmidico) y son
producidos durante toda la fase logaritmica del crecimiento (Bergdoll, 1979; ICMSF,
1998). Estas diferencias estan reflejadas en la formacion de los diferentes tipos en los
alimentos. La mayoria de los brotes de intoxicacion alimentaria implican a las
enterotoxinas A y D, que se forman en los alimentos en una gama de valores de pH,
ay y de Eh mucho mdas amplia, por ejemplo, que la correspondiente a las
enterotoxinas B y C. Los biotipos humanos de Staphylococcus aureus producen
enterotoxinas mas frecuentemente que los biotipos aviares y que los biotipos

animales (Isigidi y col., 1992; ICMSF, 1998).
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El modo de accion de la toxina no ha sido esclarecido del todo, pero se cree que tanto
los vomitos como la respuesta diarreica son el resultado de la estimulacion de
receptores locales existentes en el tracto intestinal y de la transmision de los
estimulos al centro del vomito del cerebro a través del vago y de otras partes del

sistema simpatico (ICMSF, 1998).

La cantidad de toxina que causa la enfermedad depende del peso y de la sensibilidad
individual, pero generalmente se coincide en que 0,1 — 1 pg/kg causard la
enfermedad en una persona (Evenson y col., 1988). En los animales, la exposicion

reiterada a un determinado tipo antigénico de toxina origina un aumento de la

tolerancia (ICMSF, 1998).

7.4.4.1 — Poblacion susceptible

La muerte por intoxicacion estafilococica alimentaria no es frecuente, pero el
porcentaje de mortalidad varia de 0,03 % en la poblacién general hasta 4,4 % en las
poblaciones mas sensibles, por ejemplo los nifios y las personas de edad (Holmberg y

Blake, 1984).

7.4.4.2 — Dosis infectante

No se puede pronosticar con certeza el nuimero de organismos de S. aureus existentes
en el alimento, necesario para provocar intoxicacion alimentaria estafilococica. Los
factores que coadyuvan en los niveles de concentracion de toxina incluyen las
condiciones del medio tales como la composicion de alimento, la temperatura, otros
parametros fisico-quimicos y la presencia de inhibidores. A pesar de esta
variabilidad, existen normas generales que son utiles para valorar el riesgo general.
Se pueden alcanzar dosis de enterotoxinas estafilococicas cuando las poblaciones de
S. aureus son superiores a 10° microorganismos por gramo de alimento contaminado
(Anonimo, 1992). En otras investigaciones, se observo que el intervalo tipico era un
numero de organismos de 10° a 10%, a pesar del hecho de que a veces estan

implicados niveles mas bajos (Holmberg y Blake, 1984).
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Con respecto a la concentracion de toxina en un alimento contaminado, una
concentracion de aproximadamente 1 ng de enterotoxina estafilocdcica es suficiente
para provocar los sintomas asociados con la intoxicacidon alimentaria estafilocdcica.
Aunque los niveles de 1 a 5 pg de toxina ingerida estan tipicamente asociados con
muchos brotes, las concentraciones reales de enterotoxinas estafilococica detectable
fueron aun menores (> 0,01 pg) en 16 brotes de intoxicacion alimentaria
estafilococica (Gilbert y Wieneke, 1973). En el estudio de un brote ocasionado por la
ingestion de leche con chocolate contaminada, la dosis oral minima para ocasionar
sintomas de intoxicacion alimentaria estafilococica en nifios de edad escolar fue de

144 £+ 50 ng (Evenson y col., 1988).

La sensibilidad del individuo a la toxina, la cantidad de alimento ingerido, y el estado
general de la persona son factores que coadyuvan en la posibilidad que se

manifiesten sintomas y en la gravedad de los mismos (Doyle y col., 2000).

7.4.4.3 — Periodo de incubacidon

La aparicion de los sintomas de intoxicacion alimentaria tiene lugar entre 1 y 7 horas
(generalmente 2—4 horas) después de la ingestion del alimento que contiene

enterotoxinas estafilococicas (ICMSF, 1998).

7.4.4.4 — Sintomas

Los sintomas mas corrientes son nauseas, vomitos, arcadas, espasmos abdominales y
diarrea. En los casos graves se puede presentar cefalalgia y colapso. La curacion es
rapida, generalmente en un plazo de 2 dias (ICMSF, 1998). Un ntimero importante
de pacientes no vomita. La diarrea suele ser acuosa pero también puede contener
sangre. En este tipo de intoxicacion la ausencia de fiebre es compatible con la
ausencia de infeccion aunque algunos pacientes presenten fiebre de grado bajo. La
debilidad general, el vértigo, escalofrios y sudoracion figuran entre los otros

sintomas (Doyle y col., 2000).
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7.4.5 — Caracteristicas de crecimiento y de supervivencia de Staphylococcus
aureus

7.4.5.1 — Temperatura

El crecimiento optimo se verifica a temperaturas entre 35 y 40 °C, siendo sus limites
aproximadamente en las temperaturas de 7 y 48 °C. A 10 °C, la fase de latencia es
prolongada (> 20 horas) y cuando comienza el crecimiento, este es muy lento. A
temperaturas mas bajas, el crecimiento es limitado por las reducciones insignificantes
de la actividad del agua o del pH y ademas se reduce por la conservacion en
condiciones de anaerobiosis. Las enterotoxinas estafilocdcicas son producidas bajo
una serie de condiciones que, comparadas con las condiciones de crecimiento, son
mas limitadas pero resultan afectadas de modo parecido por los factores de
crecimiento. Las enterotoxinas A y D generalmente son producidas bajo una serie de
condiciones de crecimiento mas amplias que en el caso de la enterotoxina B (ICMSF,

1998).

El organismo suele ser destruido facilmente a las temperaturas que se utilizan en la
pasteurizacion y en la coccion de los alimentos. En los alimentos secos y en
alimentos con elevado contenido en grasa, la resistencia aumenta. Todas las
enterotoxinas son extraordinariamente resistentes al calor y pueden resistir al
tratamiento térmico que se utiliza para esterilizar los alimentos enlatados de acidez
baja. Después del tratamiento térmico, la actividad toxica puede persistir cuando no
existe actividad seroldgica. El tratamiento con urea de la enterotoxina dafiada por el
calor puede restablecer la actividad seroldgica. La termorresistencia de las células
resulta afectada por las condiciones de crecimiento, de modo que la resistencia es
incrementada algo por las condiciones de crecimiento a temperaturas elevadas (> 37
°C) y es disminuida por el crecimiento a temperaturas bajas (< 20 °C) (ICMSF,

1998).
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7.45.2 - pH

Bajo condiciones por otra parte 6ptimas, S. aureus es capaz de crecer a pH < 4,3 con
un acido inorganico, por ejemplo con HCI, como acidulante. Sin embargo, en
presencia de acido orgénicos, los limites de crecimiento son mucho mas elevados

(ICMSF, 1998).

7.4.5.3 — Actividad de agua

S. aureus es un organismo tolerante a la sal y crece a una actividad de agua tan baja
como 0,85 (contenido de sal de 25 % p/p) bajo condiciones de crecimiento por otra
parte Optimas. Sin embargo, con otros humectantes, el crecimiento con frecuencia es
limitado en una a,, més elevada. La produccién de toxina tiene lugar bajo una serie
de condiciones mas limitada que el crecimiento; la produccion de enterotoxina A
puede tener lugar a actividades de agua mas bajas que la produccion de enterotoxina

B (ICMSF, 1998).

7.4.5.4 — Refrigeracion

Staphylococcus aureus es muy resistente a la congelacion y a la descongelacion y
sobrevive perfectamente en los alimentos que se conservan a temperaturas < — 20 °C.
A temperaturas superiores, por ejemplo desde —10 °C a 0 °C, la viabilidad decrece
notablemente durante la conservacion en congelacion. En alimentos que se conservan

congelados, las enterotoxinas estafilococicas son muy estables (ICMSF, 1998).

7.4.5.5 — Irradiacion

Staphylococcus aureus es destruido facilmente por las radiaciones ionizante y no
ionizante; la resistencia es mas elevada en los alimentos que en los tampones. La
enterotoxina estafilococica es muy resistente a la radiacion gamma y no sera
destruida por las dosis que se utilizan en el tratamiento de los alimentos (ICMSF,

1998).
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7.4.5.6 — Desinfectantes

Staphylococcus aureus es destruido facilmente por los desinfectantes que
habitualmente se utilizan en la fabricacion de alimentos. En el ICMSF (1998)
aparecen publicados el efecto de una amplia gama de desinfectantes sobre
Staphylococcus aureus, entre los cuales podemos mencionar el hipoclorito sédico,
peroxido de hidrégeno, diacetato de clorhexidina, 4cido peracético, alcohol etilico,

etc. (ICMSF, 1998).

7.4.5.7 — Atmosfera

Staphylococcus aureus crece tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, pero
generalmente mas lento bajo condiciones de anaerobiosis. En cambio, comparada
con la supervivencia en aerobiosis, la supervivencia de las células se puede mejorar

en condiciones de anaerobiosis (ICMSF, 1998).

Ha sido estudiado el efecto de las interacciones de los factores extrinsecos e
intrinsecos sobre el crecimiento, sobre la supervivencia y sobre la muerte de S.
aureus. Asi, el pH reducido, la a,, y el aire, limitan el crecimiento a temperaturas
subdptimas y retardan el crecimiento y la produccion de enterotoxina a temperaturas

Optimas. Tales interacciones estan publicadas en el ICMSF (1998).

7.4.6 — Prevalencia de Staphylococcus aureus en algunos alimentos

Como se ha referido anteriormente, Staphylococcus aureus es comensal. Es un
patégeno oportunista. Las vehiculaciones nasal o perineal son muy frecuentes,
aunque en algunas circunstancias son colonizadas las manos y otras partes del
organismo: por ejemplo, si la piel resulta dafiada o cuando encuentra con frecuencia
condiciones de humedad. El organismo es resistente a la desecacion y puede
colonizar el material que se utiliza en la elaboracion de alimentos que resulta dificil
de limpiar y se deja humedo: por ejemplo, se han encontrado cepas resistentes al
cloro en las factorias de aves de corral (Bolton y col., 1988). Con frecuencia se

encontrara en el polvo existente en los sistemas de ventilacion y en los aspiradores.
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Staphylococcus aureus compite mal con otras bacterias y por ello rara vez causa
intoxicacion alimentaria en producto crudo; una excepcion es la leche fresca de una
vaca con mastitis, en la que los niveles de Staphylococcus aureus pueden ser muy
elevados. Los estafilococos son destruidos facilmente por la coccion, pero las toxinas
que producen resistiran ese tratamiento. En los alimentos enlatados de baja acidez,
también parece ser que las toxinas resisten al tratamiento de esterilizacion de los

alimentos enlatados de acidez baja (Bergdoll, 1989).

La intoxicacion estafilococica aparece muy frecuentemente cuando un alimento
cocido es contaminado por una persona colonizada y después se guarda en un
ambiente caliente (20—40 °C) durante varias horas. Con frecuencia estan implicados
los productos de panaderia rellenos de nata, las carnes cocidas (especialmente el
jamon), el marisco y otros platos preparados con mucha antelacién al consumo

(Roberts, 1982).

Productos tales como los quesos y los salamis también pueden fermentar
incorrectamente, permitiendo que los organismos de S. aureus existentes en los
mismos crezcan y elaboren toxinas durante su maduracion (Gilmour y Harvey, 1990;

Nychas y Arkoudelos, 1990).

7.4.7 — Incidencia de Staphylococcus aureus en Espaia

Segun Hernandez-Pezzi y col. (2004) y Cevallos y col. (2005), en el decenio de 1993
a 2003, en Espafia fueron registrados entre 21 a 50 brotes de S. aureus por afio
transmitidos por los alimentos, tal y como se presenta en la Tabla 4 (apartado 7.2.7).
En los afios 2004 y 2005 fueron registrados, respectivamente, 528 y 560 casos de
Staphylococcus aureus, mientras que en el afio de 2006, hasta la semana del 11 de
Marzo, fueron identificados 152 casos declarados al sistema de informacion

microbiologica (BES, 2005 y 2006).
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7.4.8 — Prevencion y control

El control de brotes de intoxicacion estafilococica de origen alimentario se consigue
protegiendo los productos de la contaminacién y evitando las condiciones en las que
puede existir el crecimiento. Con respecto a los productos cuya fabricacion implica
mantenerlos a temperaturas a las que puede existir el crecimiento de S. aureus, por
ejemplo en la fabricacion de algunos embutidos fermentados y quesos, es muy
importante realizar el control de las materias primas asi como de las fases de
fermentacion y de maduracion. Las células de S. aureus son destruidas facilmente
por el calor, pero toleran la sal por lo que pueden ser relacionadas en los productos
que contienen sal o en productos con valores reducidos de la actividad del agua. Son
muy resistentes a la desecacion y, por ello, pueden resistir durante algiin tiempo en
las zonas de produccion de alimentos, donde pueden actuar como fuente de
contaminacion de productos que no estdin adecuadamente protegidos. Las
enterotoxinas se producen bajo una amplia gama de condiciones ambientales y de
almacenamiento. Son muy resistentes al calor y resistiran la coccion y algunos

tratamientos de esterilizacion (ICMSF, 1998).
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111 -OBJETIVOS

Tomando en consideracion la necesidad de estudiar metodologias rapidas para
monitorizar el crecimiento bacteriano, teniendo en consideracion la necesidad de
aplicar medidas capaces de prevenir la aparicion de toxiinfecciones alimentarias,

hemos realizado el presente trabajo con los objetivos siguientes:

1 — Objetivo general

Aplicar el uso de la turbidimetria como técnica para la monitorizacion del

crecimiento de microorganismos de interés para la seguridad alimentaria.

2 — Objetivos especificos

1. Estudiar la influencia del efecto combinado de tres factores (pH, temperatura
y NaCl) sobre el crecimiento de algunos microorganismos de interés para la
seguridad alimentaria, concretamente Escherichia coli (patdégeno y no
patdgeno), Listeria  monocytogenes, Salmonella  typhimurium vy

Staphylococcus aureus.

2. Derivar los parametros cinéticos de los referidos microorganismos a partir de

los datos turbidimétricos obtenidos.

3. Elaborar modelos matematicos para el calculo de los parametros cinéticos de

las especies estudiadas.

4. Analizar el comportamiento cinético de Escherichia coli no patégeno
respecto a la cepa patdgena, con vistas a su utilidad como indicador de la

calidad higiénica.

5. Establecer una comparacion de los resultados obtenidos para el
comportamiento cinético de los microorganismos patdgenos Gram positivos y

Gram negativos estudiados.
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IV —- MATERIAL Y METODOS

1 — Cepas utilizadas

Escherichia coli CECT 516 y Escherichia coli O157:H7 CECT 4076 (aislada por el
Dr. H. Lior a partir de una paciente con colitis hemorragica en Canada),
suministradas por la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (Departamento de
Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Valencia, Burjassot,

Espatfia).

Listeria monocytogenes, aislada a partir de muestras de pollo en el laboratorio de
Higiene, Inspeccion y Control de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria de la

Universidad Autonoma de Barcelona, Espana.

Salmonella typhimurium NCTC 5710, cedida por gentileza de la Dra. Maria Angels
Calvo de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Autonoma de Barcelona,

Espana.

Staphylococcus aureus CECT 240, obtenida de la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo (Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad

de Valencia, Burjassot, Espafia).

Cada una de estas cepas fue reconstituida en caldo infusion de cerebro y corazén

(BHI) durante 24 horas a 37 °C.

2 — Medio de cultivo

Infusion de cerebro y corazon (Brain Heart Infusion: BHI) (DIFCO, EEUU), cuya

composicion fue la siguiente:

Infusion de Cerebro de Ternero ....................... 200,0g/1
Infusion de corazon de bovino.............c.ceeeee.. 250,0g/1
Peptona de Proteasa ..........cccccveeeveeeeiieccieeenneen, 10,0g/1
DEXIIOSA ...eeevieniieciieeiie ettt 2,0g/1
Cloruro de SOAI0 .....cccvveeevieeeiieeeiieeeee e 5,0g/1
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Fosfato disOdico .......cccuveeviieeciiiiiiiiecieceiee e, 2,5¢/1
PH final: 7,4+/-0,2

Para su preparacion, se disolvieron 37 gramos en un litro de agua destilada y se
distribuyeron a razén de 10 ml en tubos de vidrio. A continuacion se esterilizaron a

121 °C en autoclave, durante 15 minutos.
3 — Otros materiales

e Balanza (AND, Electronic Balance FY-300).
e Tubos de ensayo.

e Pipetas 10 ml.

e Pipetas dosificadoras de 1000 pL.

e Estufas de incubacion.

e pHmétro (micropH 2000, Crison).

e Lector de microplacas (SLT 340 ATTC, SLT LABINSTRUMENTS,
Austria).

e (Campana de flujo laminar (Micro-V TELSTAR, Barcelona, Espafia).
e Autoclave (P SELECTA AUSTESTER-QG).

e Agitador de tubos de ensayo (HEIDOLPH REAX 2000).

e Botes de vidrio de 500 y 1000 ml.

4 — Disefo experimental

Para el estudio se eligieron 6 temperaturas (22, 26, 30, 34, 38 y 42 °C). Estas
temperaturas se encuentran en el intervalo ideal para el crecimiento 6ptimo de los
microorganismos estudiados. Por otro lado el lector de placas microtiter utilizado
solo permitia lecturas de la densidad Optica a temperatura minima de 17 °C. Para ello
la temperatura ambiente debia ser inferior a dicho valor para permitir el normal
funcionamiento de la placa de calentamiento que se regula por un termostato. En
nuestras condiciones experimentales no era posible mantener la temperatura del
laboratorio a menos de 20 °C puesto que el mismo era de uso comun con otros

compafieros de trabajo.
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En el medio de cultivo utilizado se adicionaron diferentes concentraciones de NaCl
(2,5, 3,5, 4,5, 5,5 %). Seglin la bibliografia, estas concentraciones de NaCl son
tolerables por los microorganismos ya que son valores que se pueden encontrar en

algunos alimentos como conservantes.

Los valores de pH utilizados fueron de: 4,5, 5,5, 6,5 y 7,4. Estos valores de pH se
sitiian en un intervalo que abarca una serie de alimentos, como se puede observar en

la Tabla 1.

Por lo tanto, el disefio experimental fue el siguiente:

6 temperaturas x 4 concentraciones de NaCl x 4 valores de pH = 96 combinaciones

por microorganismo.

5 microorganismos x 96 combinaciones x 20 repeticiones = 9.600 determinaciones

por h.

9.600 determinaciones x 24 h = 230.400 resultados de los 5 microorganismos.

En definitiva, fueron procesados un total de 230.400 datos.

4.1 — Procedimientos

4.1.1 — Preparacion del inoculo e incubacion

Se procedié a la preparacion de botes de vidrio de tapén roscado de 1000 ml de
capacidad con caldo BHI repartido a razén de 1litro/bote. Posteriormente se procedio
a la regulacion del pH utilizando acido clorhidrico (HCI) 0,1 y 1 N, y/o hidréxido de
sodio (NaOH) 0,1 y 1 N hasta obtener los valores deseados: 4,5; 5,5; 6,5 y 7,4. El
contenido de cada uno de estos botes fue repartido en otros cuatro de 250 ml,
afnadiéndose respectivamente a cada uno de ellos NaCl a la razon de 2,5; 3,5; 4,5 y

5,5 %y se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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A partir del cultivo de cada microorganismo en BHI durante 24 h a 37 °C (aprox. 10°

ufc/ml) se procedi6 a realizar diluciones decimales seriadas.

Bajo la proteccion de la campana de flujo laminar se dispensaron alicuotas de 200 ul
de la dilucién 10~ (aprox. 10°-10” ufc/ml) en cada una de las celdillas de las placas
de microtiter. Las lecturas de la densidad 6ptica (DO) (Figura 2) se realizaron cada
900 segundos (15 minutos) durante 24 horas consecutivas, con agitacion previa de 5
segundos, y utilizando un filtro de 595 nm. Las lecturas fueron tomadas bajo distintas
temperaturas (22, 26, 30, 34, 38,y 42 °C) para cada una de las combinaciones de pH

y de NaCl fijadas inicialmente.

Cada dilucion fue sembrada en 20 pocillos, es decir, en los diez primeros pocillos de
cada dos filas. Los dos ultimos pocillos de cada fila fueron reservados para el BHI no
inoculado, lo cual permitid conocer la DO del medio y controlar eventuales

contaminaciones.

Debido a que la memoria del lector de microplacas s6lo permite realizar lecturas
durante 8 h, para conseguir las 24 h consecutivas de trabajo se reinicidé dos veces mas

el programa inmediatamente después de terminar cada ciclo de lectura de 8 horas.

Los datos correspondientes a cada curva de DO han sido obtenidos a partir de 20
curvas distintas. Es decir, el dato de cada punto de lectura es el resultado del
promedio de los 20 puntos iniciales e independientes. Aunque las mediciones fueron
realizadas cada 15 minutos, se seleccionaron los relativos a cada hora desde las cero
hasta las veinticuatro horas, ya que, de esta forma, se simplifica el tratamiento de los
datos sin afectar la “tendencia” de cada curva. Previamente fueron realizadas curvas

de calibracion para cada microorganismo.
4.1.2 — Test de la microplaca

Si los valores de la observancia de los pocillos de la microplaca no son consistentes,
los resultados obtenidos usando ese tipo de microplacas pueden ser muy
inconsistentes. Esa inconsistencia puede ser verificada haciendo lecturas de la

microplaca vacia. Los valores de la absorbancia obtenidos de las mediciones de la
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microplaca vacia deben tener una variacion aproximada de (0.010 absorbancia). Si
los valores de la absorbancia no se encontraban en este intervalo, la microplaca no

era usada para estudio.

4.1.3 — Rectas de calibracion y determinacion del intervalo lineal

El intervalo lineal, es el rango de la absorbancia donde la Ley de Beer-Lambert es
verificada. Fue determinada del siguiente modo: Suspensiones en BHI de las cepas
estudiadas fueron enumeradas en PCA (Difco) a 37 °C durante 24 horas, y diluidas
en BHI a razon de 1/2, 1/4, 1/5, 1/8, 1/10, 1/16, 1/20, 1/50, 1/100, 1/500, 1/1000. Las

diluciones iniciales dieron recuentos de poblaciones aproximadas a 5 x 10° ufc/ml.

Para medir la absorbancia se depositaron en 6 pocillos 200 ul cada dilucion. En 12
pocillos se deposito BHI no inoculado. La lectura de la absorbancia se efectu6 a 595

nm.

Los datos de absorbancia fueron confrontados con los correspondientes valores de

ufc para obtener las rectas de calibracion para cada cepa estudiada.

4.2 — Procesamiento de datos

Los datos obtenidos de los diferentes experimentos fueron sometidos a un
tratamiento estadistico en hoja de calculo Excel (Microsoft Software). Se calcularon
los promedios, la desviacion estdndar y los limites maximo y minimo de las
observaciones. Los promedios fueron transformados en logaritmos decimales para la

elaboracion de las curvas de DO.

4.2.1 — Calculos cinéticos
Seglin Bégot y col., (1996) se procedieron a los siguientes calculos:

1. (DOj), el promedio de la DO de los 20 pocillos sembrados;
2. (DO, el promedio de la DO del BHI no inoculado;

3. (AOD)¢= (DOt - (DO ;
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4. Log 10 [(ADO)¢ / (ADOmpin)], siendo que (ADOpin) s la minima densidad

optica por encima del umbral de deteccion.

El umbral de deteccion fue considerado el valor inmediato al correspondiente de
la densidad oOptica de la dilucion mas alta de la recta de calibracién (primera

medicion del cultivo).

El tiempo de latencia (LT) y la velocidad de crecimiento (i) fueron calculados en
el intervalo lineal de las curvas de la DO ajustadas con la ecuacion modificada de
Gompertz (Zwietering y col., 1990) y mediante el uso de la opcién Solver de

Excel.

5. L0g10(N/NO) = LOglo (AOD)t / AODmin)
= A. exp (- exp (((n.e)/A).(L-t) + 1)) (e =2.718)

6. GT= LOgm (2) / o

Desde el punto de vista estadistico, los parametros de crecimiento (tiempo de
latencia, velocidad de crecimiento exponencial, tiempo de generacion) son obtenidos
con buena precision cuando un suficiente nimero de curvas de crecimiento son
reproducidas y cada reproduccién contiene un gran numero de puntos experimentales

(Begot y col. 1996).

El método de Begot y col. (1996), ha sido utilizado en diferentes trabajos de
investigacion (Begot y col. 1997; Cheroutre-Vialette y col., 1998, 2000; Vialette y
col., 2003).

Los valores de los parametros de crecimiento fueron utilizados de tres maneras: uno
directamente con los datos originales y los otros con los correspondientes valores de
la raiz cuadrada y el logaritmo neperiano de los mismos. Las dos ultimas
transformaciones han sido realizadas para homogeneizar la variancia de los
resultados obtenidos en los célculos de la velocidad de crecimiento y los tiempos de

latencia y de generacion (Ross y col., 2003).
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4.2.2 — Elaboracion y validacion de modelos matematicos

Para la elaboracion de modelos matematicos, el tratamiento de los resultados se hizo
con el programa estadistico JMP 5 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA., 2002) y se
eligié el modelo de regresion polinomica de superficie respuesta de los resultados
que presentaron un coeficiente de determinacion (R?) mas elevada y la dispersion del

error, RMSE (“Root mean squared error’’) mas bajo.

La validacion de los modelos se hizo mediante la evaluacion de la precision,
valorando graficamente el ajuste con el enfrentamiento de los valores observados
contra las correspondientes predicciones del modelo. Ademads, se tuvieron en cuenta
los valores de la R® y RMSE asi como los factores de sesgo y de linealidad, segun

Giffel y Zwietering (1999).

4.3 — Analisis estatisdico de resultados

Mediante la utilizacion del programa estadistico SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA., 2003) y aplicando el método de Anova se compararon los parametros
cinéticos de las cepas de la siguiente manera:

- De acuerdo con la patogenicidad y no patogenicidad de la especie de E. coli.

- Cada cepa, segin la temperatura, el pH y el cloruro sodico.

- Los microorganismos patogenos Gram positivos y negativos, segun la

temperatura, el pH y el cloruro sédico.
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Figura 2. — Diagrama del sistema optico utilizado
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V — RESULTADOS Y DISCUSION
1 — Escherichia coli CECT 516

Nuestro trabajo constituye un experimento multifactorial, lo cual hace dificil
discernir de manera precisa la respuesta del microorganismo a cada uno de los
factores (sal, temperatura y pH) por separado. Esta dificultad también ha sido
descrita por Robinson y col. (1998). Por ello, los resultados de los parametros

cinéticos reflejan el efecto combinado de los tres factores juntos.

En las Tablas 7, 8, 9, 10, 11 y 12 se presentan los resultados de los parametros
cinéticos en las diferentes combinaciones de temperatura, pH y cloruro sodico
calculados a través de los datos de la densidad optica (DO) ajustados con la ecuacion
de Gompertz. No estan presentados los valores de las correspondientes

transformaciones a la raiz cuadrada (V) y al logaritmo neperiano (In).

En las condiciones en las que no se ha registrado alteracion de la DO se considera
que no ha sido detectado crecimiento del microorganismo, por lo cual no fueron

calculados los parametros cinéticos.

De una manera general, la velocidad de crecimiento ha disminuido con el incremento
de la concentracion de sal en todas las combinaciones de temperatura y pH. Este
comportamiento es similar al descrito por Robinson y col. (1998), relativo a una
reduccion de la tasa de crecimiento con el aumento de la osmolaridad. Por otro lado,
en nuestro trabajo, a una misma temperatura y concentracion de cloruro sodico, la

velocidad de crecimiento disminuy6 con el incremento de acidez del medio.

El incremento en la densidad 6ptica no ha sido observado con el pH 4,5, combinado
con las mayores concentraciones de sal (4,5 y 5,5%) en todas las temperaturas, lo
cual indica la contribucidon sinérgica de la osmolaridad en la inhibicion del
crecimiento del microorganismo por el cardcter acido del medio. Por esta razén, no
fueron calculados los parametros cinéticos en dichas condiciones. No obstante, con
2,5 % NaCl ha sido monitorizado un ligero incremento de la DO, la cual disminuye

con el aumento de la temperatura, llegando a no registrase a los 42 °C. También se
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registré un pequefio aumento de la DO con 3,5% NaCl a 22 °C y 26 °C, siendo

ligeramente mayores los valores de la DO a la temperatura méas baja.

Con el pH mas acido estudiado, practicamente no ha sido detectada alteracion de la
densidad optica a 42 °C en todas las concentraciones de sal. Esto indica que el
incremento de la temperatura parece tener un efecto sinérgico de inhibicion sobre el
crecimiento de Escherichia coli CECT 516 sometido al pH de 4,5 con diferentes

concentraciones de NaCl.

El hecho de que haya habido un cambio de la densidad oOptica en algunas
temperaturas, siendo el pH 4,5, indica crecimiento del microorganismo en dichas
combinaciones, teniendo en cuenta la posibilidad de adaptarse a menudo a cambios
ambientales de pH para sobrevivir. En estos casos, de acuerdo con Prescott y col.
(1999), los sistemas de transporte potasio y sodio corrigen, probablemente, pequefias
variaciones de pH. Si el pH se vuelve demasiado acido, se ponen en marcha otros
mecanismos. Cuando el pH baja de valores entre 6,0 a 5,5, Escherichia coli sintetiza
un grupo de nuevas proteinas, como parte de la denominada respuesta de tolerancia
en medio acido. La ATPasa translocadora de proteinas contribuye a esta respuesta
protectora, produciendo mas ATP o bombeando protones fuera de la célula. Si el pH
externo disminuye a valores de 4,5 o inferiores, se sintetizan las proteinas de shock
acido o de shock térmico. Probablemente, estas substancias eviten la
desnaturalizacion de las proteinas y faciliten de nuevo el plegamiento de las
desnaturalizadas. Por otro lado, Hill (2004) public6é que otro mecanismo de respuesta
bacteriana al estrés provocado por la presion osmotica y el pH puede ser el sistema
glutamato descarboxilasa (GAD, del inglés glutamate decarboxylase) que desempeiia
un papel muy importante en la supervivencia y crecimiento en medios acidos,

principalmente por la acumulacion de solutos compatibles.

La combinacion que mejor ha favorecido el crecimiento de Escherichia coli CECT
516 ha sido la de 38 °C, pH 7,4 y 2,5% NaCl, la cual ha permitido la velocidad de
crecimiento mas elevada (1,88 h™'), asi como el tiempo de latencia (3,45 h) y de
generacion (0,16 h) mas bajos. El hecho de la mayor velocidad de crecimiento versus
menor tiempo de generacion observado por nosotros confirman a relacion entre estos

dos parametros de crecimiento, segun Delignette-Muller (1998).

116



Resultados y discusion

De manera general el crecimiento mas rapido se ha monitorizado a pH 7,4. No
obstante, con la temperatura de 42 °C se ha verificado el crecimiento 6ptimo a un pH
de 6,5. Este hecho nos indica que el efecto sinérgico del % de NaCl y de la
temperatura se ve afectado por el pH, es decir, a una temperatura de 42 °C, y a una
concentracion de NaCl entre 2,5 y 5,5%, el pH ideal para el crecimiento de la cepa de
E. coli CECT 516 es de 6,5. Y en las mismas condiciones de temperatura y de sal, el
microorganismo tolera mejor el pH 7,4 que 5,5. Este comportamiento puede servir
para explicar como en los alimentos numerosos factores que afectan el crecimiento, a
menudo, en sus interacciones, pueden tener efectos sinérgico o antagoénico sobre el
microorganismo, tal y como lo han sugerido Eifert y col. (1996). Por otro lado, como
la velocidad de cada reaccion aumenta, el metabolismo en general es mas activo a
temperaturas altas, y el microorganismo crece mas rapidamente con el incremento de
la temperatura. Pero, a partir de cierto punto, un mayor incremento disminuye la
velocidad de crecimiento, y temperaturas lo suficientemente elevadas son letales,
puesto que ocasionan dafios a los microorganismos al desnaturalizar las enzimas, las

proteinas transportadoras y otras proteinas (Prescott y col., 1999; Montville, 2000).

Los tiempos de latencia mas cortos se han registrado con las temperaturas estudiadas
mas elevadas, asumiendo un aumento proporcional a la disminucion de la
temperatura. Siguiendo la misma ldgica, los tiempos de generacion han disminuido
con el aumento de la temperatura. Todo eso ha sido obtenido con las combinaciones
del pH mas elevado (7,4), y con la concentracién mas baja de cloruro sédico (2,5%),

tal y como se presenta en la Tabla 11.

Respecto al incremento de la concentracion de cloruro sédico, hubo uno aumento de
los tiempos de generacion y de latencia. Esto también correspondio a la dindmica
observada en trabajos de Robinson y col. (1998). Y en cierta medida se ha registrado
un progresivo aumento de los tiempos de generacion y de latencia, tal como

publicaron Duffy y col. (1994).

La relacion inversamente proporcional entre los tiempos de latencia y la velocidad de
crecimiento verificada en los resultados de nuestro trabajo estd en armonia con

estudios de otros autores como McMeekin y col. (1993) y Baranyi y Roberts (1994).
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En las Figuras 3, 4 y 5 se presentan las velocidades de crecimiento maximas y los

tiempos de generacion y de latencia minimos E. coli CECT 516, respectivamente.

Figura 3. — Velocidades de crecimiento maximas

2,
0
151 O 22°C
- 0 26°C
S 4 @ 30°C
(o]
< O 34°C
0,51 @ 38°C
O42°C
0 Escherichia coli CECT 516
Figura 4. — Tiempos de generacion minimos
0,251
0,21 O 22°C
00 26°C
< 0,15
o H30°C
2 01 [ 34°C
(o]
0,051 E 38°C
O42°C
0_
Escherichia coli CECT 516

118



Resultados y discusion

Figura 5. — Tiempos de latencia minimos
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Tabla 7. — Pardmetros cinéticos de E. coli CECT 516 a 22 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h") LT (h) GT (h)
2 45 2,5 0,600 7,091 0,502
3,5 0,422 11,905 0,714
45 NC NC NC
55 NC NC NC
55 2,5 1,045 5,499 0,288
3.5 0,776 7,009 0,388
45 0,733 7,874 0,411
55 0,613 10,305 0,491
6,5 2,5 1,183 5,087 0,255
3,5 0,986 6,358 0,305
45 0,788 7,871 0,382
5,5 0,680 9,321 0,443
7.4 2,5 1,342 5,149 0,224
3,5 1,126 6,779 0,267
45 0,781 8,430 0,385
55 0,692 9,702 0,435

"NC = No calculado
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Tabla 8. — Pardmetros cinéticos de E. coli CECT 516 a 26 °C
Temp.’C) pH NaCl(%) p (h'l) LT (h) GT (h)

26 45 2,5 0,526 7,307 0,573
3.5 0,415 11,478 0,725
45 NC” NC NC
55 NC NC NC
55 2,5 1,102 5236 0,273
3,5 0,842 6,499 0,357
45 0,910 6,891 0,331
55 0,601 8,765 0,501
6,5 2,5 1,270 4,568 0,237
3.5 1,015 6,483 0,297
45 1,083 6,663 0,278
55 0,741 7,824 0,406
74 2,5 1,356 4,696 0,222
3.5 1,183 6,593 0,254
45 0,789 8,196 0,381
55 0,746 8,154 0,404

"NC = No calculado

Tabla 9. — Pardmetros cinéticos de E. coli CECT 516 a 30 °C
Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h) LT (h) GT (h)

30 4,5 2,5 0,45*1 11,280 0,667
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 1,083 5,571 0,278
3,5 0,965 6,955 0,312
4,5 0,551 9,479 0,546
5,5 0,494 12,029 0,610
6,5 2,5 1,207 6,094 0,249
3,5 1,030 6,952 0,292
4,5 0,729 8,732 0,413
5,5 0,577 11,248 0,522
7,4 2,5 1,338 6,060 0,225
3,5 1,201 7,025 0,251
4,5 0,877 8,131 0,343
5,5 0,696 10,611 0,433

"NC = No calculado
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Tabla 10. — Parametros cinéticos de E. coli CECT 516 a 34 °C
Temp.’C) pH NaCl(%) p (h'l) LT (h) GT (h)

34 4,5 2,5 0,26*6 10,569 1,134
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 1,116 4,462 0,270
3,5 1,154 6,217 0,261
4,5 0,628 8,328 0,479
5,5 0,439 11,490 0,686
6,5 2,5 1,232 4,464 0,244
3,5 1,069 5,321 0,282
4,5 0,788 7,001 0,382
5,5 0,631 9,283 0,477
7.4 2,5 1,853 4,149 0,162
3,5 1,558 5,156 0,193
4,5 1,592 6,157 0,189
5,5 0,810 7,705 0,372

"NC = No calculado

Tabla 11. — Parametros cinéticos de E. coli CECT 516 a 38 °C
Temp.(°C) pH NaCl(%) p(() LT (h) GT (h)

38 4,5 2,5 0,27*0 10,748 1,115
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 1,146 4,300 0,263
3,5 1,152 5,974 0,261
4,5 0,639 7,950 0,471
5,5 0,482 10,484 0,625
6,5 2,5 1,661 3,402 0,181
3,5 1,600 4,307 0,188
4,5 1,176 5,602 0,256
5,5 0,870 6,707 0,346
7,4 2,5 1,884 3,448 0,160
3,5 1,866 4,268 0,161
4,5 1,557 5,361 0,193
5,5 1,164 6,169 0,259

"NC = No calculado
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Tabla 12. — Pardmetros cinéticos de E. coli CECT 516 a 42 °C
Temp.’C) pH NaCl(%) p (h'l) LT (h) GT (h)

4 4,5 2,5 NC NC NC
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 1,110 4,521 0,271
3,5 0,854 7,032 0,352
4,5 0,433 9,538 0,695
5,5 0,390 11,634 0,772
6,5 2,5 1,796 3,338 0,168
3,5 1,203 4,606 0,250
4,5 1,006 5,828 0,299
5,5 0,538 8,125 0,560
7.4 2,5 1,543 3,723 0,195
3,5 1,186 4,938 0,254
4,5 0,626 6,475 0,481
5,5 0,689 8,571 0,437

"NC = No calculado

1.1 — Modelado de la velocidad de crecimiento (p) de Escherichia coli CECT 516

De acuerdo con la Tabla 13 entre las tres hipotesis de calculo, ha sido seleccionado el
modelo elaborado con los resultados obtenidos con la transformacion de la raiz
cuadrada de los datos de la velocidad de crecimiento por ser los que nos han ofrecido
la menor RMSE (“root mean squared error”, raiz cuadrada de la media de la suma de
los errores previamente elevados al cuadrado), es decir, una menor dispersion del

€1TOT.

En la validacion del modelo, la Figura 6 presenta una buena linealidad del modelo
completo de la Vi con los valores actuales y predichos. Han sido obtenidos una R* de

0,86 y una RMSE de aproximadamente 0,08.

La Figura 7 presenta el cuadro de los valores residuales y predichos de la velocidad
de crecimiento, en la cudl se puede observar una distribuciéon uniforme de los
mismos. Eso se percibe por la ausencia de sesgo, lo que significa que los valores

residuales (o errores, es decir, obtenidos de restar los valores predichos de los
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obtenidos o actuales) se distribuyen uniformemente tanto en los valores positivos

como en los negativos en todos los p (mu) predichos.

Tabla 13. — Modelos para calculo de la p de E. coli CECT 516 (P<0,0001)

Formula u \/u Lnp
Intercept -0,052 0,415 -0,868
Temp 0,009" 0,004 0,007
pH 0,269 0,150 0,251
% NaCl 0,221 -0,117 -0,238
pH x Temp 0,015 0,009 0,010"
Temp x % NaCl -0,006" -0,004" -
% NaCl x pH — - —
Temp2 — - -
pH? -0,122 -0,077 -0,162
% NaCl* - - -
R’ 0,82 0,86 0,88
RMSE 0,18 0,08 0,14
" =P<0,05

En las Figuras 8, 9 y 10 se presentan, respectivamente, la influencia de la

temperatura, del pH y del % de NaCl sobre la variable p de E. coli CECT 516.

Figura 6. — Modelo completo de la Vu Figura 7. — Residuales por Predichos de la
de E. coli CECT 516 Vp de E. coli CECT 516
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Figura 10. — Influencia de NaCl
sobre la Yy de E. coli CECT 516
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Los valores residuales de la accion combinada del pH con la temperatura, del cloruro

sodico con la temperatura y de la accion del pH elevado al cuadrado estan

graficamente representados en las Figuras 11, 12 y 13, respectivamente.

Figura 12.

— Influencia de NaCl x Temp

sobre la Vp de E. coli CECT 516

Figura 13. — Influencia de pH’
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Este tipo de graficas (“leverage plots”, graficas de palanca) muestran cudl seria el

residuo o error de cada punto tanto con como sin ese efecto en el modelo.

La distancia desde un punto hasta la linea de ajuste muestra el residuo o error actual

de ese punto. Y la distancia desde ese punto hasta la linea horizontal de la media

muestra cudl seria el error residual si quitdramos ese efecto del modelo. En otras

palabras, la linea media en esta grafica representa el modelo cuando el valor

hipotetizado del parametro o efecto es disminuido hasta cero. Asi, la fuerza del

efecto considerado (temperatura, pH, sal) se muestra segiin cuan lejos los puntos

desplacen la linea de ajuste con respecto a la linea horizontal. También se muestran
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los intervalos de confianza al 95%. Si las curvas que muestran estos intervalos cortan
la linea horizontal, el efecto es significativo. Si no es asi, no es significativo (a un
nivel del 5%). Por lo tanto, de acuerdo con Sall, (1990), en las Figuras 8, 9, 10, 11,
12 y 13 se aprecia que son significativos los efectos aislados de la temperatura, pH,
del NaCl % y los efectos combinados del pH con la temperatura y de esta con el

cloruro sodico, bien como del pH elevado al cuadrado, respectivamente.

En la Figura 14 se muestra como cambian los valores predichos con respecto al
cambio de un factor cada vez. El "prediction profiler" (perfilador de prediccion)
muestra "trazados de prediccion" para cada variable X. Un trazado de prediccion es
la respuesta predicha cuando una variable se cambia mientras que las otras se
mantienen constantes en los valores actuales. El prediction profiler tiene la capacidad

de recalcular los trazados cada vez que se varia el valor de una variable X.

En el eje X: Valores actuales de los factores. La linea punteada vertical muestra el
valor actual. En el eje Y: Valores predichos actuales para cada variable Y. La linea

punteada horizontal muestra el valor actual de la variable Y.

En el interior del grafico: La linea o curva generada (trazado de prediccion) y sus
marcadores muestran como cambia el valor predicho cuando cambiamos el valor
actual de una variable individual X. El intervalo de confianza al 95% de los valores
predichos se muestra mediante barras de error por encima y por debajo de cada
marcador. Si en el modelo hay interaccion de variables o efectos, los trazados de
prediccion cambian su pendiente y grado de curvatura a medida que cambia el valor
de la variable X. Si no hay interaccion de efectos, los trazados sélo cambian en

altura, no en pendiente ni en su forma.

Como se puede observar en el caso de la Figura 14, el pH parece tener interacciones
no lineales de efecto sobre el modelo de la raiz cuadrada de la p, mientras que la
temperatura y el % de NaCl parecen tenerlas lineales. La velocidad de crecimiento
registra un aumento con el incremento de la temperatura y del pH, mientras que el
aumento de la concentracion de sal implica una disminuciéon de la velocidad de

crecimiento.

125



Agaténgelo Joaquim dos Santos Eduardo

Figura 14. — Perfiles de prediccion de la Vu de E. coli CECT
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La Figura 15 muestra una matriz de graficas de interaccion de los diferentes factores

estudiados. La interaccion de los factores en el modelo es cuantificable y se

evidencia graficamente mediante lineas no paralelas.

Figura 15. — Perfiles de interacciones de la Y de E. coli CECT 516
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En la Figura 16 se presenta la superficie de respuesta de los efectos de la

temperatura, del pH y del cloruro sodico sobre la variable p, combinandolos de dos

en dos.
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Figura 16. Perfiles de superficie respuesta de prediccion de la Vi de E. coli CECT 516

1.2 — Modelado del tiempo de generacion (GT) de Escherichia coli CECT 516

Como se observa en la Tabla 14, entre las tres hipotesis de calculo se ha seleccionado
el modelo elaborado con los resultados obtenidos tras la transformacion de los datos
con la raiz cuadrada del tiempo de generacion, al ser el que ha ofrecido una

dispersion menor del error (RMSE menor).

Tabla 14. — Modelos para calculo del GT de E. coli CECT 516 (P<0,0001)

Férmula GT VGT LnGT
Intercept 0,542 0,899 -0,349
Temp - -0,003" -0,010"
pH -0,087 -0,083 -0,229
% NaCl 0,080 0,066 0,227
pH x Temp — -0,004 -0,008"
Temp x % NaCl — - —

% NaCl x pH - - -
Temp2 - - -
pH’ 0,066 0,052 0,154
% NaCl® - - -
R’ 0,80 0,90 0,84
RMSE 0,07 0,04 0,16

* = P<0,05.

La Figura 17 expresa linealidad en la validacion del modelo completo de la raiz
cuadrada del tiempo de generacion con los valores actuales y predichos. La fiabilidad
del modelo se indica por una buena precision del mismo a través de los valores de R?

de 0,90 y de una RMSE de aproximadamente 0,04.
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Con utilidad en la validacion del modelo, la Figura 18 presenta ausencia de sesgo en
el cuadro de los valores residuales y predichos del GT, en la que se puede observar

una distribucion uniforme de los valores residuales por los predichos.

En las Figuras 19, 20 y 21 se presentan, respectivamente, la influencia de la
temperatura, del pH y del % de NaCl sobre el tiempo de generacion. El efecto del pH
combinado con la temperatura, y del pH elevado al cuadrado sobre el tiempo de
generacion se muestran, respectivamente, en las Figuras 22 y 23. De acuerdo con
Sall (1990), en dichas Figuras se aprecia que son significativos los efectos aislados
de la temperatura, del pH, del % NaCl, asi como la combinacién del pH con la

temperatura, y el cuadrado del pH elevado.

Figura 17. — Modelo completo de la VGT ~ Figura 18. — Residuales por Predichos de
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Figura 19. — Influencia de Temperatura ~ Figura 20. — Influencia de pH
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Figura 21. — Influencia de NaCl
sobre la VGT de E. coli CECT 516
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Figura 22. — Influencia de pH x Temp
sobre la VGT de E. coli CECT 516
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Figura 23. — Influencia de pH” sobre la

VGT de E. coli CECT 516
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Como se puede observar en el caso de la Figura 24, los trazados de prediccion del pH

cambian su pendiente y grado de curvatura a medida que cambia el valor de la

variable X. Esto indica que el pH tiene interacciones no lineales de efecto sobre el

modelo de la raiz cuadrada del tiempo de generacion, mientras que la temperatura y

el % de NaCl parecen no tenerlo. Los tiempos de generacion disminuyen con el

incremento de la temperatura y del pH. Y el aumento de la concentracion de sal

implica un aumento de los tiempos de generacion.
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Figura 24. — Perfiles de prediccion de la VGT de E. coli CECT 516
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A semejanza de lo que se ha comentado para el caso del modelo de la velocidad de
crecimiento de Escherichia coli CECT 516, la Figura 25 muestra que hay una
interaccion del efecto del pH con la temperatura. Esto se evidencia por las lineas no

paralelas.

Figura 25. — Perfiles de interacciones de la VGT de E. coli CECT 516
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En la Figura 26 se muestra la superficie respuesta de los efectos de la temperatura,
pH y del cloruro sodico, sobre la variable tiempo de generacion, combindndolos de

dos en dos.
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Figura 26. — Perfiles de superficie respuesta de prediccion de la VGT de E. coli CECT 516

SqRGT

1.3 — Modelado del tiempo de latencia (LT) de Escherichia coli CECT 516

Para el modelado del tiempo de latencia de E. coli CECT 516, entre las tres hipotesis
de calculo (Tabla 15) han sido seleccionados los resultados obtenidos mediante el
uso de la transformacion con la raiz cuadrada, con la que se ha obtenido una R? de

0,85 y una RMSE de 0,17.

Tabla 15. — Modelos para calculo del LT de E. coli CECT 516 (P<0,0001)

Formula LT LT LnLT
Intercept 8,551 3,010 1,979
Temp -0,047" -0,011 -0,012
pH -1,146 -0,221 -0,117
% NaCl 1,576 0,299 0,235
pH x Temp -0,085 -0,017 -0,010°
Temp x % NaCl — - -
% NaCl x pH -0,283" - -
Temp2 - - -
pH? 1,379 0,221 0,149
% NaCl* - - -
R* 0,85 0,85 0,87
RMSE 0,93 0,17 0,13
* = P<(,05.

También se ha tenido en cuenta para la seleccion que en la validacion del modelo
completo de la raiz cuadrada del tiempo de latencia los valores actuales y predichos
presentan linealidad en la Figura 27. Por otro lado, la grafica de los valores
residuales y predichos del tiempo de latencia que se presentan en la Figura 28,
permite observar ausencia de sesgo y de valores extremos influyentes, es decir, una

distribucion uniforme de los valores residuales por los predichos.
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En las Figuras 29, 30 y 31, respectivamente, se presenta de manera aislada la
influencia de la temperatura, del pH y del % de NaCl, respectivamente, sobre el
tiempo de latencia. Los efectos combinados del pH con la temperatura y del pH
elevado al cuadrado sobre el tiempo de latencia se observan en las Figuras 32 y 33,
respectivamente. De acuerdo con Sall (1990), en las cinco ultimas figuras se aprecia
que son significativos los efectos aislados de la temperatura, del pH, del NaCl %, y

los efectos combinados del pH con la temperatura, y del pH elevado al cuadrado.

Figura 27. —Modelo completo

Figura 28. — Residuales por Predichos
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Figura 29. — Influencia de Temperatura
sobre la VLT de E. coli CECT 516

Figura 30. — Influencia de pH
sobre la VLT de E. coli CECT 516
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Figura 31.— Influencia de NaCl
sobre la VLT de E. coli CECT 516
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Figura 32. — Influencia de pH x Temp
sobre la VLT de E. coli CECT 516
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Figura 33. — Influencia de pH” sobre la VLT
de E. coli CECT 516
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Como se puede observar en la Figura 34, los trazados de prediccion del pH cambian
su pendiente y grado de curvatura a medida que cambia el valor de la variable X, lo
cudl indica que el pH tiene interacciones de efecto no lineal sobre el modelo de la
raiz cuadrada del tiempo de latencia. A su vez, tanto la temperatura como el % de
NacCl parecen no tener interacciones no lineales sobre el modelo de la raiz cuadrada
del tiempo de latencia, puesto que los trazados s6lo cambian en altura pero no en su
forma. Por tanto, a semejanza de los tiempos de generacion, los tiempos de latencia
disminuyen con el incremento de la temperatura y del pH. Mientras que el aumento

de la concentracion de sal implica un aumento de los tiempos de latencia.

Figura 34. — Perfiles de prediccion de la VLT de E. coli CECT 516
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Tal y como se ha mostrado en los modelados de la velocidad de crecimiento y del
tiempo de generacion de Escherichia coli CECT 516, la Figura 35 muestra una
matriz de gréaficas de interaccion. Dicha interaccion es cuantificable y se evidencia

mediante las lineas no paralelas. Por tanto, la interacciéon de los efectos de la
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temperatura y del pH afecta el modelo. Dichos efectos son mayores a la medida que

se incrementa la temperatura y el pH.

Figura 35. — Perfiles de interacciones de la VLT de E. coli CECT 516
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La superficie respuesta en la combinacion de los efectos del pH con la temperatura,
de esta con el % NaCl y de este con el pH, mostrando su efecto sobre la variable

tiempo de generacion se presentan en la Figura 36.

Figura 36. — Perfiles de superficie respuesta de prediccion de la VLT de E. coli CECT 516
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2 — Escherichia coli O157:H7

En las Tablas 16, 17, 18, 19, 20 y 21 se presentan los resultados de las variables del
crecimiento cinético calculados a través de los datos de la densidad optica (DO)
ajustados con la ecuacion de Gompertz. Estos resultados reflejan el efecto
combinado de la de temperatura, pH y NaCl juntos, ya que se trata de un
experimento multifactorial, como sefialaron Robinson y col. (1998). De modo
general indican que a una misma temperatura, la velocidad de crecimiento disminuye

con la reduccion del pH y con el incremento de la concentracion de sal.

En las condiciones en las que no se ha registrado alteracion de DO se admite que no
ha sido detectado crecimiento del microorganismo, por lo que no fueron calculados

los parametros cinéticos.

Como se indico en el caso de E. coli CECT 516, de una manera general, la velocidad
de crecimiento ha disminuido con el incremento de la concentracion de sal en todas
las combinaciones de temperatura y pH. Este comportamiento es similar al publicado
por Robinson y col. (1998), quienes han descrito una disminucion de la tasa de

crecimiento aproximadamente lineal con el aumento de la osmolaridad.

Con el pH 4,5 no se ha observado alteracion de los valores iniciales de la DO,
indicando que, aparentemente, no se ha producido crecimiento durante el periodo de
estudio. Por eso, no fueron calculados los parametros cinéticos en dichas
condiciones. Esto significaria que el caracter acido del pH a 4,5 impidi6 el
crecimiento del microorganismo a todas las concentraciones de NaCl en todas las
temperaturas, haciendo percibir la sinergia bacteriostatica de la combinacion de
acidez y de la presién osmotica sobre el microorganismo patogeno. Como se explico
en el caso de E. coli CECT 516, esto concuerda con Eifert y col. (1996). Por otro
lado, también estd de acuerdo con Buchanan y Klawiter (1992), quienes no han
observado crecimiento de E. coli O157:H7 a 37 °C con pH 4,5 utilizando una
concentracion de 5% de NaCl, aunque han publicado parametros cinéticos del
patdégeno utilizando 0,5% de NaCl. Asimismo, el ICMSF (1998) indica que el

microorganismo es capaz de crecer a un pH 4,5 ajustado con HCI, pero no en un
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medio cuyo pH ha sido ajustado con acido lactico y en quesos fermentados a un pH <

5.4.

Glass y col. (1992) indicaron que los tiempos de latencia y de generacion de E. coli
O157:H7 no se ven afectados practicamente por las concentraciones de NaCl iguales
o inferiores a 2,5%, a pH 7,3, y 37 °C. Sutherland y col. (1995) mostraron en su
modelo que al pH 6,8 (caracteristica del queso Camembert) a temperaturas de 20 y
30 °C, son necesarias concentraciones entre 3 y 4% de NaCl para que los tiempos de
generacion aumenten significativamente. Como consecuencia, a menos que el
contenido en cloruro soédico sea superior a 2,5-3% no parece afectar el crecimiento
de E. coli en el queso. Este postulado se ha observado de manera general en nuestro
trabajo puesto que el incremento de la concentracion de sal ha afectado los

parametros cinéticos.

A la temperatura de 42 °C, y al pH de 7,4 no se ha observado incremento de la
densidad optica cuando los valores de la concentracion de sal fueron de 4,5 y 5,5%,
lo cual indica que, aparentemente, no se ha producido crecimiento del
microorganismo durante las 24 horas del estudio en las condiciones indicadas, y eso
implicaria la necesidad de una fase de latencia superior a 24 horas, periodo durante el
cual la cepa de E. coli O157:H7 se adaptaria al medio o repararia eventuales dafios
causados en su equilibrio homeostatico. Esto seria posible mediante la activacion de
los mecanismos indicados por Eifert y col. (1996), Prescott y col. (1999), Montville
(2000) y Hill (2004), ya descritos para el caso de E. coli CECT 516. Teniendo esto
en consideracion, no deberia descartarse la posibilidad de un crecimiento posterior a
las 24 h, puesto que el ICMSF (1998) indica que el patégeno es capaz de crecer
lentamente en un caldo que contenga 6,5% de NaCl. Por otro lado, es importante
sefalar que la temperatura de 42 °C actué de manera sinérgica en la inhibicion

provocada por la presion osmética.

Aunque en el presente estudio no se ha detectado posible crecimiento a 42 °C con un
pH 4,5 y en todas concentraciones de sal estudiadas, Sutherland y col. (1995) han
publicado tiempos de generacion a 42 °C, a pH 4,5 y con 0,5% de NaCl, lo que hace
pensar que, para dichas condiciones de temperatura y de pH, el crecimiento de E. coli

O157:H7 en caldo BHI es posible a concentraciones inferiores a 2,5% de NaCl.
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Dichos autores han publicado el valor de 0,5 h como tiempo de generacion de E. coli
O157:H7 calculado segin el modelo de Gompertz modificado a 37 °C, pH 7.5 y 5%
NaCl. En condiciones relativamente similares en el presente trabajo (38 °C, pH 7,4 y
5,5% de NaCl), se han calculado 0,2 h como el tiempo de generacion del mismo
microorganismo. Tales diferencias podrian ser atribuidas a las variaciones de los
valores de temperaturas y de la concentracion de sal utilizados tanto por dichos

autores como en este estudio.

Se ha obtenido un tiempo de generacion aproximado de 0,4 h a 30 °C, pH 5,5 a 2,5%
de NaCl. Este valor es cercano al tiempo de generacion publicado por Sutherland y
col. (1995) para E. coli O157:H7 en carne de vacuno cruda, en carne de pato y de
cerdo con 0,5, 1 y 1,5% de NaCl, respectivamente. En el presente estudio se han
encontrado resultados similares (bajo las condiciones de 30 °C, pH 6,5 y 2,5% NaCl)

a los descritos por dichos autores en el caso del pollo con 0,5% NacCl.

Incubando el microorganismo a 37 °C en caldo de soja triptona con pH 7,3,
utilizando concentraciones de 2,5 y 4,5% de NaCl, Sutherland y col. (1995) han
obtenido tiempos de generacion de aproximadamente 0,3 y 0,4 h, respectivamente.
En el presente estudio, en caldo BHI a 38 °C, pH, 7,4 se han obtenido 0,2 y 0,4 h,
para las concentraciones de 2,5 y 4,5% de NacCl, respectivamente. Por otro lado, los
mismos autores publicaron un tiempo de generacion de 0,18 h para 37 °C con pH 6,5
y 0,5% NaCl, mientras que en este trabajo se han obtenido valores de 0,23 h para 38

°C, pH 6,5 y 2,5% NaCl.

Con las combinaciones de pH 6,5, 5,5% de NaCl y temperaturas de 26 °C y 30 °C, en
el presente trabajo obtuvimos, respectivamente, velocidades de crecimiento de 0,37 y
0,36 h!, tiempos de generacion de 0,82 y 0,85 h, y tiempos de latencia de 17,9 y 16,7
h. En condiciones aproximadas a las estudiadas, pero utilizando otros humectantes en
lugar de NaCl, Buchanan y Bagi (1997) han obtenido una velocidad de crecimiento
de 0,54 h'l, tiempo de generacion de 0,6 h, y fase de latencia de 2,5 h utilizando las
combinaciones de 28 °C, pH 6,5 y 5% de sorbitol como humectante; y velocidad de
crecimiento de 0,50 h™', tiempo de generacion de 0,6 h, y fase de latencia de 2,4 h
utilizando las combinaciones de 28 °C, pH 6,5 y 5% de sacarosa como humectante.

Las diferencias entre el sorbitol, la sacarosa y el cloruro sédico podrian justificar las
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diferencias de valores entre los resultados, principalmente en lo que respecta a los

tiempos de latencia.

De las 96 combinaciones de temperatura, pH y NaCl que se han realizado, la mayor
velocidad de crecimiento (= 1,51 h™"), los menores tiempos de latencia (LT = 3,77
h) y de generacion (GT = 0,20 h) han sido obtenidos a 38 °C con un pH de 7,4 a una
concentracion de 2,5% de NaCl (Tabla 20). En condiciones aproximadas a las que
hemos estudiado (37 °C, pH = 6,5, 5% de NaCl) pero con la presencia de 5% de NO»,
Buchanan y Bagi (1994), encontraron una velocidad de crecimiento mas baja que la
citada en el presente estudio (= 0,38 h™"), y tiempos de latencia (LT = 17,3 h) y de
generacion (GT = 0,8 h) mas elevados. Estas diferencias podrian estar relacionadas
con la presencia de NO,, lo cual potencié aun mas el efecto inhibidor del cloruro

sodico, y también con la metodologia de céalculo por ellos utilizada.

De manera general, el crecimiento mas rapido se ha monitorizado a pH 7,4. Sin
embargo, con la temperatura de 42 °C se ha encontrado el crecimiento dptimo a un
pH de 6,5. Este hecho nos hace creer que el efecto sinérgico del % de NaCl y de la
temperatura se ve afectado por el pH, es decir, a una temperatura de 42 °C, y a una
concentracion de NaCl entre 2,5 y 5,5%, el pH ideal para el crecimiento de la cepa de
E. coli O157:H7 estudiada es de 6,5. Y en las mismas condiciones de temperatura y
de sal, el patogeno tolera mejor el pH 5,5 que 7,4, contrariamente al registrado con la
cepa no patdgena estudiada. Los tiempos de latencia mas cortos se han registrado con
las temperaturas mas elevadas, asumiendo un aumento proporcional a la disminucion
de la temperatura. Obedeciendo la misma ldgica, los tiempos de generacion han
disminuido con el aumento de la temperatura. Todo esto ha sido obtenido con las
combinaciones de pH mas alto (7,4) y la concentracion mas baja de cloruro sodico
(2,5%); excepto a 42 °C, temperatura en la cual los menores tiempos de generacion y
latencia se han observado con el pH de 6,5, tal y como se muestra en la Tabla 21. Y
este comportamiento se ajusta a la descripcion de Prescott y col. (1999) y Montville

(2000).

A semejanza de lo descrito en el caso de la cepa de E. coli no patdégeno, también se

ha observado la relacion inversamente proporcional entre los tiempos de latencia y la
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velocidad de crecimiento, concordando con estudios de otros autores como
McMeekin y col. (1993) y Baranyi y Roberts (1994). Del mismo modo, se ha
demostrado la relacion de mayor velocidad de crecimiento versus menor tiempo de

generacion de acuerdo con Delignette-Muller (1998).

En las Figuras 37, 38 y 39 se presentan las velocidades de crecimiento maximas y los

tiempos de generacion y de latencia minimos de E. coli O157:H7, respectivamente.

Figura 37. — Velocidades de crecimiento maximas
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Figura 39. — Tiempos de latencia minimos
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Tabla 16. — Parametros cinéticos de E. coli O157:H7 a 22 °C
Temp.’C) pH NaCl(%) p (h'l) LT (h) GT (h)

99 4,5 2,5 NC NC NC
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 0,694 9,272 0,434
3,5 0,568 12,013 0,530
4,5 0,531 17,187 0,567
5,5 0,382 19,806 0,789
6,5 2,5 0,673 7,670 0,447
3,5 0,483 9,935 0,623
4,5 0,371 13,518 0,811
5,5 0,301 19,786 1,001
7.4 2,5 0,744 7,802 0,404
3,5 0,618 10,290 0,487
4,5 0,449 14,741 0,671
5,5 0,340 20,314 0,886

"NC = No calculado

140



Resultados y discusion

Tabla 17. — Pardmetros cinéticos de E. coli O157:H7 a 26 °C
Temp.’C) pH NaCl(%) p (h'l) LT (h) GT (h)

26 4,5 2,5 NC NC NC
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 0,783 7,214 0,384
3,5 0,671 9,888 0,449
4,5 0,582 13,763 0,517
5,5 0,486 18,691 0,620
6,5 2,5 0,621 6,333 0,485
3,5 0,484 9,004 0,622
4,5 0,427 12,852 0,706
5,5 0,369 17,851 0,815
7.4 2,5 0,813 6,728 0,370
3,5 0,694 8,939 0,434
4,5 0,517 12,452 0,582
5,5 0,343 18,244 0,878

"NC = No calculado

Tabla 18. — Parametros cinéticos de E. coli O157:H7 a 30 °C
Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h) LT (h) GT (h)

10 4,5 2,5 NC NC NC
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 0,844 6,674 0,357
3,5 0,762 8,863 0,395
4,5 0,615 11,850 0,490
5,5 0,461 17,427 0,653
6,5 2,5 0,761 5,616 0,396
3,5 0,610 7,627 0,493
4,5 0,478 11,151 0,629
5,5 0,356 16,686 0,845
7.4 2,5 1,410 4,483 0,214
3,5 1,050 6,066 0,287
4,5 0,583 8,968 0,516
5,5 0,376 13,322 0,800

*NC = No calculado
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Tabla 19. — Pardmetros cinéticos de E. coli O157:H7 a 34 °C

Temp.’C) pH NaCl(%) p(h) LT (h) GT (h)
34 45 2,5 NC NC NC
3,5 NC NC NC
45 NC NC NC
55 NC NC NC

55 2,5 0,966 5,376 0,312

3.5 0,825 7,255 0,365

45 0,648 9,783 0,465

55 0,434 14,312 0,693

6.5 2,5 1,219 4,209 0,247

3,5 1,239 5297 0,243

45 1,044 6,895 0,288

55 0,626 8,261 0,481

7.4 2,5 1,372 4,360 0,219

3,5 1,074 6,077 0,280

45 0,779 9,174 0,387

55 0,480 15,005 0,627

*NC = No calculado

Tabla 20. — Parametros cinéticos de E. coli O157:H7 a 38 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h) LT (h) GT (h)
18 4,5 2,5 NC NC NC
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC

5,5 2,5 1,100 4,751 0,274

3,5 0,913 6,272 0,330

4,5 0,690 8,198 0,436

5,5 0,371 12,757 0,811

6,5 2,5 1,488 4,706 0,202

3,5 1,263 6,349 0,238

4,5 0,994 7,621 0,303

55 0,689 10,639 0,437

7.4 2,5 1,507 3,765 0,200

3,5 1,141 5,513 0,264

4,5 0,803 8,872 0,375

5,5 0,393 16,036 0,765

"NC = No calculado
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Tabla 21. — Parametros cinéticos de E. coli O157:H7 a 42 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h") LT (h) GT (h)
4 4,5 2,5 NC NC NC
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC

55 2,5 0,876 5,001 0,344

3,5 0,763 6,718 0,395

4,5 0,503 8,924 0,599

5,5 0,315 12,079 0,956

6.5 2,5 1,301 3,743 0,231

3,5 1,206 4,493 0,250

45 0,889 5,544 0,339

5,5 0,691 6,577 0,436

74 2,5 0,859 4,446 0,350

3,5 0,463 23,150 0,650
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC

"NC = No calculado

2.1 — Modelado de la velocidad de crecimiento de Escherichia coli O157:H7

De acuerdo con lo que se presenta en la Tabla 22, entre las tres hipdtesis de calculo

fueron seleccionados los resultados obtenidos con la transformacion de la raiz

cuadrada de los datos de la velocidad de crecimiento, ya que son los que nos han

ofrecido una RMSE mas baja.

Tabla 22. — Modelos para calculo de la p de E. coli O157:H7 (P<0,0001)

Formula 1! Vu Lnp
Intercept 0,152 0,483 -1,083
Temp 0,024 0,015 0,034
pH 0,092 0,054 0,112°
% NaCl -0,192 -0,109 -0,267
pH x Temp 0,015 0,010 0,023
% NaCl x Temp -0,009 -0,003" -
% NaCl x pH -0,063" -0,023" -
Temp2 - — -
pH’ : - - -
% NaC - - -
R* 0,87 0,85 0,85
RMSE 0,12 0,07 0,17
" =P<0,05
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La Figura 40 presenta el modelo completo de la Vp con los valores actuales y

predichos. Han sido obtenidos una R* de 0,85 y una RMSE de aproximadamente

0,07.

La Figura 41 presenta el cuadro de los valores residuales y predichos de la p,

observandose en ella una distribucion practicamente uniforme de los valores

residuales por los predichos. Eso significa que los valores residuales (o errores, es

decir, obtenidos de restar los valores predichos de los obtenidos o actuales) se

distribuyen sin sesgo, es decir, uniformemente tanto en los valores positivos como en

los negativos en todos los p predichos.

Figura 40. — Modelo Completo
de la Y de E. coli O157:H7
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Figura 41. - Residuales por Predichos

de la Y de E. coli 0157:H7
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Figura 42. — Influencia de la Temperatura
sobre la Vu de E. coli O157:H7
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Figura 43. — Influencia de pH
sobre la Y de E. coli 0157:H7
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Figura 44. — Influencia de NaCl Figura 45. — Influencia de pH x Temp
sobre la Vu de E. coli 0157:H7 sobre la Vu de E. coli 0157:H7
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Figura 46. — Influencia de NaCl x Temp  Figura 47. — Influencia de NaCl x pH
sobre la Vu de E. coli O157:H7 sobre la Yy de E. coli O157:H7
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En las Figuras 42, 43 y 44 se presentan, respectivamente, la influencia de la
temperatura, del pH y del cloruro sédico sobre la velocidad de crecimiento. Los
efectos combinados del pH con la temperatura, del cloruro sédico con la temperatura
y del cloruro sédico con el pH se muestran en las Figuras 45, 46 y 47,
respectivamente. Tal y como se coment6 en el caso de E. coli CECT 516, este tipo de
figuras muestran cual seria el residuo o error de cada punto tanto con como sin ese
efecto en el modelo. La distancia desde un punto hasta la linea de ajuste muestra el
residuo o error actual de ese punto. Y la distancia desde ese punto hasta la linea
horizontal de la media muestra cudl seria el error residual si quitdramos ese efecto
del modelo. Es decir, la linea media en esta grafica representa el modelo cuando el
valor hipotetizado del pardmetro o efecto es disminuido hasta cero. Asi, la fuerza del

efecto considerado (temperatura, pH y sal) se muestra segun cuan lejos los puntos
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desplacen la linea de ajuste con respecto a la linea horizontal. También se muestran
los intervalos de confianza al 95%. Si las curvas que muestran estos intervalos cortan
la linea horizontal, el efecto es significativo. Si no es asi, no es significativo (a un
nivel del 5%). Por lo tanto, de acuerdo con Sall (1990), en las Figuras 40, 43, 44, 45,
46 y 47 se aprecia que son significativos los efectos aislados de la temperatura, del
pH y del % NacCl, asi como los efectos combinados del pH con la temperatura, del
cloruro sodico con la temperatura y del cloruro sodico con el pH sobre la velocidad

de crecimiento.

Tal como se ha explicado para el caso de Escherichia coli CECT 516, con respecto al
modelo de la , en la Figura 48 se observa que en el modelo no hay interaccién no
lineal de variables o efectos, respecto la temperatura, pH y el % NaCl puesto que los
trazados de prediccion no cambian su pendiente y grado de curvatura a medida que

cambia el valor de la variable X.

Figura 48. — Perfiles de prediccion de la Vu de E. coli O157:H7
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En el modelo de la velocidad de crecimiento, se ha producido interaccion de efectos

como lo indican las lineas no paralelas en la matriz que muestra la Figura 49.
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Figura 49. — Perfiles de interacciones de la Y de E. coli 0157:H7
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La Figura 50 muestra la respuesta de superficie del efecto de la temperatura, del pH y

del % NaCl sobre la variable p, combindndolos de dos en dos.

Figura 50. — Perfiles de superficie respuesta de prediccion de la v u de E. coli O157:H7

SqgRmu SgRmu SqgRmu

2.2 — Modelado del tiempo de generacion de Escherichia coli 0157:H7

De acuerdo con la Tabla 23, entre las tres hipodtesis de calculo, han sido
seleccionados los resultados obtenidos con la transformacion de los datos del tiempo
de generacion a la raiz cuadrada por presentar un mayor coeficiente de determinacion

(R?) y una menor dispersion del error RMSE.
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Tabla 23. — Modelos para calculo del GT de E. coli O157:H7 (P<0,0001)

Férmula GT VGT LnGT
Intercept 0,352 0,775 -0,223
Temp -0,014 -0,011 -0,033
pH - -0,027" -0,101"
% NaCl 0,124 0,093 0,273
pH x Temp - -0,007 -0,023
% NaCl x Temp — - —
% NaCl x pH - - —
Temp” 0,001 0,0004" -
pH’ - - -
% NaCl? 0,037 0,023 -
R’ 0,78 0,86 0,85
RMSE 0,09 0,06 0,17
= P<0,05

Para la validacion del modelo, la Figura 51 presenta linealidad de los valores actuales
y predichos del modelo completo de la raiz cuadrada del tiempo de generacion,

siendo la R* de 0,86 y la RMSE de aproximadamente 0,06.

La relacion de los valores residuales por predichos de la variable VGT en el modelo
no presenta sesgo (Figura 52). Por tanto, en ella se observa una distribucion uniforme
de los valores residuales por los predichos. Eso significa que los valores residuales (o
errores, es decir, obtenidos de restar los valores predichos de los obtenidos o
actuales) se distribuyen uniformemente tanto en los valores positivos como en los

negativos en todos los valores VGT predichos.

Figura 51. — Modelo Completo Figura 52. — Residuales por Predichos
de la VGT de E. coli O157:H7 de la VGT de E. coli O157:H7
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Figura 53. — Influencia de la Temperatura
sobre la VGT de E. coli O157:H7
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Figura 54. — Influencia de pH sobre la

VGT de E. coli 0157:H7
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En las Figuras 53, 54 y 55 se presentan la influencia de la temperatura, del pH y del

% NaCl, respectivamente, sobre la VGT. Los efectos combinados del pH con la

temperatura, de la temperatura al cuadrado y del cloruro sdédico al cuadrado se

muestran en las Figuras 56, 57 y 58. Tal y como se ha indicado anteriormente, este

tipo de figura muestra cudl seria el residuo o error de cada punto tanto con como sin

ese efecto en el modelo. También se muestran los intervalos de confianza al 95%.

Puesto que las curvas que muestran estos intervalos cortan la linea horizontal, el

efecto es significativo. Por lo tanto, de acuerdo con Sall (1990), son significativos los

efectos aislados de la temperatura, del pH y del % NaCl, asi como los efectos

combinados del pH con la temperatura, de la temperatura al cuadrado y del cloruro

sddico al cuadrado.

Figura 55. — Influencia de NaCl
sobre la VGT de E. coli 0157:H7
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Figura 56. — Influencia de pH x Temp

sobre la VGT de E. coli 0157:H7
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Figura 57. — Influencia de Temp® Figura 58. — Influencia de NaCl*
sobre la VGT de E. coli O157:H7 sobre la VGT de E. coli O157:H7
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En la Figura 59 se muestra como cambian los valores predichos con respecto al
cambio de un factor cada vez. De acuerdo con lo que se refirid para el caso del
modelo de la p, en esta figura se observa que en el modelo hay interaccion de
variables o efectos no lineales con respecto a la temperatura y el % NaCl, puesto que
los trazados de prediccion cambian su pendiente y grado de curvatura a medida que

cambia el valor de la variable X. En el caso del pH la relacion parece ser mas lineal.

Figura 59. — Perfiles de prediccion de la VGT de E. coli 0157:H7
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La interaccion de efectos entre la temperatura y el pH se evidencia por las lineas no

paralelas en la matriz de interacciones de la Figura 60.
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Figura 60. — Perfiles de interacciones de la VGT de E. coli O157:H7
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La Figura 61 muestra la respuesta superficie en las combinaciones de temperatura,

pH y NaCl sobre la variable VGT.

Figura 61. — Perfiles de superficie respuesta de prediccion de la VGT de E. coli O157:H7

SqRGT

2.3 — Modelado del tiempo de latencia de Escherichia coli 0157:H7

Tal como se puede observar en la Tabla 24, entre las tres hipdtesis de célculo han
sido seleccionados los resultados obtenidos mediante el uso de la raiz cuadrada del
tiempo de latencia por ser el que aporta una mejor linealidad en la validacion del

modelo.
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Tabla 24. — Modelos para calculo del LT de E. coli O157:H7 (P<0,0001)

Férmula LT VLT LnLT
Intercept 11,296 3,453 2,510
Temp -0,347 -0,056 -0,036
pH -0,683 0,134 -0,093
% NaCl 3,065 0,498 0,334
pH x Temp - - -
% NaCl x Temp -0,108"  -0,007" -
% NaCl x pH - - 0,030
Temp” - 0,001" 0,001"
pH? 1,238 0,130 0,067
% NaCl* 0,651 0,073 -
R’ 0,93 0,97 0,97
RMSE 1,27 0,13 0,08
= P<0,05

Las Figuras 62 y 63 presentan los indicadores generales de la validacion del modelo

completo de la raiz cuadrada del tiempo de latencia. La correlacion de los valores

actuales por los predichos tuvo un coeficiente de determinacién (R?) de 0,97 y una

RMSE aproximada a 0,13. También se observa linealidad en la Figura 62. Otro

factor importante tenido en cuenta en la validacion del modelo fue la ausencia de

sesgo en la Figura 63, que presenta el cuadro de los valores residuales y predichos

del VLT, observandose en ella una distribucion uniforme de los valores residuales

por los predichos. Eso significa que los valores residuales (o errores, es decir,

obtenidos de restar los valores predichos de los obtenidos o actuales) se distribuyen

uniformemente tanto en los valores positivos como en los negativos en todos los VLT

predichos.

Figura 62. — Modelo completo
de la VLT de E. coli O157:H7

4,5—

4—

SqRLT Actual

I I I I I I I
15 20 25 30 35 40 45 50 55
SqRLT Predicted P<.0001 RSq=0,97
RMSE=0,1308

Figura 63. — Residuales por Predichos
de la VLT de E. coli 0157:H7
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Figura 64. — Influencia de Temperatura  Figura 65. — Influencia de pH

sobre la VLT de E. coli O157:H7 sobre la VLT de E. coli O157:H7
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Figura 66. — Influencia de NaCl Figura 67. — Influencia de NaCl x Temp
sobre la VLT de E. coli O157:H7 sobre la VLT de E. coli O157:H7
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En las Figuras 64, 65 y 66 se presentan la influencia de la temperatura, del pH y del
% NaCl sobre la VLT, respectivamente. Y las Figuras 67, 68 y 69 presentan los
efectos combinados del % NaCl con la temperatura, de la temperatura al cuadrado y
el pH al cuadrado, respectivamente. En dichas figuras, de acuerdo con Sall (1990),

son significativos los efectos aislados y combinados de los diferentes factores.

153



Agaténgelo Joaquim dos Santos Eduardo

Figura 68. — Influencia de Temp® sobre Figura 69. — Influencia de pH” sobre
la VLT de E. coli O157:H7 la VLT de E. coli O157:H7
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En la Figura 70 se muestra como cambian los valores predichos con respecto al
cambio de un factor cada vez. De acuerdo con lo que se indico en el modelo anterior,
en ese tipo de figura se observa que hay una relativa interacciéon no lineal de
variables o efectos, respecto a la temperatura, al pH y al % NaCl, ya que los trazados
de prediccidon experimentan un relativo (P<0,05) cambio en su pendiente y grado de

curvatura que cambia el valor de la variable X.

Figura 70. — Perfiles de prediccion de la VLT de E. coli 0157:H7
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Tal como ha sucedido en el modelado de la velocidad de crecimiento y del tiempo de
generacion, en este modelo del tiempo de latencia se ha elaborado una matriz de
figuras de interaccion debido a que las variables han presentado efectos de
interaccion entre ellas (Figura 71). En esta grafica los efectos de interaccion no son
tan evidentes, ya que las lineas son aparentemente paralelas, debido a que tales
interacciones de variables ocurren con una P<0,05, es decir, no son significativas con

una P<0,0001 (véanse Figuras 64 a 69).
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Figura 71. — Perfiles de interacciones de la VLT de E. coli O157:H7

4,53
— 3 53 29 ///
z 3 Temp A

& 2,57 42

dwa |

1,5+

4,54

7.2

E 3,54
32,55 7.2

1,54

4,5__ L
3 55

= | ~—_ ’
= 3,53 55 % NaCl

pH

Hd

|
10BN %

<3 =
B257
. — 25 -

TTTTTTTT T T T T T T T T T T T T T T T
2530 3540 4555 6 657 7,5 2,533,544,5 5,56

En combinaciones de dos en dos factores, la superficie respuesta de la temperatura,

del pH y del % NaCl sobre la variable VLT se muestra en la Figura 72.

Figura 72. — Perfiles de superficie respuesta de la prediccion de la VLT de E. coli 0157:H7
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El caracter multifactorial del experimento, segun Robinson y col. (1998) implica
hacer un analisis de los efectos combinados de los factores estudiados. En las Tablas
25, 26, 27, 28, 29 y 30 se presentan los resultados de las variables del crecimiento
cinético modeladas a través del analisis de superficie respuesta utilizando los datos
de la densidad 6ptica (DO) ajustados con la ecuacion de Gompertz. Estos resultados,
de modo general, indican que a una misma temperatura, la velocidad de crecimiento

disminuye con la reduccion del pH y con el incremento de la concentracion de sal.
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En las condiciones en las que no se ha registrado alteracion de la DO se supone que
no se ha producido crecimiento del microorganismo, por lo que los pardmetros

cinéticos no fueron calculados.

A la misma temperatura y pH, la velocidad de crecimiento ha disminuido con el
incremento de la concentracion de NaCl, mientras que los tiempos de generacion y
de latencia han aumentado significativamente, confirmando el efecto bacteriostatico
del estrés osmotico. Este comportamiento es similar al publicado por Robinson y col.
(1998), quienes han descrito una disminuciéon de la tasa de crecimiento
aproximadamente lineal con el aumento de la osmolaridad. A una misma temperatura
y concentracion de cloruro sodico, la velocidad de crecimiento disminuyo con el

incremento de la acidez del medio.

Con el pH 4,5 no se ha observado alteracion de los valores iniciales de la DO con la
concentracion de 5,5% NaCl en todas las temperaturas por la accion bacteriostatica
de la combinacion de acidez y de la de la presion osmética sobre el microorganismo,
indicando aparentemente que no se ha producido crecimiento del microorganismo
durante las 24 horas del estudio de la cepa de Salmonella typhimurium. Por ese
motivo, no fueron calculados los parametros cinéticos en dichas condiciones. Esta
accion inhibidora se ha observado también a 3,5 y 4,5% NaCl con la temperatura de
42 °C, lo cual indica la sinergia del incremento de la temperatura sobre la inhibicion
de la sal en medio acido. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Eifert y

col. (1996), Prescott y col. (1999) y Montville (2000).

De las 96 combinaciones de temperatura, pH y NaCl que hemos realizado, la mayor
velocidad de crecimiento (u=1,90 h™"), y los menores tiempos de latencia (LT = 4,35
h) y de generacion (GT = 0,16 h) han sido obtenidos a 38 °C con un pH de 7,4 a una
concentracion de 2,5% de NaCl (Tabla 29). En todas las temperaturas estudiadas, la

mayor velocidad de crecimiento se ha registrado con el pH 7,4.

Con una temperatura de 26 °C, pH 5,5 y 4,5% de NaCl hemos obtenido una
velocidad de crecimiento de 0,49 h™', un tiempo de generacién de 0,62 h y un tiempo
de latencia de 14,89 h. En condiciones similares a las del presente trabajo, y

utilizando un pH de 5,99 y 4,5% NacCl, Gibson y col. (1988) calcularon, para tres
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especies de Salmonella (S. thompson, S. stanley y S. infantis), una velocidad de
crecimiento de 0,3 h™', un tiempo de generacién de 1 h y unos tiempos de latencia de
10,3 y 13,2 h para 25 y 27 °C, respectivamente. Asimismo, utilizando una
temperatura de 30 °C, pH 5,5 y 4,5% de NaCl se ha obtenido una velocidad de
crecimiento de 0,51 h™, un tiempo de generacién de 0,59 h y un tiempo de latencia
de 11,65 h. Mientras que utilizando la misma temperatura y el mismo % de NaCl que
en el presente estudio pero con un pH de 5,99, Gibson y col. (1988) obtuvieron una
velocidad de crecimiento de 0,36 h™', un tiempo de generacion de 0,8 h y un tiempo
de latencia de 6,3 h a 30 °C. Con esta misma temperatura estos autores calcularon
una velocidad de crecimiento de 0,52 h'l, un tiempo de latencia 3,9 h, y un tiempo de
generacion de 0,6 h con un pH y un % NaCl de 5,64 y 2,62, respectivamente. Estos
resultados tienen alguna semejanza con los obtenidos para la combinacion de 2,5%
de sal y pH 5,64, cuyos parametros fueron 0,89 h™! de velocidad de crecimiento, 0,34

h de tiempo de generacion y 6,7 h de tiempo de latencia.

Otra semejanza de nuestros resultados con los de Gibson y col. (1988) tiene que ver
con una temperatura de 26 °C, un % de NaCl de 4,5 y unos valores de pH de 6,5 y
5,5. Bajo estos parametros ambientales, en este trabajo se han calculado unas
velocidades de crecimiento de 0,54 y 0,49 h™', unos tiempos de generacion de 0,56 y
0,62 h, y un tiempo de latencia de 11,2 y 14,9 h, respectivamente. Gibson y col.
(1988), a 25 °C, 4,46% de NaCl y pH 6,65 y 5,66, calcularon velocidades de
crecimiento de 0,26 y 0,24 h™'; tiempos de generacion de 1,2 h, y tiempos de latencia

de 11,1 y 11,6 h, respectivamente.

Entre otras razones, las diferencias entre nuestros resultados y los de Gibson y col.
(1988) pueden estar relacionadas con el hecho de que las combinaciones de
temperatura, pH y % NaCl no son totalmente coincidentes, asi como las diferencias
entre las cepas utilizadas y el medio de cultivo, puesto que dichos autores han

utilizado el caldo de soja triptona.

Como se puede observar en las Tablas 25, 26, 27, 28, 29 y 30, los tiempos de latencia
mas cortos se han registrado con las temperaturas estudiadas madas elevadas,
asumiendo un aumento proporcional a la disminucion de la temperatura. Siguiendo la

misma ldogica, los tiempos de generacion han disminuido con el aumento de la
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temperatura. Esto se obtuvo con las combinaciones de pH 7,4 con la concentracion

de sal estudiada mas baja.

Con respecto al aumento de los tiempos de latencia y de generacién cuando se
incrementa la concentracion de la sal, también se ha apreciado un comportamiento
similar al sefialado por Robinson y col. (1998). Asimismo, a semejanza de lo descrito
en las cepas de E. coli, en el presente estudio también se ha observado la relacion
inversamente proporcional entre los tiempos de latencia y la velocidad de
crecimiento, estando en concordancia con McMeekin y col. (1993) y Baranyi y
Roberts (1994). Igualmente, se ha comprobado la relacion de la mayor velocidad de

crecimiento versus menor tiempo de generacion citada por Delignette-Muller (1998).

En las Figuras 73, 74 y 75 se presentan las velocidades de crecimiento maximas y los
tiempos de generacion y de latencia minimos de Salmonella typhimurium,

respectivamente.

Tabla 25. — Parametros cinéticos de Salmonella typhimurium a 22 °C
Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h) LT (h) GT (h)

5y 45 2.5 0,273 10,598 1,104
3,5 0,245 15,993 1,228
45 0,238 22,027 1,263
5,5 NC” NC NC
55 2,5 0,784 8,206 0,384
3,5 0,685 10,268 0,440
4,5 0,500 14,280 0,602
55 0,547 21,798 0,551
6,5 2.5 1,078 7,556 0,279
3.5 0,835 9,549 0,360
4,5 0,517 14,387 0,583
55 0,509 19,052 0,591
74 2.5 1,430 6,463 0,210
3.5 0,824 8,332 0,365
45 0,539 14,619 0,559
55 0,465 20,822 0,647

*NC = No calculado
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Tabla 26. — Parametros cinéticos de Salmonella typhimurium a 26 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h?) LT (h) GT (h)
26 45 2.5 0,179 9,970 1,683
3.5 0,232 16,734 1,297
45 0,150 19,000 2,007
5,5 NC” NC NC
55 2,5 0,629 7,395 0,479
3,5 0,601 9,394 0,501
45 0,487 14,888 0,618
55 0,412 19,879 0,730
6,5 2,5 1,010 6,967 0,298
3.5 0,828 8,728 0,363
45 0,540 11,197 0,558
55 0,421 16,392 0,715
74 2,5 1,230 7,336 0,245
3.5 0,970 9,529 0,310
45 0,702 12,969 0,429
55 0,486 18,179 0,619

"NC = No calculado

Tabla 27. — Parametros cinéticos de Salmonella typhimurium a 30 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p((h) LT (h) GT (h)
30 4,5 2,5 0,264 8,950 1,142
3,5 0,245 12,762 1,227
4,5 0,155 21,107 1,946
55 NC’ NC NC
55 2,5 0,890 6,665 0,338
3,5 0,684 8,321 0,440
4,5 0,509 11,648 0,592
5,5 0,390 16,778 0,772
6,5 2,5 1,256 6,160 0,240
3,5 0,881 8,121 0,342
4,5 0,681 9,840 0,442
5,5 0,491 14,401 0,614
7,4 2,5 1,538 6,547 0,196
3,5 1,024 8,350 0,294
4,5 0,800 12,864 0,377
55 0,598 17,961 0,504

"NC = No calculado
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Tabla 28. — Parametros cinéticos de Salmonella typhimurium a 34 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h?) LT (h) GT (h)
34 45 2.5 0,233 7,803 1,292
3.5 0,294 11,064 1,023
45 0,183 18,029 1,643
5,5 NC” NC NC
55 2,5 1,084 5,228 0,278
3,5 0,746 6,624 0,403
45 0,566 9,448 0,532
55 0,382 15,250 0,787
6,5 2,5 1,319 4,498 0,228
3.5 0,942 6,009 0,320
45 0,491 8,953 0,613
55 0,417 14,726 0,722
74 2,5 1,673 5,051 0,180
3.5 1,348 7,118 0,223
45 0,917 7,343 0,328
55 0,649 14,394 0,464

"NC = No calculado

Tabla 29. — Parametros cinéticos de Salmonella typhimurium a 38 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p((h) LT (h) GT (h)
18 4,5 2,5 0,287 8,007 1,049
3,5 0,218 13,836 1,381

4,5 0,330 23,124 0,912

55 NC’ NC NC

55 2,5 1,099 4,799 0,274

3,5 0,758 6,709 0,397

4,5 0,684 9,305 0,440

5,5 0,325 15,969 0,927

6,5 2,5 1,625 4,247 0,185

3,5 1,009 5,662 0,298

4,5 0,884 7,499 0,341

55 0,488 12,447 0,617

7,4 2,5 1,899 4,351 0,158

3,5 1,515 6,222 0,199

4,5 0,981 8,233 0,307

55 0,684 11,370 0,440

*NC = No calculado
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Tabla 30. — Parametros cinéticos de Salmonella typhimurium a 42 °C
Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h?) LT (h) GT (h)

0 4,5 2,5 0,3 1*3 15,809 0,963
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 0,998 5,270 0,302
3,5 0,699 7,619 0,430
4,5 0,391 11,759 0,770
5,5 0,274 25,075 1,099
6,5 2,5 1,310 4,412 0,230
3,5 0,948 6,318 0,318
4,5 0,756 8,719 0,398
5,5 0,274 16,243 1,099
7.4 2,5 1,558 4,366 0,193
3,5 1,448 6,277 0,208
4,5 0,851 10,304 0,354
5,5 0,366 19,610 0,823

"NC = No calculado

Figura 73. — Velocidades de crecimiento méaximas
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Figura 74. — Tiempos de generacion minimos
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Figura 75. — Tiempos de latencia minimos
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3.1 — Modelado de la velocidad de crecimiento de Salmonella typhimurium

La Tabla 31 expone los tres modelos de calculo de la variable velocidad de
crecimiento. Fue seleccionado el modelo con los resultados obtenidos sin ninguna
transformacion de los datos de la velocidad de crecimiento por ser el que ha tenido

mejor coeficiente de determinacion y una mejor linealidad en la validacion.
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Tabla 31. — Modelos para calculo de la p de Salmonella typhimurium (P<0,0001)

Formula 1! Vu Lnp
Intercept -0,289 0,200 -1,986
Temp 0,011 0,005 0,009"
pH 0,267 0,166 0,423
% NaCl -0,224 -0,124 -0,293
pH x Temp 0,012 0,005 0,008
% NaCl x Temp -0,012 -0,004 -0,009"
% NaCl x pH -0,101 -0,045 -0,062"
Temp2 - - —
pH’ i -0,068 -0,060 -0,223
% NaCl — - -
R* 0,95 0,94 0,92
RMSE 0,09 0,06 0,17
" =P<0,05

La Figura 76 presenta el modelo completo de la p con los valores actuales por los

predichos. Han sido obtenidos una R*de 0,95 y una RMSE de 0,09.

La Figura 77 presenta el cuadro de los valores residuales por los predichos de la p.
La distribucion de valores residuales por los predichos es uniforme tanto en los

valores positivos como en los negativos en el modelo.

Las Figuras 78, 79 y 80 presentan, respectivamente, la influencia de la temperatura,
del pH y del % NaCl sobre la p. En las Figuras 81, 82 y 83 se muestra ese mismo
efecto en las combinaciones del pH con la temperatura, del % NaCl con la
temperatura, y del pH elevado al cuadrado, respectivamente. Segun el criterio de Sall

(1990), son significativos tanto los efectos aislados como los efectos combinados.

Figura 76. — Modelo completo Figura 77. — Residuales por Predichos
de la p de Salmonella typhimurium de la p de Salmonella typhimurium
0,2 .
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Figura 78. — Influencia de la Temperatura
sobre la p de Salmonella typhimurium
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Figura 79. — Influencia del pH
sobre la p de Salmonella typhimurium
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Figura 80. — Influencia de NaCl
sobre la p de Salmonella typhimurium
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Figura 81. — Influencia de pH x Temp
sobre la p de Salmonella typhimurium
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Figura 82. — Influencia de NaCl x Temp
sobre la p de Salmonella typhimurium
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Figura 83. — Influencia de pH*
sobre la p de Salmonella typhimurium
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En la Figura 84 se muestra como cambian los valores predichos con respecto al
cambio de un factor cada vez, observandose que en el modelo hay interaccion no
lineales de variables o efectos, respecto al pH puesto que los trazados de prediccion
cambian su pendiente y grado de curvatura a medida que cambia el valor de la

variable X.
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Figura 84. — Perfiles de prediccion de la p de Salmonella typhimurium
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En la Figura 85 se muestran los efectos de las interacciones entre con los diferentes
factores en el modelo, lo cual se puede evidenciar mediante las lineas no paralelas.
Estas indican que la interaccién es mayor a medida que aumenta el pH y la

temperatura, y disminuye el % de NaCl.

Figura 85. — Perfiles de interacciones de la pu de Salmonella typhimurium
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En la Figura 86 se muestra la superficie respuesta de la combinacion de los efectos
de la temperatura, del pH y del % NaCl, combinando dos factores cada vez para

mostrar su efecto sobre la variable p.
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Figura 86. — Perfiles de superficie respuesta de prediccion de p de Salmonella typhimurium

3.2 — Modelado del tiempo de generacion (GT) de Salmonella typhimurium

Como se muestra en la Tabla 32, entre las tres hipotesis de calculo ha sido
seleccionado el modelo obtenido con la transformacion al logaritmo neperiano de los
datos del tiempo de generacion debido a su coeficiente de determinacion y linealidad
en la validacion, lo cual ha permitido incluir mas combinaciones de factores en el

modelo.

Tabla 32. — Modelos para calculo del GT de Salmonella typhimurium (P<0,0001)

Férmula GT VGT LnGT
Intercept 1,118 1,269 0,993
Temp - -0,004" 0,011
pH -0,199 -0,146 -0,436
% NaCl 0,126 0,096 0,276
pH x Temp — - -0,009*
% NaCl x Temp — - 0,007
% NaCl x pH — — 0,052
Temp2 - - -
pH? 0,173 0,097 0,228
% NaCl’ — - -
R’ 0,87 0,92 0,93
RMSE 0,12 0,06 0,17
" = P<0,05

La Figura 87 presenta el modelo completo del logaritmo neperiano del tiempo de
generacion (LnGT) de Salmonella typhimurium, presentando en la correlacion de los
valores actuales por los predichos una R* de 0,93 y una RMSE de aproximadamente

0,17.
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La distribucion uniforme de los valores residuales y predichos, tanto los valores
positivos como los negativos, en el modelo del tiempo de generacion estan

presentados en la Figura 88.

Figura 87.— Modelo completo Figura 88. — Residuales por Predichos
del LnGT de Salmonella typhimurium del LnGT de Salmonella typhimurium
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Las Figuras 89, 90 y 91 presentan, respectivamente, la influencia de la temperatura,
del pH y del % NaCl sobre el tiempo de generacion de Salmonella typhimurium. En
las Figuras 92, 93, 94 y 95 se muestra ese mismo efecto en las combinaciones del pH
con la temperatura, del cloruro sédico con la temperatura, del cloruro sddico con el
pH, y del pH elevado al cuadrado, respectivamente. En las 6 figuras se puede
observar que son significativos tanto los efectos de los factores aislados como de los

combinados.

Figura 93. — Influencia de NaCl x Temp  Figura 94. — Influencia de NaCl x pH
sobre el LnGT de Salmonella typhimurium sobre el LnGT de Salmonella typhimurium
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Figura 95. — Influencia de pH” sobre el
LnGT de Salmonella typhimurium
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En la Figura 96 se muestra como cambian los valores predichos con respecto al
cambio de un factor cada vez. En esta Figura se observa que en el modelo hay
interaccion no lineales de variables o efectos, respecto al pH puesto que los trazados
de prediccion cambian su pendiente y grado de curvatura a medida que cambia el

valor de la variable X.
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Figura 96. — Perfiles de prediccion del LnGT de Salmonella typhimurium
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La Figura 97 muestra como los factores temperatura, pH y % NacCl tienen efectos de

interaccion entre ellos en el modelo, hecho que se puede observar en una matriz de

graficas de interaccion mediante las lineas no paralelas. A semejanza de lo que se

comento6 para el modelo de la velocidad de crecimiento de este microorganismo, a

medida que aumenta el pH y la temperatura aumenta la interaccion, mientras que el

efecto interactivo se reduce con el aumento del % de NaCl.

Figura 97. — Perfiles de interacciones del LnGT de Salmonella
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En la Figura 98 se muestran las superficies respuesta en la combinacion de los

efectos de la temperatura, del pH y del % NaCl sobre la variable del tiempo de

generacion.
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Figura 98. — Perfiles de superficie respuesta de la prediccion del LnGT de S. typhimurium

LnGT LnGT LnGT

3.3 — Modelado del tiempo de latencia (LT) de Salmonella typhimurium

En la Tabla 33 se pueden observar las tres hipotesis de modelo para el célculo de la
variable tiempo de latencia. Entre ellos ha sido seleccionado el modelo obtenido
mediante el uso de los datos transformados al logaritmo neperiano del tiempo de
latencia (LnLT) por ser el que ha ofrecido un mejor coeficiente de determinacion y

una menor dispersion del error durante la validacion del modelo.

Tabla 33. — Modelos para célculo de la i de Salmonella typhimurium (P<0,0001)

Férmula LT VLT LnLT
Intercept 11,604 3311 2,353
Temp -0,282 -0,039 -0,025
pH -1,402 0,218 -0,128
% NaCl 3,518 0,540 0,341
pH x Temp — — -0,007
% NaCl x Temp -0,070" -0,006 0,003"
% NaCl x pH -0,558 -0,052 -0,020
Temp® 0,015 0,002 0,001
pH? 1,568 0,220 0,146
% NaCl? 0,662 0,063 —
R’ 0,95 0,95 0,97
RMSE 1,08 0,17 0,08
" = P<0,05

La Figura 99 presenta la linealidad de los valores actuales por los predichos del
modelo completo del tiempo de latencia de Salmonella typhimurium, en los cuales se
obtuvo una R* de 0,97 y una RMSE de 0,08.

Como se ha comprobado en los anteriores modelos, en la validacion del modelo del

logaritmo neperiano del tiempo de latencia también ha habido una distribucion
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uniforme de valores residuales por los predichos tanto en los valores positivos como

en los negativos, tal y como se observa en la Figura 100.

Las Figuras 101, 102 y 103, muestran, respectivamente, la influencia de la
temperatura, del pH y del % NaCl sobre el tiempo de latencia de Salmonella
typhimurium, mientras que las Figuras 104, 105, 106, 107 y 108 presentan ese mismo
efecto para las combinaciones del pH con la temperatura, del cloruro sédico con la
temperatura, del cloruro sédico con el pH, de la temperatura elevada al cuadrado y
del pH elevado al cuadrado, respectivamente. En las figuras mencionadas, de
acuerdo con Sall (1990), tanto los efectos aislados como combinados de los factores

(temperatura, pH y % NaCl) son significativos.

Figura 99. — Modelo completo Figura 100. — Residuales por Predichos
del LnLT de Salmonella typhimurium del LnLT de Salmonella typhimurium
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Figura 101. — Influencia de la Temperatura Figura 102. — Influencia del pH sobre el
sobre el LnLT de Salmonella typhimurium LnLT de Salmonella typhimurium
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Figura 103. — Influencia de NaCl sobre el  Figura 104. — Influencia de pH x Temp
LnLT de Salmonella typhimurium sobre el LnLT de Salmonella typhimurium
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Figura 105. — Influencia de NaCl x Temp  Figura 106. — Influencia de NaCl x pH
sobre el LnLT de Salmonella typhimurium sobre el LnLT de S. typhimurium
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Figura 107. — Influencia de Temp” sobre  Figura 108. — Influencia de pH” sobre

el LnLT de Salmonella typhimurium el LnLT de Salmonella typhimurium
@ 3,0+ 2 3,0+
[o] ® /
=] = _
o bl o A
3 3
¢ 2,51 . L — ¥ 2,5+
) e EEy Y e W T 0]
P om0
£20- " 2,0+
- -
o =
- -
51,54 51,51
I T I T I T I T I I I I I I I
225 230 235 240 245 21 22 23 24 25 26 27 28
Temp*Temp Leverage, P<.0001 pH*pH Leverage, P<.0001

En la Figura 109 se muestra cobmo cambian los valores predichos con respecto al
cambio de un factor cada vez. En esta figura se observa que en el modelo hay
interaccion no lineales de variables o efectos, respecto la temperatura y el pH, puesto
que los trazados de prediccion cambian su pendiente y grado de curvatura a medida

que cambia el valor de la variable X.
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Figura 109. — Perfiles de prediccion del LnLT de Salmonella typhimurium
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En la Figura 110 se muestra como interactian los tres factores de crecimiento
estudiados (la temperatura, el pH y el % NaCl). La interaccion se evidenciaria
mediante lineas no paralelas. En la matriz se puede ver que las lineas de la
interaccion del % NaCl con el pH y con la temperatura parecen ser paralelas, puesto
que dichas interacciones ocurren a una probabilidad P<0,05 en vez de P<0,0001,

como ocurre en los otros casos (comparense las Figuras 102 a 106).

Figura 110. — Perfiles de interacciones del LnLT Salmonella typhimurium
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En la Figura 111 se presentan la superficies de respuesta de la combinacion de los
efectos de la temperatura, del pH y del % NaCl, combinando dos factores cada vez,

para mostrar sus efectos sobre la variable del tiempo de latencia.
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Figura 111. — Perfiles de superficie respuesta de la prediccion del LnLT de S. typhimurium

4 — Listeria monocytogenes

A semejanza de lo referido en el caso de los anteriores microorganismos, tal como ha
sido afirmado por Robinson y col. (1998), el hecho de tratarse de un experimento
multifactorial hace dificil discernir de manera precisa la respuesta del
microorganismo a los factores utilizados (sal, temperatura y pH). Por ello, los
resultados en las Tablas 34, 35, 36, 37, 38 y 39 reflejan el efecto combinado de los
tres factores juntos sobre los parametros cinéticos calculados en las diferentes
combinaciones de temperatura, pH y cloruro sodico. No estan representados los
valores de las correspondientes transformaciones a la raiz cuadrada y al logaritmo

neperiano.

De una manera general, la velocidad de crecimiento ha disminuido con el incremento
de la concentracion de sal en todas las combinaciones de temperatura y de pH. Este
comportamiento es similar al publicado por Robinson y col. (1998), quienes han
descrito una disminucién de la tasa de crecimiento aproximadamente lineal con el
aumento de la osmolaridad. A una misma temperatura y concentracion de cloruro
sodico, la velocidad de crecimiento disminuy6 con el incremento de acidez del

medio.

Los tiempos de latencia y de generacion calculados han sido directamente
proporcionales a la concentracion de cloruro sddico e inversamente proporcionales al

pH.
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El incremento en la densidad optica (DO) ha sido muy escaso a pH 4,5, lo que indica
un crecimiento reducido del microorganismo por el efecto inhibidor del caracter
acido del medio. Esta inhibicién ha sido mucho mas clara con el aumento de la
concentracion de sal (5,5%) a todas las temperaturas. Ademas, el incremento de la
temperatura parece tener un efecto sinérgico de inhibicidén, puesto que no se ha
podido comprobar crecimiento a 38 °C con 4,5% NacCl, y hasta a 3,5% NaCl cuando
la temperatura fue de 42 °C. Por eso, al no haber sido detectado cambios en los
valores de la DO inicial, no fueron calculados los pardmetros cinéticos en dichas

condiciones.

La combinacion que mejor ha permitido el crecimiento de Listeria monocytogenes ha
sido la de 38 °C, pH 7.4 y 2,5% NaCl, la cual ha dado como resultado una velocidad
de crecimiento mas elevada (1,87 h™"), y unos tiempos de latencia (4,36 h) y de

generacion (0,16 h) mas bajos.

El tiempo de latencia ha aumentado con el incremento de la concentracion del

cloruro sodico, tal y como fue descrito por Robinson y col. (1998).

Los resultados obtenidos por Vialette y col. (2003) fueron de 2,01 h como tiempo de
generacion y 1,8 h como tiempo de latencia, al estudiar 8 cepas de Listeria
monocytogenes en 20 °C, pH 7 y 4% NaCl. Estos valores difieren mucho de los
obtenidos en el presente estudio en condiciones muy similares, es decir, un tiempo de
generacion de 0,60 h y un tiempo de latencia de 14,95 h (22 °C, pH 7.4 y 4,5%
NaCl). Probablemente tales diferencias tengan que ver con el hecho de que dichos
autores hayan utilizado el medio BHI suplementado con 3 g/l de extracto de
levadura, 2 g/l de glucosa y taponado con 0,1 mol/l de la solucion K,HPO, —
KH,POj en la proporcion de 1:1 (v/v) al pH 7.0.

Fernandez y col. (1997), utilizando como medio de cultivo el caldo triptona de soja
con 3 g/l de extracto de levadura y 10 g/l de glucosa, calcularon para Listeria
monocytogenes una velocidad de crecimiento de 0,11 h™" a 20 °C, pH 5 y 4% NaCl.

En el presente estudio se ha obtenido una velocidad de crecimiento de 0,52 h™' a 22
°C, pH 5,5 y 4,5% NaCl. Estas diferencias son obviamente debidas a las diferentes

condiciones utilizadas ya sea del medio de cultivo, de las técnicas de ajuste y
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monitorizacidon/recuento, y del ambiente de crecimiento (valores de temperatura, sal

y pH).

Robinson y col. (1998), indican haber encontrado una fase de latencia
proporcionalmente mas corta a 15 °C que a 20 °C 6 25 °C, y consideran que en
términos relativos la sal es mas inhibidora a temperaturas superiores cercanas a los
20 °C. En nuestro caso este efecto se ha confirmado en cierta medida por el hecho de
que el efecto inhibidor del pH 4,5 fue observado al no haber sido detectado
crecimiento en todas las temperaturas con 5,5% de sal, a 38 °C con 4,5% de sal, y en
las restantes concentraciones de sal a 42 °C. Sin embargo, lo postulado por estos
autores, segun nuestro trabajo, no deberia ser considerado como una regla uniforme
para todos los valores de pH. Es decir, solamente en medios marcadamente acidos (a
partir de 4,5) el efecto inhibidor de la sal es mayor en temperaturas superiores a los
20 °C, lo cual resulta del sinergismo que se crea entre las altas temperaturas y el bajo

pH.

Farber y col. (1992) consideraron que en un intervalo de 4-40 °C la temperatura
optima de crecimiento de Listeria monocytogenes en altas concentraciones de sal es
de 15 °C. En nuestro caso, tal como se indico anteriormente, en un intervalo de 22-42
°C la temperatura Optima en términos generales fue de 38 °C, pero para el caso
especifico del pH 4,5 fue de 42 °C. Este comportamiento se debe a la influencia del

pH en cada temperatura.

La osmotolerancia de L. monocytogenes se debe a la presencia de aminoacidos
osmoprotectores en el medio de cultivo. Esto fue confirmado por Beumer y col.
(1994), quienes observaron que en ausencia de osmoprotectores en un medio de
crecimiento suplementado con un minimo de 3% de NaCl no hubo incremento de la
densidad optica a 660 nm. Pero el crecimiento fue significativamente estimulado
cuando se anadié al medio ImM de betaina o carnitina, lo que sugiere la funcion
efectiva de estos aminoacidos como osmoprotectores en células de L. monocytogenes

estresadas osmoticamente.

Los tiempos de latencia mas cortos se han registrado con las temperaturas mas

elevadas estudiadas, asumiendo un aumento proporcional a la disminucion de la
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temperatura. Siguiendo la misma logica, los tiempos de generacion han disminuido
con el aumento de la temperatura. Todo esto ha sido obtenido con las combinaciones
del pH mas alto (7,4) y con la concentraciéon mas baja de cloruro sodico (2,5%),

como se presenta en las Tablas 34-39.

En esta cepa también se ha observado el comportamiento similar al sefialado por
Robinson y col. (1998) en cuanto al aumento de los tiempos de latencia y de
generacion cuando se incrementa la concentracion de la sal. Asimismo, a semejanza
de lo indicado en las cepas de E. coli, también se ha observado, en los resultados de
nuestro trabajo, la relacion inversamente proporcional entre los tiempos de latencia y
la velocidad de crecimiento, tal y como indicaron McMeekin y col. (1993) y Baranyi
y Roberts (1994). Igualmente, se ha comprobado la relacion de la mayor velocidad
de crecimiento versus menor tiempo de generacion referida por Delignette-Muller

(1998).

En las Figuras 112, 113 y 114 se presentan las velocidades de crecimiento maximas y
los tiempos de generacion y de latencia minimos de Listeria monocytogenes,

respectivamente.

Tabla 34. — Pardmetros cinéticos de L. monocytogenes a 22 °C
Temp.(°C) pH NaCl(%) p((h?) LT (h) GT (h)

9 45 2,5 0,280 11,196 1,073
3.5 0,286 16,037 1,051
45 0,281 24,319 1,072
5,5 NC” NC NC
55 2,5 0,723 8,053 0,416
3,5 0,635 10,105 0,474
45 0,520 14,474 0,579
55 0,646 20,768 0,466
6,5 2,5 1,016 7,168 0,296
3,5 0,866 8,964 0,348
45 0,524 13,367 0,575
55 0,436 18,037 0,690
7.4 2,5 1,623 6,474 0,185
3.5 0,874 8,547 0,344
45 0,499 14,946 0,604
55 0,636 20,311 0,473

"NC = No calculado
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Tabla 35. — Pardmetros cinéticos de L. monocytogenes a 26 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h") LT (h) GT (h)
26 45 2,5 0,202 10,004 1,488
3.5 0,179 14,850 1,682

4,5 0,255 25,159 1,183

55 NC NC NC

55 2,5 0,661 7,479 0,455

3.5 0,589 9,485 0,511

45 0,453 13,304 0,664

55 0,424 19,903 0,710

6,5 2,5 0,969 6,463 0311

3,5 0,805 8,431 0,374

45 0,526 11,501 0,572

55 0,395 16,499 0,762

7.4 2,5 1,315 7,219 0,229

3,5 0,956 9,520 0,315

4,5 0,702 12,790 0,429

55 0,538 17,609 0,560

"NC = No calculado

Tabla 36. — Pardmetros cinéticos de L. monocytogenes a 30 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p((h) LT (h) GT (h)
30 4,5 2,5 0,224 9,444 1,341
3,5 0,322 12,968 0,934

4,5 0,277 21,537 1,088
55 NC’ NC NC

55 2,5 0,866 6,431 0,348

3,5 0,648 7,927 0,464

4,5 0,595 10,771 0,506

5,5 0,460 15,813 0,654

6.5 2,5 1,229 6,440 0,245

3,5 0,923 8,029 0,326

4,5 0,680 9,857 0,443

55 0,475 13,914 0,634

7,4 2,5 1,508 6,171 0,200

3,5 1,018 8,196 0,296

4,5 0,711 12,865 0,423

55 0,609 16,719 0,495

"NC = No calculado
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Tabla 37. — Parametros cinéticos de L. monocytogenes a 34 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h") LT (h) GT (h)
34 45 2.5 0,240 7,723 1,256
3.5 0,208 10,985 1,448
45 0,263 21,498 1,143
5,5 NC” NC NC
55 2,5 0,955 5237 0,315
3,5 0,810 6,523 0,372
45 0,615 9,506 0,490
55 0,417 13,410 0,722
6,5 2,5 1,293 4,604 0,233
3.5 1,073 6,233 0,280
45 0,491 9,447 0,614
55 0,448 14,051 0,672
74 2.5 1,538 5,010 0,196
3.5 1,461 7,055 0,206
4,5 0,820 10,610 0,367
55 0,743 13,667 0,405

"NC = No calculado

Tabla 38. — Parametros cinéticos de L. monocytogenes a 38 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h) LT (h) GT (h)
18 4,5 2,5 0,289 8,368 1,043
3,5 0,223 13,190 1,353
4,5 NC’ NC NC
55 NC NC NC
55 2,5 0,957 4,655 0,315
3,5 0,739 6,150 0,407
4,5 0,621 9,426 0,485
5,5 0,415 13,837 0,725
6,5 2,5 1,674 4,292 0,180
3,5 1,239 5,470 0,243
4,5 0,795 7,935 0,379
5,5 0,589 11,650 0,511
7,4 2,5 1,869 4,357 0,161
3,5 1,802 6,310 0,167
4,5 0,904 8,406 0,333
55 0,804 11,560 0,375

*NC = No calculado

179



Agatangelo Joaquim dos Santos Eduardo

Tabla 39. — Pardmetros cinéticos de L. monocytogenes a 42 °C

Temp.’C) pH NaCl(%) p(hh) LT (h) GT (h)
42 4,5 2,5 0,3 1*6 15,450 0,953
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 0,903 5,127 0,333
3,5 0,668 6,477 0,450
4,5 0,311 12,819 0,967
5,5 0,294 21,729 1,024
6,5 2,5 1,068 4,358 0,282
3,5 0,909 6,118 0,331
4.5 0,669 8,415 0,450
5,5 0,427 13,462 0,705
7,4 2,5 1,573 4,298 0,191
3,5 1,450 6,631 0,208
4,5 0,728 10,312 0,414
5,5 0,616 15,621 0,489
"NC = No calculado
Figura 112. — Velocidades de crecimiento maximas
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Figura 113. — Tiempos de generacion minimos
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Figura 114. — Tiempos de latencia minimos
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4.1 — Modelado de la velocidad de crecimiento de Listeria monocytogenes

Como se puede verificar en la Tabla 40, ha sido seleccionado el modelo obtenido con
los datos de la velocidad de crecimiento sin cualquier tipo de transformacion. Dicho

. 2 . <y
modelo ha tenido una R” mayor y una menor dispersion del error.
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Tabla 40. — Modelos para calculo de la p de Listeria monocytogenes (P<0,0001)

Formula 1! i Lnp

Intercept -0,284 2,292 -1,823

Temp 0,008 -

pH 0,250 -0,279 0,405

% NaCl -0,187 0,146 -0,242

pH x Temp 0,010 -

% NaCl x Temp -0,008 —

% NaCl x pH -0,102 - -0,100

Temp” -0,001" -

pH’ 0,046 0,159 -0,160

% NaCl? 0,031 - -

R* 0,93 0,84 0,87

RMSE 0,11 0,16 0,21
" =P<0,05

La Figura 115 presenta el modelo completo de p en el cudl se exponen los valores
actuales por los predichos junto con los valores obtenidos de la R? (0,93) y la RMSE
(0,11).

La Figura 116 presenta el cuadro de los valores residuales por los predichos de la p,
observandose en ella una distribucion uniforme de los valores residuales por los

predichos.

En las Figuras 117, 118 y 119 se presenta, respectivamente, la influencia aislada de
la temperatura, del pH, y del cloruro sédico sobre la velocidad de crecimiento. Ese
mismo efecto en las combinaciones del pH con la temperatura, del cloruro sodico
con la temperatura, del cloruro sédico con el pH, de la temperatura elevada al
cuadrado, del pH elevado al cuadrado y del cloruro sédico elevado al cuadrado, se
muestra, respectivamente, en las Figuras 120, 121, 122, 123, 124 y 125. En dichas
figuras, de acuerdo con Sall (1990), se aprecia que los efectos aislados y combinados

de los factores estudiados sobre la velocidad de crecimiento son significativos.
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Figura 115. — Modelo completo
de la p de Listeria monocytogenes

Figura 116. — Residuales por Predichos
de la p de Listeria monocytogenes
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Figura 117. — Influencia de Temperatura
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Figura 118. — Influencia de pH
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Figura 119. — Influencia de NaCl

sobre la u de Listeria monocytogenes

2,0

mu Leverage Residuals

% NaCl Leverage, P<.0001

Figura 120. — Influencia de pH x Temp
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Figura 121. — Influencia de NaCl x Temp  Figura 122. — Influencia de NaCl x pH
sobre la u de Listeria monocytogenes sobre la u de Listeria monocytogenes
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Figura 125. — Influencia de NaCI*
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Tal y como se ha explicado en modelos anteriores, en la Figura 126 se observa que
en el modelo hay interaccion no lineales de variables o efectos respecto la
temperatura, pH, y cloruro sodico, puesto que los trazados de prediccion muestran un
ligero cambio en sus pendientes y grado de curvatura a medida que cambia el valor

de la variable X.
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Figura 126. — Perfiles de prediccion de la p de Listeria monocytogenes
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En la matriz de gréaficas de la Figura 127 se muestra la interaccion de efectos, la cual
se evidencia y se puede observar mediante las lineas no paralelas. Por tanto, la
interaccion de los efectos de la temperatura, del pH y del cloruro sédico afecta el
modelo. La interaccion de dichos efectos es mas evidente en el caso del pH y el % de

NaCl.

Figura 127. — Perfiles de interacciones de la p de Listeria monocytogenes
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En la Figura 128 la grafica presenta la respuesta superficie de las combinaciones de

los efectos de dos en dos sobre la variable .

185



Agaténgelo Joaquim dos Santos Eduardo

Figura 128. — Perfiles de superficie respuesta de la prediccion de la p de L. monocytogenes

4.2 — Modelado del tiempo de generacion de Listeria monocytogenes

Para el calculo del tiempo de generacion se escogiod el modelo elaborado con los
datos transformados con el logaritmo neperiano (Tabla 41). Ese modelo mostré el

mas alto coeficiente de determinacidon y una buena linealidad en su validacion.

Tabla 41. — Modelos para calculo del GT de Listeria monocytogenes (P<0,0001)

Formula GT VGT LnGT
Intercept 1,232 1,189 0,811
Temp - -0,003" -0,014
pH -0,202 -0,125 -0,365
% NaCl 0,106 0,080 0,236
pH x Temp - - -
% NaCl x Temp — - —
% NaCl x pH - 0,023 0,105
Temp2 - - -
pH? 0,137 0,085 0,151
% NaCl* — - -
R’ 0,83 0,86 0,90
RMSE 0,13 0,07 0,18
" =P<0,05

Las Figuras 129 y 130 indican la validacion del modelo. En la primera se puede
observar la linealidad de los valores actuales por los predichos del modelo completo
de LnGT con los correspondientes valores de la R* y de la RMSE. En la tltima se
aprecia una distribucion uniforme de los valores residuales por los predichos de la

variable LnGT.
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En las Figuras 131, 132 y 133, respectivamente, se presenta la influencia aislada de

la temperatura, del pH y del cloruro sodico sobre la variable LnGT. Y en las Figuras

134 y 135, respectivamente, se aprecian los efectos combinados del % NaCl con el

pH y del pH elevado al cuadrado sobre el LnGT de Listeria monocytogenes. Tal y

como se refirid en los casos anteriores, y de acuerdo con Sall (1990), en dichas

figuras se observa que son significativos tanto los efectos aislados como los efectos

combinados de los factores analizados sobre el tiempo de generacion.

Figura 129. — Modelo completo
del LnGT de Listeria monocytogenes

LnGT Actual

0,5

0_

-2,0

LnGT Predicted P<.0001 RSq=0,90
RMSE=0,1805

l l l I
-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5

Figura 130. — Residuales por Predichos
del LnGT de Listeria monocytogenes
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Figura 131. — Influencia de Temperatura
sobre el LnGT de Listeria monocytogenes
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Figura 132. — Influencia de pH sobre el
LnGT de Listeria monocytogenes
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Figura 133. — Influencia de NaCl sobre Figura 134. — Influencia de NaCl x pH

el LnGT de Listeria monocytogenes sobre el LnGT de Listeria monocytogenes
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Figura 135. — Influencia de pH” sobre el
LnGT de Listeria monocytogenes
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Tal y como se ha explicado en los casos de los modelos previos, en la Figura 136 se
observa que en el modelo del LnGT existe una interaccion no lineal de variables o
efectos respecto al pH, puesto que el trazado de prediccion cambia su pendiente y

grado de curvatura a medida que cambia el valor de la variable X.

Figura 136. — Perfiles de prediccion del LnGT de Listeria monocytogenes
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A semejanza de lo observado para el caso de la velocidad de crecimiento, en la
matriz de graficas de la Figura 137 se muestra la interaccion de efectos, la cual se
evidencia y se puede cuantificar mediante las lineas no paralelas. Por tanto, la

interaccion de los efectos del pH y del cloruro sodico afecta al modelo.

Figura 137.— Perfiles de interacciones del LnGT de L. monocytogenes
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En la Figura 138 las graficas presentan la superficie respuesta de las combinaciones

de efectos de los factores estudiados sobre la variable LnGT.

Figura 138. — Perfiles de superficie respuesta de la prediccion del LnGT de L. monocytogenes

LnGT LnGT
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4.3 — Modelado del tiempo de latencia de Listeria monocytogenes

Tal como se muestra en la Tabla 42 entre las tres hipotesis de calculo ha sido
seleccionado el modelo con resultados obtenidos mediante el uso de la raiz cuadrada
del tiempo de latencia (VLT). Este modelo presenté buena linealidad en la

validacion.

La Figura 139 presenta la linealidad en la validacion del modelo junto con los
respectivos indicadores generales de validacion: R* de 0,95 y RMSE de 0,14. Por
otro lado, la Figura 140 muestra ausencia de sesgo mediante la distribucién uniforme
de los valores residuales por los predichos tanto en los valores positivos como en los

negativos.

Tabla 42. — Modelos para calculo de LT de Listeria monocytogenes (P<0,0001)

Formula LT VLT LnLT
Intercept 7,476 2,587 2,128
Temp -0,240 -0,036 -0,027
pH -0,788 -0,096 -0,081
% NaCl 3,274 0,502 0,333
pH x Temp - - -
% NaCl x Temp -0,050 - —
% NaCl x pH - - -
Temp” 0,014 0,002 0,001"
pH? 1,335 0,207 0,144
% NaCl’ 0,533 0,056 -
R* 0,94 0,95 0,97
RMSE 1,02 0,14 0,07
" =P<0,05

En las Figuras 141, 142 y 143, respectivamente, se presenta la influencia aislada de
la temperatura, del pH, y del cloruro sodico sobre la variable VLT. Por otro lado, el
efecto de las combinaciones de la temperatura elevada al cuadrado, del % de cloruro
sodico elevada al cuadrado y del pH elevado al cuadrado sobre la VLT son
presentados, respectivamente, en las Figuras 144, 145 y 146. Siguiendo el criterio
explicado en los casos previos, en estas graficas, de acuerdo con Sall (1990), se
aprecia que son significativos los efectos aislados y combinados en las

correspondientes probabilidades.
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Figura 139. — Modelo completo
de la VLT de Listeria monocytogenes
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Figura 141. — Influencia de Temperatura
sobre la VLT de Listeria monocytogenes

Figura 142. — Influencia de pH

sobre la VLT de Listeria monocytogenes
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de variables o efectos respecto a los factores estudiados.

En la Figura 147 se observa que en el modelo los trazados de prediccion
experimentan un cierto cambio en su pendiente y grado de curvatura a medida que

cambia el valor de la variable X, indicando la existencia de interacciones no lineales
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Figura 145. — Influencia de NaCI*
sobre la VLT de Listeria monocytogenes

Figura 146. — Influencia de pH*
sobre la VLT de Listeria monocytogenes
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Figura 147. — Perfiles de prediccion de la VLT de Listeria monocytogenes
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En la matriz de graficas de la Figura 148 se muestra la interaccion de efectos de los

factores, evidenciandose mediante las lineas no paralelas. Por tanto, la interaccion de

los efectos de la temperatura, del pH y del cloruro sédico afecta al modelo.

Figura 148. — Perfiles de interacciones de la VLT de L. monocytogenes
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En la Figura 149, se representa la superficie de respuesta en la combinacion de los
efectos de la temperatura, del pH y del % NaCl, combinando dos factores a la vez

sobre la variable VLT.

Figura 149. — Perfiles de superficie respuesta de la prediccion de la VLT de L.

SqRLT SqRLT

5 — Staphylococcus aureus

En las Tablas 43, 44, 45, 46, 47 y 48 se presentan los resultados de los parametros
cinéticos de Staphylococcus aureus calculados en las diferentes combinaciones de

temperatura, de pH y de cloruro sodico.

Tal y como se ha observado en el caso de Listeria monocytogenes y de las anteriores
bacterias estudiadas, de una manera general, la velocidad de crecimiento ha
disminuido con el incremento de la concentracion de sal en todas las combinaciones
de temperatura y de pH. Este comportamiento es similar al publicado por Robinson y
col. (1998), quienes han descrito una disminucion de la tasa de crecimiento
aproximadamente lineal con el aumento de la osmolaridad. A una misma temperatura
y concentracion de cloruro sédico, la velocidad de crecimiento disminuy6 con el
incremento de acidez del medio. Theys y col. (2007) reportaron un comportamiento
parecido al observar que la velocidad de crecimiento de Salmonella typhimurium

experiment6 una reduccion con la disminucion del pH y de la actividad del agua.

No se ha observado incremento en la densidad optica (DO) a pH 4,5, lo cual indica
un fuerte efecto inhibidor del crecimiento del microorganismo por parte del caracter

acido del medio. Sin embargo, a 2,5% de NaCl a 30, 34 y 38 °C, y a 3,5% de NaCl a
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30 °C, dicha inhibicion no ha sido tan evidente como para impedir el crecimiento de
Staphylococcus aureus. Esto puede justificar la posibilidad de que S. aureus seca
capaz de crecer a pH inferiores a 4,3 (ICMSF, 1998). En el presente estudio no se ha
detectado crecimiento del microorganismo a pH 4,5 durante las 24 horas de estudio.
El tipo de medio y el acido utilizado para ajustar el pH del medio pueden justificar la
imposibilidad de crecimiento de Staphylococcus aureus en dichas condiciones,
puesto que algunos autores (Sutherland y col., 1994) han publicado crecimiento de
este microorganismo en mayonesa con 2% NaCl y pH 4,72 ajustado con acido

acético, y también en carne curada a 30 °C, con pH 4,72 y 3,2% NaCl.

La literatura describe que el crecimiento 6ptimo se produce a temperaturas entre 35 y
40 °C (ICMSF, 1998). En el presente trabajo la combinacién que mejor ha permitido
el crecimiento de Staphylococcus aureus ha sido la de 22 °C, con pH 7,4 y 2,5%
NaCl, obteniéndose una velocidad de crecimiento mas elevada (0,35 h™) y un tiempo
de generacion (0,86 h) mas bajo. En este caso, es evidente que las condiciones de
crecimiento Optimo dependen del efecto de los otros factores, tal y como ha sido

descrito por autores como Sutherland y col. (1994) y Eifert y col. (1996).

Los tiempos de latencia mas cortos han sido observados con otras combinaciones de
parametros ambientales, lo que indica que una fase de latencia corta no proporciona
necesariamente una mayor velocidad de crecimiento. Los tiempos de latencia mas
cortos se han registrado con las temperaturas estudiadas mas elevadas, asumiendo un
aumento proporcional a la disminucion de la temperatura. Pero los tiempos de
generacion mas cortos no han tenido variaciones considerables entre las temperaturas
de 30 a 38 °C. Por otro lado, el pH optimo ha variado de 6,5 a 7,4 segun la
temperatura, y considerando la concentracién mas baja de cloruro sodico (2,5%), tal

y como se puede observar en las Tablas 43-48.

A las temperaturas de 26, 30 y 38 °C las velocidades de crecimiento mas altas han
sido obtenidas con pH 6,5. A 42 °C no se registro modificacion de la DO cuando se
utilizaron las concentraciones mas elevadas de % de NaCl (4,5 y 5,5), debido a la

sinergia inhibidora de la sal con el pH.
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Sutherland y col. (1994), utilizando la ecuacion de Gompertz y trabajando con
unidades formadoras de colonias (ufc), obtuvieron un tiempo de generacion de 1,12 h
para Staphylococcus aureus mediante el uso de una temperatura de 30 °C, un pH de
7,4, y un 0,5% de NaCl; mientras que Niskanen (1977) ha publicado tiempos de
generacion de 1,27 h en cultivos sometidos a unas condiciones ambientales iguales a
las citadas. En el presente trabajo, y en condiciones similares pero con 2,5% de NaCl
se ha obtenido un valor aproximado a 2,1 h. Las diferencias podrian ser atribuidas en

parte a las proporciones de sal utilizadas.

Respecto al incremento de la concentracion de cloruro sodico, se detectd un aumento
de los tiempos de generacion y de latencia. Resultados similares fueron obtenidos por
Robinson y col. (1998). Y, en cierta medida, se ha registrado un progresivo aumento
de los tiempos de generacion y de latencia, tal y como publicaron Duffy y col.

(1994).

La relacion inversamente proporcional entre los tiempos de latencia y la velocidad de
crecimiento obtenida en el presente estudio concuerda con los resultados de estudios
de otros autores como McMeekin y col. (1993) y Baranyi y Roberts (1994).
Asimismo, se observo la relacion inversamente proporcional entre la velocidad de
crecimiento y los tiempos de generacion, también descrita por Delignette-Muller

(1998).

En las Figuras 150, 151 y 152 se presentan las velocidades de crecimiento méaximas y
los tiempos de generacion y de latencia minimos de Staphylococcus aureus,

respectivamente.
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Tabla 43. — Parametros cinéticos de Staphylococcus aureus a 22 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h") LT (h) GT (h)
2 4,5 2,5 NC NC NC
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC

55 2,5 0,050 12,038 5,974

3,5 0,039 14,029 7,679

4,5 0,037 16,046 8,228

5,5 0,029 12,064 10,342

6,5 2,5 0,093 5,566 3,245

3,5 0,080 8,089 3,780

45 0,054 7,041 5,552

5,5 0,039 5,050 7,640

74 2,5 0,349 6,283 0,863

3,5 0,112 6,164 2,690

4,5 0,067 6,096 4,494

5,5 0,042 6,061 7,164

"NC = No calculado

Tabla 44. — Parametros cinéticos de Staphylococcus aureus a 26 °C

Temp.(°C) pH NaCl(%) p(h) LT (h) GT (h)
2% 4,5 2,5 NC NC NC
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 0,054 21,004 5,530
3,5 0,032 7,000 9,498
4,5 0,027 21,024 11,198
5,5 0,011 21,013 26,430
6,5 2,5 0,145 6,095 2,083
3,5 0,114 6,045 2,642
4,5 0,077 7,127 3,920
5,5 0,061 7,060 4,949
74 2,5 0,099 5,121 3,035
3,5 0,059 5,044 5,126
4,5 0,055 5,125 5,490
5,5 0,050 6,074 6,055

"NC = No calculado
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Tabla 45. — Parametros cinéticos de Staphylococcus aureus a 30 °C
Temp."C) pH NaCl(%) p(h) LT (h) GT (h)

10 45 2,5 0,042 21,050 7,176
3.5 0,015 9,038 19,656
45 NC” NC NC
55 NC NC NC
55 2,5 0,132 15,023 2,277
3,5 0,085 16,060 3,545
45 0,053 5,000 5,639
55 0,020 16,970 15,404
6.5 2,5 0,287 5,110 1,049
3.5 0,171 5,135 1,763
45 0,065 5216 4,604
55 0,043 4,038 6,995
7.4 2.5 0,144 4,107 2,095
3.5 0,135 6,012 2,235
45 0,082 4,073 3,688
55 0,076 3,084 3,954

"NC = No calculado

Tabla 46. — Parametros cinéticos de Staphylococcus aureus a 34 °C
Temp."C) pH NaCl(%) p(hh) LT (h) GT (h)

34 4,5 2,5 0,04:1 62,140 6,768
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 0,123 10,104 2,446
3,5 0,045 11,034 6,633
4,5 0,034 11,063 8,815
5,5 0,017 70,000 18,030
6,5 2,5 0,120 3,070 2,516
3,5 0,118 5,030 2,552
4,5 0,082 6,066 3,653
5,5 0,055 2,042 5,464
7,4 2,5 0,253 4,065 1,188
3,5 0,125 4,121 2,400
4,5 0,088 4,207 3,427
5,5 0,080 4,076 3,765

"NC = No calculado
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Tabla 47. — Parametros cinéticos de Staphylococcus aureus a 38 °C
Temp."C) pH NaCl(%) p(h) LT (h) GT (h)

38 4,5 2,5 0,069 57,547 5,058
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 0,049 8,025 6,107
3,5 0,028 8,058 10,817
4,5 0,024 10,021 12,788
5,5 0,018 12,014 16,593
6,5 2,5 0,314 4,089 0,959
3,5 0,135 3,576 2,234
4,5 0,113 4,035 2,654
5,5 0,060 5,047 4,978
7.4 2,5 0,296 4,137 1,016
3,5 0,117 4,108 2,568
4,5 0,084 3,069 3,595
5,5 0,061 2,047 4,896

"NC = No calculado

Tabla 48. — Parametros cinéticos de Staphylococcus aureus a 42 °C
Temp.(°C) pH NaCl(%) p(() LT (h) GT (h)

0 45 2,5 NC NC NC
3,5 NC NC NC
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
5,5 2,5 0,144 12,126 2,089
3,5 0,044 18,004 6,794
4,5 NC NC NC
5,5 NC NC NC
6,5 2,5 0,200 4,114 1,506
3,5 0,094 4,037 3,192
4,5 0,082 5,029 3,682
5,5 0,056 4,011 5,343
7.4 2,5 0,245 4,095 1,230
3,5 0,097 3,039 3,111
4,5 0,083 3,036 3,632
5,5 0,076 3,564 3,945

"NC = No calculado
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Figura 150. — Velocidades de crecimiento maximas
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Figura 152. — Tiempos de latencia minimos
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5.1 — Modelado de la velocidad de crecimiento de Staphylococcus aureus

Como se puede observar en la Tabla 49, entre las tres hipotesis de célculo, ha sido
seleccionado el modelo obtenido sin ninguna transformacion de los datos de la
velocidad de crecimiento, ya que son los que han ofrecido un RMSE mas bajo y la R?

mas elevada.

Tabla 49. — Modelos para célculo de la p Staphylococcus aureus (P<0,0001)

Féormula n \/u Lnp
Intercept -0,016 0,126 -4,399
Temp 0,001 - 0,018
pH 0,028 0,065 0,474
% NaCl -0,026 -0,065 -0,406
pH x Temp - - -
% NaCl x Temp - — —
% NaCl x pH - — —
Temp” -0,001" - -0,002"
pH? 0,013 -0,027" -0,212°
% NaCl* - 0,018" -
R’ 0,81 0,73 0,78
RMSE 0,02 0,06 0,4

" =P<0,05

La Figura 153 presenta el modelo completo de la velocidad de crecimiento con los
valores actuales por los predichos. Han sido obtenidos una R* de 0,81 y una RMSE

de 0,02.

Para la validacion del modelo, la Figura 154 presenta los valores residuales y
predichos de la p, pudiendo observarse una distribucién uniforme de los valores

residuales por los predichos.
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Figura 153. — Modelo completo
de la p de Staphylococcus aureus

Figura 154. — Residuales por Predichos
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Figura 157. — Influencia de NaCl
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Figura 159. — Influencia de pH?
sobre la u de Staphylococcus aureus
0,1

» 0,14
g
30,124
80104
0
8)0,08_7
o
20061
So0044
g
Boonl
0,0

T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T
0,05 0,06 0,07 0,08 0,09
pH*pH Leverage, P<.0001

I
0,04

En las Figuras 155, 156 y 157 se presenta la dispersion de los valores residuales de la
influencia de la temperatura, del pH y del % de NaCl, respectivamente, sobre la
velocidad de crecimiento de Staphylococcus aureus. Las combinaciones de la
temperatura elevada al cuadrado y del pH elevado al cuadrado, se aprecian en las
Figuras 158 y 159, respectivamente. También se muestran las respectivas
probabilidades en las cuales, de acuerdo con Sall (1990), los efectos aislados y

combinados son significativos.

En la Figura 160 se muestra como cambian los valores predichos con respecto al
cambio de un factor cada vez. En este caso, debido a que los trazados cambian en
altura, en pendiente y en su forma, la temperatura y el pH tienen interacciones o

efecto de variables no lineales sobre el modelo de la p.

La Figura 161 muestra la matriz de graficas que indican la interaccion de los efectos

del pH con el cloruro sédico.

Figura 160. — Perfiles de prediccion de la p de Staphylococcus aureus
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Figura 161. — Perfiles de prediccion de la pu de Staphylococcus aureus
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En la Figura 162 la grafica muestra la superficie de respuesta de los tres factores,

combinados de dos en dos sobre la variable p.

Figura 162. — Perfiles de superficie respuesta de la prediccion de la p de S. aureus

5.2 — Modelado del tiempo de generacion (GT) de Staphylococcus aureus

Tal y como se observa en la Tabla 50, entre las tres hipdtesis de célculo ha sido
seleccionado el modelo con los resultados del tiempo de generacion transformados
con el logaritmo neperiano (LnGT). En la validacion de este modelo se obtuvo el
mayor coeficiente de determinacion y la menor dispersion del error, cuyos valores de

los indicadores generales se muestran en la Figura 163.
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Tabla 50. — Modelos para calculo de la GT de Staphylococcus aureus (P<0,0001)

Férmula GT \VGT LnGT
Intercept 11,353 3,675* 2,722
Temp -0,103 -0,021 -0,026
pH -1,561 -0,406 -0,368
% NaCl 1,404 0,385 0,424
pH x Temp - - -
% NaCl x Temp — — -
% NaCl x pH -0,509" -0,114" -0,121"
Temp” 0,008 - =
pH? 0,995 0,235 0,283
% NaCl* - - -
R’ 0,78 0,78 0,83
RMSE 1,12 0,31 0,30
" =P<0,05

La Figura 164 presenta el cuadro de los valores residuales por los predichos del
LnGT. La distribucion de valores residuales por los predichos es uniforme tanto en

los valores positivos como en los negativos en el modelo.

Las Figuras 165, 166 y 167 presentan, respectivamente, la influencia de la
temperatura, del pH y del % de NaCl sobre la variable LnGT. De modo similar, los
efectos combinados del % de NaCl con el pH y del pH elevado al cuadrado se
muestran en las Figuras 168 y 169, respectivamente. Tal y como se ha comentado en
los modelos anteriores en tipo de grafico (Sall, 1990), los efectos de los factores

tanto aislados como combinados son significativos.

Figura 163. — Modelo completo Figura 164. — Residuales por Predichos
del LnGT de Staphylococcus aureus del LnGT de Staphylococcus aureus
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Figura 165. — Influencia de la Temperatura Figura 166. — Influencia de pH
sobre el LnGT de Staphylococcus aureus  sobre el LnGT de Staphylococcus aureus
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Figura 169. — Influencia de pH” sobre
el LnGT de Staphylococcus aureus
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En la Figura 170 se muestra como el tiempo de generacion disminuye con el
incremento de la temperatura y del pH, y aumenta de manera proporcional a la
concentracion de la sal. Ademas, se puede observar que en el modelo hay interaccion
de variables o efectos no lineales respecto al pH, puesto que los trazados de
prediccion cambian su pendiente y grado de curvatura a medida que cambia el valor

de la variable X.
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Figura 170. — Perfiles de prediccion del LnGT de Staphylococcus aureus
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La Figura 171 muestra una matriz de graficas con lineas no paralelas que indican la
interaccion de los efectos del pH con el cloruro sédico sobre el LnGT. Dicha

interaccion parece ser mayor con el incremento del cloruro sédico y la disminucion

del pH.

Figura 171. — Perfiles de interacciones del LnGT de S. aureus
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En la Figura 172 se muestra la superficie de respuesta de los pardmetros ambientales

combinados de dos en dos sobre la variable LnGT.
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Figura 172. — Perfiles de superficie respuesta de la prediccion del LnGT de S. aureus

LnGT LnGT

5.3 — Modelado del tiempo de latencia (LT) de Staphylococcus aureus

Tal y como se puede observar en la Tabla 51, entre las tres hipodtesis de calculo han
sido seleccionados los resultados obtenidos mediante el logaritmo neperiano de los
datos del tiempo de latencia (LnLT) por ser el que ha ofrecido una R* (0,90) mas

elevada y un RMSE menor (0,22).

Tabla 51. — Modelos para célculo de la p de Staphylococcus aureus (P<0,0001)

Férmula LT LT LnLT
Intercept 30,276 8,380 6,031
Temp -0,108" -0,025" -0,023
pH -3,386 -0,834 -0,564
% NaCl - - -
pH x Temp - - —
% NaCl x Temp — — -
% NaCl x pH — — -
Temp” 0,0127" — -
pH? i 2,730 0,742 0,386
% NaCl - -
R’ 0,81 0,82 0,90
RMSE 1,89 0,51 0,22
" =P<0,05

La Figura 174 presenta el cuadro de los valores residuales por los predichos del
LnLT. La distribucion de valores residuales por los predichos es uniforme tanto en

los valores positivos como en los negativos en el modelo.

Las Figuras 175 y 176 presentan, respectivamente, la influencia de la temperatura y

del pH sobre la variable LnLT. De modo similar, el efecto combinado del pH
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elevado al cuadrado se muestra en la Figura 177. Son significativos los efectos de los

factores tanto aislados como combinados (Sall, 1990).

Figura 174. — Residuales por Predichos
del LnLT Staphylococcus aureus

Figura 173. — Modelo completo
del LnLT de Staphylococcus aureus

Figura 175. — Influencia de Temperatura
sobre el LnGT de Staphylococcus aureus

Figura 176. — Influencia de pH
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Figura 177. — Influencia de pH?
sobre el LnGT de Staphylococcus aureus
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En este modelo solamente el pH presentd un efecto no lineal significativo, como se

observa en la Figura 178, de acuerdo con el criterio de Sall (1990).
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Figura 178. — Perfiles de prediccion del LnLT de Staphylococcus aureus
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En el modelado del tiempo de latencia de Staphylococcus aureus, la superficie
respuesta del efecto de la combinacion de la temperatura con el pH sobre la variable

LnLT se presenta en la Figura 179.

Figura 179. — Perfiles de superficie respuesta de la prediccion del LnGT de Staphylococcus aureus

6 — Analisis estadistico

6.1— Analisis del comportamiento cinético de E. coli no patogeno respecto al E.
coli patégeno

Se han comparado las cepas E. coli CECT 516 y E. coli O157:H7, es decir, no
patdgena y patdgena, respectivamente, segun la temperatura de incubacion (Anexo
I.1). En las dos temperaturas mas bajas (22 y 26 °C) se han encontrado diferencias
estadisticas significativas tanto entre las velocidades de crecimiento como entre los

tiempos de latencia, siendo la cepa no patdogena la que mejor desarrollo ha
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experimentado (Tablas 7, 8, 16 y 17). Esto significa que la cepa patdégena ha tenido
una relativa dificultad para crecer en temperaturas mas bajas. Pero en las demas
temperaturas ambas cepas han tenido un comportamiento similar. Asimismo, las dos
cepas mostraron tiempos de generacion similares en todas las temperaturas, lo cual
parece indicar, que la patogenicidad no ha condicionado la cinética de ambas

bacterias respecto a la temperatura, excepto en las dos temperaturas mas bajas.

Teniendo en cuenta el pH del medio, ambas cepas han mostrado comportamientos
distintos (Anexo 1.2). En todas las condiciones se obtuvieron diferencias estadisticas
significativas tanto entre las velocidades de crecimiento como entre los tiempos de
latencia. Para los tiempos de generacion las diferencias fueron significativas en las
condiciones de pH de 4,5 y 6,5. Debido a las diferencias registradas respecto al pH,
se comprende que este factor ha sido el que mas influencia ha tenido sobre la cinética
de los dos microorganismos. Los resultados indicaron una incapacidad de la cepa
patogena para crecer en el medio con mayor acidez, mientras que la cepa no
patdgena no crecid solo en algunas condiciones debido a la inhibicion sinérgica, es
decir, a la combinacion del pH 4cido con la temperatura y el cloruro sédico, ambos
aumentados. Por tanto, y dados los resultados obtenidos, la cepa no patogena podra
tener una habilidad relativa mayor a la hora de accionar los mecanismos de
compensacion a los dafios provocados por el medio 4cido. Esta cuestion coincide con
varios estudios publicados sobre la tolerancia al dcido (Duché y col., 2002). Por otro
lado, nuestros resultados, con respecto a la incapacidad para crecer de la cepa
patogena en el medio acido, pueden tener sentido, ya que algunos estudios indican
que la resistencia de E. coli O157:H7 a los acidos se basa en la induccion de los
mecanismos acidoprotectores mediante una adaptacion previa, proceso no realizado

en nuestro caso (O’Driscoll y col. 1996).

Basando la comparacion entre las cepas de E. coli estudiadas, de acuerdo con la
concentracion de cloruro sodico en el medio (Anexo 1.3), se observd que ambas
cepas han tenido comportamientos no coincidentes con diferentes concentraciones de
sal. Fueron encontradas diferencias estadisticas significativas entre las velocidades
de crecimiento en casi todas las concentraciones de sal, excepto a 4,5%. A su vez

solo fueron estadisticamente significativas las diferencias entre los tiempos de
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latencia a 5,5% de sal, y entre los tiempos de generacion a 2,5%. Por lo tanto, en
practicamente todas las concentraciones de sal los dos microorganismos han tenido
tiempos de latencia y de generacion similares. Estos resultados, obtenidos tras la
comparacion de los parametros cinéticos de las dos cepas de E. coli, tienen
correlacion con los publicados por Salter y col. (1998). Estos autores describieron
diferencias en las respuestas de diferentes cepas de E. coli, incluyendo cepas
patdgenas y no patdgenas. No obstante, y tal como han indicado dichos autores, la
similitud entre ambas cepas hace posible que un modelo genérico para cepas de E.
coli no patogena sea suficiente para describir el comportamiento de cepas patdogenas
de E. coli. Este resultado tiene gran utilidad practica, ya que muchos grupos de
investigacion no disponen de instalaciones laboratoriales apropiadas para trabajar

con E. coli O157:H7.

6.2 — Analisis del comportamiento cinético de las cepas patégenas respecto a la
coloracion Gram

6.2.1 — Comparacion de los parametros cinéticos de las cepas patogenas Gram
negativas

Comparando las cepas patogenas Gram negativas (E. coli O157:H7 y S.
typhimurium) segin la temperatura de incubacion, no han sido encontradas
diferencias estadisticas significativas tanto entre las velocidades de crecimiento como
entre los tiempos de latencia y de generacidn, en todas las temperaturas, lo cual

indica que ambas cepas han tenido un comportamiento idéntico (Anexo II.1).

Teniendo en cuenta el pH del medio (Anexo I1.2), las dos cepas patogenas Gram
negativas han tenido un comportamiento parecido en el intervalo de pH de 5,5 a 7,4,
multiplicandose a una velocidad practicamente similar, puesto que entre ellas no han
sido verificadas diferencias estadisticas significativas tanto entre las velocidades de
crecimiento como entre los tiempos de latencia y de generacion. Sin embargo, en la
condiciéon del medio marcadamente acido (pH 4,5) si se observaron diferencias
estadisticas significativas en todos los pardmetros cinéticos de las dos cepas.
Igualmente fueron observadas diferencias significativas entre las velocidades de
crecimiento con el pH mas elevado (7,4). Dichas diferencias podrian ser atribuidas a

la capacidad y rapidez que cada una de las especies tenga para adaptarse a las
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adversidades del medio acido, que segun nuestros resultados, y en concordancia con
los mecanismos sefialados por Prescott y col. (1999), la mas resistente a dichas
condiciones fue, en cierta medida, la cepa de Salmonella typhimurium (Tablas 16-21
y 25-30)

Fijando la comparacion entre las cepas patogenas Gram negativas de acuerdo con la
concentracion de cloruro sédico (Anexo II.3) en el medio, se observd que ambas
cepas han tenido velocidades de crecimiento y tiempos de latencia similares en todas
las concentraciones de sal estudiadas. Practicamente solo se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los tiempos de generacidon entre las concentraciones

de sal del intervalo de 2,5 a 4,5%.

6.2.2 — Comparacion de los parametros cinéticos de las cepas patégenas Gram
positivas

Analizando estadisticamente las cepas patogenas Gram positivas (Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus) en todas las temperaturas de incubacion
(Anexo III.1), no han sido observadas diferencias significativas en los tiempos de
latencia. Esto indica que, al tratarse de temperaturas Optimas, ambas especies han
tenido practicamente el mismo tiempo de adaptacion. Sin embargo, el desarrollo de
las cepas a dichas temperaturas se produjo a velocidades de -crecimiento
completamente diferentes, cuestion explicada por las diferencias estadisticas
significativas verificadas entre ellas. Por tanto, en todas las temperaturas la cepa de
Listeria monocytogenes creci6 mucho mas rapido, llegando a una velocidad de
crecimiento méaxima (u = 1,9 h™) cerca de 5 veces superior a la correspondiente a
Staphylococcus aureus (u = 0,35 h™). En este microorganismo dicho valor fue
obtenido con la temperatura mas baja, lo cual puede estar relacionado con su
sensibilidad al aumento de las temperaturas (ICMSF, 1998). Los tiempos de

generacion tuvieron diferencias significativas en el intervalo de 22 a 34 °C.

En relacion con el pH del medio las dos cepas patdégenas Gram positivas han tenido
un comportamiento muy distinto en todas las condiciones. Por tanto, han sido
verificadas diferencias estadisticas significativas tanto entre las velocidades de

crecimiento como entre los tiempos de latencia y de generacion (Anexo II1.2). Y en
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todos los casos, los parametros cinéticos de Listeria monocytogenes indicaron una
mayor facilidad de desarrollo del microorganismo, es decir, velocidad de crecimiento
mas elevadas y tiempos de generacion y latencia mas cortos (Tablas 34-39 y 43-48).
Dicha facilidad de crecimiento de Listeria monocytogenes podria estar relacionada
con una mayor rapidez y capacidad de activacion de los sistemas de transporte (Na"
K") para corregir las pequefias variaciones de pH, o bien con la sintesis de proteinas
de shock 4cido que actian como protectoras, en concordancia con lo descrito por
Prescott y col. (1999). Todo ello podria explicar, eventualmente, la presencia ubicua
de Listeria monocytogenes, asi como su capacidad de sobrevivir durante periodos de

tiempo prolongados en muchos medios diferentes (Rocourt y Cossart, 2000).

Por lo que se refiere a la comparacion entre las cepas patdogenas Gram positivas, de
acuerdo con la concentracion de cloruro sodico en el medio (Anexo II1.3), se observo
que ambas cepas han reaccionado de una manera diferente ante la sal, ya que se
encontraron diferencias estadisticas significativas tanto entre las velocidades de
crecimiento como entre los tiempos de generacion en las cuatro condiciones de sal
estudiadas. Pero en cuanto a los tiempos de latencia, la sal ha afectado de manera
distinta a los dos microorganismos, con la concentraciéon mas baja, indicando que
Listeria monocytogenes ha necesitado menos tiempo para adaptarse que
Staphylococcus aureus, por lo que se detectaron diferencias estadisticas
significativas entre las dos cepas. Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los dos microorganismos en las tres
concentraciones de sal mas elevadas. En este caso, Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus han demostrado su capacidad osmotolerante. Esta
circunstancia esta descrita como posible gracias a la acumulacion intracelular de
solutos compatibles, llamados osmolitos, como la glicina betaina (Csonka, 1989;
Csonka y Hanson, 1991; Smith, 1996). Los resultados del presente estudio
concuerdan con los de Ko y col. (1994), segin los cuales las células transportan
betaina 200 veces mds rapido a altas concentraciones de sal (4% NaCl) que en

ausencia de la misma.
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6.3 — Analisis de los parametros cinéticos de cada cepa estudiada entre las
diferentes condiciones de temperatura, pH y cloruro sédico

Analizando individualmente cada cepa estudiada respecto al efecto de las
temperaturas de incubacion (Anexos IV.1-3), no se han observado diferencias
significativas en los cinco microorganismos, tanto en la velocidad de crecimiento
como en los tiempos de generacion y de latencia. Esto da a entender que la
temperatura no ha tenido un efecto determinante en la variaciéon del comportamiento
individual de los microorganismos a lo largo del estudio, lo cual se justifica por el
hecho de que todas las temperaturas utilizadas se encuentran en un intervalo muy
cercano a la temperatura Optima. En ese intervalo se proporciona una buena
condicion de temperatura para el funcionamiento de las reacciones metabdlicas a
nivel intracelular de los microorganismos mesofilos estudiados (ICMSF, 1983;

Madigan y col., 1997).

Pero, observando en todas las condiciones el efecto del pH en cada uno de los cinco
microorganismos estudiados individualmente (Anexos IV.1-3), se apreciaron
diferencias significativas en todos los parametros cinéticos: velocidad de
crecimiento, y tiempos de generacion y de latencia. Esto significa que el pH ha
tenido un efecto mds determinante en la cinética de cada una de la cepas
individualmente, mientras que la temperatura y la sal han actuado por sinergia (Eifert

y col., 1996).

Con respecto al efecto del cloruro sodico sobre las bacterias estudiadas
individualmente, se registraron diferencias significativas en la velocidad de
crecimiento de los cinco microorganismos (Anexos IV.1). No fueron significativas
las diferencias estadisticas de los tiempos de generacion entre concentraciones de sal
para las cepas de E. coli patdgena y no patogena (Anexos IV.2). Y respecto al tiempo
de latencia, las diferencias fueron significativas entre concentraciones de cloruro

sodico en todas las cepas, excepto la de Staphylococcus aureus (Anexos 1V.3).
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VI - CONCLUSIONES

Primera

Las cepas de E. coli O157:H7, E. coli CECT 516, Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes,  Staphylococcus  aureus, individualmente  han  tenido
comportamientos diferentes en todas las combinaciones de temperatura, pH y cloruro
sodico. No obstante, todos ellos presentaron una reduccion de la velocidad de
crecimiento, y un aumento de los tiempos de latencia y de generacion cuando se

incrementaron la concentracion de sal y la acidez del medio.
Segunda

Los tres factores estudiados (temperatura, pH y cloruro sédico) pueden afectar de
manera distinta a las respuestas de superficie de los modelos para predecir los
parametros cinéticos. Es decir, la velocidad de crecimiento, y los tiempos de
generacion y de latencia de los microorganismos estudiados pueden verse
significativamente afectados por uno o por la combinacion de dos o més factores del
medio. En todas las cepas se ha confirmado el efecto bacteriostatico del cloruro
sodico. Asimismo, se verifico el efecto sinérgico de la inhibicion microbiana
mediante la combinacién de la acidez con la presion osmotica, y de ésta con el

incremento de la temperatura.
Tercera

El pH fue el factor que mas condiciond el comportamiento cinético de cada uno de

los microorganismos.
Cuarta

Las cepas de Salmonella typhimurium y Listeria monocytogenes son las que mejor
han tolerado el pH mas &cido en todas las combinaciones de temperatura y cloruro

sodico.
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Quinta

Una concentracion minima de 2,5 % de NaCl es suficiente para impedir el
crecimiento de Escherichia coli O157:H7 durante 24 horas en medio BHI con pH
4,5, a temperatura de incubacién de 22 a 42 °C. En los microorganismos estudiados
restantes fueron necesarias concentraciones de sal mas elevadas para impedir el

crecimiento bacteriano, lo cual también dependi6 de la temperatura de incubacion.
Sexta

Distintas cepas de la especie Escherichia coli pueden presentar variaciones en las
respuestas a las condiciones del medio relacionadas con la patogenicidad y no
patogenicidad de las mismas. Ademas, la cepa E. coli CECT 516 mostré una buena
adaptacion de crecimiento en todas las condiciones estudiadas, lo cual hace creer que
seria un buen indicador de la calidad higiénica, principalmente en estudios en los
cuales no hay posibilidades de utilizacion segura de microorganismos patdgenos
como el serotipo O157:H7.

Séptima

No se ha podido atribuir ningn comportamiento derivado de los microorganismos
Gram positivos 0 negativos, puesto que se han observado diferencias entre las cepas

del mismo grupo y similitudes entre las cepas de los dos grupos.
Octava

La cepa de Staphylococcus aureus es la que mas dificultades de adaptacion ha tenido
en todas las condiciones estudiadas. Esto se confirmd, con respecto a las otras
especies estudiadas, por las velocidades de crecimiento bajas y los tiempos de

generacion y de latencias elevados.
Novena

El uso de la densidad Optica constituye una herramienta rapida y de bajo coste para

monitorizar de manera indirecta la cinética microbiana.
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ANEXO I. — Comparacion de los parametros cinéticos de las cepas de
Escherichia coli patégena y no patégena

I.1 — Andlisis estadistico del efecto de la temperatura sobre los parametros cinéticos
de las cepas E. coli 0157:H7 y CECT 516 (patogena y no patogena,

respectivamente)

Velocidad de Tiempo de Tiempo de
Temp. (°C) crecimiento (W) Generacion (GT) Latencia (LT)

F Pr>F F Pr>F F Pr>F
22 9.42 0.0045 0.90 0.3509 8.31 0.0072
26 8.55 0.0065 0.88 0.3568 5.95 0.0208
30 1.47 0.2348 0.19 0.6640 0.66 0.4244
34 0.64 0.4292 0.17 0.6826 0.47 0.4972
38 1.45 0.2374 0.18 0.6746 0.83 0.3686
42 1.43 0.2404 0.57 0.4559 1.04 0.3168

1.2 — Analisis estadistico del efecto del pH sobre los parametros cinéticos de las
cepas E. coli 0157:H7 y CECT 516 (patégena y no patdgena, respectivamente)

Velocidad de Tiempo de Tiempo de
pH crecimiento (W) Generacion (GT) Latencia (LT)

F Pr>F F Pr>F F Pr>F
4,5 8.58 0.0053 9.47 0.0035 9.27 0.0038
55 4.42 0.0409 2.88 0.0965 8.09 0.0066
6,5 6.83 0.0121 9.76 0.0031 5.76 0.0205
7,4 17.06 0.0002 2.51 0.1199 12.94 0.0008

1.3 — Analisis estadistico del % NaCl sobre los parametros cinéticos de las cepas E.
coli 0157:H7 y CECT 516 (patégena y no patdgena, respectivamente)

Velocidad de Tiempo de Tiempo de
% NaCl crecimiento (W) Generacion (GT) Latencia (LT)
F Pr>F F Pr>F F Pr>F
2,5 5.52 0.0232 4.34 0.0428 4.05 0.0500
35 4.18 0.0466 0.52 0.4729 1.82 0.1838
4,5 2.82 0.0996 0.12 0.7302 1.92 0.1722
55 5.12 0.0284 0.14 0.7095 6.63 0.0133
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ANEXO Il. - Comparacién de los parametros cinéticos de las cepas patdgenas
Gram negativas

I1.1 — Andlisis estadistico del efecto de la temperatura sobre los parametros cinéticos
de los microorganismos Gram negativos (E. coli 0157:H7 y S. typhimurium)

Velocidad de Tiempo de Tiempo de
Temp. (°C) crecimiento (W) Generacion (GT) Latencia (LT)

F Pr>F F Pr>F F Pr>F
22 3.59 0.0678 2.16 0.1518 0.89 0.3534
26 1.40 0.2466 2.01 0.1661 0.64 0.4305
30 0.83 0.3701 2.04 0.1638 0.38 0.5444
34 0.04 0.8435 1.96 0.1715 0.55 0.4658
38 0.22 0.6403 2.02 0.1651 0.48 0.4953
42 0.70 0.4085 1.32 0.2596 0.08 0.7843

I1.2 — Analisis estadistico del efecto del pH sobre los parametros cinéticos de los

microorganismos Gram negativos (E. coli O157:H7 y S. typhimurium)

Velocidad de Tiempo de Tiempo de
pH crecimiento (W) Generacion (GT) Latencia (LT)

F Pr>F F Pr>F F Pr>F
4,5 40.34 <.0001 45.97 <.0001 27.44 <.0001
55 0.19 0.6627 0.47 0.4950 0.28 0.5967
6,5 0.14 0.7069 0.28 0.5995 0.43 0.5157
7,4 6.91 0.0116 2.35 0.1322 0.54 0.4655

I1.3 — Analisis estadistico del efecto del % de NaCl sobre los parametros cinéticos de
los microorganismos Gram negativos (E. coli O157:H7 y S. typhimurium)

Velocidad de Tiempo de Tiempo de
% NaCl crecimiento (W) Generacion (GT) Latencia (LT)
F Pr>F F Pr>F F Pr>F
2,5 2.72 0.1058 7.24 0.0099 3.72 0.0598
35 1.20 0.2794 4.18 0.0466 2.33 0.1339
4,5 0.85 0.3620 5.46 0.0239 0.48 0.4927
55 0.24 0.6282 0.11 0.7469 0.60 0.4436
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ANEXO I1l. - Comparacion de los parametros cinéticos de las cepas patogenas

Gram positivas

I11.1 — Analisis estadistico del efecto de la temperatura sobre los pardmetros cinéticos
de los microorganismos Gram positivos (L. monocytogenes y S. aureus)

Velocidad de Tiempo de Tiempo de
Temp. (°C) crecimiento (W) Generacion (GT) Latencia (LT)

F Pr>F F Pr>F F Pr>F
22 33.44 <.0001 9.53 0.0043 0.34 0.5661
26 35.83 <.0001 10.68 0.0027 0.00 0.9538
30 33.91 <.0001 5.51 0.0257 0.33 0.5705
34 29.87 <.0001 6.35 0.0173 1.38 0.2500
38 23.29 <.0001 3.59 0.0677 0.31 0.5843
42 20.51 <.0001 3.06 0.0902 0.01 0.9191

I11.2 — Analisis estadistico del efecto del pH sobre los parametros cinéticos de los
microorganismos Gram positivos (L. monocytogenes y S. aureus)

Velocidad de Tiempo de Tiempo de
pH crecimiento (W) Generacion (GT) Latencia (LT)

F Pr>F F Pr>F F Pr>F
4,5 32.41 <.0001 20.39 <.0001 10.71 0.0020
55 21416  <.0001 46.62 <.0001 4.32 0.0433
6,5 99.58 <.0001 76.27 <.0001 25.78 <.0001
7,4 105.42  <.0001 85.78 <.0001 37.02 <.0001

I11.3 — Andlisis estadistico del efecto del % de NaCl sobre los pardametros cinéticos
de los microorganismos Gram positivos (L. monocytogenes y S. aureus)

Velocidad de Tiempo de Tiempo de
% NaCl crecimiento (W) Generacion (GT) Latencia (LT)
F Pr>F F Pr>F F Pr>F
2,5 59.39 <.0001 11.42 0.0015 5.45 0.0240
3,5 60.34 <.0001 13.44 0.0006 0.75 0.3904
4,5 86.70 <.0001 13.17 0.0007 0.71 0.4051
55 45.64 <.0001 5.72 0.0210 1.06 0.3090
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ANEXO V. — Analisis de los parametros cinéticos de cada cepa estudiada entre
las diferentes condiciones de temperatura, pH y cloruro sédico

IV.1 - Anélisis estadistico del efecto de la temperatura, pH y % de NaCl sobre la
velocidad de crecimiento (u) de los diferentes microorganismos

Temperatura pH % NaCl

Microorganismo F Pr>F F Pr>F F Pr>F

Escherichia coli CECT 516 059 10,7075 53,89 <.0001 7,95 <.0001
Escherichia coli O157:H7 1,58 10,1741 36,91 <.0001 5,73 0,0012
Salmonella typhimurium 0,61 0,6962 34,15 <.0001 13,93 <.0001
Listeria monocytogenes 0,60 0,6964 38,35 <.0001 11,09 <.0001
Staphylococcus aureus 0,54 0,7437 20,63 <.0001 12,18 <.0001

IV.2 — Andlisis estadistico del efecto de la temperatura, pH y % de NaCl sobre el
tiempo de generacién (GT) de los diferentes microorganismos

Temperatura pH % NaCl

Microorganismo F Pr>F F Pr>F F Pr>F

Escherichia coli CECT 516 0,23 0,9478 58,67 <.0001 1,66 0,1815
Escherichia coli O157:H7 0,2 09629 28552 <.0001 0,1 0,9624
Salmonella typhimurium 0,51 0,7708 14,16 <.0001 4,59 0,0049
Listeria monocytogenes 0,47 08001 14,28 <.0001 3,74 0,0138
Staphylococcus aureus 0,38 0,8607 78,79 <.0001 3,35 <.0001

IV.3 — Analisis estadistico del efecto de la temperatura, pH y % de NaCl sobre el
tiempo de latencia (LT) de los diferentes microorganismos

Temperatura pH % NaCl

Microorganismo F Pr>F F Pr>F F Pr>F

Escherichia coli CECT 516 0,23 0,9465 73,46 <.0001 4,52 0,0053
Escherichia coli O157:H7 0,68 0,6362 62,37 <.0001 4,42 0,0060
Salmonella typhimurium 1,13 0,3503 12,66 <.0001 36,22 <.0001
Listeria monocytogenes 0,96 04451 16,80 <.0001 28,92 <.0001
Staphylococcus aureus 044 08202 40,15 <.0001 0,49 0,6898
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