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Resum: El nombre d’assajos microbiologics augmenta any rere any, amb grans
progressos en el desenvolupament de metodes facils d’usar i que asseguren rapidesa,
precisio, sensibilitat i especificitat en l'obtencio dels resultats, a un cost moderat.

Els metodes microbiologics rapids i automatitzats permeten als industrials treure

els seus productes més rapidament al mercat, garantint-ne la seguretat i la
CoOnservacio.

Els avengos en instrumentacio fan possible comptar les cel-lules viables més
rapidament i eficientment. LELISA (enzyme-linked immunosorbent assay),
el metode immunologic més usat, esta totalment automatitzat i consolidat a moltes
empreses alimentaries. La deteccio d’ATP s'usa actualment per avaluar en temps
real la neteja i la desinfeccio a la industria alimentaria, mitjancant sistemes
de bioluminescencia.

Laplicacio de la biologia molecular en els aliments esta guanyant importancia.

El metode més usat és la PCR (polymerase chain reaction). En el futur,

els biosensors seran a les linies de processament d'aliments. I en aquest camp
també es treballa en bioxips i microxips.

SuMMARY: The number of microbiological assays is increasing year after year, with
great advances in easy-to-use methods that ensure rapid, accurate, sensitive and
specific results, at a moderate cost. Automated and rapid microbiological methods
allow manufacturers to bring out their products to the market more rapidly, with
safety and preservation being guaranteed.

There have been many developments in instrumentation that are allowing more
rapid and efficient ways to obtain viable cell counts. ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), the most used immunological method, is completely
automated and well established in many food companies. ATP bioluminiscence
diagnostic tests are currently being used for food industry real-time monitoring
of hygiene.

Food applications of molecular biology are becoming more and more important.
PCR (polymerase chain reaction) is the most used method. In the future, biosensors
will be in place in food processing systems. And in that field, research is also being
done into biochips and microchips.

PARAULES CLAU: microbiologia alimentaria, metodes rapids, automatitzacio,
patogens, seguretat, conservacio.
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INTRODUCCIO

I nombre d’assajos micro-

biologics augmenta any rere

any en molts sectors indus-

trials (alimentacid, begu-
des, farmacologia, cosmetica, medi
ambient, etc.), amb grans progres-
sos en el desenvolupament de meto-
des facils d'usar i que garanteixen
rapidesa, precisio, sensibilitat i espe-
cificitat en 'obtenci6 dels resultats,
a un cost moderat. El 2003, van fer-
se 1.136,5 milions d’assajos micro-
biologics al mén, que equival a quasi
2.700 milions d’euros. La industria
alimentaria n’és el principal mercat,
amb un 49 %. La de les begudes
representa un 9 %. Es preveu que el
2008, el nombre d’assajos micro-
biologics augmentara a 1.505,3
milions (quasi 4.150 milions d’eu-
ros).

Els metodes microbiologics ra-
pids i automatitzats permeten als
industrials treure els seus productes
més rapidament al mercat, garan-
tint-ne la seguretat i la conservacio.
Es pot evitar al més rapidament pos-
sible que una primera materia con-
taminada entri a la cadena ali-
mentaria, i que un producte final en
mal estat microbiologic surti de la
inddstria. I es pot determinar si, en
els diversos punts de control critic,
el producte i 'ambient de la indus-
tria s6n en bon estat microbiologic.
Aquests metodes fan possible ana-
litzar més tipus d’aliments a la
inddustria. Ara s’apliquen sobretot a
carn, carn d’au, productes lactiside

lapesca, etc.,ies preveu quelisd’a-
quests metodes en fruites i verdures
augmentara.

Un 20 % dels assajos microbiolo-
gics fets a la industria alimentaria
sén per analitzar patogens, com ara
Salmonella spp. i Escherichia coli
0157:H7. E180 % restant s6n assajos
rutinaris, com ara el recompte total
de microorganismes, de coliformes,
i de fongs filamentosos i llevats.
Durant els anys vinents, el percen-
tatge d’assajos en patogens aug-
mentara en un 10 % en aplicar-se els
nous estandards i les noves norma-
tives, i perque emergeixen nous
patogens. El repartiment del nom-
bre d’assajos microbiologics a la
inddstria alimentaria és, aproxima-
dament, 33 % a I’America del Nord,
33 % a Europa i 33 % a la resta del
moén. Durant els deu anys vinents,
aixo canviara a 25 % a’America del
Nord, 25 % a Europai50 % ala resta
del mon, ja que d’altres paisos (la
Xina i uns altres amb economies
creixents) s’estan conscienciant de
la importancia de la seguretat ali-
mentaria.

Els principals patogens d’interes
per a la inddstria alimentaria s6n
Salmonella spp., Campylobacter
spp., Clostridium spp., Staphylococ-
cus aureus, E. coli i Listeria monocy-
togenes. Soques d’aquests bacteris,
de vegades resistents a alguns anti-
biotics, estan associades a molts
brots d’origen alimentari. Uns altres
bacteris i fongs també sén impor-
tants, i no s’han d’oblidar els virus i
els protozous. Actualment, davant

d'un brot la causa del qual no
sabem, tendim a pensar, de manera
erronia, en bacteris o fongs més que
no pas en virus o protozous. Durant
els anys vinents, augmentara l'acti-
vitat en els camps de la virologia ila
parasitologia alimentaries. Els virus
son dificils de detectar; es pot fer
mitjancant biologia molecular. Es
proposen técniques com la ultra-
centrifugacié per extreure’ls dels ali-
ments, seguida de l'aplicacié de la
transcriptasa inversa per traduir
I’ARN viric al seu ADN complemen-
tari, i després usar la técnica de la
polymerase chain reaction (PCR).

PRESA | PREPARACIO
DE MOSTRES, MINIATURITZACIO,
GALERIES DE DIAGNOSTIC

Quant als avencos en la presaila
preparacié de mostres, un dels
equips d’'invencié més recent €s el
Pulsifier, que serveix per recuperar
els microorganismes dels aliments
en un diluent, mitjancant vibracions
que fan passar els microorganismes
al medi liquid, sense trencar I'es-
tructura de I'aliment. Com que les
suspensions obtingudes contenen
molt poques restes d’aliment, no hi
ha interferéncia en el recompte en
placai, amés, es poden usar en tec-
niques com ara la bioluminescencia
(analisi d’ATP), les enzimatiques
(enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) iles genetiques (PCR).

Els avencos en instrumentacio
relatius ala preparacié, la diluciéila
sembra de les mostres, fan possible
comptar les cel-lules viables més
rapidament i eficientment. Per
exemple, la miniaturitzacio i 'auto-
matitzacié del metode del nombre
meés probable (NMP) permeten aug-
mentar-ne l'eficacia.

Quant al recompte total de
microorganismes, cal remarcar els
metodes que compten les cel-lules
en temps real. Es molt important
saber siles cel-lules microbianes sén
vives o no. Hi ha tincions vitals, amb
colorants molt especifics, per di-
ferenciar les cel-lules vives de les
mortes en menys d'una hora. Con-
sisteixen a atrapar les cel-lules en un
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filtre o una membrana i després te-
nyir-les amb un colorant fluores-
cent, que en possibilita la posterior
observaci6 directa al microscopi.
Després del creixement de les
colonies en medi selectiu, la identi-
ficacié mitjancant galeries basades
en canvis de color per reaccions bio-
quimiques degudes al metabolisme
microbia, també ha avancat con-
siderablement. En l'inici, aquests
metodes es van desenvolupar per
bacteris enterics, pero actualment
també estan disponibles per identi-
ficar bacteris grampositius, com ara
Listeria monocytogenes i Staphylo-
coccus aureus, i fongs filamentosos i
llevats. En alguns casos, permeten la
identificacié en 2-4 hores.

METODES IMMUNOLOGICS

Els metodes immunologics, amb I'tiis
d’anticossos monoclonals i policlo-
nals, s’apliquen des de fa decades, i
cadavegada s’automatitzenis'usen
més. La tecnica més popular és I'E-
LISA, ja totalment automatitzada i
consolidada a moltes inddstries ali-
mentaries. Actualment, hi ha siste-
mes, com el VIDAS, que permeten
fer I'analisi d’'una mostra, previa-
ment incubada durant tota la nit, en
un temps de 45 a 120 min. Ara s'in-
tenta augmentar-ne la sensibilitat
(10%-10° organismes) i escurcar-ne
el temps (8 h), sobretot el de la fase
d’incubacié. Una altra millora d’a-
questa tecnica és la incorporacio del
sistema TECRA, que combina la
immunocapturai el creixement dels
microorganismes amb I'ELISA.

Es dificil separar i concentrar efi-
cacment les cel-lules diana, perque
sempre es requereix un pas d’enri-
quiment. Actualment, aquest és el
coll d’ampolla per al microbioleg
dels aliments. Per aix0, és important
desenvolupar tecnologies com arala
separaci6 immunomagnetica, la fil-
tracio, la centrifugaci6 i I'atraccié
electrostatica, perque pot escurcar
el temps de I'analisi, sobretot el de
la fase d’enriquiment (pot compor-
tar 'estalvi d’almenys un dia), i aixi
es poden identificar les cel-lules més
rapidament. A més, per aprofitar al

maxim el potencial de noves tecno-
logies d’analisi, com ara els biosen-
sors, els bioxips i els microxips, cal
trobar sistemes optims per separar i
concentrar els organismes diana
perque el senyal sigui correcte i no
hi hagi resultats erronis.

La capturaimmunomagnetica és
una innovacié en que s'utilitzen par-
ticules metal-liques recobertes d’an-
ticossos especifics per a un determi-
nat microorganisme. Les particules
s’afegeixen a la soluci6 obtinguda en
barrejar I'aliment i el diluent, i des-
prés aquelles es recuperen amb un
imant. Aixi, s’aillen les cel-lules del
microorganisme que es vol identifi-
car en una suspensio que després es
pot usar per sembrar plaques, o fer
hibridacié amb sondes genetiques,
el testde la PCR o I'ELISA. Per exem-
ple, es proposa un sistema que com-
bina la separacié immunomagnetica
il'ELISA, que permet detectar E. coli
0157:H7 en 5 h i 15 min, el temps
més curt actualment: 4 h i 30 min
d’enriquiment + 30 min (circulant)

d’'immunocaptura + 15 min d’ELISA.
S’intenta escurcar I'enriquiment a
3 h, amb 'ajuda de 'enzim oxirasa,
perque el procés tardi menys de 4 h
en total.

INSTRUMENTACIO, MESURES
DE BIOMASSA

Un altre grup de tecniques rapi-
des el constitueixen els instruments
que mesuren senyals originats pel
creixement microbia. Aquests se-
nyals s6n, per exemple, 'ATP alguns
enzims especifics, el pH, el poten-
cial redox, la conductancia, la im-
pedancia i la capacitat electriques,
la caloriel CO,. Hi ha aparells en que
la mesura d’alguns d’aquests se-
nyals, com ara el CO,, el pH, el poten-
cial redox i els grups amino lliures,
es fa mitjancant detecci6 colori-
metrica. Alguns d’aquests sistemes
sén de facil ds, permeten analitzar
moltes mostres alhora i estan dis-
senyats per determinar indirecta-
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ment recomptes totals, coliformes,
Escherichia coli, bacteris acidolac-
tics, fongs filamentosos i llevats, i
mostres ambientals i de superfi-
cies. La prova de la catalasa, les pla-
ques i el Petrifilm de contacte, i els
metodes automatizats basats en
impedancia i optica, faciliten a I'in-
dustrial el control de la higiene.
També hi ha dispositius molt diver-
sos amb un escovillé o un tampé i
uns reactius, basats sobretot en bio-
luminescencia o colorimetria, que
donen resultats molt rapidament (10
min). Actualment, requereixen un
preenriquiment per assolir 10° orga-
nismes, pero ara se n'augmenta la
sensibilitat. Aquests dispositius s'u-
sen ampliament a la industria ali-
mentaria per detectar patogens, i
també les seves toxines.

La deteccié d’ATP de qualsevol
origen s'usa actualment per avaluar
en temps real la neteja i la desin-
fecci6 a la inddustria alimentaria
(utensilis, equips, instal-lacions),
mitjan¢ant sistemes de biolumi-

nescencia molt senzills i de lectura
immediata, que troben la seva apli-
caci6 en'analisi de perillsi punts de
control critic (APPCC), i en milloren
I'eficacia.

La capacitat de molts bacteris
marins d’emetre llum (biolumi-
nesceéncia), combinada amb els
metodes de genetica molecular, per-
meten obtenir microorganismes
patogens bioluminescents. Aquests
microorganismes recombinants,
quan s'inoculen en els aliments,
poden utilitzar-se per estudiar el
metabolisme, la resisténcia a tracta-
ments letalsisubletals, ila formaci6
de biopel-licules. A partir d’aquests
estudis, poden establir-se models
predictius que considerin les inter-
accions microbianes que es pro-
dueixen en els aliments.

També hi ha metodes que per-
meten escurcar el temps de detec-
ci6 de fongs i micotoxines en els
aliments, com la determinacio de
I’ergosterol, un constituent de la
paret cel-lular de la majoria de fongs.

L'analisi és per cromatografia en
capa fina, després d'una extraccio
prévia amb hexanol, i la quantitat
d’ergosterol és un indicador del crei-
xement flingic i la presencia de
micotoxines. Si cal identificar els
generes i les especies presents en
els aliments, pot fer-se mitjangant el
test de la PCR o I'ELISA.

METODES GENETICS

Tots els métodes mencionats fins ara
mesuren caracteristiques fenotipi-
ques de les cel-lules. Les genoti-
piques, pero, sén molt més estables
icadavegada hi ha més sistemes d’i-
dentificacié genetica. Els primers
que van apareixer usaven sondes
d’ADN per hibridar la seqiien-
cia d’ADN de bacteris. Actualment,
s’'utilitzen sondes que hibriden
I’ARN, amb l'avantatge que, d’a-
quest, ”’hi ha més copies ala cel-lula,
ila deteccié és més facil. Un altre
metode cada vegada més usat és la
PCR, que amplifica les copies de
I’ADN del microorganisme abans
de fer-ne la identificacié mitjangant
tecniques de fluorescencia. Aquests
metodes poden detectar '’ADN de
microorganismes no viables pre-
sents en els aliments. Cada vegada
més laboratoris i industries agroali-
mentaris incorporen metodes gene-
tics (sobretot la PCR), ja que n’hi ha
de molt especifics, rapids i, malgrat
la seva sofisticacio, facils d'usar. La-
plicacié de la biologia molecular en
els aliments esta guanyant impor-
tancia, i augmentara encara més en
un futur proper, per detectar i iden-
tificar rapidament el material gene-
tic de molt diversos organismes
diana: bacteris, fongs filamentosos,
llevats, virus, parasits i, fins i tot,
organismes superiors.

BIOSENSORS, BIOXIPS
| MICROXIPS

Lltim grup de tecniques és el dels
biosensors, essencialment formats
per molecules o grups de molecules
incorporats a un material (trans-
ductor) que permet reconeixer un
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senyal. Es poden dissenyar per
detectar patogens com ara Salmo-
nella spp., Campylobacter spp., E.
coli 0157:H7, Clostridium spp., etc.,
incorporant-hi, per exemple i com
a més habituals, els enzims (cata-
lasa o d’altres), els anticossos o les
molecules d’ADN apropiats. També
es pot analitzar I’activitat micro-
biana detectant I’ATP; 1'oxigen;
I’hidrogen; uns altres metabolits;
els canvis de pH, conductancia,
impedancia, capacitat o microcalo-
rimetria. Pero la tecnologia existent
encara no permet usar-los per
detectar en temps real en I’aliment,
ja que cal preparar la mostra perque
no hi hagi restes d’aliment que
interfereixin en el sensor i cal fer
multiplicar les cel-lules. En alguns
casos, els biosensors no permeten
saber si el microorganisme és via-
ble, sin6 que només en detecten la
presencia. En el futur, els biosensors
seran a les linies de processament
d’aliments, dins dels programes
d’APPCC.

Es treballa en bioxips i microxips
que permeten detectar els gens dels
patogens mitjancant hibridacid,
quan es posen de manifest amb
colorants especifics. Es pot obtenir
la reaccié amb el patogen molt ra-
pidament i, a més, es pot treballar
amb diversos patogens alhora (ana-
lisi de deu gens especifics de cadas-
cun de deu patogens diferents en un
sol xip, i aviat de cent patogens). Hi
haura microxips que, rapidament i
simultania, detectaran tots els pato-
gens importants i, alhora, faran
recomptes de les cel-lules viables; tot
en una mateixa unitat, un sol assaig,
de manera quasi instantania.

ELS CONSUMIDORS,
ELS METODES RAPIDS | EL FUTUR

Es dissenyen sistemes d’alerta en els
envasos alimentaris i galeries d’a-
lerta per detectar rapidament orga-
nismes alteradors i patdogens. Seran
bones eines per al consumidor, que
podra adonar-se de la perillositat o
I'estat d'un aliment. Es convenient
que, a més, la galeria indiqui les
condicions adequades de coccié i

d’emmagatzematge per garantir la
seguretat i la conservacié6 de l'ali-
ment. Caldra, pero, educacié i pre-
paracié molt bones del consumidor.
Aquests dissenys es basen en sen-
sors o codis de barres amb reactius
que detecten els organismes, o en
canvis de color entre d’altres, les
variacions de pH o la preséncia de
determinats compostos sintetitzats
pels microorganismes (CO,, amo-
niac, sulfur d’hidrogen i d’altres). En
el cas dels codis de barres, es podra
saber el grau de deteriorament
de I'aliment segons el nombre de
barres que canvii de color. Finsi tot,
es proposa la incorporacié d’anti-
cossos a I'envas per detectar els
organismes mitjancant les reac-
cions de manera automatica delaja
mencionada ELISA. Aixi, el consu-
midor podra examinar els aliments
iels envasos a casa seva.

EL WORKSHOP MRAMA

MRAMA és la sigla de metodes rapids
i automatitzacioé en microbiologia
alimentaria. Des del 2002, cap a
finals de novembre, a la Facultat de
Veterinaria de la Universitat Auto-
noma de Barcelona (UAB), Bellater-
ra, Cerdanyola del Valles), celebrem
anualment el workshop MRAMA,
organitzat pel Centre Especial de
Recerca Planta de Tecnologia dels
Aliments (CERPTA) i el Departament
de Ciéncia Animal i dels Aliments de
la UAB. La cinquena edici6 va ser del
20 al 24 de novembre de 2006. El
workshop, d'un contingut aplicat i
de futur, amplia i difon els coneixe-
ments teorics i practics sobre meto-
des innovadors per detectar, comp-
tar, aillar i caracteritzar rapidament
els microorganismes habituals en els
aliments i 'aigua.

El ponent principal és el profes-
sor doctor Daniel Y. C. Fung, de la
Universitat Estatal de Kansas. El
doctor Fung és professor de ciencies
dels aliments del Departament de
Ciencies Animals i d'Industria; la
seva especialitat és la microbiologia
dels aliments i, dins d’aquest ambit,
és un cientific de prestigi interna-
cional en el camp dels metodes
rapids i 'automatitzacié. A més, és
director del workshop internacional
sobre metodes rapids i automatit-
zaci6 en microbiologia, que també
té lloc anualment a Manhattan, i
que compli el seu 25& aniversari el
juny de 2005; guanyador de diver-
sos premis per les seves tasques
docents i investigadores; editor de
la revista Journal of Rapid Methods
and Automation in Microbiology, i
membre de nombroses associa-
cions de microbiologia i ciéncia i
tecnologia dels aliments. El doctor
Fung té, doncs, una llarga expe-
riéencia en el tema del workshop, fet
que permet oferir ponéncies de gran
qualitat, de continguts molt rics i
complets sobre les diverses disci-
plines de la microbiologia ali-
mentaria. De fet, al doctor Fung,
també se’l coneix com el «pare» dels
metodes microbiologics miniatu-
rats, perque va ser pioner en aquest
camp i, actualment, és un dels in-
vestigadors més experts i especia-
litzats del mon, i ha desenvolupat
i desenvolupa diversos metodes
rapids durant la seva trajectoria pro-
fessional. Indubtablement, la seva
presencia és molt profitosa i contri-
bueix a un bon aprenentatge dels
metodes microbiologics més re-
cents i eficacos.

El workshop compta amb uns
altres conferenciants de renom.
S’encarrega de la poneéncia inaugu-
ral la doctora Cécile Lahellec, asses-

TECA/10 + 15



sora cientifica de I’Agencia Francesa
de Seguretat Sanitaria dels Aliments
(AFSSA) d’Alfort (Francga), que, amb
la seva experiencia forjada durant el
seu treball a’Administracio, aporta
el punt de vista relacionat amb 1I'is
de metodes rapids per al control ofi-
cial dels aliments. El doctor Daniel
Ramon, investigador de I'Institut
d’Agroquimica i Tecnologia d’Ali-
ments (IATA) del Consell Superior
d’Investigacions Cientifiques (CSIC),
i professor del Departament de
Medicina Preventiva i Salut Ptiblica,
Bromatologia, Toxicologia i Medi-
cina Legal de la Universitat de Valen-
cia, a Burjassot, transmet als assis-
tents els seus amplis coneixements
sobre el desenvolupament, I'is i la
deteccié d’aliments transgenics. El
doctor Armand Sanchez, director del
Servei Veterinari de Genetica Mo-
lecular de la UAB i professor del
Departament de Ciencia Animal i
dels Aliments de la UAB, explica amb
detall el test de la PCR, tecnica molt
usada en el seu grup de recerca. Hi
assisteixen d’altres conferenciants
procedents de ’Administracié i de
laboratoris i d'industries agroali-
mentaris, per diversificar al maxim
els punts de vista i, aixi, enriquir el
contingut global de les ponéncies
del workshop.

A més, hi assisteixen represen-
tants d’'importants empreses de
I'ambit de la microbiologia, que pro-
jecten diverses presentacions mul-
timedia i mostren els seus equips i
els seus productes, per explicar-ne
el funcionament, els avantatgesiels
inconvenients, iles tecniques en que
es basen. Moltes d’aquestes empre-
ses patrocinen el workshop.

Cada any el workshop és una ac-
tivitat exitosa, tant pels ponents i

les seves ponencies, com per I'as-
sistencia de public i la participacié
de les empreses de ’ambit de la
microbiologia. Hi assisteix una mit-
jana de dues-centes persones, de
diversos col-lectius nacionals i
internacionals: laboratoris i empre-
ses agroalimentaris, i alguns d’am-
bit no alimentari; administracio;
professors i estudiants de tercer
cicle i de diverses llicenciatures,
enginyeries i diplomatures (ciencia
itecnologia dels aliments, veterina-
ria, biologia, biotecnologia, engi-
nyeria quimica, enginyeria tecnica
agricola, medicina, nutricié i diete-
tica, i quimica) de la UAB i d’altres
universitats, i d’altres centres de
recerca.

Durant el workshop es duen a
terme unes sessions practiques al
laboratori, en que es mostren els
aparellsi els productes més innova-
dors dins del camp dels metodes
rapids i 'automatitzacié micro-
biologics, amb els quals es pot tre-
ballar.
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