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( RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado la utilizacién
de las técnicas impedimétricas en la deteccidn réipida de
coliformes y E. coli en chorizo. Se seleccionaron dos
muestras de chorizo, una contaminada por coliformes ¥
E. coli de forma natural y otra inoculada. La cantidad de
coliformes v la presenciafausencia de E coli en las
muestras, fueron determinadas por los métodos cldsicos
de andlisis microbiolégico (utilizando agar bilis‘Tojo-vio-
leta, VRBA, v caldo verde brillante, BGB) y por las
técnicas impedimétricas utilizando el medio para colifor-
mes (CM) y el medio CM con adicidn de 4-melilumbe-
lliferol-k>-D-glucuronido (reactivo de MUG) para la de-
teccién de E “coli. El tiempo de deteccién present6 un
buen coeficiente de regresion (r = (1.93) con el logaritmo
decimal UFC determinadas en VRBA para lasmuestras
problemas. En general, las técnicas impedimétricas per-
miten: cuantificar el nimero de coliformes en muestras
de chorizo cuando el mimero de microorganismos supe-
ra las 50 UFC/g. Ademis, permiten detectar la presen-
cia/ausencia de E. coli, mediante la hidrdlisis del reacti-
vo de MUG, que origina un sustrato fluorescente a 366
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SUMMARY 2

In the present research have been studied the use of
the rapid impedimetric procedures to the detection of the
coliformes and E. coli in meat cured sausages, called
«chorizow. Two samples of meal cured sausages were
selected, one of this was naturally contamined wiht coli-
forms and E. coli; and the other one was inoculated. -
Total coliforms and E. coli were determined followin. .
classic methods (violet red bile agar, VRBA, and bri-
lliant green broth, BGB) and impedimetric procedures .
using coliform medium (CM) and CM with 4-methilum-
belliferone-b-D-glucuronide (MUG reagent) for detection
of E. coli. The detecton time showed a high regression
coeficient (r = 0.93) with the UFC loganitm detected in
the VRBA in the studied samples. In general, the impe-
dimetric procedures give the estimation of coliforms in
the cured meat sausages, when the number of microor-
ganism is up 50 UFC/g. Moreover, give the detection of
E. coli for the hydrolysis of MUG reagent, releasing a
flurogenic substrate at 366 nm.
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INTRODUCCION

La importancia del control sanitaro
durante el procesado de los alimentos
es fundamental para determinar la cali-
dad microbiolégica del producto final
(Rowley y col., 1979). Asi, durante la
fabricacion de los alimentos es necesa-
ro conocer la calidad microbioldgica
tan ripidamente como sea posible, para
disminuir el resgo de que articulos con-
taminados lleguen al consumidor,
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El nimero de coliformes en los ali-
mentos ¢s usado como indicador de la
calidad microbioldgica, y da una indi-
cacion general de la contaminacién {in-
cluida fecal) durante la manipulacién de
los alimentos (Speck, 1976). Los mélo-
dos clasicos utilizados para enmunerar
coliformes incluyen la técnica del nd-
mero mis probable (NMP) vy las prue-
bas en placa con agar bilis-rojo-violela
(VRBA). Estas pruecbas requieren un
periodo comprendido entre 48-72 horas
para obtener resultados fiables (Pascual
Anderson, 1992).

Para reducir el tiempo de andlisis,
métodos rapidos de deteccidn y enume-
racidn de bacterias han sido desarrolla-
dos, con la finalidad de ser aplicados
durante el procesado de los alimentos y
poder aplicar las consiguientes acciones
correctivas (Martinez y Rodrigo, 1987;

Barcina y col., 1989). Entre todas las
técnicas rdpidas de andhsis microbiold-
gicos, el método basado en la impedan-
cia es el que presenta un mayor poten-
cial de aplicacidn a la industria
alimentaria. La actividad microbiana se
detecto por la medida de la impedancia
eléctrica del medio, la cual se ve modi-
ficada como consccuencia de los cam-
bios quimicos del medio, inducidos por
el crecimiento de los microorganismos.
Asf, en un momento de ensayo la con-
centracidn de iones generados por las
bacterias alcanza una determinada mag-
nitud que ongina un cambio en la im-
pedancia, momento que se corresponde
con el denominado tiempo de deteccidn
(Martinez y Rodnigo, 1987). El uso de
técnicas impedimétricas para la enume-
racidon de microorganismos, incluidos
coliformes, ha sido aplicado en diversos
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alimentos comoe son la carne (Marlins y
Selby, 1980; Firstenberg-Eden, 1983),
los vegetales congelados (Hardy v col.,
19773, la leche y productos licteos
{(Firstenberg-Eden v col., 1984) y los
quesos (Khayvat y col., 1988). Las ven-
tajas aportadas por este tipo de técnicas
radican en una mayor rapidez de obien-
cidn de los datos, menor manipulacién
y mayor capacidad de andlisis simults-
neo y multiparametricidad.

La deteccidn y enumeracion de coli-
formes totales v E coli en cames v
productos cimicos puede realizarse me-
diante la wtilizacidn de medios especifi-
cos para dichas técnicas impedimétricas
como son el medio para coliformes
(CM) (Firstenberg-Eden y Klein, 1983)
y el medio CM medificado con adicidn
del reactivo de MUG (4-metilumbellife-
rome-k-D-glucuronido) para la deteccidn
de E. cofi (Rule, 1991). El feactivo
MUG pone en evidencia la presencia de
este microorganismo, al actuar la b-glu-
curonidasa presente en el 95-97 % de
las cepas de E. coli sobre el reactivo, lo
que determina la aparicidn de un color
fluorescente visible con una longitud de
onda de 366 nm (Rule, 1991; Ferg v
Harman, 1982), :

El objetive del presente estudio ha
sido evaluar la utilizacidn de técnicas
impedimétricas para la determinacidn del
niimero de coliformes v 1a determinacidn
de la presenciafausencia de £ coli en
chorzo, comparando los resultados con
las técmicas clisicas de dentificacion y
contaje de estos mICroorzanismos,

MATERIAL Y METODOS
Muestras

Dios muestras de chorizo una de ellas
contaminada de forma natural y otra
moculada con bacterias coliformes y E.
coli, fueron utilizadas en ¢l presente es-
tudic. Las muestras correspondicron a
dos productos elaborados en Portugal, v
fueron analizadas cada una de ellas diex
veces para comparar los resultados obte-
nidos mediante los métodos clasicos de
andlisis ¥ los métodos impedimétricos,

Medios

Agar bilis-rojo-violeta { VRBA, nim.
ref. 10275, Merck) fue utilizado para el
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comtaje de coliformes, mientras que ¢l
caldo verde brillante (BGB, Num. ref.
LAB 51, LABM) fue wilizado para
conflirmar las colonias tipicas desde las
placas de VRBA, mediante la formacidn
de gas. El medio especifico para la de-
terminacidn de colifomes mediante téc-
nicas impedimétricas (CM, nim. ref.
99061, BioMéncux) descrito por Firs-
tenberg-Eden v Klein (1982) fue wtili-
#ado como métado especlfico para la
deteccidn de coliformes. El medio CM
(nim. ref. 99061, BioMérieux) con adi-
cién del reactivo MUG (Mug Supple-
ment, nim. ref. BR 0171E, Oxoid) se
utilizd para la deteccidn de E. coli.

Procedimiento de contaje en placa

Tres diluciones de cada muestra fue-
ron sembradas en placa con VBRA v
las placas fueron incubadas a 30+ | “C
durante 48 horas, contando las coloni-
cas tipicas de color rojo oscuro con un
tamaiio superior a 0.5 mm. Las colonias
individuales fueron tansferidas a tubos
de ensayo con calde BOB provistos de
campana de Durham, incubdndolos du-
rante 48 horas a 30 1 “c. El nimero
de tubos positives con formacién de gas
fue multiplicado por ¢l nimero total de
colonias para conocer asi el nimero real
de coliformes presentes en la muestra
problema. Para la determinacidn de la
presencia‘ausencia de E. coli, a parir
de las muestras positivas en BGB se
realizé una siembra en agua de peptona
y BGE, incubando las muestras a
44,5 + 0,5°C durante 48 horas. Tras la
incubacién se determinaron las muestras
con presencia de £ coli, mediante el
desprendimiento de gas y la reaccidn
indol positiva.

Método impedimétrico

Para la identificacidn de coliformes y
E. coli en las muestras problemas, se
partieron de tres diluciones de cada
muestra. Un volumen de (1,1 ml de cada
una de las diluciones fue adicionado por
siembra en superficie a cada una de las
celdillas de las unidades de andlisis,
conteniendo 1 ml del medio especifico
para coliformes y del medio especifico
para E. coli, incubdndolas posteriormen-
teal30x1"C yadd5+05"C, respec-
tivamente, en cada une de los madulos

de un Bactometer modelo 64 (Micro-
bial Monitoring System, Vitek System,
Inc., Hazelwood, Missoun, USA). Tras
la incubacidn, las muestras positivas al
crecimiento de E. coli fueron sometidos
a un test para la confirmacidn de la pre-
sencia del microorganismo. Para ello, a
aquellas celdillas que habfan virado el
medio de color desde plirpura a aman-
llo, se les adiciond 100 K de tampdn
Tris 1M a pH 8, preparado de acuerdo
al método R-100 de la novena edicidn
del B.AM. Manual. El tampdn Tris adi-
cionado a las muestras sospechosas, al-
caliniza el medio y permite la actividad
de la enzima brglucuronidasa que actia
sobre el reactivo MUG, dando lugar a
un compuesto fluprescente que se vi-
sualiza a 366 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 1 muestra los cambios de
impedancia detectados en el medio CM
tras el crecimiento de los microorganis-
mos coliformes presentes en las mucs-
tras de chorizo estudiadas. Durante el
periodo necesario para la deteccidn del
crecimiento s¢ producen ademis cam
bios de pH en el medio, que conlleva a
una variacién del indicador, el cual
cambia de parpura a amarillo. Los mi-
croorganismos que fermentan rdpida-
mente la lactosa, capaces de producir
zas en BGB, son los responsables del
cambio de color.

La figura 2 muestra el andlisis de re-
gresion entre el logaritmo de las unida-
des formadoras de colonias, determina-
das por los métodos clisicos y el tempo
de deteccidn empleado para determinar
el crecimiento de coliformes mediante
la wtilizacién de técnicas impedimétri-
cas, para cada una de las diluciones de
las muestras estudiadas. En estudios
previos en los gue se ha wtilizado el
Bactometer Microbial Monitoring Sys-
tem, se ha observado que el tempo de
deteccidn proporciona una buena medi-
da del total de microorzanismos en va-
rios alimentos (Hardy v col., 1977; Mar-
tins y Selby, 1980; Firstenberg-Eden,
1983; Maniner y Rodrigo, 1987). El
coeficiente de regresidn entre el tiempo
de deteccidn proporciona una buena
medida del 1otal de microorganismos en
varios alimentos {Hardy v col, 1977,
Martins y Selby, 1980; Firstenberg-
Eden, 1983; Maninez y Rodrigo, 19587).
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Representacian grefica de los canbaos tgices de mpedunein observados en el medio

CM durante el proceso de determinacidn de coliformes en chorize, El momenty del aumente de
It impedancia del medio se corresponde con el liempo de detecein,

incrementa, llegando a un valor de 0,93,
guedando establecido la relacién por
una ecuacion lineal con una pendiente
de 0,43, similar a los valores mosira-
dos por Firstenberg-Eden (1983) para la
estimacién de microorganismos totales
€N carne.

Martins vy Selby (1980) determinaron
que las muestras de productos cimicos
que dan tiempos de deteccion superio-
res a las 20 horas deben ser tratadas
como negativas, ya que por encima de
este tiempo existe un débil crecimiento
que no es sufciente para inhibir el cre”
cimiento de los microorganismos no
coliformes, por lo que se considerarian
crrores en las técnicas al darlos como
lalsos positivos. Del andlisis de regre-
sion realizado, vy de acuerdo a la recta
de calibrado (figura 2), observamos que
aquellas muestras con un tiempo de de-
teccidn superior a las 20 horas darian
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califormes vbienida entre el tiempa de deteccion determinado con &l
bactemeter Microbial Monitoring System y el logaritme decimal de

les UFCAnl determinadas mediante los métodos cldsicos de amdlisis

nucrobiolagics en VREBA.

El coeficiente de regresidn entre el
tiempo de deteccidn y el logaritmo del
nimero de unidades formadoras de co-
lonias en los métodos impedimétricos
para la identificacidn y contaje de coli-
formes ha sido considerado bajo
(r=0,77, Firstenberg-Eden y Klein,
1983). Para ello, en el momento de rea-
lizar este estudio de regresidn es nece-
sario aplicar un indice de correccidn, va
que algunos de los microorganismos no

coliformes {Vibrio, Proteus y Achromo-
bacter) son capaces de crecer en VEBA
{Hartman, 1960; Rosen y Levine, 1970),
por lo que se deben confirmar las colo-
nias tipicas de VRBA en BGB. Una vez
confirmadas y aplicado al valor de co-
rreccidn al ndmero de unidades forma-
doras de colonias inicialmente obteni-
do, el indice de regresidn entre el
tiempo de deteccidn y el logaritmo de
las unidades formadoras de colonias se
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Keprresentos v geeficn de o milse de paveinos cnive ol sime s
de UFCAg de charizo determimadas por el metodn olatico de siemibira
en VRBA comparade con el métode impedimeéiricn

valores negativos, por lo que la técnica
no serfa especifica para determinar este
tipo de microorganismos en muestras de
chorizo.

La figura 3 muestra la relacion entre
el nimero de unidades formadoras de
colonias, de microorganismos colifor-
mes, determinadas por los métodos cli-
sicos de vertido en placa con VEBA
confirmadas en BGB, y las determina-
das segin la recta de calibrado obtenmida
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para el méodo impedimétrico utilizan-
do el Bactometer Mcrobial Monitoring
System. En general existe una buena
relacidn entre ambos métodos existien-
do una linealidad entre la nube de pun-
tos representada. El andlisis de regre-
sidn realizado entre ambos parimetros
pone de manifiesto un coeficiente de
regresidn alto con un valor de r=0,89.

En general comparando con otros
métodos actualmente disponibles para la
determinacién de coliformes en alimen-
tos, las técnicas impedimétricas son
simples de ejecutar proporcionan resul-
tados automdticamente en un perfodo de
24 horas, y ademds la determinacién de
la carga microbiana en funcidn del tiem-
po de deteccidn requiere dnicamente
una dilucién de la muestra, lo que re-
percute directamente en un ahorro de
dinero y trabajo, Asi, tras el estudio aqui
presentado podemos decir que las técni-
cas impedimétricas pueden ser aplica-
das a la determinacidn de coliformes en
productos cdrnicos curados y concreta-
mente en chorizo, para asegurar de for-
ma ripida la calidad microbioldgica del
producto final. En la tabla 1 queda re-
cogida la relacidn entre el tiempo de
deteccidn y la carga de coliformes pre-
sentes incialmente en la muestra, lo que
permite claramente agrupar las muestras
de estudio en tres grupos. Aquellas
muestras con una carga microbiana in-
ferior a 50 ufc/g de chonzo dieron tiem-
pos de deteccién superiores a 20 min.
Tal y como se ha mencionado anterior-
mente estas muestras darian valores ne-
gativos en nuestra recta de calibracidn,
por lo que las muestras con menos de
50 ufc/g deberfan ser analizadas si-
guiendo métodos cldsicos microbioldgi-
cos cuando lo que se quiere es couantifi-
car el nimero de microorganismos. Sin
embargo, si seria vdlida la técnica im-

TABLA 1

Distribucion de microorganismos
coliformes en chorizo. Comparacidn
de UFC/g con el tiempo de deteccidon

empleado en la determinacion

impedimétrica

Métodes clisicos

Tiempo de deteccidn

UFClg min
< 50 =20
50-500 13-20
= 500 =13
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pedimétrica para determinar la presen-
ciafausencia de estos microorganismos.
En las muestras con una carga micro-
bioldgica entre 50 y 500 ufc/g, el tiem-
po de deteccién oscilaria entre 13-20
min, mieniras que para las muestras con
més de 500 ufc/g se requieren tiempos
de andlisis menores a los 13 minutos.
Estos resultados estin de acuerdo con
el hecho de que este tipo de andlisis
requiere niveles umbrales de bacterias,
cuando se quiere proceder a un proceso
de cuantificacidn de la carga bactenana
presente en la muestra problema (Marti-
nez y Rodrigo, 1987).

En cuanto al crecimiento de E. coli,
la presencia de este microorganismo en
las muesiras de chorizo estudiadas se
realizd mediante la utilizacidn de méto-
dos clisicos y mediante la técnica im-
pedimétrica utilizando el medio CM
modificado por adicién del reactivo
MUG (Rule, 1991). Todas aquellas
muesiras en la que se detectd la presen-
cia de E. coli mediante métodos clisi-
cos, fueron igualmente positivas con el
método impedimétrico. Aunque en este
caso, las curvas de crecimiento, mosira-
ron distintos tiempos de deteccidn en
funcidn de la carga de E coli presente
inicialmente en la muestra. A las mues-
tras que dieron positivas al cambio de
color del medio CM a amarillo tras la
incubacion a 44,5+ 05"C, se les adi-
ciond el reactivo de MUG dando lugar
al compuesto fluorescente a 366 nm,
que determina la presencia de este mi-
croorganismo. Por lo que la técnica im-
pedimétrica utilizando el medio CM
mis reactivo MUG es adecuada para
presenciar E. coli en las muestras de
chorizo. No obslante, este medio puede
presentar una pequefia limitacién cuan-
do las muestras estin contaminadas por
E. coli O157:H7, va que este serotipo
no da una reaccidn fluorescente (Rule,
1991), por lo que no podria determinar-
se ¥ la muestra podria resultar como un
falso positivo a la presencia de E. coli.
Sin embargo, la presencia de este sero-
tipo en cames es relativamente bajo,
sobre todo en came de cerdo en la cual
dnicamente un 2 % de las 50 muesiras
analizadas, dio positivo a la presencia
de E coli O157:H7 (Benezet y col,
1995).

La legislacién portuguesa no estable-
ce ninguna especificacién en cuanto a
la calidad microbiolégica que debe de
reunir el chorizo destinado al mercado

nacional (Andnimo, 1987). Sin embar-
g0, si que existen unos patrones bacte-
rioldgicos de la carga microbiana que
se estima adecuada en los alimentos
conservados como son los productos
cdmicos curados, entre los que se inclu-
ye el chorizo. De acuerdo a este patrdn
los microorganismos coliformes y E.
coli deben estar ausentes en 0,01 g v 1
g de producto. De este modo, podemos
establecer que las técnicas impedimétn-
cas son vilidas para la realizacidn de
un control de calidad microbioldgica en
productos cidmicos curados y concreta-
mente en chorizo, ya que los niveles
admisibles pueden ser perfectamente
obtenidos mediante el tempo de detec-
cidn, debido a que la presencia de cual-
quier microorganismo coliforme o E.
coli daria un cambio en la impedancia
del medio que pondria en evidencia su
presencia.
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