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DESCRIPCION

Sistema de placa de cultivo y procedimiento para la deteccion mejorada de microorganismos contaminantes de
productos alimenticios

[0001] La presente invencion se refiere al enriquecimiento y detecciéon de microorganismos contaminantes de productos
alimenticios, especialmente bebidas y refrescos. Es particularmente adecuado para la deteccion de bacterias que
deterioran la cerveza. La presente invencion proporciona un sistema novedoso que a) mejora la recuperacion de los
microbios de descomposicion, b) proporciona la deteccion méas rapida y aparicibn mas temprana de colonias en las
placas, y ¢) proporciona tamafos de colonia mayores que hacen una deteccion mas facil.

[0002] Puesto que las bacterias pueden propagarse en y contaminar los productos alimenticios después de que el
producto haya pasado el control de calidad normal al final del proceso de producciéon y esté ya empaquetado,
embotellado o enlatado, el deterioro por microorganismos (en su mayoria anaerobios) puede causar pérdidas
econdmicas significativas. El material sospechoso debe ser retirado del mercado hasta que pueda confirmarse su
naturaleza sin deteriorar. En el peor de los casos los costos de recogida de los alimentos en mal estado de las tiendas
de alimentos pueden ser significativos. Ademas, la expedicién de productos de mala calidad a los clientes puede
facilmente tener desventajas para la reputacion del fabricante y la marca. Tan s6lo una bacteria en un recipiente de
alimentos o botella puede causar el deterioro del producto. Por lo tanto la presencia de incluso un bajo namero de
células bacterianas en un envase debe ser detectada. Esto se aplica particularmente a bebidas tales como cerveza. En
general, la cerveza es un ambiente hostil para microbios diferentes de las levaduras debido a la presencia de
compuestos antibacterianos de lUpulo y el etanol, condiciones anaerobias y un pH relativamente bajo. Sin embargo,
algunos microorganismos pueden aun proliferar en la cerveza y deteriorar el producto al causar turbidez, acidez o
produccién de un olor desagradable (por ejemplo, a sulfuro de hidrogeno).

[0003] Los deterioradores de cerveza se identifican principalmente mediante procedimientos basados en la incubacion
en medios de cultivo. El medio de incubacién puede ser liquido o sélido (por ejemplo placas de agar). De acuerdo con
una valoracion realizada por Sartorius AG (Goettingen, Alemania) los cultivos nutrientes liquidos son generalmente
mejores que los medios de cultivo sélidos, porque la invasion microbiana es inmediatamente visible por signo de
fermentacion. Especialmente organismos deteriorantes leves son mas capaces de recuperarse y proliferar en cultivos
liquidos que en placas de cultivo sélidos. Sin embargo, la deteccién microbiana exacta en cultivos liquidos lleva un
tiempo considerablemente mas largo (tipicamente de 5 a 10 dias) en comparacién con cultivos en placa donde los
resultados pueden ser a menudo obtenidos después de 2 a 3 dias. Para el control microbiolégico, se han aplicado
también muchas técnicas biotecnolégicas avanzadas, tales como el inmunoensayo y la cadena de reactiva de
polimerasa (PCR). Sin embargo, incluso para estos "métodos rapidos”, pueden ser necesarios varios dias de cultivo
para alcanzar una cantidad de bacterias suficiente para una sefial apreciable. No obstante, los procedimiento de placa
de cultivo han mantenido su importante papel en el sistema de control de calidad microbiana en la industria de la
produccién alimenticia y fabricas de cerveza por las siguientes razones: 1) son faciles y baratos de usar, 2) es posible
cuantificar los microbios contaminantes, 3) puede ser detectados de manera simultanea varios microbios contaminantes,
4) es sencilla una mayor caracterizacién e identificacion del microbio contaminante, ya que pueden obtenerse
directamente “aislamientos puros” de la placa en forma de colonias bacterianas. En cerveceras se toman tipicamente
muestras a partir de tanques de fermentacion, tanques de almacenamiento, superficies y tanques de sobre-presién.
Muchos de estos emplazamientos son anaerobios, pero también puede existir una fuente de la contaminacién en las
superficies aerdbicas. Algunas especies estrictamente anaerobias también pueden sobrevivir en un ambiente que
contiene oxigeno si estan protegidas por bio-pelicula o aisladas del oxigeno (por ejemplo, presentes en gotitas de
liquido). En consecuencia, las superficies en ambientes aerobicos pueden servir como fuentes de contaminacién de
microbios anaerobicos. Muchos de los contaminantes (anaerodbicos) son de crecimiento bastante lento. En los sistemas
normales de control de calidad en fabricas de cerveza se detectan con tecnologia de placas. Puesto que incluso una
sola célula bacteriana puede causar contaminacion del producto, las muestras se concentran a menudo en grandes
volimenes por filtracion. En la practica, las muestras de cerveza se filtran a través de un filtro de membrana que retiene
los microorganismos presentes en la muestra. La membrana se retira entonces del filtro y se transfieren a una placa de
cultivo. Sélo en muy pocos lugares existe la posibilidad de realizar el tratamiento de la muestra en condiciones
completamente anaerobias. Si, sin embargo, las condiciones no son anaerobicas, las bacterias de descomposicion son
sometidas a un estrés oxidativo severo que puede matarlas o dafarlas. Esto significa que, o bien no forman colonias en
placas o su revitalizacion lleva mas tiempo. Una célula dafiada cuando se expone repentinamente a condiciones ricas
en nutrientes puede morir.

[0004] Los organismos anaerobios no toleran el oxigeno porque utilizan rutas metabdlicas construidas alrededor de
enzimas que reaccionan con oxidantes. Ellos también pierden los componentes clave presentes en organismos
aerdbicos que puede desintoxicar el oxigeno: especialmente complejos de enzima de oxidasa y catalasa. Por lo tanto,
con estos organismos es importante asegurar que el tiempo en que estan expuestos a oxigeno perjudicial se reduce al
minimo. También su actividad metabdlica durante la exposicibn al oxigeno debe mantenerse minima.
Desafortunadamente, el muestreo normal y la configuracion del cultivo de placa se producen en condiciones que
contienen oxigeno, y la generacién de condiciones anaerébicas en frascos anaerobios puede tardar varias horas.
También debe observarse que incluso después de la eliminacion del oxigeno del medio ambiente, la activaciéon rapida
de las células danadas debido al entorno alto en nutrientes (especialmente alto contenido de azucar de las placas de
cultivo) puede favorecer dafnarlos o matarlos. Estos problemas son generalmente dificiles de superar porque a fin de
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facilitar el crecimiento rapido y la deteccidén temprana (aparicion de colonias), el medio de cultivo debe proporcionar una
alta cantidad de nutrientes.

[0005] Organismos sensibles al oxigeno son tipicamente cultivados en incubadoras anaerobias, cAmaras anaerobias o
bolsas anaerobias. Estos productos estan disponibles en varios fabricantes tales como Oxoid, BD y Merck. Los
productos quimicos en tales sistemas anaerobicos generan tipicamente gas hidrégeno que reacciona rapidamente con
el oxigeno generando agua. El hidrégeno se puede derivar, por ejemplo, de la reaccién entre el borohidruro de sodio y
agua. La reaccion, por ejemplo, entre el &cido citrico y bicarbonato de sodio puede generar tanto CO> como hidrégeno.
Se han lanzado diferentes variantes de tales sistemas, pero ninguno de ellos puede proporcionar condiciones
anaerdbicas de manera inmediata. Se encuentran disponibles desde hace varios afios sistemas que proporcionan
condiciones completamente anaerobias para el tratamiento de muestras y cultivos, pero que se han aplicados tan sélo
en algunas fabricas de cerveza. Por ejemplo, el Sistema de Atmésfera Controlada Modular (MACS) de Oxoid puede
garantizar un ambiente 6ptimo para organismos anaerobios. En casos éptimos todos los pasos (muestreo, tratamiento
de la muestra tal como filtracién, placas) se van a realizar en condiciones anaerobicas. Tales dispositivos raramente se
encuentran disponibles para unidades de andlisis de calidad estandar en la industria alimentaria.

[0006] Incluso los microbios que, en principio, prefieren condiciones oxigénicas pueden sufrir estrés oxidativo cuando se
exponen concentraciones de glucosa repentinamente cambiantes. Altas concentraciones de glucosa pueden inducir vias
metabdlicas (fermentativas) que resultan en la produccion de compuestos inhibidores del crecimiento tales como el
etanol, acido acético y acido lactico.

[0007] De manera tipica, las bacterias deteriorantes de los alimentos se cultivan en placas de medio que contienen un
digesto enzimatico de proteinas, extracto de carne, sales (como citrato de amonio, sulfato o cloruro de magnesio,
fosfatos como sales de potasio o de sodio) y una concentracién bastante alta de azlcares (tipicamente 20 g/L de
glucosa). Si se pretende el cultivo de bacterias deteriorantes de la cerveza normalmente se incluye cerveza en estas
composiciones de medio ya que la presencia de cerveza y sus compuestos de lUpulo pueden prevenir el crecimiento de
organismos que no pueden proliferar en la cerveza. En algunos medios de cultivo pueden aplicarse otros azucares
diferentes a glucosa (por ejemplo, fructosa) u otras fuentes de carbono (tales como lactatos). Muchos de estos medios
de cultivo también contienen etilo (como sales de potasio o de sodio) y fosfatos, que sirven como componentes tampoén.
Los medios de cultivo utilizados generalmente para bacterias de descomposicion de cerveza de acido lactico incluyen
caldo de Lactobacilli MRS complementado con el 25% de cerveza, Raka Ray y medio-NBB (Nachweismedium flr
Bierschadliche Bakterien [medio de deteccion de bacterias de descomposicién cervezal)

[0008] En general, para facilitar la deteccion temprana de contaminantes, los sistemas de placa de cultivo generalmente
tratan de maximizar crecimiento y tamafio de la colonia. Por lo tanto se aplican normalmente altas cantidades de
glucosa u otros azucares. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente la activacion rapida del metabolismo
puede causar mas dafos o incluso la muerte de las células por estrés. Por lo tanto, se desarroll6 un sistema de
liberacion lenta de glucosa para alimentar gradualmente una razonablemente alta cantidad de glucosa a las bacterias. A
este respecto han surgido recientemente algunos productos aplicables a cultivos liquidos agitados simples, por ejemplo
el sistema fead-bead (Jeude et al, Biotechnol Bioeng 95 (3): 433-445, 2006) y el sistema de suministro de glucosa
enzimatica de BioSilta Oy (Panula-Perala et al., Microb. Hecho Cell. 7: 31, 2008).Taskila et al. (J. Inst. Brew. 116 (2),
151-156, 2010) han mostrado recientemente que una liberacion lenta de glucosa puede proporcionar enriquecimiento
rapido de Lactobacillus backi y Pediococcus damnosus en cultivos liquidos. Este sistema se basa en la liberacion
enzimatica de la glucosa a partir de almidén liberado a partir de una capa de almidén-agar a un medio liquido. En la
practica, los organismos de descomposicion de cerveza crecian en medio liquido basado en MRS que se establecié en
la parte superior de un gel de almidén-agar. Sin embargo, hasta ahora ninguno de estos sistemas de liberacion lenta se
ha adaptado a cultivos de placa.

[0009] A pesar de que en muchos sistemas anaerébicos la acumulacién de CO; puede acidificar el ambiente de cultivo
(y, ademas, muchos microorganismos producen metabolitos acidos), se ha prestado relativamente poca atencién a la
optimizacion pH de cultivos en placa. Por lo general, el pH de medios de placa se ajusta a niveles que han sido
optimizados para cultivos liquidos. Esto tiene desventajas, ya que a diferencia de en medios liquidos, los metabolitos
acidos mencionados en las placas no pueden dispersarse libremente, sino que se acumulan dentro de un area
restringida alrededor de la colonia microbiana debido a las limitadas posibilidades de difusion. La acumulacion de estos
metabolitos puede restringir el crecimiento de bacterias y limitar el tamafio de la colonia. Ademas, se sabe que los
acidos grasos de cadena corta que se producen, tales como el acido acético, acido propionico o acido lactico, en altas
dosis son antibacterianos. Su efecto inhibidor puede ser, sin embargo, disminuido mediante conversion en sus sales.
Para el cultivo de bacterias de acido lactico en cultivos liquidos, es utilizado a veces CaCOgs para neutralizar los acidos
daninos y por lo tanto aumentar rendimiento de células. El CaCOs a veces también se incluye en medios sélidos, por
ejemplo en placas de cultivo de levadura. Pero hasta ahora se ha prestado muy poca atencién al desarrollo de placas de
CaCQO; con una calidad constante y pH deseado. La mezcla directa de una suspensién de CaCO; con nutrientes agar
deviene en la sedimentacion rapida del CaCO; en el fondo de las placas. Por lo tanto, la concentracion eficaz de CaCO,
en la parte superior de la placa puede ser bastante baja. En el método desarrollado por Wade et al. (J. Bacteriol. 51 (6):
787-788, 1946) se anadi6 CaCO, mediante una pipeta en cada placa de cultivo que después se enfria rapidamente para
minimizar la sedimentacién de CaCO; en la parte inferior de la placa. Este sistema se mejoro aun mas por Shank y
Silliker (J. Bacteriol 73 (5):. 625-626, 1956) mediante la introduccion de CaCO; en una forma coloidal (mezcla fundida de
carragenano ("musgo irlandés"), agar y CaCOs) que podria ser distribuido en la placa de manera mas uniforme. En esta
publicacion de Shank et al. (1956), el CaCO; se utiliza principalmente para retardar la tasa de difusion de acidos,
permitiendo asi la deteccion mejorada de colonias que producen acido mediante tintes indicadores de pH, tales como el
azul de cresol-cromo. En ninguno de estos sistemas, la propiedad elevadora de pH del CaCO; se considerd para
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establecer un determinado pH para las placas. El CaCO; es en si ligeramente alcalino y eleva el nivel pH de las placas
de medio. Puesto que el CaCO, se descompone faciimente en condiciones acidas durante el tratamiento térmico, el
nivel de pH de la suspension de CaCO; no puede ajustarse directamente.

[0010] Por lo tanto, el objeto de la presente invencién es proporcionar un sistema de placas de cultivo y un
procedimiento para el enriquecimiento rapido y deteccion de microorganismos contaminantes de productos alimenticios,
especialmente de bebidas y refrescos. Estas placas de cultivo evitan las desventajas anteriormente descritas de los
sistemas de cultivo de placa conocidos y seran adecuados para crecimiento y deteccion rapida y fiable de
microorganismos contaminantes de alimentos de forma répida y fiable.

[0011] Este objeto se resuelve mediante el objeto de las reivindicaciones 1 y 10. Las realizaciones preferidas son el
objeto asunto de las reivindicaciones dependientes.

[0012] En particular, la presente invencion proporciona un sistema de placa de cultivo para la deteccion de
microorganismos contaminantes de productos alimenticios seleccionados del grupo consistente en Lactobacillus,
Pediococcus, Pectinatus, Megasphaera, Enterobacterias, Bacillus o Campylobacter, que comprende como entidades
separadas:

(a) una placa de cultivo con un pH de 5,7 a 7,0 que contiene una base de nutrientes, 5-40 ¢/l de di-, oligo- o
polisacarido, 5-30 g/l de CaCO0s en forma coloidal y un agente gelificante;

(b) una solucion madre de una enzima en una diluciéon que contiene de 10 a 100 unidades/ml, en la que la enzima
digiere un di-, oligo- o polisacarido en la glucosa.

[0013] >

[0014] De acuerdo con la presente invencién, un "producto alimenticio" es cualquier producto nutriente absorbido por
humanos o animales para fines de nutricion. Puede ser un sélido, liquido o jalea. En una realizacion preferida particular,
es una bebida, tal como cerveza o un refresco.

[0015] Segun la presente invencion, los "microorganismos a detectar" son aquellos sometidos a estrés cuando se
expone al oxigeno. Estos microorganismos son preferiblemente bacterias, en particular, aerobios, anaerobios estrictos o
facultativos o microaerofilico. Los grupos mas destacados de los organismos de descomposicién de cerveza son
lactobacilos (por ejemplo, L. brevis, L. lindneri, L. Backi), pediococos (P. damnosus, P. pentosaceus), Pectinatus (por
ejemplo, P. frisingensis, P. cerevisiiphilus) y Megasphaera. Entre los microorganismos de intoxicacion alimentaria mas
importantes, las enterobacterias (como Salmonella) y bacilli son facultativos mientras que las campilobacterias son
microaerofilicas y siendo los clostridios anaerobios estrictos. Aunque los organismos facultativos, como Salmonella, se
cultivan sobre todo en condiciones aerébicas ya que crecen mucho mas rapido con oxigeno, la liberacién de nutrientes
lenta como se proporciona con el sistema de la presente invencién puede ayudar a las células dafiadas a sobrevivir al
estrés oxidativo.

[0016] La placa de cultivo puede basarse en cualquier composicion de medio nutriente apropiada como base nutriente.
Estos medios y sus ingredientes estan disponibles comercialmente o aplicarse como se describe en la bibliografia y de
manera bien conocido por los expertos en la técnica. Estos medios de cultivo son conocidos ya sea como medio
complejo que se compone de, al menos en parte, materias primas menos exactamente definidas, tales como extractos
(por ejemplo, extracto de levadura, extracto de carne) o hidrolizados (por ejemplo, peptona, acidos de casamino), o
como medios definidos que son mezclas de productos quimicos con composicion conocida.

[0017] Estos medios pueden contener elementos inorganicos, sales minerales (por ejemplo, calcio, potasio, sodio,
magnesio, manganeso, sulfato, bicarbonato, cloruro) y/o fuente(s) de amoniaco (amoniaco, nitrato, aminoacidos).
Ademas pueden contener opcionalmente vitaminas (por ejemplo, acido ascorbico, riboflavina, &cido félico, tiamina,
vitamina A), amino&cidos (por ejemplo, L-cisteina, glicina), factores de crecimiento (por ejemplo, EGF, IGF, TGF),
antibiéticos (estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol), citoquinas, proteinas de suero (por ejemplo, BSA, HSA), agentes
tensioactivos idnicos o no idnicos (por ejemplo, polisorbatos, TweenR80) y / o nucledsidos (por ejemplo ribonucledsidos,
desoxiribonucleésidos). Si se pretende la deteccion de bacterias de descomposicion de cerveza el medio debe contener
una cantidad adecuada (por ejemplo del 20 al 30%, preferiblemente el 25%) de cerveza.

[0018] Medios estandar adecuados para el crecimiento de microorganismos son, por ejemplo caldo extracto de peptona-
levadura, caldo de Staphylococcus, medios PPLO, caldo de sal de manitol, caldo de Luria-Bertani, DMEM, RPMI, BME,
medios de Fischer o caldo de soja triptico. Preferiblemente, se utiliza la composicién de medio de lactobacilo MRS
(Mann-Rogosa-Sharpe).

[0019] Como fuente de carbono complejo los medios de placa contienen al menos un di-, oligo- o polisacarido que sirve
como un precursor 0 materia prima para produccion de glucosa enzimatica. Se usan preferiblemente almidén o
derivados de almidén en una cantidad de 5 a 40 g/l, mas preferiblemente de 10 a 20 g/I. Se prefiere particularmente usar
almidon de patata en una cantidad de 10 a 20 g/I. Para facilitar la liberacion lenta deseada de una fuente de carbono
como sustrato de crecimiento limitativo, la composicion del medio de placa debe contener, en todo caso, sélo una
pequefna cantidad (preferiblemente menos de 1 g/l) de un monosacarido, por ejemplo, glucosa. Sin embargo, resulta
mas preferido que el medio de placa no contenga monosacarido alguno, en particular glucosa, como fuente de carbono.
[0020] Ademas, el medio de placa contienen un agente gelificante. Ejemplos de agentes gelificantes son agar, agarosa,
alginato, carragenanos, celulosa y sus combinaciones. Una combinacién preferida particular es agar y carragenina.
[0021] Un ingrediente adicional del medio de placa es el CaCOs coloidal en una cantidad de 5 a 30 g por litro,
preferiblemente 30 g por litro.

[0022] El pH del medio de placa puede ajustarse desde 5,7 a 7,0 con un acido adecuado (por ejemplo, HCI). Valores de
pH inferiores a 5.7, producirian degradacién parcial del agar durante el tratamiento térmico y por lo tanto deben ser
evitados. Para placas listas para utilizar el pH es preferiblemente > 6, y mas comprendido preferiblemente entre 6,2 y
6,8.
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[0023] Un sistema preferido particular comprende un medio nutriente que contiene almiddn solidificado con agar y
conteniendo CaCOs que se afade en una forma coloidal (es decir, como una mezcla de carragenano y CaCOs) que
puede ser distribuido uniformemente en el medio. En este sentido, se ha encontrado ventajoso ajustar el nivel de pH
deseado mencionado anteriormente antes de la emision de las placas mediante la adicién de HCI al 15-30%
aproximadamente, preferentemente de HCI aproximadamente al 20%, después de combinar el medio de cultivo (por
ejemplo MRS/almidén/agar) con una suspensién de CaCOgs/carragenano.

[0024] EI segundo componente del nuevo sistema de placa de cultivo es una solucién madre de una encima de
digestion de di-, oligo- o polisacarido. Se prefiere una solucibn madre de glucoamilasa, preferiblemente diluida
conteniendo de 10 a 100 unidades/ml, mas preferiblemente alrededor de 20 unidades/ml. La "1 unidad" se define como
una cantidad necesaria para dividir un micromol de maltosa por minuto a 30° C para pH 4,8. Segun la presente
invencion, una pequefia gota de la enzima de division polisacarido (preferiblemente glucoamilasa) se afade a la
superficie de la placa de cultivo antes de aplicar la muestra sobre la placa bacteriana. Preferiblemente 1 unidad de
enzima se entrega en una gota de 50 ml. Este enfoque proporciona un sistema de expedicion lenta de sustrato
enzimatico que puede suministrar gradualmente una fuente de carbono (por ejemplo glucosa) para las bacterias en
crecimiento.

[0025] La muestra bacteriana se puede aplicar sobre la placa por varios métodos. Las bacterias pueden ser recogidas
de un gran volumen por filtracion, después de que la membrana con bacterias se coloca sobre la gota de enzima. De
manera alternativa, se pueden recoger muestras de las superficies mediante una torunda de algodén humedo, que se
utiliza para propagar las bacterias sobre la placa y simultaneamente difundir la gota de enzima. Después de aplicar la
muestra contaminante, la placa de cultivo se transfiere a la incubadora aerébica (camara, tarro, bolsa) y se cultiva a la
temperatura adecuada (por lo general de 27 a 30° C) hasta que en la placa aparecen las colonias.

[0026] Dentro del conocimiento general de un experto en el arte, esta como preparar placas de cultivo para la deteccion
de microorganismos. En este sentido se hace referencia a los manuales de laboratorio generales tales como "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual " por J. Sambrook y D. Russell. En una realizacién preferida de la presente invencion, las
placas se preparan de la siguiente manera:

(A) Se prepara CaCOQOg; coloidal calentando carragenina y CaCO, anhidro (por ejemplo, en un horno de microondas) en
una cantidad adecuada de agua. Después de fundirse la carragenina, la mezcla se mantiene durante al menos 1 hora a
aproximadamente 80° C y se mezcla con un agitador magnético. Posteriormente, la mezcla se esteriliza (por ejemplo,
por tratamiento en autoclave durante 15 min a 121° C). La mezcla se mantiene > 80° C hasta mezclarse con la base de
medio (B)

(B) la base de medio (B) es un medio de cultivo adecuado para el microorganismo a detectar. Una persona experta en la
arte sabe que microorganismo crece mejor en qué medio. Para la deteccion de los lactobacilos y pediococos puede
utilizarse calado de lactobacillus MRS (Man-Rogosa-Sharpe) modificado. En una realizacion preferida, se prepara
disolviendo los siguientes componentes en una cantidad adecuada de agua: proteosa peptona, extracto de carne,
extracto de levadura, glucosa, TweenR80 (polisorbato 80), citrato de amonio, acetato de sodio, sulfato de
magnesio*6H-0, fosfato dipotasico. También pueden ser adicionalmente afadidos productos quimicos (por ejemplo, L-
cisteina o MnSO4) conocidos para promover la supervivencia de las bacterias anaerobias. Si se pretende la deteccion
de bacterias de descomposicién de cerveza, el medio debe contener una cantidad adecuada (por ejemplo, el 25%) de
cerveza. El pH de la base de medio puede ajustarse de 5,7 a 7,0 con un acido adecuado (por ejemplo, HCI). Valores de
pH inferiores a 5,7 causarian degradacion parcial del agar durante el tratamiento térmico y por lo tanto deben ser
evitados. Después se afiade una cantidad adecuada de almiddn y agar. A continuacion, el medio se esteriliza (por
ejemplo, en autoclave durante 15 min. a 121° C) y se mantiene a aproximadamente 80° C hasta emitir el gel. En este
punto, una cantidad adecuada de un &cido mineral (por ejemplo HCI) puede anadirse para establecer un pH deseado
para las placas (ejemplo 3, tabla 1) Para preparar la composicién final, (A) y (B) se combinan mezclandolas, en
particular en una proporcién de 1 parte (A) en 4 partes (B). A continuacion, la composicion final se vierte en placas de
Petri y se solidifica.

(C) Antes de proporcionar la muestra microorganismo sobre las placas, una solucién de enzima de divisién almidén se
aplica en la superficie de las placas. Después de aplicar la muestra, la placa de cultivo se transfiere a una incubadora y
se cultiva a la temperatura apropiada (tipicamente de 27 a 30° C) hasta que las colonias aparecen en la placa.

[0027] La invencion utiliza el sistema de suministro lento de sustrato enzimatico que puede suministrar gradualmente
una fuente de carbono (por ejemplo glucosa) para las bacterias en crecimiento. Se prefiere la entrega gradual de
glucosa ya que la activacion temprana y rapida del metabolismo de los organismos sensibles a oxigeno (anaerdbico o
microaerofilico) puede dar lugar a lesiones letales en sus condiciones de cultivo cuando adn queda un poco de oxigeno.
La entrega gradual de glucosa también es beneficiosa para las bacterias que toleran oxigeno porque los cambios
rapidos en la concentracién de glucosa pueden inducir estrés oxidativo (disminuir la viabilidad) y/o llevar a acumulacion
de metabolitos que inhiben el crecimiento. Este problema es particularmente importante, ya que los organismos
contaminantes pueden ya tener una viabilidad reducida, debido a las condiciones estresantes de crecimiento y la
tension causada por el tratamiento de muestra. Ademas, la invencion aplica un sistema mejorado para la neutralizacion
de los metabolitos inhibidores de crecimiento.

[0028] El nuevo sistema de placa de cultivo proporciona una mas rapida aparicion de colonias, una mejor tasa de
supervivencia y proporciona mayor tamafno de colonia mediante algunos o todos de los siguientes mecanismos: 1) la
activacion de metabolismo mas lenta debido a la lenta liberacién de la glucosa, 2) la acumulaciéon reducida de
metabolitos dafinos, 3) la neutralizacién de acidos grasos de cadena corta tales como acido acético, acido lactico y
acido propidnico debido a una alta concentracion efectiva de CaCOs, 4) la presencia de CaCOs puede proporcionar
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mayor cantidad eficiente de CO. (y por lo tanto reduce la concentracién de O), 5) se obtiene un mantenimiento
mejorado del nivel de pH , mediante tamponado con CaCOs coloidal.

[0029] Se ha descubierto en la presente invencién que, para una deteccién rapida y facil de contaminantes se prefieren
placas de cultivo frente a cultivos liquidos. Las ventajas adicionales de cultivos en placa son 1) microbios formadores de
colonias pueden ser evaluados rapidamente con respecto al tamafo, opacidad o visibilidad, y morfologia, y puede ser
microscopicamente identificado 2) varia especies contaminantes diferentes pueden detectarse y aislarse en una sola
placa. A diferencia de muchos procedimientos moleculares modernos los procedimientos de cultivo de placa no
requieren amplios conocimientos o dispositivos caros.

[0030] La invencién se describe con mas detalle en relacion a las figuras adjuntas:

- Figura 1: Utilizacion de las placas de cultivo para la determinacion de bacterias de descomposicion concentrados de
cerveza. Las bacterias se concentran a partir de una muestra de cerveza sobre una membrana de nitrocelulosa. Antes
de colocar la membrana en el cultivo, se afiade una gota de enzima glucoamilasa.

[0031] La invencién se describe adicionalmente respecto de los ejemplos siguientes:

Ejemplo 1: Preparacion y uso de placas enriquecidas

[0032] Este ejemplo muestra como se mejoré un medio MRS suplementado con cerveza con la tecnologia de la
presente invencién. Se afnadi6 CaCOs coliodal (denominado en lo sucesivo como (A)) a un medio de cultivo (en lo
sucesivo (B)). En este ejemplo se prepararon un total de 1000 ml, combinando 200 ml de (A) como solucién caliente
con 800 ml de (B).

Preparacién de las placas

[0033] (A) Se prepar6 CaCOs coloidal, calentando 4,5 g de carragenano y 30 g CaCOgz anhidro en un horno de
microondas en 200 ml de agua. Después de haberse derretido la carragenina, la mezcla se mantuvo, al menos, 1 hora
en un bario de agua caliente (alrededor de 80° C) y se mezclé con un agitador magnético. Posteriormente, la mezcla se
esteriliz6 por tratamiento en autoclave durante 15 min a 121° C. La mezcla se mantuvo > 80° C, hasta mezclarlo con
(B). Si se solidifica podria ser fundido en horno de microondas antes de combinarlo con (B) caliente.

(B) base de medio (B) es un concentrado reducido a 1,25 de un medio de cultivo seleccionado. En este ejemplo se
utilizé caldo de lactobacillus MRS (Man-Rogosa-Sharpe) modificado. Se prepard disolviendo los siguientes
componentes resultantes en un volumen final de 800 ml: proteosa peptona (10 g), extracto de carne (10 g), extracto de
levadura (5 g), glucosa (1 g), TweenR80 (Polisorbato 80) (1 g), citrato de amonio (2 g), acetato de sodio (5 g), sulfato de
magnesio*6H0 (0,1 g), fosfato dipotasico (2 g), 250 ml de cerveza y 550 ml de agua. El pH del medio se ajust6 a 5,7
con HCI al 37%. Después de eso se anadieron 20 g de almidén de patata soluble y 15 g de agar. El medio se traté 15
minutos en autoclave a 121°C y se mantuvo a 80° C hasta emitir gel. Para preparar la composicion final, se combinaron
mediante mezcla 200 ml de (A) y 800 ml de (B). Cada alicuota de 20 ml de la composicién final se vertié en placas de
Petri. Si las placas estaban destinadas a ser utilizados para muestras posiblemente contenian células de levadura, que
se complementaron con la cicloheximida de antibidticos (dosificacién preferida es 1 ml/litro). Sin ningln ajuste de pH
adicional, el nivel de pH de las placas seria tipicamente 6,9 + 0,1 debido a la naturaleza de elevacion de pH del CaCOs.
Para obtener placas que tienen pH de 6,2, se afadié 3 ml de HCI al 18,5% a la base de medio (B) antes de combinarse
al CaCOQOg coloidal (A).

El uso de las placas para el cultivo

[0034] En este ejemplo almiddn soluble inmovilizado en gel de agar funciona como principal fuente de glucosa para las
bacterias. El almidon no se puede utilizar directamente como fuente de carbono por la mayoria de las bacterias de
descomposicion de cerveza. Sin embargo, puede utilizarse como proveedor de glucosa. Por lo tanto 1 unidad, es decir,
una gota (aproximadamente 50 ml), de una solucién madre de enzima glucoamilasa (15 unidades / ml), se afade a la
placa. La glucoamilasa penetra en la matriz del gel donde se libera gradualmente la glucosa a partir del almidon. Las
bacterias que contiene la muestra o bien pueden limpiarse directamente sobre la placa o las bacterias pueden ser
concentradas primero en una filtro de membrana (véase la figura 1) que se coloca sobre la gota de enzima.

[0035] El ejemplo 1 muestra como el sistema de neutralizacién basado CaCOs y el sistema de suministro de glucosa a
base de enzima se puede aplicar a composiciones de medio que son adecuadas para el cultivo de bacterias de
descomposicion de cerveza, especialmente lactobacilos y pediococos.

Ejemplo 2:
Optimizacion de la dosis de enzima necesaria para proporcionar una cantidad suficiente de glucosa

[0036] Los tamanos de las colonias bacterianas son mas o menos dependientes de la cantidad de azucar en el medio
de las placas. Se encontré que generalmente 20 g/L de glucosa (una cantidad que esta presente en muchos medios de
cultivo) proporcionan el mayor tamafno de la colonia. Por lo tanto, en la presente invencién se deseaba obtener esta
cantidad de glucosa, no desde el principio pero si dentro de 1 a 2 dias de cultivo. La determinacién de la cantidad de
glucoamilasa necesaria para este fin se llevo a cabo mediante el uso de placas de agar MRS (placas Petri con 85 mm
de diametro) suplementado con 20 g/L de almidén pero no CaCOs coloidal. Cantidades de enzimas de 0,2-0,5-1 - 5-
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10 - 20 unidades se extendieron sobre un area de ~ 17 cm®. La cantidad adecuada de enzima se define como una
cantidad que proporciona zonas claras (es decir, areas con almidén degradado) en 24 horas.

[0037] Se encontré que una concentracién de 1 unidad proporcionada dentro de una gota de 50 ml es una cantidad
suficiente de enzima para la tecnologia actual. Con una dosis de enzima superior el almidon se degradé mucho antes
(en pocas horas), con un menor dosis de enzima, la cantidad de glucosa liberada a partir de almidén se estimé que era
insuficiente para colonias de gran tamafio. Por lo tanto, la disponibilidad de glucosa se considera que es dependiente de
la dosis de enzima. Este resultado proporciona la posibilidad de ajustar el sistema de placa para alcanzar diferentes
tasas de liberacién de glucosa.

Ejemplo 3
Aplicacion de CaCOs;en la composicion de medio de placa y ajuste del deseado nivel de pH en las placas

[0038] El procedimiento método desarrollado por Shank y Silliker (J. Bacteriol (1956) Vol 73: 625-626) hallé proporcionar
placas conteniendo CaCOs con estructura consistente. En ese procedimiento se prepard una suspension a partir de
carragenina derretida ("musgo irlandés") y CaCOs se combind con una composicion de medio conteniendo agar caliente
antes de emisiobn de placa. En la presente invencion, este sistema se modifico adicionalmente para aplicar
concentraciones de CaCOs y carragenina 1,5 veces superiores. La suspension de CaCOg/carragenano elevé el nivel de
pH cuando se combina con la composicion del medio de cultivo (MRS/almidén/agar /cerveza). Por lo tanto, fueron
probados procedimientos para ajustar el nivel de pH de las placas.

[0039] EI nivel de pH de la suspensién de CaCOs/carragenano no se podia ajustar directamente puesto que la adicion
de HCI inducia una rapida descomposicién del CaCOs en CO,. El procedimiento alternativo, fijando el pH de
MRS/almidén/agar a un nivel bajo (incluso por debajo de pH 4) y luego combinar con el CaCOs3 no tuvo éxito, aunque el
nivel de pH deseado (pH 6) se pudo alcanzar. La calidad de los geles resultantes llegé a ser muy pobre ya que la
estructura de los componentes gelificantes (agar y carragenina) es destruida durante el tratamiento en autoclave bajo
condiciones acidas (es decir, a un pH mucho menor que 6).

[0040] El siguiente sistema para ajuste del pH ha sido desarrollado por los presentes inventores. El nivel de pH deseado
de aproximadamente pH 6,0 a 6,8 se ajustd mediante la adicion del 18,5% de HCI después de combinar el medio de
cultivo (MRS /almidon/agar) con la suspensién de CaCOs/carragenano. La correspondencia entre la cantidad de acido
anadido y el pH resultante en las placas se muestran en la tabla 1. El nivel de pH de las placas fue comprobado
permitiendo cubrir la superficie de la placa con 5 ml de agua con agitacién ocasional y la posterior medicién del pH de la
fase acuosa. Los lotes de placa para pH 6,2 y 6,8 también se ensayaron para determinar las propiedades a largo plazo.
Se encontr6 que estas placas mantenian bien sus propiedades de pH durante varios dias. Esto indica que la estructura
de gel de estas placas puede estabilizar el CaCOs3 bastante bien y disminuir las reacciones (por ejemplo, liberacion de
COy) entre el medio ligeramente acido y CaCOs.

Tabla 1. La correspondencia entre el volumen del HCI al 18,5% y el nivel de pH en las placas. Antes de la adicion
de la mezcla de CaCOzs/carragenano (proporcionando 5g CaCOs y 0,9 g de carragenina a la composicion final), el
pH del medio se habia ajustado a 5,7

ml anhadidos de HCl al 18,5 % pH después de 1 hora pH después de 4 horas
6 ml 6,03 6,13

3 ml 6,27 6,29

1,5 ml 6,53 6,54

0,75 ml 6,60 6,65

Ejemplo 4:

[0041] En los ejemplos 4 y 5, se utilizaron las siguientes cepas obtenidas de la coleccidon de cultivo VTT: Pediococcus
damnosus E-97848, Lactobacillus brevis E-89347, y Lactobacillus Backi E-052886.

Determinacion de tamafios de colonia

[0042] Durante los cultivos realizados, las placas de la presente invencion proporcionan tamafos de colonia, mayores
que las placas de control con la misma cantidad de glucosa disponible (20 g/L), pero sin contener nada de CaCOs. Este
fendmeno obviamente se atribuyd a las propiedades de neutralizacion de acidos de la placa. Debido a la presencia de
CaCOs coloidal las placas no usadas estan bastante turbias. Sin embargo, durante el proceso de cultivo grandes
colonias bacterianas estaban a menudo rodeadas de zonas claras, lo que indica que los acidos producidos (acido
lactico) han reaccionado con el carbonato de calcio generando sales de Ca (Por ejemplo, lactato de Ca) que tienen una
mejor solubilidad en comparacién con CaCQOs. Esta suposicién pudo ser confirmada aplicando manualmente el acido
lactico en las placas que generaron también areas claras en la placa. En la presente innovacion se ha mostrado que el
sistema inventivo puede mejorar el crecimiento de bacterias de descomposicion de alimentos mediante la neutralizacién
de manera eficaz de los &cidos producidos por las bacterias. Las bacterias acido lacticas pueden ser sensibles a una
disminucion del pH causada por la acumulacion de &cido lactico producido por ellas. El CaCOs sélido se ha utilizado con
éxito para mantener sus actividades fermentativas y crecimiento en medios de cultivo liquido (Hong et al. 1996 " Growth
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of Lactobacillus acidophilus in whey-based medium and preparation of cell concentrate for production of probiotics”. J.
Microbiol. Biotechnol. 6 (2): 128-131).

Tabla 2. Comparacion tamano de colonia entre MRS/placas cerveza y placas del Ejemplo 1. Los mismos
componentes de medio (MRS-medio y cerveza) se utilizaron en ambas composiciones de medio. Antes de
introducir en placas las bacterias se estresaron durante 40 h en cerveza.

Organismo/Placa Diametro colonias

Dias después en poner en placa

2 IE [ 4 | 5 [ 6
Pediococcus damnosus
MRS/cerveza agar - 0,5-1 mm | 0,5-1 mm
Enc/Almidén/CaCOs3 0,5 mm 0,5-3 mm | 0,5-3 mm
Lactobacillus backi
MRS/Cerveza agar - - - - 0,1 mm
Enc/Almidén/CaCOs - - 0,2 mm 0,5 mm 0,7-1,5

mm

Lactobacillus brevis
MRS/cerveza agar - 0,2 mm 0,2 mm 0,5 mm
Enc./almidén/CaCQ3 0,2 mm 0,5 mm 1 mm
Ejemplo 5:

Deteccion mas rapida de Pediococcus y Lactobacillus en placas

[0043] Se prepararon cultivos puros de tres especies de bacteria de acido lactico, Pediococcus y Lactobacillus
damnosus backi y Lactobacillus brevis. Estas bacterias se cultivaron primero en caldo de Lactobacillus MRS (Merck) a
30° C, se recogieron por centrifugacion (3500 rpm durante 3 horas) y luego se expusieron a cerveza (lager, 4,5% de
contenido de EtOH) durante 40 horas (30° C). Se distribuyeron cantidades determinadas de bacterias (400 o 2000
células bacterianas estimadas a partir de la turbidez del cultivo) en 25 ml de solucidn salina (0,9% NaCl), y las bacterias
se recogieron por filtracion al vacio sobre membranas de nitrocelulosa. La membrana se coloc6 sobre una placa de
acuerdo con el ejemplo 1 después de la adicion de una gota de glucoamilasa (15 U/ml). Como control, se utiliz6 medio
de placa agar MRS/cerveza (que contienen la cantidad normal (20 g/L) de glucosa). Como se muestra en la tabla 3,
para los cultivos de Pediococcus, surgieron primeras colonias después de 3 o 4 dias, pero la capacidad de
supervivencia en las placas de la presente invencién fue mucho mayor en comparacion con las placas de control (mdio
MRS normal complementado con cerveza). Con reactivos “Anaerocult” (Merck AG, Darmstadt, Alemania), pediococos
rechazaron crecer en esas placas de control. Esto sugiere que también la generacion de CO- en cantidades suficientes
puede ser importante para la supervivencia de algunas bacterias microaerofilicas. La presente innovacion sin embargo
parece proporcionar buenos resultados para sistemas Anaerocult A y Anaerocult C. En cultivos de Lactobacillus backi,
aparecieron las colonias después de 4 y 6 dias, respectivamente. Con todas las bacterias probadas, la supervivencia
fue muy mejorada utilizando los nuevos productos de placa.

Tabla 3. Se observaron las cepas probadas y el numero de dias antes aparecer las primeras colonias, usando
Anaerocult A. Los organismos de descomposicion de cerveza se estresaron durante 40 horas en cerveza (lager
de 4,5%) a 30° C introducir en placas, y recogido sobre membrana de NC (0,25 um de tamano de poro) que se
coloco sobre la placa. Las placas se cultivan en una camara anaerdbica con reactivos Anaerocult A (para P.
damnosus también con Anaerocult C reactivos).

Cepa Enc/Almid6n/CaCOs Control de MRS/cerveza
Visibilidad % supervivencia | Visibilidad % supervivencia
colonias colonias
Lactobacillus brevis Dia 3 7-12% Dia %4 3-7%
Lactobacillus backi Dia 4 1,3-25% Dia 6 0,4-1,25%
Pediococcus Dia3o04 1,5 % No detectadas 0%
damnosus
Utilizando Anaerocult C
Pediococcus Dia 3 0,5-1,5% Dia 3 0,1-0,25%
damnosus

[0044] Se utilizé Anaerocult A (Merck) para el cultivo de microorganismos estrictamente anaerobios. De acuerdo con los
estudios de Imhof y Heinzer 1996 ("Continuous monitoring of oxygen concentrations in several systems for cultivaton of
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anaerobic bacteria J. Microbiol Clinica 34 (7): 1646-1648) que proporciona < 0,5% de concentraciones de oxigeno
dentro de 60 a 93 minutos.

[0045] Se utiliz6 Anaerocult C (Merck) para la incubacién especifica de microorganismos microaerofilicos y capneicos
(que necesitan COy). Las concentraciones de gas producidas son CO» 8-10%, O> de 5-6%.
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de placas de cultivo para la deteccion de microorganismos contaminantes en productos alimenticios
seleccionado del grupo que consiste en Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus, Megasphaera, enterobacterias, Bacillus
o Campylobacter, que comprende como entidades separadas:

(a) una placa de cultivo con un pH de 5,7 a 7,0 que contiene una base de nutrientes, 5 a 40 g/l de di-, oligo- o
polisacarido, 5 a 30 g/l de CaCOs3 en forma coloidal y un agente gelificante; y

(b) una solucién madre de una enzima en una dilucién conteniendo de 10 a 100 unidades/ml, en donde la enzima
digiere un di-, oligo- o polisacéarido en glucosa.

2. Sistema de placa de cultivo de la reivindicacién 1, en el que el producto alimenticio en una bebida.
3. Sistema de placa de cultivo de la reivindicacién 2, en la que la bebida es cerveza.
4. Sistema de placa de cultivo de la reivindicacién 3, en el que la placa de cultivo (a) contiene adicionalmente cerveza.

5. Sistema de placa de cultivo cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el agente gelificante es agar y/o
carragenina.

6. Sistema de placa de cultivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el polisacarido es almidén o un
derivado de almidon.

7. Sistema de placa de cultivo segun cualquiera de las reivindicaciones reivindicacién 1 a 6, en el que la enzima del
componente (b) es la glucoamilasa.

8. Sistema de placa de cultivo segun la reivindicacién 7, en el que la concentracion de la glucoamilasa en la solucién
madre es 20 U/ml.

9. Sistema de placa de cultivo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el medio nutriente es un caldo de
lactobacillus Man-Rogosa-Sharpe (MRS).

10. Procedimiento para la deteccion en productos alimenticios de microorganismos contaminantes seleccionados de
entre el grupo que comprende Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus, Megasphaera, enterobacterias, Bacillus o
Campylobacter, que comprende las siguientes etapas:

(A) preparar una solucion coloidal de CaCQgs estéril con una concentracién de 5 a 30 g/l de CaCOg;

(B) la preparacion de un medio nutriente estéril que contiene nutrientes, 5 a 40 g/l de di-, oligo- o polisacarido y al menos
un agente de gelificacion en el que el pH del medio nutriente se ajusta dentro del intervalo de 5,0 a 7,0;

(C) mezclar (A) y (B),

(D) ajustar el pH de 5,7 a 7,0,

(E) verter la composicién resultante en placas de Petri,

(F) anadir una solucion de enzima de divisiéon de di-, oligo- o polisacérido de una solucion madre que contiene 10 a 100
unidades/ml de dicha enzima sobre la superficie del gel nutriente de la placa,

(G) la aplicacién de una muestra de microorganismo y transferir la placa de cultivo a una incubadora e incubar la placa a
una temperatura apropiada hasta que en la placa aparezcan las colonias.

11. Procedimiento de la reivindicacién 10, en el que la solucion coloidal de CaCOs contiene carragenina.
12. Procedimiento de la reivindicacion 10 en el que el polisacarido es almidén o un derivado de almidén.

13. Procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que la encima es glucoamilasa.
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