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ECOLOGIA MICROBIANA

AIRE

Un bioaerosol es un conjunto de wunidades bioldgicas
suspendidas en el aire como microgotas o polvo, de 0,5 a 30 pm
de diametro, y el viento sirve de transporte para la dispersion. La
composicién y concentracién de los microoorganismos en los
bioaerosoles varia con las fuentes. En aquéllos generados en el
agua por lo comun los organismos estdn rodeados de una capa
fina de humedad y suelen consistir en agregados de varios
microbios. Los provenientes del suelo son con frecuencia
unidades aisladas o asociadas con particulas de polvo.

El transporte y asentamiento final de un bioaerosol depende de
las propiedades fisicas de las particulas y los parametros
ambientales que encuentra mientras estd suspendido, como la
magnitud de las corrientes de aire, la humedad relativa y la
temperatura. Una humedad relativa baja y temperatura alta
contribuyen a la afluencia de microbios en el aire, como algunas
bacterias de la filésfera y esporas fangicas, por ejemplo
Cladosporium. Estos parametros también influyen en la
supervivencia de los microbios en el aire y afectan su capacidad
para colonizar las superficies sobre las que se depositan. En
general las esporas fungicas, los virus entéricos y los quistes de
protozoos son mds resistentes al estrés ambiental que las bacterias
y algas durante el transporte a través del aire, aunque los
endosporos bacterianos no son afectados.

La inhalacién, ingestién y contacto superficial son las vias de
exposiciéon de los animales a los organismos del aire. El ser
humano en promedio inhala unos 10 m?® de aire por dia. Las
grandes particulas son retenidas en el tracto respiratorio superior
(nariz y rinofaringe). Generalmente las particulas menores que 6
pm de didmetro son transportadas hasta los pulmones, pero los
alveolos son retenidas las de 1 a 2 pm. El asma, la pneumonitis
por hipersensibilidad y otras enfermedades respiratorias estdn
asociadas con la exposicion a los bioaerosoles, como los
generados durante el proceso de compostaje (81).
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Los patégenos vegetales que son dispersados pasivamente a
través del viento a veces a grandes distancias, suelen producir
enormes cantidades de propagulos. En cambio los mecanismos de
descarga activa propulsan a las esporas al aire
independientemente del viento y requieren una alta humedad,
por lo que las mayores concentraciones se alcanzan durante la
noche o las primeras horas de la mafiana (81).

Cuadro 4.1. Concentraciéon de microorganismos en el aite segin diversas
fuentes (81)

Actividad Microorganismos Concentracién ufc/m?
. bacterias 103 —-10°
Cr1a.nza de 10°
animales hongos 106107
Cultivos hongos 150 — 69.000
. 50 — 6.500
snacemaint i 240 19.000
de granos hongos 10710
106 — 109
bacterias totales 10 — 7.500
bacterias Gram- 3.200 — 3.500
Manufactura negativas
de algodén Aspergillus fumigatus 20 — 400
y tabaco 105
hongos 600 —10.600
esporas/m?>
Comunidades 100 — 800 unidades/m?3
algas
rurales

Se pueden recolectar las esporas diseminadas por el aire,
dejando que sedimenten naturalmente sobre portaobbjetos o
placas de medios de cultivo apropiados, pero se suelen recoger en
aparatos, como por ejemplo el muestreador de Andersen que
consta de un cilindro con placas metalicas perforadas y cajas de
Petri intercaladas donde el aire entra por arriba y es succionado
por debajo. El tamafio de las perforaciones se hace
progresivamente mds pequefio hacia la base y la velocidad del
aire aumenta, por lo tanto las esporas grandes impactan contra la
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caja superior y las méds pequenas chocan contra las cajas que se
encuentran mas abajo (93).

AGUA

La disponibilidad de agua con las garantias higiénicas
necesarias depende principalmente de los sistemas de
eliminacién de residuos. La contaminacion fecal, a través de las
aguas residuales sin depurar o tratadas de forma inadecuada que
entra en lagos, rios o napas freaticas, crea condiciones para la
diseminacién rapida de los microbios patégenos..

Los organismos infecciosos, por ejemplo Vibrio cholerae (colera),
Salmonella typhi (fiebre tifoidea), otras especies de Salmonella y
Shigella (infecciones gastrointestinales de gravedad variable),
Entamoeba histolytica (disenteria amebiana) y otros protozoos, se
liberan en las heces o el estiércol. La ruta primaria de infeccién es
agua de bebida, pero los utensilios, frutas y verduras lavados con
agua contaminada son otros portadores (46).

La deteccion de los enteropatégenos como Salmonella o Sbigella
es una tarea dificil e incierta para un control de rutina. En cambio
es factible el andlisis de los organismos marcadores de la
presencia y el grado de la contaminacion fecal.

Los requisitos que un organismo marcador deben cumplir son:

0 estar presente siempre que los patégenos estén presentes,

0 encontrarse en mayor cantidad que los patégenos para
proporcionar un margen de seguridad,

0 sobrevivir en el ambiente tanto tiempo como los posibles
patogenos,

o0 ser facil de detectar, con una alta confiabilidad en la
identificacién independientemente de otros organismos
que se encuentran en la muestra.

La bacteria marcadora que se analiza con mas frecuencia es
Escherichia coli no patégeno pues cumple muchos de estos
criterios. Las pruebas positivas no demuestran la presencia de
enteropatégenos, pero si la posibilidad de su presencia. Los
enterococos también han sido usados como marcadores la calidad
del agua debido a que son habitantes comunes del tracto
intestinal. Los clostridios sulfito-reductores (C. perfringens, C.
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welchii) estan en las deyecciones de los animales de sangre
caliente y se han considerado marcadores de polucién fecal
remota, pero son ubicuos en los sistemas acuaticos. Pseudomonas
aeruginosa es util para el andlisis de aguas recreacionales que
reciben desinfeccién quimica.

Reservorios Reservorio
animales humano

agua superficie agua
. | ———
superficial terrestre subterranea

) uso uso uso uso
recreacion domestico | | agricola aerosoles agricola domastico aerosoles
\ v ~
Mueves
resemnvorios
animales
y humano

Figura 4.1. Rutas ambientales de los patégenos en relacién con el agua (81)

Las bacterias fermentadoras de lactosa como E. coli, Citrobacter,
Enterobacter y Klebsiella se denominan coliformes, pero solamente
la primera es de origen exclusivamente fecal. Hay varias técnicas
para la deteccion de coliformes en el agua, como la del ndmero
mas probable y la filtracion por membrana. Estos procedimientos
tardan varios dias en completarse, por lo que se tiende a
determinar solamente la presencia o ausencia de bacterias
coliformes fecales, debido a que el nivel de las mismas no estd
relacionado cuantitativamente con la posibilidad de un brote de
alguna enfermedad transmitida por el agua y el ensayo
proporciona suficiente informacién sobre la calidad del agua. Sin
embargo, estos métodos no detectan bacterias viables pero no
cultivables, ya que en situaciones oligotréficas una proporcién de
la poblacién total puede ser irrecuperable en los cultivos
corrientes (81).

En la prueba clésica para la deteccién de contaminacién fecal se
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inocula caldo-lactosa con la muestra de agua o una dilucién de la
misma. La formacién de gas a 44 + 1°C es una prueba presuntiva
de la contaminacion por coliformes fecales, debido a que el
crecimiento a esa temperatura es una caracteristica de Salmonella,
Shigella y E. coli, pero también de algunas cepas de Klebsiella,
aunque no todas estas bacterias son fermentadoras de lactosa. En
la prueba confirmatoria sobre agar Levine (EMB), las colonias
obscuras de E. coli adquieren un brillo metalico caracteristico y
los que no fermentan la lactosa tienen colonias incoloras (35).

Numero mas probable de coliformes

Si el agua puede contener cloro residual, agregar en condiciones de
asepsia 2 mL de una solucion estéril de tiosulfato de sodio al 1% a cada
litro de muestra.

Sembrar tres tubos de caldo-lactosa doble concentraciéon con 10 mL
de muestra, tres tubos de medio simple con 1 mL y los tres restantes
con 0,1 mL cada uno. Incubar a 35°C durante 24-48 hs. Para coliformes
fecales usar el medio EC e incubar a 44 + 1°C. El caldo-lactosa simple
contiene: extracto de carne 3 g, peptona 5 g, lactosa 5 g, purpura de
bromocresol (al 0,5%) 4 mL, agua 1 L, pH 7,2. Repartir en tubos con
campanita. El medio doble concentracion contiene los mismos
ingredientes en 500 mL de agua.

El medio EC simple contiene: peptona 20 g, lactosa 5 g, sales biliares
1,5 g, fosfato dipotasico 4 g, fosfato monopotasico 1,5 g, cloruro de
sodio 5 g, agua destilada 1 L. Para el medio doble concentracion se
disuelven los sélidos en 500 mL de agua. Se reparte en tubos con una
campanita (94).

Observar los tubos que presentan gas en cada una de las series.
Obtener el nimero caracteristico donde la primera cifra corresponde a
los tubos de positivos sembrados con 10 mL de muestra, la segunda a
los positivos que recibieron 1 mL y la tercera a los positivos con 0, 1 mL
de agua. Consultar la tabla para obtener el nimero mas probable de
coliformes o coliformes fecales en 100 mL de la muestra.

Escherichia coli

Sembrar 1 asa de cada uno de los tubos positivos para coliformes
fecales en sectores de las placas de agar Levine (EMB). Este medio
contiene peptona 10 g, lactosa 5 g, sacarosa 5 g, fosfato dipotasio 2 g,
agar 15 g, eosina 0,4 g, azul de metileno 0,065 g, agua 1 L, pH 7,2.
Incubar a 35°C durante 48 horas. En este medio las colonias son negras
con brillo metalico (35).
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caldo-lactosa  incubacién

medio de Levine
(= EMB)

tincién de Gram negatiy’é

- = - e

= = —

pruebas H
confirmatorias )
indol, movilidad y roj

urea, citrato, H>S yVoges Proskauer negativas

La tolerancia en las aguas de consumo suele ser de 100 bacterias
aerobias banales y 2 coliformes totales en 100 mL de agua, pero
deben estar ausentes los coliformes fecales.

Otra técnica es la filtracién de voltiimenes conocidos de muestra
de agua diluida o sin diluir a través de membranas con rejilla
hidrofébica y poros de 0,45 pm seguida de la incubacién del
filtro, depositado directamente sobre el medio de cultivo
gelificado o un disco de papel grueso impregnado con el medio
liquido, para contar luego las colonias desarrolladas (35).
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Numero mas probable por mL de muestra
utilizando series de tres tubos inoculados
con 10 mL, 1 mL y 0,1 mL (35

Nimero Indice | Numero Indice
caracteristico | NMP | caracteristico | NMP
001 3 200 9
00 2 6 2 01 14
00 3 9 20 2 20
010 3 20 3 26
011 6,1 210 15
01 2 3,2 211 20
013 12 21 2 27
020 6,2 213 34
021 9,3 220 21
02 2 12 2 21 28
023 16 2 2 2 35
030 9,4 223 42
031 13 230 29
03 2 16 2 31 36
033 19 2 3 2 44
100 36 2 33 53

1 01 7,2 300 23
10 2 11 301 39
103 15 30 2 64
110 7,3 303 95
111 11 310 43
11 2 15 311 75
113 19 31 2 120
120 11 313 160
1 21 15 320 93

1 2 2 20 321 150
123 24 32 2 210
1 30 16 32 3 290
1 31 20 330 240
1 3 2 24 3 31 460
133 29 33 2 1100

Las pruebas basadas en la determinaciéon de la presencia-
ausencia son procedimientos alternativos que proporcionan la
informacién necesaria en 24 horas o menos. Para detectar (-
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galactosidasa que indica la presencia de bacterias coliformes, se
emplea un medio que contiene isopropil B-D-tiogalactopirandsido
(IPTG), y para detectar B-glucuronidasa que es diagnostica de E.
coli, se utiliza un medio que contiene el compuesto fluorogénico
4-metil-umbeliferil-p-D-glucurénido (MUG) ademas de o-
nitrofenol-B-D-galactopiranésido (81), pero solamente el 95% de
las cepas de E. coli tienen la enzima glucuronidasa (95).

Identificacion de Escherichia coli

Tomar material de las colonias presuntivas de la placa de agar de
Levine, hacer un coloracion de Gram y repicar en los medios de
Simmons, Christensen, Clark & Lubs y SIM (por puncién en este Gltimo).
Incubar a 37°C durante 48 horas.

Si se trata de E. coli la coloracion muestra bacilos pequefios Gram-
negativos. El medio de Simmons mantiene el color verde pues el citrato
no es utilizado como Unica fuente de carbono. El caldo glucosa de Clark
& Lubs toma un color rojo que indica una fermentacién acida mixta al
afiadir unas gotas de solucion acuosa de rojo de metilo. El medio urea
de Christensen mantiene el color amarillo pues no es descompuesta la
urea. En el medio SIM hay un desarrollo extendido debido a la motilidad
de la bacteria, no se colorea de negro pues no genera H,S y luego de
agregar 0,5 mL de reactivo de Kovacs aparece un anillo rojo en 5
minutos indicando la produccién de indol (21, 35).

También se wutilizan sondas génicas y otros métodos
moleculares para detectar bacterias coliformes y E. coli. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se emplea para
detectar en el agua los genes que codifican las enzimas
marcadoras de la presencia de bacterias coliformes y E. coli.

Los criterios que determinan la potabilidad del agua no
excluyen totalmente la posibilidad de ingerir enteropatdgenos
pero, como se necesita una dosis infectiva de varios cientos a
miles de bacterias para producir la enfermedad, el riesgo es
minimo.

En general, los coliformes fecales son competidores débiles en
las bajas concentraciones de sustrato que predominan en las
aguas naturales y suelen ser eliminados por competencia y
depredacién. La temperatura baja del agua, la adsorcién al
sedimento y las condiciones anodxicas, contribuyen de vez en
cuando a la supervivencia prolongada de coliformes fecales en
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aguas naturales.

Los enterovirus y los quistes de algunos protozoos patégenos
son algo mas resistentes a la desinfeccién por cloro u ozono que
las bacterias y ocasionalmente se recuperan particulas de virus
activas o quistes vivos en aguas tratadas para cumplir los normas
sobre coliformes fecales. Hay pruebas de que en algunos paises se
han producido epidemias por enterovirus y protozoos presentes
en el agua potable. Para detectar los virus se deben multiplicar en
cultivos de tejidos adecuados y/o revelar por procedimientos
inmunolégicos. Generalmente, las concentraciones de virus son
tan bajas que el primer problema es concentrarlos (81).

El agua procede de subsuelo a través de pozos, o de aguas
superficiales como las de rios, lagos o embalses. En el caso del
agua subterrdnea, a menudo todo lo que se requiere es una
desinfeccién. Las aguas de superficie tienen que tratarse por
sedimentacion y filtracién. Tradicionalmente la desinfeccién del
agua se realiza por cloraciéon. Este tratamiento es relativamente
econdmico y el contenido en cloro libre residual del agua tratada
(0,2 - 1 mg/L) es un factor de seguridad intrinseco contra la
recontaminacién. El inconveniente estd en las trazas de
compuestos de halogenados que se generan, por tanto se tienen
que separa los compuestos organicos del agua.

La capacidad del hipoclorito para destruir microorganismos se
debe a que el HOCI oxida proteinas y otras moléculas. La
actividad del cloro se reduce a pH alcalino. Los quistes de
protozoos por su cubierta gruesa son mds resistentes, asi se
necesita 2,8 mg de cloro/L para inactivar el 99% de Giardia y 80
mg/L durante mas de 90 minutos para inactivar los ooquistes de
Cryptosporidium. Algunos rotavirus requieren 5 mg de cloro/L
para la inactivacién y un virus coxsakie 18 mg/L durante 5
minutos (81).

ALIMENTOS

Los productos alimenticios son un buen sustrato para el
crecimiento de diversas clases de organismos, aunque muchos no
son dafiinos, algunos los estropean y otros causan enfermedades
y producen toxinas, pero también los hay benéficos. Los
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microorganismos bajo condiciones fisicas favorables vy
temperaturas entre 0 y 60°C, crecen produciendo cambios en las
caracteristicas organolépticas y otras cualidades de los alimentos
como resultado de la descomposiciéon del sustrato y la sintesis
microbiana (77).

El origen de los contaminantes puede ser:

endégeno
0 alimentos de origen animal, por ejemplo
*  Salmonella spp. en la yema de huevo
»  Trichinella spiralis en la carne de cerdo o jabali
= varios helmintos parasitos en el pescado
0 frutas, hortalizas y cereales
* unaamplia variedad de saprobios
exogeno
0 contenido intestinal, patas y piel, plumas, de los
animales de abasto
0 suelo, aguas superficiales, polvo
0 tracto intestinal y respiratorio humano
0 ambientes de la industrias de alimentos y los
restaurantes
* materias primas
* restos de alimentos
= envases
* aguas residuales
= roedores, insectos, aves y mascotas (21).

Los factores que influyen en las poblaciones microbianas
existentes en los alimentos son:

v

intrinsecos, es decir relativos a las propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas del alimento: nutrientes, pH y
capacidad reguladora, potencial redox, actividad del
agua, antimicrobianos;

extrinsecos que resultan de las propiedades fisicas y
quimicas del ambiente en el que es mantenido el
alimento: humedad relativa, temperatura, atmosfera;
efectos del tratamiento o procesado en la elaboracién:
cortado, lavado, envasado, calor, conservantes;
implicitos, que comprenden las interacciones en Ila
comunidad microbiana  primaria: velocidad de



Manual de Microbiologia General 147

crecimiento  especifico, sinergismo, antagonismo,
comensalismo (95).

Los microorganismos que se encuentran en la leche tienen tres
origenes: el interior de la ubre, el exterior de los pezones y el
equipo de ordefio. Las bacterias que estan fuera del pezén
pueden invadir el orificio y desde alli el interior de la ubre. La
leche extraida de wun animal sano contiene pocos
microorganismos, menos de 102-10° ufc/mL. A partir del
momento en que se saca la leche de la vaca y hasta que se reparte
en los envases, todo lo que se pone en contacto con ella es una
fuente potencial de contaminacién. Los microbios mas comunes
son Micrococcus, Streptococcus 'y Corynebacterium. Si el animal tiene
mastitis los valores de bacterias pueden llegar a 108 ufc/mL de
leche acomparfiadas de alto namero de leucocitos.

La superficie de las plantas sanas estd siempre contaminada
pero generalmente los tejidos internos estan libres de
microorganismos. La magnitud y el tipo de contaminacién esta
determinado por las caracteristicas del vegetal, el ambiente donde
se ha cosechado, el método de manipulacién y el tiempo y las
condiciones de almacenamiento. Las frutas y hortalizas son
susceptibles a la infeccién por bacterias, hongos y virus, la
invasion puede tener lugar durante el desarrollo de la planta y
esto aumenta la posibilidad de su deterioro post-cosecha (77).

La manipulacién durante y después de la cosecha puede
producir lesiones en los tejidos que facilitan el ingreso de los
microorganismos. El pH de las frutas es relativamente acido,
oscilando entre 2,3 en los limones a 5,0 en las bananas. Esto
restringe el crecimiento bacteriano pero no afecta a los hongos. La
escala de pH de las verduras es ligeramente superior y por ello
son mas susceptibles al ataque por bacterias.

Las aves recién muertas, desplumadas y evisceradas tienen en
la superficie bacterias que estin normalmente presentes sobre las
aves vivas. Bajo buenas condiciones de procesamiento el recuento
oscila entre 102 y 103 bacterias/cm? de piel. Los principales
contaminantes provienen del contenido intestinal y el ambiente,
como por ejemplo Salmonella, Campylobacter y Pseudomonas.

El interior de un huevo recien puesto por aves sanas esta libre
de microbios y la contaminacién posterior estd determinada por



148 Carrillo L

las condiciones de manipulacién asi como la temperatura y
humedad de almacenamiento. Los microorganismos pueden
penetrar en el huevo a través de grietas o cuando se ha
deteriorado la fina capa de proteina que recubre la cascara (95).

La microbiota del pescado y mariscos recién recogidos son el
reflejo de la calidad microbiolégica de las aguas donde provienen.
Las bacterias de la piel y agallas del pescado son principalmente
de los géneros Pseudomonas, Shewanella, Psychrobacter, Vibrio y
Flavobacterium. Los mariscos que crecen en aguas contaminadas
pueden concentrar virus y ser fuentes de infecciones de hepatitis.

La canal del animal muerto para obtener la carne tiene una
contaminacion superficial debida a muchas clases de organismos
procedentes de varias fuentes tales como el cuero, los pelos o la
lana, el contenido intestinal, el personal y el equipo. Los tejidos
internos de un animal sano estdn relativamente exentos de
microorganismos. La carne recien cortada de una canal tiene su
nueva superficie contaminada con los organismos caracteristicos
del ambiente y los instrumentos usados (sierras, cuchillos). La
mayor contaminacion por formacién de nuevas superficies se
produce durante la preparaciéon de hamburguesas. El nimero de
bacterias sobre una canal apenas obtenida suele estar entre 102 y
10* ufc/cm? de superficie expuesta. Los organismos mds comunes
sobre las carnes frescas son Pseudomonas, Staphylococcus,
Micrococcus, enterobacterias, levaduras y mohos (77).

Las enfermedades transmitidas por alimentos se dividen en tres
tipos:

0 ingestién de la toxina preformada, como en el caso de la
intoxicacion por C. botulinum, S. aureus, B. cereus.

0 infeccibn no invasora, las bacterias colonizan la luz
intestinal, una vez instalado el patégeno suele producir una
toxina, por ejemplo Vibrio cholerae, C. perfringens.

0 infeccién invasora, las células penetran en las células del
epitelio intestinal como Shigella, Salmonella, pero otras
atraviesan la pared intestinal y se diseminan por via
hematica por ejemplo Salmonella typhi, Brucella (95).
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Cuadro 4.2. Bacterias patégenas, virus y pardsitos mds importantes
transmitidos por los alimentos (95)

Organismos Reservorio/portador Ejemplos de alimentos
Aeromonas Agua Agua

Arroz cocido, carnes
Bacillus cerens Suelo cocidas, hortalizas,

budines amildceos

Leche fresca, productos

Brucella Bovinos, caprinos, ovinos ,
lacteos
Pollos, perros, gatos
S 05 P > HT0S, Leche fresca, aves de
Campylobacter jejuni bovinos, cerdos, aves

salvajes

corral, agua

Clostridium botulinum

Suelo, mamiferos, aves,
peces

Pescado, carne,
hortalizas, conservas
caseras

Clostridum perfringens

Suelo, animales, hombre

Carnes y aves de corral
cocinadas, jugo de carne,
porotos

Escherichia coli

Ensaladas, hortalizas

enterotoxinégeno crudas, agua
Escherichia coli
. . Leche, agua

enteropatégeno Hombre, bovinos, aves de
Escherichia coli corral, ovinos

. Queso, agua
enteroinvasor
Escherichia coli Carne poco cocida, leche
enterohemorrigico fresca, queso, agua

Listeria monocytogenes

Suelo, hortalizas, bovinos,
aves de corral

Quesos blandos, leche,
ensalada

Mycobacterinm bovis

Bovinos

Leche fresca

Carnes, aves de corral,

Salmonella spp. Hombre y mamiferos agua, huevos, productos
lacteos
Salmonella typhi Hombre Agua, hortalizas crudas
Shigella Hombre Agua, ensaladas, agua
Jamén, ensaladas,
Staphylococcus aurens Hombre productos de panaderfa

relllenos de crema,
helados, quesos

Vibrio cholerae

Hombre, vida marina

Matriscos, ensaladas,
pescado crudo, agua
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Organismos

Resetvorio/portador

Ejemplos de alimentos

Vibrio parabaenolyticns

Agua de mar, vida marina

Pescado crudo,
cangrejos, mariscos

Yersinia enterocolitica

Agua, animales salvajes,
cerdos, perros, aves de

Leche, carne de cerdo y
aves de corral, agua

corral
Virus
.. Agua, mariscos, frutas
Hepatitis A Hombre &1, e ’ ’
hortalizas crudas
Rotavirus Hombre Agua
Protozoos
Cyclospora Animales Agua
Agua, leche fresca
Cryptosporidium . > i
Dptosp Hombre, animales embutido crudo no
parvum
fermentado
Entamoeba histolytica Hombre Hortalizas, frutas frescas
Giardia lamblia Hombre, animales Agua
Sarcocystis Bovinos, ovinos Carnes
Cerdos, ovinos, aves de
Toxoplasma Gato ’ ’
corral
Helmintos
. .. Alimentos contaminados
Ascaris lumbricoides Hombre
con suelo
Taenia saginata Bovinos Carne poco cocida
. . Carne de cerdo poco
Taenia solinm Cerdos . b
cocida
. . , Carne de cerdo poco
Trichinella spiralis Cerdos, carnivoros . p
cocida
. Alimentos contaminados
Trichuris trichinra Hombre
con suelo

Los cambios debidos a la alteracién de alimentos frescos y
elaborados causados por los microorganismos pueden ser:

e formacién de viscosidad o limo extracelular, como el

generado en la carne refrigerada por el crecimiento de

organismos psicréfilos o psicrotrofos;
e despolimerizaciéon o

hidroélisis

de carbohidratos,

proteinas y grasas, ocasionando la pérdida de la
organizacién biolégica del alimento, por ejemplo la
maceracion de las zanahorias por Rhizopus;
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e destruccién de un emulsionante, como la lecitina en los
ovoproductos causada por Bacillus cereus;

e fermentaciéon de un aztcar acumulando 4cidos organicos
o produciendo cambios molestos en el aroma, como la
acidificacién de la leche por Streptococcus o la formacién
de diacetilo por Pediococcus en la cerveza;

e oxidacién de un producto que determina variacién en el
aroma y la apariencia, por ejemplo el agriado del vino
por Acetobacter;

e produccién de un pigmento, como las manchas rojas del
queso debidas a Lactobacillus plantarum;

e reduccién de un compuesto que produce un olor extrafio
o un cambio de color, como el ennegrecimiento de
hortalizas encurtidas por Desulfotomaculum al reducir
sulfatos;

e formacién de un olor o aroma desagradable, por ejemplo
la trimetilamina en los pescados descompuestos (97).

Los microorganismos mas importantes que deterioran los
alimentos enlatados con defectos de elaboracién, son los
formadores de endosporos y el mayor riesgo es la produccciéon de
toxinas por Clostridium botulinum (77).

Todos los métodos de conservacion de alimentos estdn basados
en uno de los siguientes principios:

= prevencién de la contaminacién,

* inhibicién del crecimiento y metabolismo microbiano,

* matar los microorganismos.

Los métodos de conservaciéon deben tener en cuenta la
extraordinaria resistencia de las esporas bacterianas frente a
agentes tales como el calor, los productos quimicos y la
deshidratacién.

Las cubiertas protectoras como la céscara de los huevos, la piel
de las frutas y verduras, la cascarilla de los cereales, son barreras
naturales para los organismos dafiinos, mientras que los envases
protegen a los alimentos elaborados (97).

El calor es ampliamente utilizado para destruir los organismos
que hay en los productos alimenticios en latas y frascos. En los
productos muy 4&cidos la temperatura no sobrepasa la de
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ebullicién pues los endosporos sobrevivientes de C. botulinum no
germinan a pH por debajo de 4,5, mientras que los alimentos
poco acidos y neutros se aplica la esterilizaciéon en autoclave para
matar los endosporos.

Recuento microscoépico directo

Marcar con un lapiz graso, un circulo de 1 cm® sobre un portaobjetos.
Depositar 0,01 mL con un asa calibrada de la dilucion de alimento y
extenderlo dentro de la superficie marcada. Secar al aire y fijar con
metanol durante 3 minutos. Colorear unos 30 segundos con solucién de
azul de metileno alcalina. Lavar, secar y
colocar una gota de aceite y un /// O //
cubreobjetos, y sobre éste otra gota de /
aceite para observar por inmersion.

Contar las células de varias decenas de /

campos (de 0,02 mm? para la mayoria de los
objetivos de inmersién). Dividir el nUmero de
microbios por el numero de campos ’// (///
observados. Calcular el nimero de células @W
correspondiente a un cm? o sea contenidas
en el volumen depositado. Obtener el nimero/mL de dilucién y
multiplicar por la inversa de ésta para hallar el nimero total de
microorganismos/g o mL de alimento.

Un asa de 4 mm de diametro interno hecha con alambre Ni-Cr de
0,457 mm de diametro, carga aproximadamente 10 pL (25).

La pasterizacién que se utiliza para la leche y algunos otros
productos consiste en un tratamiento a una temperatura de 63°C
durante 30 minutos, o de 72°C durante 15 segundos. Deben
tomarse las necesarias precauciones para evitar la contaminacién
después de la pasterizaciéon y el producto acabado debe
almacenarse a baja temperatura para retrasar el crecimienode los
microorganismos que han sobrevivido. El tratamiento de ultra
alta temperatura (UAT) consiste en calentar la leche a 135-150°C
durante 4 segundos (97).

Las temperaturas de congelacion retrasan el crecimiento y
frenan las actividades metabélicas de los microoorganismos
durante largos periodos de tiempo. Antes de ser congelados, la
mayoria de los vegetales son sometidos a la accion del vapor de
agua para inactivar las enzimas que podrian alterar al producto
aun a bajas temperaturas. Los métodos de congelacién rapida



Manual de Microbiologia General 153

usan temperaturas de -25°C o menores para formar cristales de
hielo pequefios que no rompen las estructuras celulares del
alimento. El ndmero y los tipos de microorganismos viables
presentes en los alimentos congelados reflejan el grado de
contaminacién del producto bruto, las condiciones sanitarias de
la planta de elaboracién y, la velocidad y el cuidado con que se
elaboré el producto.

El recuento microbiano de la mayoria de los alimentos
congelados disminuye durante el almacenamiento, pero por
ejemplo algunas especies de Salmonella sobreviven durante largos
periodos de tiempo entre -9 y -17°C. El crecimiento de bacterias
toxigénicas como C. botulinum tipos A y B proteolitico, y S. aureus
puede evitarse a temperaturas de 5°C, pero C. botulinum tipo E
crece a 3,3°C.

Cuando los microoorganismos se colocan en soluciones con
grandes cantidades de aztcar (jaleas y mermeladas) o sal (carnes
curadas) las células se deshidratan y el metabolismo se detiene,
retrasando o evitando el crecimiento. Los procesos de
conservacion basados en este principio afectan sobre todo a las
bacterias, mientras que las levaduras y mohos son relativamente
resistentes. La elevada presiéon osmética puede inhibir el
crecimiento microbiano, pero no elimina a todos los organismos.

Los &cidos organicos son utilizados como conservadores de
alimentos, entre los maéas efectivos estan los &cidos benzoico,
sorbico, acético, lactico y propiénico. Los acidos sérbico y
propionico se usan para inhibir el crecimiento de los mohos en el
pan. Los alimentos preparados por procesos de fermentacién, por
ejemplo encurtidos, yogur y quesos, estdn conservados
principalmente por los &cidos acético, lactico o propiénico
producidos durante la fermentacién (77).

Los nitratos y nitritos son aditivos usados en el curado de
carnes pues, aunque téxicos, inhiben algunas bacterias
anaerodbicas especialmente C. botulinum (77). Por otra parte, las
buenas practicas de manufactura incluyen procedimientos que
permiten obtener productos de calidad microbiolégica
conveniente, mediante el control en la cadena de elaboracién (95).
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TOXINAS

Las enterotoxinas son exotoxinas que actdan en el intestino
delgado causando una secrecién masiva de fluido en el Iumen
intestinal que provoca vémitos y diarrea. Son producidas por una
variedad de bacterias (Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Bacillus cereus, Vibrio cholerae, Salmonella enteritidis,
cepas de Escherichia coli) (1).

Algunas bacterias Gram-negativas (Salmonella,  Shigella,
Escherichia) producen lipopolisacaridos téxicos (endotoxinas) que
forman parte de capa externa de la pared celular. Estas moléculas
producen una variedad de efectos fisiolégicos: diarrea, fiebre,
inflamacién, disminucién de los leucocitos y las plaquetas.

La toxina botulinica es una serie de siete neurotoxinas (A-G)
relacionadas y son las mds potentes que se conocen, pues un
miligramo es suficiente para matar un millén de pollos. La
muerte es debida a una falla respiratoria por la parélisis
muscular. La toxicidad se debe a la unién de la toxina con las
membranas presindpticas sobre la terminacién de las neuronas
motoras esimuladoras en la unién neuromuscular, bloqueando la
liberacién de acetilcolina. El botulismo es producido Clostridium
botulinum y otros clostridios estrechamente relacionados (1).

Cuando hay desequilibrios en las poblaciones del plancton
marino los dinoflagelados, tales como Gonyalux, crecen en
suspensiones densas llamadas floraciones, de color rojo debido a
las xantodfilas presentes como pigmentos accesorios de la
fotosintesis en estos organismos. Tales floraciones o marea roja
indican la polucién de las aguas asociada con la muerte de peces
y el envenenamiento de los humanos que consumen los mariscos
debido a las potentes neurotoxinas producidas (46).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos para los
animales. Una micotoxicosis primaria se produce al consumir
vegetales contaminados y secundaria al comer carne o leche de
animales que ingirieron forrajes contaminados, por ejemplo la
presencia de aflatoxina M; en la leche es consecuencia de la
ingesta de aflatoxina By por la vaca (98). Los primeros casos de
micotoxicosis fueron descriptos en la Argentina en 1912 (99).

La presencia de las micotoxinas en los vegetales puede deberse
a la infeccién de la planta en el campo por un hongo patdgeno, la
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colonizacién de la filésfera por uno saprobio, el crecimiento post-
cosecha sobre frutos y granos almacenados, o el desarrollo
fangico durante el depdsito de los materiales ya procesados. Se
conocen unas 300 toxinas ftngicas.

Las micotoxinas son especificas. La aflatoxina B; es formada por
tres especies estrechamente relacionadas: Aspergillus parasiticus, A
nomius 'y A. flavus (25). Las esporidesminas son producidas
solamente por Pithomyces chartarum. La patulina es generada por
unas once especies de Penicillium, tres de Aspergillus y dos de
Byssochlamys .

Es grande la variabilidad en la formacién de toxinas por una
especie dada. Penicillium roqueforti produce algunas en las
condiciones de laboratorio pero no en los quesos madurados. Los
rendimientos de toxina T-2 por cepas de Fusarium sporotrichioides
varian considerablemente y no todas las cepas de A. flavus son
aflatoxigénicas. Los tricotecenos estan asociados a cereales de
zonas templadas, mientras que las aflatoxinas se encuentran con
mas frecuencia en oleaginosas y cereales de zonas calidas.
También influyen las practicas agricolas (98).

La presencia de una micotoxina y el peligro asociado solamente
pueden ser determinados con certeza después de la extracciéon e
identificacién de la toxina, porque: la presencia del hongo no
asegura que exista una micotoxina, ésta continda en el producto
aunque el moho haya desaparecido, un hongo dado puede
producir mas de una toxina y una determinada micotoxina puede
ser formada por mas de una especie de mohos. Las
concentraciones se expresan en pg/kg, o sea una relaciéon de
1/10% y la accién de estas pequenas cantidades es acumulativa
(25).

El nivel de aflatoxinas en los vegetales es muy variable,
oscilando los valores en choclo y maiz entre 0,1 y 2.000 nug/kg,
Estas toxinas producen dafio hepatico agudo, cirrosis, induccién
de tumores y teratogénesis. Se excretan por leche y se acumulan
en los tejidos (98).

La contaminaciéon de productos agricolas con fumonisinas
pueden alcanzar valores de hasta 330 mg/kg, principalmente en
los destinados al consumo animal. Estas micotoxinas producen
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leucoencefalomalacia equina, edema pulmonar porcino y cancer
hepético en ratas. Se excretan por la leche (100).

La ocratoxina A produce nefropatia en cerdos y aves, y se
acumula en rifién, higado y musculo. Los valores presentes en
granos han llegado hasta 5 mg/kg.

Los tricotecenos (diacetoxiscirpenol, desoxinivalenol, toxina T-2
y otros) causan diarrea, hematuria, vomitos, anorexia, leucopenia,
necrosis y en algunos casos letales hemorragias multiples. Por
otra parte, la zearalenona es hiperestrogénica, los psoralenos
originan fotodermatitis y los tremégenos (penitrem A y otros)
afectan al sistema nervioso provocando temblores y convulsiones
en los animales.

Una vez formadas las micotoxinas no se pueden eliminar
durante el procesamiento culinario o industrial, aunque en unos
pocos casos se reduce su contenido. Las micotoxinas son
moderadamente estables a los procedimientos de tostado, asi los
manies pierden alrededor del 40% de aflatoxina B; y los granos de
café verde cerca del 80% de ocratoxina A. El proceso de
panificacién reduce en un 16 a 69% el desoxinivalenol presente en
la harina de trigo. El tratamiento de maiz quebrado con NaOH
disminuye significativamente el contenido de aflatoxina, pero la
preparacion del grano entero con Ca(OH), reduce sélo un 40% de
la misma (98).

SUELO

El suelo estd formado por cinco componentes principales:
minerales, agua, aire, materia orgdnica y seres vivos, cuya
proporcién no es la misma en todos los suelos. El aire y el agua
juntos representan alrededor de la mitad del volumen del suelo.
El agua se mueve por acciéon de la gravedad atravesando los
poros mas grandes y una parte es retenida por interacciones con
los otros constituyentes inertes, siendo aprovechada por los
organismos vivos sélo una fracciéon de la misma.

La aireacién y la humedad estan interrelacionadas, ya que los
poros que no contienen agua estdn llenos de gas. La atmésfera
subterranea es diferente de la superficial porque tiene menos O»y
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comunmente de diez a cien veces mas CO, debido a la actividad
biolégica (69).

Un corte vertical del suelo revela el perfil definido por las capas
horizontales:

O) mantillo superficial, grueso o delgado, de restos
organicos en descomposicion;

— A) horizonte del cual han desaparecido algunos
constituyentes inorganicos durante el largo periodo
de formacién del suelo pero mas o menos rico en
materia organica, que contiene las raices, unos
pequefios animales y la mayoria de los
microorganismos;

[~ B) horizonte en el cual se depositan algunos
coomponentes provenientes de las capas superiores,
con poca materia organica, algunas raices y escasos
‘ microorganismos;

»ﬂ—éﬁ‘g:—C) estrato de composiciéon semejante al material
T—-sl "-v’;} original, donde hay pocas formas de vida (89).

5 7/~=- El suelo presenta una gran heterogeneidad, pues

L ™57 esta dividido en una multitud de microambientes
AL 5 cuyas las condiciones suelen ser muy diferentes unas

de otras, lo que explica por ejemplo la presencia de
bacterias y actinobacterias neutréfilas y/o alcaldfilas en suelos
4cidos, o desnitrificantes en suelos bien aireados.

Los soportes orgdnico y mineral no son inerte. Los diversos
procesos fisicos, quimicos y bioloégicos que ocurren estdn
intimamente intrincados, por ejemplo los productos del
metabolismo microbiano suelen ser sustraidos provisoriamente
del proceso de biodegradaciéon por adsorciéon sobre coloides
(estabilizacién) (6).

La energfa necesaria para el desarrollo de los microorganismos
heterotréficos que constituyen la mayoria de las poblaciones del
suelo, proviene indirectamente de la fotosintesis. También hay
una micro y mesofauna que suelen intervenir activamente en los
procesos del suelo (6).

Ademas, el suelo constituye un reservorio de microorganismos
que se estan domesticando con el fin de aumentar la
productividad agricola de una manera sustentable (101).
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Los efectos benéficos de los microbios del suelo son amplios y
van desde la fijacién de nitrégeno y la descomposicion de la
materia orgdnica hasta la hidrélisis de agroquimicos y
subproductos metabdlicos, y el mejoramiento de la
biodisponibilidad de nitratos, sulfatos, fosfatos y metales
esenciales (102).

No estan distribuidos uniformente en el suelo debido al
mosaico discontinuo de microambientes, donde los favorables
para el desarrollo microbiano se caracterizan por su limitada
extensiéon en el espacio y el tiempo. La dispersiéon de los
microorganismos, con
excepcion  de  los
fototroficos, sigue la
distribucién vertical de
los nutrientes pero es
alterada por otros
factores, como la  mineral’
composicion de la = 9%
atmoésfera del suelo, el actinomicetos,

bacterias 20%
pH, la humedad, la
cantidad de minerales invertebrados

Suelo total Suelo organico

otros
organismos 5%

organico7%

hongos 50%

asimilables y la 10%
presencia de protozoos, algas)

. levaduras 20%
substancias

. . Figura 4.2. Biomasa del suelo (10).
antimicrobianas (6).

La curva mas frecuentemente observada en la distribuciéon
vertical de las bacterias y hongos es de tipo decreciente, donde la
densidad microbiana que alcanzé un méximo muy cerca de la
superficie disminuye progresivamente con la profundidad. La
reduccién en los primeros centimetros de suelo se debe a la
accion de la luz solar y la desecaciéon. En el caso de ciertos suelos
forestales donde el mantillo aporta substancias inhibidoras que
no son biodegradadas rapidamente en el horizonte superior, la
densidad microbiana aumenta en la capa intermedia y la curva es
de tipo convexo.

Si los compuestos inhibidores de origen vegetal o sintetizados
por otros microorganismos, se acumulan en el horizonte
intermedio y hay un estimulo en la profundidad debido a la base
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calcarea que aumenta el pH, la curva es de tipo céncavo porque la
densidad microbiana es mayor tanto en la superficie como en la
profundidad, aunque esta distribucién es rara.

La distribucién de las cianobacterias y algas esta regida por la
luz y la humedad. En los suelos saturados con agua estdn en la
superficie o los primeros milimetros, en los no saturados dentro
del primer centimetro dependiendo de la posibilidad de
penetraciéon de la luz, mientras que en los suelos halomorfos
donde la eflorescencia salina forma una costra transparente
pueden hallarse en los tres primeros centimetros del perfil. El
agua suele arrastrar las células méas abajo pero solo aquellas
especies capaces de cambiar a un metabolismo heterotréfico
pueden sobrevivir.

La distribucién horizontal de los microorganismos esta ligada a
la macroheterogeneidad del suelo y puede ser debida a la accién
de la vegetaciéon que modifica el ambiente superficial, por
ejemplo la acidificacién producida por el mantillo de Pinus, y al
efecto de las raices (6).

En muchos de los reconocimientos de las especies pro y
eucarioticas se han empleado técnicas de cultivo, pero también se
suelen detectar los genes del ARN ribosémico o el ADN, por
diversas técnicas de la biologia molecular, para evaluar las
comunidades microbianas (103).

Las bacterias Gram-negativas (Acinetobacter, Agrobacterium,
Alcaligenes, Caulobacter, Cellulomonas, Flavobacterium, Pseudomonas,
Xanthomonas) predominan en ntmero respecto a las Gram
positivas  (Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Clostridium,
Corynebacterium,  Micrococcus,  Mycobacterium,  Staphylococcus,
Streptococcus). En cuanto a las actinobacterias, los géneros mas
abundantes son Streptomyces y Nocardia, con menos frecuencia se
hallan Micromonospora, Actinomyces y otros (89).

Los géneros mas representativos de mixobacterias del suelo son
Myxococcus, Chondrococcus, Archangium 'y Polyangium (46). Entre las
principales  poblaciones fototréficas se encuentran las
cianobacterias Anabaena, Cylindrospermum, Lyngbya, Microcoleus,
Nostoc,  Oscillatoria,  Plectonema, — Schizothrix, ~ Scytonema y
Tolypothrix) (104).
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Los géneros de hongos que tienen especies representativas en la
mayoria de los suelos son Absidia, Aspergillus, Chaetomium,
Epicoccum, Fusarium, Gymnoascus, Mortierella, Mucor, Penicillium,
Rhizopus, Trichoderma, Gliomastix, Memnoniella, Rhizoctonia,
Stachybotrys y Zygorhynchus. También es comun hallar micelio de
basidiomicetos, mixomicetos y oomicetos (53). Las levaduras
Candida, Cryptococcus, Lipomyces y Rhodotorula se encuentran en
una amplia variedad de suelos (105).

El célculo del ntimero de microorganismos varia de acuerdo al
método con el cual se determina. El recuento en placa da valores
menores porque muchos son incapaces de crecer en los medios
comunes, pero las estimaciones hechas por las técnicas de
recuento microscépico son superiores debido a que suelen
contarse los organismos muertos (66).

La biomasa microbiana se puede determinar sea por el
contenido de lipidos bacterianos o ergosterol fungico, el uso de
parametros fisioldgicos tales como respiracion o cantidad de ATP
(74, 81).

Las interacciones entre los vegetales y los microorganismos del
suelo se manifiesta de modo especial en zona que estad en contacto
con las raices (rizésfera). Las poblaciones microbianas son
modificadas por la estimulacién, o la inhibicién, debida a los
exudados radicales y restos tisulares. En las diferentes partes de
un mismo sistema radical, no s6lo varia la intensidad del efecto
rizosférico sino también la colonizacién de la superficie de las
raices (rizoplano) (6).

Cada especie o variedad de planta induce un efecto rizosférico
caracteristico que desaparece progresivamente cuando las raices
envejecen, dando lugar a la proliferacién de los microorganismos
que intervienen en la descomposicion de los tejidos vegetales
muertos (69). Las raices de una planta de cebada exudan, en sus
primeros diez dias, de 04 a 0,5 mg de materia organica
constituida principalmente por aminoacidos y otras sustancias de
bajo peso molecular facilmente aceptadas por los
microorganismos (106).

Los exudados radicales suelen estimular el crecimiento de
bacterias y  actinobacterias que sintetizan  sustancias
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antimicrobianas, enzimas o sideréforos, y son antagonistas de
bacterias y hongos patégenos.

Los microbios rizosféricos y simbibticos estan en estrecha
interrelaciéon pues si se favorece la colonizacién de unos, se
influye en la efectividad de otros, como en el caso de Streptomyces
lydicus que causa cambios positivos en los nédulos de las plantas
de arvejas (107), o de algunos hongos micorrizantes que pueden
alterar la composicién de las poblaciones bacterianas por cambios
fisioloégicos de la planta hospedador o modificaciones en la
composicién de los exudados radicales (102).

Los factores ecolégicos fisicos (humedad, temperatura, luz)
actian directamente sobre las poblaciones rizosféricas o
indirectamente por intermedio de la planta modificando la
calidad y cantidad de los exudados radicales. La elevacién de la
humedad del suelo por sobre un cierto nivel puede modificar
considerablemente el equilibrio microbiano. La atmoésfera de la
rizosfera se caracteriza por una concentraciéon alta de CO;
proveniente tanto de la planta (2/3) como de los
microorganismos (1/3) (69). La temperatura actda directamente
sobre los microorganismos del suelo no rizosférico, pero también
indirectamente  controlando  los  exudados  radicales
correspondientes a las temperaturas 6ptimas de crecimiento de
las plantas.

Se denomina microorganismos promotores del crecimiento
vegetal a la poblacién que vive en la rizosfera y como enddfita
intra o extracelular del tejido vegetal sano, con capacidad para
suprimir a los fitopatégenos y/o estimular el crecimiento vegetal
(101). Los microorganismos endotréficos residen dentro de las
células, en el espacio intercelular o en el sistema vascular de la
planta y provienen de la semilla o el ambiente circundante. Son
detectados por cultivos después de la esterilizacion superficial de
las raices. En algunos casos pareciera que las plantas escogen a
los enddfitos, por ejemplo en la rizésfera de maiz predominan
Enterobacter spp. y Burkholderia spp. (103).

Las bacterias endotroéficas tienen algunas ventajas competitivas
sobre las rizosféricas debido a que la disponibilidad de nutrientes
es mayor en el interior de las plantas y se encuentran mejor
protegidas de las condiciones ambientales adversas que las
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rizosféricas. Por otra parte pueden brindar beneficios directos a
su hospedador excretando fitohormonas o sustancias que inhiben
el crecimiento de los patégenos.

Entre las bacterias consideradas dentro del grupo de
microorganismos promotores del crecimiento vegetal se
encuentran especies productoras de antimicrobianos (Bacillus,
Pseudomonas, Pantoea) y fitohormonas (Azospirillum), y fijadoras
de nitrégeno  (Azoarcus,  Burkholderia, = Gluconacetobacter,
Herbaspirillum). Numerosas actinobacterias son colonizadoras de
las raices y endoéfitos bioldgicamente activos, por ejemplo
Streptomyces, Microbispora, Micromonospora, y Nocardia (101).

En cambio, el papel de los hongos del suelo es complejo, pues
por un lado constituyen el grupo principal de los fitopatégenos,
pero por el otro participan en el ciclo de los nutrientes, estimulan
el crecimiento de las plantas, descomponen los residuos
vegetales, producen antibidticos o son antagonistas de patégenos.
Trichoderma es un hongo antagénico de algunos fitopatégenos del
suelo que suele colonizar la rizésfera y el rizoplano (102).

En la rizésfera los microorganismos suelen originar sustancias
que estimulan el desarrollo de las plantas en concentraciones
muy bajas. Varios microorganismos producen acido indol-acético,
como  Azospirillum  spp.,  Gluconacetobacter  diazotrophicus,
Pseudomonas putida (108-110), y citoquininas, por ejemplo
Azotobacter vinelandii, Methylobacterium y Rhizobium (111, 112).

Entre los hongos formadores de citoquininas se hallan Agaricus,
Boletus, Coprinus, Rhizopus y Suillus, y de auxinas, especies de
Aspergillus, Boletus, Penicillium y Rhizopus (80). Diferentes especies
de hongos que estan asociados la rizésfera y el rizoplano de
plantas horticolas, sintetizan giberelinas, entre ellos Aspergillus
flavus, A. niger, Penicillium aurantiogriseum, P. corylophilum, P.
funiculosum y Rhizopus stolonifer, ademdas de patégenos como
Fusarium oxysporum y Gibberella fujikuroi (113). También unos pocos
actinobacterias (Streptomyces) y bacterias (Azospirillum brasiliense,
A. lipoferum) producen estas fitohormonas (114).

Numerosos organismos rizosféricos producen y excretan
antibidticos y surfactantes que pueden ser absorbidos por las
raices o modificar el equilibrio entre las poblaciones microbianas,
pero tal actividad estd limitada a unos pocos microambientes
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favorables (115). Los biosurfactantes herbicolina A, iturina A y
surfactina suelen alcanzar en suelo una concentracién de 2,3-3;
0,4-5y1,7-11,4 pg/ g, respectivamente (81).

Los Streptomyces son organismos ampliamente distribuidos en el
suelo que originan mas del 70% de los antibi6ticos conocidos,
pero menos del 10% inhiben a todas las bacterias rizosféricas y
mas del 40% no inhiben préacticamente a ninguna debido a que la
probabilidad de la formacién de antibiéticos no es la misma en
todos los microambientes (116).

BACTERIAS FIJADORAS DEL NITROGENO

Se consideran diazétrofos de vida libre a los que no poseen
necesariamente un socio vegetal simbidtico, aunque a veces
también puedan actuar como endéfitos.

La reduccién del N es un proceso inhibido por el oxigeno y las
células de las bacterias aerdébicas presentan diversos mecanismos
de proteccién que incluyen, entre otros, la produccién de una
capa mucosa que retarda la difusion del O, por ejemplo
Azotobacter vinelandii, o la formacion de células especiales
(heterocistos) como ocurre en las cianobacterias.

Los Clostridium diazotréficos proliferan en los microambientes
anoéxicos de los agregados del suelo o en consorcios donde los
organismos facultativos consumen rdpidamente el oxigeno por la
respiracion. La mayorifa de los fijadores son mesofilicos pero
Streptomyces thermoautotrophicus es activo hasta 75°C (1).

El interior de las plantas es un ambiente propicio para la fijacion
de nitrégeno por las bacterias endotréficas, debido a la baja
concentracion de oxigeno y la presencia de glacidos facilmente
aprovechables. Entre los organismos diazotréficos enddfitos se
encuentran especies de Azoarcus, Azospirillum, Burkholderia,
Enterobacter,  Gluconacetobacter, — Herbaspirillum,  Klebsiella 'y
Pseudomonas (117).

Bacterias simbi6ticas son las que se asocian a la planta en un
verdadero 6rgano de fijacién del nitrégeno: el nédulo. A este
grupo pertenecen los distintos géneros de rizobios y otras pocas
bacterias  (Burkholderia  tuberum, Methylobacterium nodulans,
Ralstonia taiwanensis) que nodulan con leguminosas, y un
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actinomiceto (Frankia) que forma actinorrizas en plantas de otras
familias (118, 119).

Una particularidad de las plantas leguminosas es su capacidad
para asociarse con bacterias fijadoras de nitrégeno del género
Rhizobium y otros relacionados. Esta simbiosis se manifiesta por el
desarrollo del nédulo en cuyo interior se multiplican las bacterias
y transforman el nitrégeno del aire en amonio. La asimilacién de
ese amonio por parte de las plantas les permite crecer en suelos
pobres en nitrégeno (120).

En la primera etapa, la planta excreta un exudado radicular con
flavonoides que atraen a los rizobios por quimiotactismo y
activan en las bacterias la expresion de ciertos genes que
determinan la produccién de moléculas fundamentales para el
reconocimiento y la infeccién de la planta. Las bacterias se
adhieren mediante proteinas especificas, a los pelos absorbentes
de la raiz e inducen la curvatura del extremo de los mismos
mediante la liberaciéon de lipooligosacdridos conocidos como
factores de
nodulacién
(Nod) (121).

Cuando los
pelos  radicales
jévenes se han pelo absorbente
doblado lo colonizado
suficiente como
para atrapar al
rizobio en un
bolsillo de pared

meristema apical

zona de
infeccion

corte
longitudinal
del nédulo

celular del
h dad bst curvatura del pelo absorbente
ospedaaqor, esta pelo absorbente con tubo de infeccién
es hidrolizada y Figura 4.4. Formacién de un nédulo (6)

la bacteria penetra por invaginacion de la membrana
citoplasmaética. La planta reacciona depositando una nueva pared
celular alrededor de la lesién, y genera un tubo de infeccién que
crece hacia adentro por donde los rizobios avanzan hacia la base
del pelo, internandose en la raiz hasta arribar al citoplasma de las
células meristematicas (120).
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Simultdneamente con la formacién del tubo, las células de la
corteza interna de la raiz se dividen y forman el primordium
nodular. La multiplicacién intensa de estas células provoca la
apariciéon del nédulo, que es un verdadero érgano especializado
en el intercambio metabdlico entre ambos asociados. Las
simbiosis entre rizobios y leguminosas son muy especificas, por
ejemplo R. lequminosarum bv. phaseoli induce la nodulacién en el
poroto pero no en la alfalfa (121).

Cuadro 4.3. Principales simbiontes de leguminosas (1)

Hospedante Simbionte

Haba, arveja, lenteja Rhbizobinm leguminosarnm biovar viciae

Poroto R/az:zobz:ﬂm /e(gw.m:ﬂammm biovar phaseoli
Rbizobium tropici

Trébol Rhbizobium leguminosarnm biovar trifolii
Bradyrhizobinm elkanii

Soja Brdyrhizobium japonicum
Sinorhizobinm fredii

Alfalfa Sinorhizobinm meliloti

Lotus Mesorhizobinm loti

Sesbania rostrata Azorbizobium canlinodans

Las bacterias no se mezclan con los organulos citoplasméticos,
sino que se mantienen confinadas en los simbiosomas que son
vesiculas protegidas por membranas. Los simbiosomas del lupino
tienen una sola bacteria, los de la soja varias. La membrana del
simbiosoma actia a modo de barrera que controla el flujo de
acidos carboxilicos (malato, succinato, fumarato) que constituyen
la fuente de carbono para los bacteroides. Tales acidos proceden
de la oxidacién de aztcares sintetizados en las hojas por la
fotosintesis.

Durante el proceso de formacién de los simbiosomas, las
bacterias se van transformando en bacteroides, grandes e
irregulares, que generan diversas proteinas especificas como la
enzima nitrogenasa y algunos citocromos. Las células
intersticiales sin infectar intervienen en las tltimas etapas de la
sintesis de ureidos, asparagina o glutamina, por incorporacion del
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amonio recibido desde el bacteroide, y éstos se exportan hacia la
parte aérea a través de los vasos del xilema (120).

Para que los ndédulos de las leguminosas fijen nitrégeno es
imprescindible que contengan leghemoglobina cuyo grupo hemo
es sintetizado por el vegetal (122). La fijacion de nitrégeno requiere
gran cantidad de energia que se produce en los bacteroides
durante la oxidaciéon de los é&cidos dicarboxilicos y la
leghemoglobina transporta el O, a una concentracién baja pero
estable, que permite mantener una elevada actividad respiratoria
sin afectar la nitrogenasa, pues esta enzima se inactiva en
presencia de oxigeno. Los bacteroides tienen forma irregular, son
mas grandes que los bacilos originales y acumulan poli-p-
hidroxibutirato (1).

En general hay dos tipos de nédulos, uno indeterminado y
alargado (arveja, alfalfa) y otro determinado y globoso (soja,
poroto). Los nédulos indeterminados se alargan debido a la
presencia de un meristema persistente localizado en el dpice. Una
secciéon longitudinal del mismo muestra zonas con células
infectadas en distintos estadios y una diferenciacién progresiva
de los simbiosomas. En cambio los nédulos determinados son
globosos, originados en un meristema esférico que no se aprecia
en la madurez, y las células infectadas y los simbiosomas se
encuentran en una etapa de diferenciaciéon similar (120).

Examen de nddulos radicales

Reconocer los nodulos en la raiz de una leguminosa, medirlos y
dibujar su forma. Cortarlo y observar el color. Aplastarlo entre dos
portaobjetos. Extender el material interno mezclado con una gota de
agua, secar y fijar por calor.

Colorear con fucsina fenicada durante 30 segundos, lavar con agua y
secar. Depositar una gota de aceite de inmersién, apoyar un
cubreobjetos y sobre éste poner otra gota de ese aceite. Observar al
microscopio los bacteroides coloreados de rojo (17).

Hay dos grupos de genes esenciales para la nodulacién. Uno,
incluye los implicados en la formacién de la pared celular
bacteriana que determinan la sintesis de exo y lipopolisacaridos.
El otro, comprende a los genes de nodulacién (nod), que en
muchas especies de rizobios residen en un plasmido (Sym) junto
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a los genes de fijacion (nif). En general los genes de nodulacién no
estdin expresados, pero son inducidos por la presencia del
hospedador. La principal funcién de los genes nod es la sintesis
de proteinas de reconocimiento de los flavonoides especificos
excretados por la planta asegurando el intercambio de sefiales
entre ambos simbiontes.

La presencia en el suelo de especies de rizobios promiscuas
suelen generar nédulos inefectivos en plantas no especificas. No
todas la cepas efectivas en un hospedador particular son capaces
de fijar nitrégeno, debido a las diferencias varietales y a la
interaccion con los suelos y sistemas de produccién, por ejemplo
la ausencia de nédulos puede indicar un bajo pH o una
deficiencia de fésforo en el suelo (124).

Varias dicotiledéneas, que no pertenecen a las leguminosas,
poseen nédulos en las raices capaces de fijar N> asociadas con
actinobacterias del género Frankia. Los nédulos, conocidos como
actinorrizas, son raices laterales modificadas y contienen una
hemoglobina que facilita la provisién de oxigeno al endéfito (122).

Algunos  arboles, como
alisos y casuarinas, forman los ~ Figura 4.5. Nédulos
nédulos les proporcionan  de Frankia (120
entre 70y 90% del nitrégeno
total necesario. Crecen en polisacirido
suelos empobrecido por lo
que son  dutiles  para
reforestacion y en
plantaciones  mixtas  con
especies arbéreas valiosas. La
eficacia de la simbiosis entre
Frankia y las plantas lefiosas
esta principalmente basal
determinada por los factores
ambientales como el pH, el
potencial matricial del suelo y
la disponibilidad de nitrégeno -
o fosforo. La inoculacién de | gical
plantines con cepas de Frankia
mejora, mediante la simbiosis, el crecimiento de planta y

= vesiculas
endofitica

fijadoras
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disponibilidad de nitrégeno. De esta manera pueden establecerse
la actinobacteria en los ndédulos de la raiz bajo condiciones que no
favorecen la nodulacién por la poblacién indigena y como los
nédulos son perennes, el efecto positivo puede continuar durante
varios afios. Sin embargo, la capa introducida debe competir para
la formacién de los nédulos, permanecer activa en los mismos y
sobrevivir en la rizésfera.

La poblacién de la actinobacteria puede mantenerse activa en el
suelo por la presencia de vegetacién que favorece su crecimiento
saprofitico pues coloniza la superficie radical obteniendo
nutrientes de los exudados y sigue siendo infectiva atn en suelos
desprovistos del hospedador especifico. También puede obtener
recursos de la descomposicion de la materia organica muerta (125).

MICORRIZAS

Las plantas parecen totalmente auténomas pero la mayoria
tienen en sus raices hongos asociados formando micorrizas, cuya
funciéon mas importante es absorber los elementos minerales
menos moéviles del suelo y transferirlos a la planta hospedadora
mientras ésta proporciona compuestos carbonados al hongo. Hay
dos tipos bésicos de asociaciéon: las ectomicorrizas y las
endomicorrizas.

Observacién de micorrizas

Lavar la raiz con agua corriente.. Cortar en porciones de un centimetro
de largo y colocarlos en solucién de hidréxido de sodio o potasio al
10% plv. Calentar a 90°C durante 30 minutos 0 mas si es necesario.
Cuando el material es obscuro sumergirlo en agua oxigenada de 10
volimenes durante 15 minutos, sino omitir este paso. Lavar 4 veces con
agua corriente. Poner los trozos en solucion de acido clorhidrico 0,1 N
durante 10 minutos. Colorear con azul-lactofenol a 90°C por 5
minutos. Pasar a lactofenol. Colocar un trozo de la raiz tratada entre
dos portaobjetos y aplastarla. Observar al microscopio entre porta y
cubreobjetos. La solucién colorante se prepara mezclando 5 mL de
solucién acuosa de azul de algoddn o azul tripan o azul de anilina al
1% p/v, con 95 mL de lactofenol (127).

Cuando el hongo penetra en el interior de las células de la raiz
formando mintsculas arborescencia y a veces vesiculas que
almacenan lipidos, se las llama endomicorrizas arbusculares y
generalmente estan presentes en la vegetacion herbacea (123). Los
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simbiontes mds comunes son micromicetos de los géneros
Acaulospora, Gigaspora, Glomus y otros glomeromicetos, cuyo
micelio forma una extensa red en el suelo alrededor de las raices
micorrizadas (127).

Las raices se infectan
con las hifas desa-
rrolladas a partir de los
propéagulos presentes en
el suelo, que pueden ser
esporas o clamidosporas,
cuya colonizacién es
favorecida por algunas
bacterias rizosféricas (128).

Los hongos micorricicos
pueden  estimular el val hifa
crecimiento de los
vegetales, y algunos
ayudan a regular el
microambiente alrededor
de las raices y prevenir la
infecciéon de las plantas y&cula
(129). El hongo suministra
nutrientes minerales al
hospedador,
especialmente fésforo. Las hifas extrarradicales captan el fosfato
del suelo a través de un transportador y alli es condensado en
polifosfato, el que luego es trasladado por la corriente
citoplasmica a las hifas intrarradicales (130). Las bacterias
diazotréficas proveen a las legumbres una fuente adicional de
nitrégeno, pero requieren gran cantidad de energia y fésforo. Por
tal motivo estas plantas se asocian con hongos endomicorricicos
que son eficientes proveedores de fosfatos (131).

Hay otros tipos de endomicorrizas como las que forman ovillos
intracelulares en las orquideas, donde cada una de las diferentes
especies del vegetal tiene una alta especificidad por un simbionte
particular, generalmente un basidiomiceto. El grado de
interdependencia entre los asociados es tal, que en muchos casos
la planta no pueden ser cultivada sin el hongo (61).

esporangio

Figura 4.6. Endomicorriza arbuscular (126)
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Los suelos de los bosques muestran una heterogeneidad
espacial y temporal en la disponibilidad de nutrientes,
particularmente de nitrégeno. Para acceder a ellos, los arboles
han desarrollado esta estrategia simbidtica donde el micelio
micorricico se ensancha de tal manera que los hongos pueden
explorar un volumen de suelo mas grande que el accesible a la
raiz. La ectomicorriza es por consiguiente ventajosa para la
nutricién y el crecimiento de la planta (132). Las especies fungicas
implicadas son macromicetos que solamente estando en simbiosis
pueden formar basidiomas, por ejemplo Amanita, Boletus,
Lactarius, Pisolithus y Suillus, o ascomas como Tuber. Es poca la
especificidad de estas asociaciones (61) .

La estructura de la asociaciéon entre un arbol y un basidiomiceto
tiene tres componentes: un manto o vaina que encierra a la raiz,
una red intrarradical de hifas en los espacios intercelulares y un
sistema exterior de filamentos que se extiende por el suelo y
forma las conexiones
esenciales con los cuerpos
frutiferos del hongo. La 05mm
penetracién intercelular y
la formacién de una red
llamada  de  Hartig

inducen a un profundo raicillas micorrizadas

cambio en la morfologia

y metabolismo de las Figura 3.7. Micorrizas en pino (61)
hifas.

La vaina ectomicorricica permite el almacenamiento de
nutrientes y controla el intercambio de los mismos por hidratos
de carbono debido el contacto intimo con la superficie de la raiz.
Este intercambio responde a los cambios medioambientales, y
elevados niveles de CO; aumentan el potencial de transferencia
de la planta, mientras que un alto nivel de N mineral acrecienta el
del hongo.

El micelio extrarradical que se extiende como hifas aisladas o
largos cordones, conecta a la vaina con el suelo permitiendo por
ejemplo, la incorporaciéon de compuestos nitrogenados a
considerables distancias del manto o movilizando nutrientes
desde el mantillo en un suelo forestal (132).



