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RESUMEN: Las aminas bidgenas son compuestos nitrogenados
de pequefio tamafio con actividad bioldgica que se forman por la
descarboxilacion enzimatica de ciertos aminoacidos. Las aminas
bidgenas se encuentran presentes en todos los seres vivos, en los
que participan en procesos bioldgicas de gran importancia. Sin em-
bargo, debido al metabolismo de algunos microorganismos, estos
compuestos se pueden acumular en alimentos en concentraciones
elevadas, constituyendo un riesgo para la salud de los consumido-
res. Para que las aminas bidgenas alcancen estas concentraciones
elevadas en los alimentos se requiere, como condicidn indispensa-
ble, la presencia de microrganismos productores, por lo que se han
desarrollado diferentes métodos para detectar la presencia de los
mismos. Entre estos métodos, aquellos basados en técnicas inde-
pendientes de cultivo, como la PCR, presentan ventajas como su
gran especificidad, el hecho de ser rapidos y de facil realizacién, y
gue en muchos casos ni siquiera es necesario un tratamiento previo
de la muestra, lo que facilita su incorporacion a las plantas de elabo-
racion. En este trabajo se describen algunos de los métodos dispo-
nibles en la actualidad para la deteccion de microorganismos pro-
ductores de aminas bidgenas, asi como sus posibles aplicaciones.

PALABRAS CLAVE: aminas bidgenas; tiramina; histamina;
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ABSTRACT: Biogenic amines are low molecular weight
nitrogenous compounds with biological activity that are formed
by decarboxylation of certain amino acids. Biogenic amines are
present in all living organisms, in which they have important
physiological functions. However, due to the metabolism of
certain microorganisms, these compounds can accumulate
in food at high concentrations, constituting a health risk
for consumers. The presence of biogenic amine-producing
microorganisms is the indispensable condition for the presence
and further accumulation of biogenic amines in food. Because
of this, several methods for the detection and identification of
these biogenic amine-producing microorganisms have been
developed. Among them, those based on culture independent
techniques, such as the PCR, have several advantages such
as their specificity, they are methods that are fast and easy to
perform, and in many cases there is no need for pre-processing of
food material which facilitates their incorporation at production
plants. In this work, some available methods for the detection of
biogenic amine-producing microorganisms are described, as well
as their potential applications.
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LAS AMINAS BIOGENAS

Las aminas bidgenas (AB) son pequefios com-
puestos nitrogenados (< 200 Dalton), no proteicos,
gue contienen uno o mas grupos amino y que se
forman por descarboxilaciéon enzimatica de deter-
minados aminoacidos. Las AB estan presentes en
todos los seres vivos, donde participan en procesos
biolégicos tan importantes como la replicacion del
ADN, la regulacién del metabolismo, la respuesta
inmune o la trasmision del impulso nervioso (La-
dero, Calles-Enriquez, Fernandez y Alvarez, 2010).
Sin embargo, debido al metabolismo de algunos
microorganismos, en algunos alimentos se pueden
acumular AB en concentraciones tan elevadas que
su ingesta puede provocar intoxicaciones (Ladero,
Calles-Enriquez et al., 2010).

Las AB mds frecuentes en alimentos son la tira-
mina (monoamina), la histamina, la putrescina y
la cadaverina (diaminas) (Silla Santos, 1996). Es-
tas AB se acumulan en los alimentos debido a la
actividad de ciertas enzimas de origen microbiano
que descarboxilan el correspondiente aminoacido
precursor; asi, la tirosina es el precursor de la ti-
ramina, la histidina de la histamina y la lisina de
la cadaverina. La putrescina se puede sintetizar
por dos rutas alternativas: bien mediante descar-
boxilacidon de ornitina, o bien a partir de arginina
en dos reacciones sucesivas de descarboxilacién y
desaminacion (véase figura 1). Tradicionalmente se
han incluido las poliaminas espermina y espermi-
dina en el grupo de las AB, pero en su biosintesis
no participan descarboxilasas, sino que se realiza
mediante reacciones sucesivas de condensacién de
la putrescina. Teniendo también en cuenta que sus
funciones bioldgicas son diferentes, considerarlas
AB es discutible (Bardocz, 1999).

En la fruta, verdura, carne o pescado frescos, la
concentracion de AB suele ser baja y se atribuye al
metabolismo normal de las células de sus tejidos
(véase tabla 1). Sin embargo, su concentracion pue-
de aumentar considerablemente si las condiciones
higiénicas durante la manipulacién o almacenamien-
to de estos alimentos favorecen el crecimiento de
microorganismos productores de AB. Por lo tanto,
la presencia de AB es un indicador de la frescura y
calidad higiénica de estos alimentos (Ladero, Calles-
Enriquez et al., 2010). Sin embargo, en bebidas y
alimentos fermentados la biosintesis de AB se debe
mayoritariamente a la accién de microorganismos
Gram positivos, pertenecientes al grupo de las bac-
terias del acido lactico (BAL), que pueden estar pre-

ARBOR Vol. 196-795, enero-marzo 2020, a545. ISSN-L: 0210-1963

Figura 1. Estructura quimica y biosintesis de las prin-
cipales aminas bidgenas que se pueden acumular
en alimentos. Los grupos amino se representan me-
diante circulos coloreados. TDC, tirosina descarboxi-
lasa; HDC, histidina descarboxilasa; AGDI, Agmatina
deiminasa; ODC, ornitina descarboxilasa; LDC, lisina
descarboxilasa
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Fuente: elaboracion propia.

sentes en la materia prima e incluso ser incluidos
como iniciadores de la fermentacion, sin descartar
que también puedan ser microorganismos conta-
minantes (Alvarez y Moreno-Arribas, 2014; Linares,
Cruz Martin, Ladero, Alvarez y Fernandez, 2011;
Novella-Rodriguez, Veciana-Nogués, Roig-Sagués,
Trujillo-Mesa y Vidal-Carou, 2004). En estos alimen-
tos, las AB suelen encontrarse mas frecuentemente
y en concentraciones mas altas como consecuencia
de las actividades descarboxilasa de estos microor-
ganismos, pudiendo alcanzar valores que constitu-
yen un riesgo para los consumidores (Fernandez,
Linares, Rio, Ladero y Alvarez, 2007; EFSA, 2011). Sin
embargo, debido a que los principales productores
son BAL, la presencia de AB en productos fermenta-
dos no puede considerarse como un indicador de su
calidad higiénica y microbiolégica.
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Tabla 1. Contenido en aminas bidgenas en diversos tipos de alimentos. Los valores se indican en mg/kg para ali-
mentos sélidos o en mg/L para alimentos liquidos

AB mg/kg o mg/L
Alimento Referencia
Hma Tma Put Cad Spm Smd

Lentejas - - nd - nd 3,7 (Kalac y Krausova, 2005)

Zanahorias - - 7,0 - nd 8,9 (Kalac y Krausova, 2005)

Uvas - - 22,9 - nd 2,3 (Kalac y Krausova, 2005)

Pasta soja 307 402,5 14,4 nd - 52,1 (Guidi y Gloria, 2012)

Pasta soja fermentada 26,79 126,66 | 70,84 34,24 | 244,36 | 74,41 | (Shukla, Park, Kimy Kim, 2010)

Chocolate 0,26 3,11 0,8 0,75 1,95 7,4 (Mayr y Schieberle, 2012)

Caballa fermentada 37,01 60,66 108,9 21,5 1,2 10,98 | (Mayr y Schieberle, 2012)

Atun enlatado 0,33 0,06 0,35 0,07 11,25 7,6 (Mayr y Schieberle, 2012)
Y igul, Choi

Pasta pescado 5747 | 117,3 | 3082 | 6855 | 3,7 9,9 (2 gonﬁsawatd'g“ » Choiy Udomporn,

Vino blanco <0,03 <0,04 0,27 0,40 <0,03 <0,10 | (Mitar etal., 2018)

Vino blanco <0,03 <0,04 1,49 0,82 <0,03 <0,03 | (Mitaretal., 2018)

Vino tinto <0,03 <0,03 0,17 <0,13 <0,03 0,21 | (Mitaretal., 2018)

Vino tinto 0,47 1,06 2,06 0,79 <0,13 0,75 | (Mitaretal., 2018)

. (Garai, Duefias, Irastorza, Martin-

sidra 3,03 481 9,39 Alvarez y Moreno-Arribas, 2006)
(Novella-Rodriguez, Veciana-

Lecha vaca cruda nd nd nd nd 0,18 nd Nogués y Vidal-Carou, 2000)

Leche oveja cruda - - - - nd nd (Pinho et al., 2004)

Leche vaca pasteurizada 0,7 - - - - - (Bodmer, Imark y Kneubuhl, 1999)
(Novella-Rodriguez, Veciana-

Yogurt nd nd nd 0,27 0,43 0,34 Nogués y Vidal-Carou, 2000)
(Novella-Rodriguez, Veciana-

Queso azul 376,6 1585,4 | 257,2 | 2101,4 - - Nogués, Izquierdo-Pulido y Vidal-
Carou, 2003)

Queso azul 127,2 | 526,63 | 237,56 | 489,4 - - (Fernandez et al., 2007)

Queso leche cruda 50 125 | 107,69 | 123,07 | 115,38 | 369,23 | (Mercogliano, Felice, Chirolloy
Cortesi, 2010)

Queso pasteurizado 24,38 632 7522 33,49 9224 23,4 | (Latorre-Moratalla et al., 2009)

Kefir 4,0 12,8 12,1 1,8 nd 45 (Ozdestan y Uren, 2010)

Salami 8,54 77,14 61,57 6,54 14,09 3,11 (Mayr y Schieberle, 2012)
(Bover-Cid, Schoppen, lzquierdo-

Fuet 15,2 156,9 64,7 367,2 10,3 30,6 Pulido y Vidal-Carou, 1999)

Salchichén industrial | 71 220|279 103 91 5,1 (Masson, Johansson y Montel,
1999)

Salchichén tradicional | 15,3 1643 |22371 |383 |74 3 (1';':;;0” Johansson y Montel,

a545

Nd no detectado; - no determinada. Hma: Histamina; Tma: Tiramina; Put: Putrescina; Cad: Cadaverina; Spm: Espermina; Smd: Espermidina.

Fuente: elaboracién propia.
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TOXICIDAD

Las AB ingeridas en la dieta son eficientemente
metabolizadas en la mucosa intestinal mediante re-
acciones catalizadas por amino oxidasas especificas.
Sin embargo, la ingesta de alimentos con elevadas
concentraciones de AB puede saturar este sistema de
detoxificacion, no siendo suficiente para eliminar las
AB presentes en el intestino, las cuales pueden pasar al
torrente sanguineo provocando diversos efectos toxi-
cos. Ademas, el sistema de detoxificacion puede tener
reducida su eficacia debido a particularidades indivi-
duales de origen genético o derivadas del consumo de
sustancias inhibidoras de las amino oxidasas como el
alcohol, el tabaco o determinados farmacos antidepre-
sivos. En estos casos la cantidad de AB ingerida capaz
de provocar reacciones adversas es menor (Blackwell,
1963; Ladero, Calles-Enriquez et al., 2010). Las AB no
eliminadas pueden provocar alteraciones gastrointes-
tinales (nduseas, vomitos, diarrea, dolores abdomi-
nales), hemodinamicas (hipotension, hipertension) y
cutaneas (comezon, urticaria, edema, inflamaciones).

Debido a estos efectos toxicos, seria necesario es-
tablecer unos limites mdximos de la concentracion de
AB en los alimentos. Sin embargo, la European Food
Safety Authority (EFSA) ha reconocido que uno de los
problemas a los que se enfrenta a la hora de hacer
recomendaciones para regular la presencia de AB en
alimentos es la falta de suficientes estudios cientificos
sobre su toxicidad (EFSA, 2011). Ademas, la absorcion
y la toxicidad de una AB puede verse alterada por la
presencia de otra amina, produciéndose sinergias que
dificultan aiin mas establecer un limite (Silla Santos,
1996). Encaminados hacia ese objetivo, nuestro grupo
de investigacidn ha desarrollado un sistema in vitro de
evaluacién de la citotoxicidad de las AB, enfrentando-
las a cultivos celulares intestinales de origen humano
(Linares et al., 2016). Con este sistema hemos deter-
minado la citotoxicidad y el modo de accion de la ti-
ramina, la histamina, la putrescina y la cadaverina a
concentraciones en las que se pueden encontrar en
los alimentos (Linares et al., 2016; Rio et al., 2019).
La tiramina resultd ser la AB mas citotdxica seguida
de la histamina, y ademas hemos demostrado que la
tiramina y la histamina tienen un efecto citotdxico si-
nérgico (Rio et al., 2017).

A pesar de sus efectos toxicos y de las altas concen-
traciones que pueden alcanzar las AB en algunos ali-
mentos fermentados, solo se ha regulado legalmente
el contenido maximo de histamina y Unicamente para
pescados y productos derivados del pescado; asi, la
legislacion europea (Directiva 91/439/CEE) ha esta-
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blecido un limite maximo de 100 mg/kg para pescado
crudo y 200 mg/kg para pescado salado, mientras que
la legislacion estadounidense lo ha establecido en 50
mg/kg (véase Scombro toxin (histamine) formation).
Para otros alimentos auin no se han establecido limites
maximos de histamina, solo existen recomendaciones.
Por ejemplo, en el caso de la histamina las concentra-
ciones superiores a 400 mg/kg se consideran peligro-
sas para la salud (Taylor y World Health Organization,
1985). Respecto al resto de AB, no existe un consenso
claro, y diversos autores recomiendan no exceder 200-
500 mg/kg en el caso de la tiramina o entre 800-1000
mg/kg para la presencia total de aminas (Silla Santos,
1996; ten Brink, Damink, Joosten y Tveld, 1990).

MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE AMINAS
BIOGENAS

La acumulaciéon de AB en los alimentos requiere
como condicién indispensable la presencia de los mi-
croorganismos productores. Se han descrito una gran
variedad de bacterias presentes en alimentos con la
capacidad de producir AB, incluyendo tanto bacterias
Gram positivas como Gram negativas (Gardini, Ozogul,
Suzzi, Tabanelli y Ozogul, 2016). Dentro de las Gram
negativas, el mayor nimero de bacterias productoras
de AB pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, las
cuales han sido asociadas con la produccion de his-
tamina, principalmente en pescados, y putrescina y
cadaverina en carnes, derivados carnicos y productos
lacteos. Las bacterias productoras de esta familia per-
tenecen a los géneros Morganella, Hafnia, Klebsiella,
Raoutella, Escherichia, Enterobacter y Serratia (Geor-
naras, Dykes y von Holy, 1995; Kim et al., 2001). En la
familia Pseudomonales se han identificado cepas de
diferentes especies de Pseudomonas productoras de
histamina y putrescina (Fernandez-No, Bohme, Calo-
Mata y Barros-Veldzquez, 2011). Asi mismo, en la fa-
milia Vibronoceae se ha identificado Photobacterium
phosphoreum como productor de histamina (Jorgen-
sen, Huss y Dalgaard, 2000).

La lista de bacterias Gram positivas identificadas
como productoras de AB en alimentos incluye BAL de
los géneros Lactococcus, productores de putrescina;
Enterococcus, productores de putrescina y tiramina;
Lactobacillus, productores de histamina, putrescina y
tiramina, Oenococcus y Pediococcus, productores de
histamina, y Streptococcus, productores de tiramina
e histamina. Dentro del género Staphylococcus se
han identificado bacterias productoras de histamina,
putrescina, cadaverina y tiramina (Cachaldora, Fon-
seca, Franco y Carballo, 2013), siendo las especies
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Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus simu-
lans y Staphylococcus xylosus las que presentan un
mayor porcentaje de cepas productoras (Martin et
al., 2006). En el caso del género Bacillus existe muy
poca informacién sobre la actividad aminogénica de
sus miembros, aunque Bermudez, Lorenzo, Fonseca,
Franco y Carballo (2012) identificaron algunas cepas
de Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefacis aisladas
de carne que presentaban actividad, lisina, tirosina y
ornitina descarboxilasa.

Durante muchos afios se propuso que la capacidad
para producir aminas bidgenas debia ser considera-
da como una caracteristica de cepa y no de especie.
De hecho, en especies como Oenococcus oeni, Strep-
tococcus thermophilus, Lactobacillus parabuchneri o
Lactobacillus brevis se ha demostrado que la pro-
duccion de aminas bidgenas es una caracteristica
de cepa, ya que no estd presente en todas las ce-
pas de la especie, y ademas los genes implicados en
su sintesis estdn asociados a elementos genéticos
moviles, por lo que se piensa que esta capacidad
ha sido adquirida mediante transferencia genética
horizontal (Calles-Enriquez et al., 2010; Marcobal,
Rivas, Moreno-Arribas, y Mufioz, 2006; Romano, La-
dero, Alvarez y Lucas, 2014; Wuthrich et al., 2017).
Sin embargo, al aumentar el nimero de trabajos
encaminados a identificar cepas productoras de
AB, hoy en dia es posible afirmar que en algunas
especies, como es el caso de Enterococcus faeca-
lis, Enterococcus faecium, o Enterococcus durans, la
capacidad para sintetizar AB puede ser considerada
una caracteristica de la especie (Ladero, Fernandez
et al. 2012). Un caso particular es el de la especie
Lactococcus lactis, la mas utilizada como cultivo ini-
ciador en quesos, en la que la capacidad de producir
putrescina es considerada una caracteristica de es-
pecie (Ladero, Rattray et al., 2011). Sin embargo, se
ha visto que en el proceso de domesticacién y adap-
tacidn al entorno lacteo se han seleccionado cepas
gue han perdido esta capacidad (Ladero, Rattray et
al., 2011), por lo que aun siendo una caracteristica
de especie, no todas las cepas de Lactococcus lactis
presentan la capacidad de producir putrescina.

El hecho de que algunas cepas de especies utilizadas
como cultivos iniciadores, como Lactococcus lactis,
Oenococcus oeni o Streptococcus thermophilus, pre-
senten la capacidad de producir AB hace que disponer
de métodos adecuados para detectar estas cepas, y
por lo tanto no incluirlas como cultivos iniciadores,
sea de vital importancia para prevenir la acumulacién
de AB en alimentos fermentados.

ARBOR Vol. 196-795, enero-marzo 2020, a545. ISSN-L: 0210-1963

GENETICA DE LA PRODUCCION DE AMINAS BIOGENAS

Las AB se forman en el interior celular por la descar-
boxilacion enzimatica de un aminoacido y posteriormen-
te son secretadas al exterior mediante un transportador
de tipo antiporter, el cual incorpora una molécula del
aminoacido sustrato por cada molécula de AB generada
gue expulsa. Por lo tanto, se necesitan al menos dos pro-
teinas, la aminoacil-descarboxilasa y el transportador,
gue son codificadas por dos genes distintos (véase figura
2). En bacterias Gram negativas, esta organizacion es la
mas extendida. Sin embargo, en bacterias Gram positi-
vas estos dos genes suelen estar acompafiados de otros
genes (figura 2) que codifican diversas funciones acce-
sorias relacionadas con la maduracion o estabilidad del
enzima, como es el caso de hdcB en el cluster de produc-
cion de histamina en Streptococcus thermophilus (Trip,
Mulder, Rattray y Lolkema, 2011), intercambiadores de
iones como nhaC en el cluster de produccidn de tiramina
en Enterococcus faecalis (Pérez et al., 2015), o enzimas
con similitud a aminoacil-tRNA sintetasas en Lactobaci-
llus parabuchneri (hisS) o Enterococcus durans (tyrS) con
funcidn desconocida (Linares et al., 2012; Martin, Fer-
nandez, Linares y Alvarez, 2005). Un caso mas complejo
es la produccién de putrescina a partir de la arginina. La
putrescina se forma tras dos reacciones consecutivas de
descarboxilacion y desaminacion de la arginina y depen-
diendo del orden de estas dos reacciones se han descrito
dos posibles rutas. La ruta ODC, en la que la arginina es
desaminada dando ornitina y posteriormente descar-
boxilada dando putrescina, y la ruta AGDI, en la que la
arginina se descarboxila dando agmatina que posterior-
mente es desaminada mediante varias reacciones enzi-
maticas para formar putrescina (véase figura 2).

En los ultimos afios se han identificado y secuencia-
do una gran variedad de genes implicados en la pro-
duccion de AB de un gran numero de especies tanto
Gram positivas como Gram negativas. El analisis de la
secuencia de nucledtidos de estos genes ha permitido
ver que tienen una serie de regiones conservadas que
flanquean regiones variables, y este hecho permite
que se puedan disefar sistemas de deteccion inde-
pendientes de cultivo para la deteccion e identifica-
cién de bacterias productoras de AB, como veremos
en detalle mas adelante.

METODOS DE DETECCION DE MICROORGANISMOS
PRODUCTORES DE AMINAS BIOGENAS

Hasta la fecha se han disefiado distintos métodos
que permiten la deteccion de bacterias lacticas pro-
ductoras de AB tanto en cultivos iniciadores como en
diferentes matrices alimentarias. Estos métodos se
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Figura 2. Representacion esquematica de los genes implicados en la sintesis de las principales AB. Se indican los
nombres mdas comunes de los genes de cada una de las aminoacil descarboxilasas y sus transportadores. Asimis-
mo, se indican los nombres de otros genes accesorios que acompafan a éstos. En el caso de la ruta de la agmatina
deiminasa, se muestran en la figura el resto de genes cataliticos implicados en la reaccién de desaminacién de la

agmatina (ver mas detalles en el texto)

GRAM NEGATIVOS

AB producidas (genes)

Histamina (hdc-hdcT)
Cadaverina (cadA-cadB)
Putrescina (speF-potE)

GRAM POSITIVOS

AB producidas (genes)

Histamina (hdcA-hdcC)
Tiramina (tdcA-tyrP)
Cadaverina (ldc-aaT)
Putrescina (odc-potE)

AB producidas (genes)

Putrescina (agdi-aguD)

Fuente: elaboracion propia.

clasifican en a) métodos dependientes de cultivo, que
se basan en el crecimiento del microorganismo en
medios de cultivo diferenciales que ponen de mani-
fiesto la actividad aminoacido descarboxilasa corres-
pondiente, y b) métodos independientes de cultivo,
que no requieren el crecimiento del microorganismo,
y que se basan en técnicas moleculares, alguna de
las cuales permiten ademas de detectar, cuantificar e
incluso identificar las especies bacterianas potencial-
mente productoras de AB.

Métodos dependientes de cultivo

Los métodos utilizados inicialmente para detectar
BAL productoras de AB se basan en el aislamiento
de los microorganismos del alimento o del cultivo
iniciador y en su posterior crecimiento en un medio
de cultivo sélido diferencial suplementado con el ami-
noacido sustrato y un indicador de pH (por ejemplo,
el purpura de bromocresol) que vira de color cuando
el pH del medio se alcaliniza (Bover-Cid y Holzapfel,
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Otros genes

hisRS
cadC
lysU

Otros genes
nhaC

tyrS

hisS

hdcB

Otros genes

agdi2
aguR

1999; Joosten y Northolt, 1989; Maijala, 1993). Si la
bacteria tiene actividad aminoacido descarboxilasa y
sintetiza la AB correspondiente, el pH del medio au-
mentaria debido a que la AB producida es mas bdasica
que el aminodcido sustrato y se produciria un halo de
diferente color alrededor de la colonia productora.
Utilizando este tipo de medios diferenciales se han
podido detectar cepas de BAL aisladas de cultivos ini-
ciadores o de distintos alimentos capaces de produ-
cir diferentes AB (Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Enterococcus durans, Carnobacterium diver-
gens, Carnobacterium piscicola, Lactobacillus curva-
tus, o Lactobacillus brevis entre otras especies (Bo-
ver-Cid, Hugas, Izquierdo-Pulido y Vidal-Carou, 2001;
Joosten y Northolt, 1989). Estos medios han sido es-
pecialmente eficaces para detectar BAL productoras
de tiramina (Ladero, Martinez, Martin, Fernandez y
Alvarez, 2010), ya que este aminoéacido es muy insolu-
ble y forma un precipitado opaco en el medio de des-
carboxilacion sélido; el medio se torna transparente
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alrededor de aquellas cepas productoras de tiramina,
haciéndolas facilmente identificables. Sin embargo,
los medios de descarboxilacion sélidos no han de-
mostrado ser especialmente eficaces para detectar
BAL productoras de histamina, a pesar de que se ha
descrito el aislamiento de algunas de estas cepas de
alimentos, como Lactobacillus buchneri (Joosten y
Northolt, 1989) actualmente identificado como Lac-
tobacillus parabuchneri (Diaz, Rio et al., 2016; Diaz,
Ladero, Rio et al., 2016). Esto se debe a que el acido
lactico producido por estas bacterias contrarresta la
alcalinidad de la histamina acumulada y no se produ-
ce el viraje de color del indicador de pH. Sin embar-
go, el uso de medios de descarboxilacién liquidos con
baja concentracion de glucosa ha permitido detectar
mas cepas productoras de histamina aisladas de ali-
mentos como el queso (Lactobacillus vaginalis (Diaz
etal., 2015), Lactobacillus parabuchneri (Diaz, Ladero,
Rio et al., 2016)). Estos métodos se suelen combinar
con métodos analiticos (tales como electroforesis en
capa fina (Thin Layer Chromatography, TLC (Latorre-
Moratalla, Bover-Cid, Veciana-Nogués y Vidal-Carou,
2009), cromatografia liquida de alta resolucién (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC (Fernan-
dez et al., 2007) o cromatografia liquida de ultra alta
resolucién (Ultra High Performance Liquid Chroma-
tography, UHPLC (Redruello et al., 2013; Redruello
et al., 2016)) disefiados para detectar y cuantificar la
presencia de la AB en matrices alimentarias, ya que
permiten confirmar la presencia de la AB en el medio
de cultivo suplementado con el aminoacido corres-
pondiente en el que se ha crecido la bacteria aislada.

Sin embargo, los métodos dependientes de culti-
vo tienen una serie de desventajas. En primer lugar,
requieren el aislamiento de la bacteria del alimento,
para lo que muy frecuentemente es necesario hacer
cultivos de enriquecimiento que permitan aumentar
su proporcion en el cultivo, y su posterior crecimiento.
Este proceso largo y tedioso no siempre resulta efi-
caz, ya que puede haber bacterias productoras que
no sean capaces de crecer en estos medios de culti-
vo. Ademas, como estos medios no son selectivos, el
aislamiento puede resultar muy dificil e incluso im-
posible en el caso de que la bacteria productora se
encuentre en una proporcidn muy baja con respecto
al nimero total de bacterias presentes en el alimento,
el cual suele ser muy elevado en el caso concreto de
los alimentos fermentados. También hay que tener en
cuenta que pueden dar lugar a falsos positivos, si la
bacteria produce alglin compuesto basico distinto a
las AB que sea capaz de alcalinizar el medio. Estos mé-
todos, ademas, tienen baja sensibilidad y en funcion
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de la capacidad de produccion y el estado fisiologico
de las células ensayadas se pueden producir falsos ne-
gativos si la alcalinizacidén debida a la produccién de la
AB se contrarresta con la acidez producida por el me-
tabolismo fermentativo de las BAL. Ademas, aquellos
que implican la deteccion de la producciéon mediante
métodos cromatograficos requieren disponer de equi-
pamiento sofisticado (Landete, Rivas, Marcobal y Mu-
foz, 2007). Por ultimo, aunque no menos importante,
estos métodos no son cuantitativos.

Una vez que se ha aislado el microorganismo pro-
ductor de AB es necesario proceder a su identifica-
ciéon. Frecuentemente, las especies se han identifica-
do de forma errénea, como es el caso de algunas ce-
pas de Lactobacillus parabuchneri aisladas de queso y
productoras de histamina que habian sido clasificadas
como Lactobacillus buchneri, comentado anterior-
mente. Algunas de estas especies permanecen mal
clasificadas tanto en publicaciones como en las bases
de datos, lo que puede dar lugar a identificaciones in-
correctas de otros aislados bacterianos y causar pro-
blemas en estudios futuros. Esto es debido a que en
muchos casos la identificacidn se realizaba mediante
métodos microbioldgicos cldsicos que se basan en cri-
terios fenotipicos (microscdpicos y macroscopicos) y
en pruebas bioquimicas (determinacion de actividad
enzimatica, metabolitos producidos, resistencia a an-
tibioticos, etc.), en lugar de utilizar métodos genotipi-
cos mucho mas sélidos y precisos como los métodos
moleculares basados en la secuenciacion de genes
con utilidad taxonémica (como gen del ARN ribosomal
16S (rna16S), Super o6xido dismutasa (sod), subunidad
B de la ARN polimerasa (rpoB), etc.).

Métodos independientes de cultivo

Frente a los métodos dependientes de cultivo, los
métodos independientes de cultivo, especialmente los
métodos moleculares basados en la reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR), presentan varias ventajas
destacables, como su gran especificidad y que son mé-
todos rapidos y de facil realizacion; de hecho, no es
necesario disponer de una gran cantidad de ADN de
alta pureza y en muchos casos ni siquiera es necesario
un tratamiento previo de la muestra (Rio et al., 2007,
Martinez et al., 2011). Por lo tanto, estos métodos
pueden incorporarse a un laboratorio de alimentos
e incluso a plantas de elaboracién para el control de
la calidad y seguridad microbioldgica de los mismos.
Ademas, dependiendo de la técnica utilizada y del
disefio especifico de la misma, las técnicas basadas
en PCR permiten no solo determinar la capacidad de
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produccién de aminas bidgenas de una cepa, sino que
pueden ser utilizadas para la cuantificacién de bacte-
rias productoras en los alimentos e incluso identificar
las poblaciones presentes en los mismos (véase figura
3), lo que puede ayudar a tomar las medidas adecua-
das para evitar la acumulacién de aminas bidgenas en
cada tipo de alimento y estadio de elaboracién (Lade-
ro, Fernandez y Alvarez, 2009; Landete, Rivas, Marco-
bal y Mufioz, 2011; Martinez et al., 2011).

Para el disefio de un método de deteccidon bacte-
riana basado en PCR se necesita disponer de primers
adecuados. Para poder disefiar los primers que nos
permitan detectar especificamente los genes diana se
hace necesario un conocimiento previo de estos genes
y su comparacién entre las bacterias portadoras. En el
caso de los genes implicados en la produccién de ami-
nas bidgenas, como hemos visto anteriormente, en los
ultimos afos se ha realizado una descripcién exhausti-
va de estos genes en una gran variedad de géneros y
especies, por lo que se dispone de suficiente informa-
cién genética para su disefio. En algunos casos, si las
secuencias de nucledtidos son muy divergentes, puede

ser necesario el uso de mas de una pareja de primers.
Este es el caso de las bacterias con capacidad de produ-
cir histamina en alimentos, ya que pertenecen a grupos
muy dispares, Gram negativas en pescados y derivados
de los mismos y Gram positivas del grupo de las BAL en
alimentos fermentados. En estos casos, se puede uti-
lizar el método de PCR mas adecuado segun el grupo
bacteriano que se intenta detectar o bien se realizan
dos PCR, o se puede disefiar una PCR multiple (Coton
et al., 2010; Rivas, Marcobal y Mufioz, 2005).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR fue el primer desarrollo de técnicas indepen-
dientes de cultivo para la deteccion de productores de
AB. A partir de los genes implicados en la produccion de
AB cuyas secuencias estaban disponibles, se disefiaron
primers especificos para la deteccidn de productores de
histamina (Le Jeune, Lonvaud-Funel, ten Brink, Hofstra
y van der Vossen, 1995) y tiramina (Lucas y Lonvaud-
Funel, 2002). En algunos casos, se llegd a relacionar la
presencia de una AB, como por ejemplo la tiramina en
quesos, con amplificaciones especificas de los genes

Figura 3. Esquema de las diferentes aplicaciones de las técnicas moleculares de deteccidn de genes implicados en
la produccién de AB tanto aplicadas a cultivos puros como a alimentos

Identificacion productores AB

Identificacion productores AB

Identificacion productores AB
Estudios de la produccién

Fuente: elaboracion propia.
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(Fernandez, Fldrez, Linares, Mayo y Alvarez, 2006). Sin
embargo, debido al hecho de que ademas de la presen-
cia de los productores, hay mas factores implicados en
la acumulacion de AB, pronto comenzaron a desarro-
llarse otras técnicas que ademds de la deteccién per-
miten la cuantificacién e incluso la identificacion de los
productores. Sin embargo, la técnica de la PCR sigue
teniendo mucha utilidad en la seleccion de cepas que
puedan ser utilizadas como cultivos iniciadores en la
elaboracion de alimentos fermentados (Ladero et al.,
2015). Una simple PCR nos dira si las cepas candidatas
poseen genes de produccidon de AB y por lo tanto de-
ban ser descartadas como cultivo iniciador, evitando el
riesgo de acumulacion de AB en grandes cantidades.
Existen diversas PCR orientadas a la deteccion de los ge-
nes de produccién de histamina, tiramina y putrescina
(Costantini, Cersosimo, Prete y Garcia-Moruno, 2006;
Fernandez, Linares y Alvarez, 2004; Ladero, Rattray et
al., 2011; Marcobal, Rivas, Moreno-Arribas y Muiioz,
2005), que se han aplicado en la seleccidon de cepas
iniciadoras en vino, carne o productos lacteos. En pro-
ductos lacteos hay que destacar el caso de Lactococcus
lactis, principal especie utilizada como cultivo iniciador
en la elaboracion de quesos. Como se ha comentado
anteriormente, aunque la capacidad de produccién de
putrescina se considera una caracteristica de especie,
no todas las cepas la presentan debido a su pérdida
durante el proceso de domesticacién al entorno lacteo.
En algunas cepas, la incapacidad de producir putrescina
se debe a una secuencia de insercidon que interrumpe
la transcripcion del operdn que constituyen los genes
responsables de la produccion de putrescina, incluido
el gen agdi, que es el gen diana de la PCR. Por lo tanto,
la presencia del gen agdi en una cepa de Lactococcus
lactis es necesaria pero no suficiente para asegurar que
produce putrescina (Ladero, Rattray et al., 2011). Para
evitar este problema se ha disefiado una PCR alternati-
va a las de deteccion de agdi utilizada para la seleccion
de iniciadores en otros productos como el vino o la si-
dra (Coton et al., 2010), en la que los primers, ademas
de detectar la presencia del cluster AGDI permiten com-
probar si este estd inactivado o no, facilitando el proce-
so de seleccion (Ladero, Rattray et al., 2011).

El hecho de que existan varias AB con relevancia en
la calidad y seguridad alimentaria y de que una misma
cepa pueda producir mas de una AB implica que hay que
realizar varias PCR para confirmar la seguridad de estas
cepas. Por ello, diversos autores han disefiado nuevos
primers que no solo detectan la presencia de los genes,
sino que con el disefio adecuado los tamafios que ge-
nera la amplificacion de cada uno de los genes se dife-
rencian unos de otros (Marcobal, Rivas, Moreno-Arribas
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y Mufioz, 2005; Rivas, Marcobal, Carrascosa y Mufioz,
2006), incluyendo en algln caso un control positivo de
amplificacion que le da mayor robustez al método (Co-
ton y Coton, 2005; Coton et al., 2010). De esta forma, en
una Unica reaccion se puede comprobar la capacidad de
una cepa para producir cualquier AB y consecuentemen-
te descartarla para su uso como cultivo iniciador, aumen-
tando la seguridad de los alimentos fermentados.

PCR cuantitativa (qPCR)

Una evolucion de estos métodos de deteccidn de
la capacidad de producir AB basados en PCR fue su
adaptacién al uso de la PCR cuantitativa (qPCR). La
gPCR afade a las ventajas de la PCR convencional una
mayor rapidez -el resultado se puede obtener en me-
nos de dos horas- y la capacidad de cuantificar el nu-
mero de copias del gen diana (Martinez et al., 2011).
Esto nos permite ver la cantidad de productores de
AB presentes en un alimento y seguir su evolucion a
lo largo del proceso de elaboracién y conservacion
hasta su llegada al consumidor, constituyendo una
herramienta de prevencion, ya que si en las condi-
ciones de conservaciéon o maduracién empleadas se
observa un aumento de la poblacién de productores
de AB se pueden tratar de aplicar las medidas correc-
toras adecuadas, como reducir la temperatura de al-
macenamiento, acortar la vida util, etc... Ademas, con
un adecuado disefio de los primers la qPCR también
permite la realizacién de estudios poblacionales, pu-
diendo cuantificar la presencia de diferentes especies
productoras (Ladero, Calles-Enriquez, Fernandez y Al-
varez, 2010; Ladero, Cafiedo et al., 2012).

Existen diferentes métodos de qPCR para la detec-
cién de bacterias productoras de AB (Bjornsdottir-
Butler, Jones, Benner y Burkhardt, 2011a; Fernadndez,
Rio, Linares, Martin y Alvarez, 2006; Ladero, Calles-
Enriquez, Fernandez y Alvarez, 2010; Ladero, Cafiedo
et al., 2012; Lucas, Claisse y Lonvaud-Funel, 2008; Po-
deur et al., 2015) que se han aplicado al estudio de la
presencia de productores en pescados, quesos, vinos,
sidras o carnes, pudiendo determinarse limites de la
presencia de estos productores que supongan un ries-
go para la acumulacién de concentraciones de AB por
encima de los limites recomendados (Bjornsdottir-But-
ler et al., 2011b; Ladero, Linares, Fernandez y Alvarez,
2008; Ladero, Martinez, Martin, Fernandez y Alvarez,
2010, Ladero, Coton et al., 2011; Nannelli et al., 2008;
Torriani et al., 2008). Incluso se ha utilizado para de-
terminar la fuente de contaminacién de bacterias pro-
ductoras durante el procesamiento post-maduraciéon
de quesos (Ladero et al. 2009).
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Electroforesis en geles con gradiente de desnaturali-
zacion (DGGE)

La DGGE es una técnica que, gracias a la electrofo-
resis en gradiente de desnaturalizacion, generalmen-
te originado por un gradiente de urea u otro agente
desnaturalizante como pueda ser la temperatura, per-
mite una separacién efectiva de fragmentos de ADN
de igual tamafio, pero que difieren en su secuencia
nucleotidica, permitiendo por tanto diferenciar va-
riantes de un mismo gen. Esta técnica se ha usado
ampliamente para ver diferencias y evolucion de po-
blaciones microbianas en distintos ecosistemas, inclu-
yendo alimentos (Cocolin et al., 2007; Smidt, 2016;
Flérez y Mayo, 2006), mediante la separacién de frag-
mentos de PCR correspondientes a genes de valor
taxondmico, como puede ser el gen 16S ribosomal.
Esta herramienta se puede adaptar a otros genes,
como puedan ser los responsables de la produccion
de AB, lo que permite el estudio de las poblaciones
de productores de AB y tener una vision global de las
especies implicadas. Aunque no es una técnica cuan-
titativa, si permite ver la evolucion de los diferentes
grupos de productores de AB de forma cualitativa.
Tras la electroforesis, se obtienen patrones de bandas
que en muchos casos se pueden asignar directamen-
te a especies concretas. Esta técnica se ha empleado
en el estudio de la presencia de productores de hista-
mina en queso (Diaz, Ladero, Redruello et al., 2016),
lo que por un lado permitié identificar especies que
no se pensaba que pudiesen estar presentes en los
quesos, como Tetragenococcus halophilus, y por otro
determinar que el principal responsable de la acu-
mulacién de histamina en altas concentraciones en
queso es Lactobacillus parabuchneri, 1o que abrid la
puerta al inicio de estudios focalizados en una mejor
comprensién de su fisiologia y genética para poder di-
sefiar medidas preventivas especificas que impidan el
crecimiento y desarrollo de esta especie productora
de histamina (Diaz, Ladero, Rio et al. 2016; Diaz et al.,
2018; Wuthrich et al., 2017).

Secuenciacion masiva o de nueva generacion (NGS)

El desarrollo de las nuevas técnicas 6dmicas, y mas
concretamente las técnicas de secuenciacion masiva,
asi como el abaratamiento de las mismas, ha tenido y
seguird teniendo un gran impacto en la microbiologia
de alimentos y particularmente en calidad y seguridad
alimentaria (Mayo et al., 2014; Walsh, Crispie, Claesson
y Cotter, 2017). En el caso concreto del estudio de mé-
todos para la deteccion de cepas productoras de AB,
tiene un gran potencial. Actualmente la secuenciacion
completa del genoma de las cepas se considera la for-
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ma mas completa de caracterizar las cepas bacterianas
con potencial para ser incluidas en cultivos iniciadores
en las fermentaciones alimentarias, ya que por un lado
se pueden ver las caracteristicas tecnoldgicas relaciona-
das con el proceso de fermentacion y ademas verificar
la seguridad e inocuidad de dichas cepas, incluyendo la
capacidad de producir AB. En los ultimos afios se han
secuenciado una gran variedad de cepas productoras
de AB de diferentes géneros y especies (Bjornsdottir-
Butler, Leon y Benner, 2016; Ladero et al., 2013; Lade-
ro et al., 2014; Romano, Trip, Lolkema y Lucas, 2013;
Wouthrich et al., 2017). Estos estudios se han utilizado
para determinar el origen de los genes implicados en la
produccién de AB (Wuthrich et al., 2017), para identi-
ficar nuevas rutas de produccién (Romano et al. 2013),
o realizar estudios fisiolégicos para profundizar en las
condiciones que afectan a su acumulacién en alimen-
tos (Rio et al., 2016; Pérez et al., 2017).

Otra técnica con gran impacto en microbiologia de
alimentos ha sido la metataxondémica, que mediante la
secuenciacién masiva de amplicones de regiones varia-
bles de genes de interés taxondmico, principalmente
el gen de la subunidad 16S ribosomal permite cono-
cer la distribucidon de especies bacterianas presentes
en una muestra (Alegria, Szczesny, Mayo, Bardowski
y Kowalczyk, 2012). Recientemente, se ha adaptado
esta técnica a la amplificacion de fragmentos internos
de los genes que codifican la tirosina y la histidina des-
carboxilasas (O’Sullivan et al., 2015). Estos estudios
han permitido identificar a Enterococcus faecalis como
el principal responsable de la produccién de tiramina
en quesos o corroborar a Lactobacillus parabuchneri
como el responsable de la produccion de histamina en
productos lacteos (O’Sullivan et al., 2015), si bien, debi-
do a la necesidad de conocimientos de bioinformatica
que adapten los métodos y las bases de datos de refe-
rencia existentes al caso concreto de la produccién de
AB, este tipo de estudios son muy escasos.

CONCLUSIONES

El hecho de que las AB puedan acumularse en ali-
mentos en altas concentraciones y que la ingesta de
estos alimentos contaminados pueda provocar efec-
tos adversos en el consumidor ha hecho que exista
un consenso generalizado sobre la necesidad de re-
ducir la presencia de AB en alimentos. La acumula-
cion de estos compuestos toxicos en alimentos es un
problema multifactorial, donde convergen distintas
causas, algunas evitables, como la presencia de bac-
terias Gram negativas en pescados y otras muy difi-
ciles de modificar, ya que son intrinsecas al proceso
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de elaboracion, como es el caso de los alimentos fer-
mentados. Los avances en el conocimiento de la ge-
nética de la produccion de AB permiten el disefio de
nuevas herramientas, mas rapidas y especificas, para
realizar una correcta deteccion e identificacién de las
bacterias responsables de la produccién de AB y de
esta manera evitar su presencia durante el proceso
de fermentacién de los alimentos (véase figura 3). En
los préximos afios, el desarrollo de las técnicas de se-
cuenciacion masiva y la adaptacion al estudio de las
AB de los métodos de analisis disponibles supondran

nuevos avances que contribuiran a la mejora de la ca-
lidad y la seguridad de los alimentos que consumimos.
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