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Resumen:

La hibridacion fluorescente in situ (FISH) es una técnica que permite simultdneamente la deteccién y recuento directo
de especies en una muestra, sin necesidad de cultivo. En este trabajo se ha empleado esta técnica para cuantificar e identificar
las poblaciones de bacterias lacticas responsables de la fermentacion malolactica (FML), y las presentes durante el
envejecimiento. Los recuentos obtenidos se compararon con los procedentes de la siembra en placa, y la identificacion por
FISH con la identificacion mediante PCR especifica y 16S-ARDRA.

La Unica especie presente en este muestreo durante la FML y el envejecimiento de los vinos fue O. oeni, y la evolucion
de la poblacion de esta especie variaba en funcion de las condiciones aplicadas al vino. Se observo una total coincidencia de
los resultados de identificacion tanto por FISH como por PCR especifica y 16S-ARDRA. Los recuentos resultaron ser mas
elevados en FISH, debido al hecho de que esta técnica detecta organismos totales y no sélo las viables como en el caso del
recuento en placa.

Este método es mucho mas rapido para seguir la evolucién de las poblaciones durante la FML al proporcionar

resultados cuantitativos tiempos mucho mas cortos, evitando el cultivo de los microorganismos.
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1. INTRODUCCION

Generalmente, el andlisis de las poblaciones mi-
crobianas se circunscribe a los vinos terminados y listos para
embotellar con el fin de estimar el riesgo de alteracion du-
rante el periodo de comercializacion. Sin embargo, es impor-
tante conocer la evolucién de la microbiota autéctona a lo
largo del proceso de vinificacion y envejecimiento del vino,
para predecir con suficiente antelacion los cambios benefi-
ciosos o perjudiciales que pueda sufrir el vino como conse-
cuencia del crecimiento microbiano.

Entre las bacterias que existen en el vino estan las
bacterias l4cticas, responsables de la (FML) pero también de
diversas alteraciones del vino. En cuanto a las bacterias lac-
ticas (BAL) responsables de la FML la mas conocida es Oe-
nococcus oeni que se multiplica en el vino al final de la
fermentacion alcohdlica para transformar el acido malico en
acido lactico. Entre las alteraciones més conocidas produci-
das por las BAL destaca el aumento de la acidez volatil.

Asimismo, al final de la FML las bacterias atin vivas
atacan el &cido citrico del vino para producir acidez volatil y
diacetilo. El género Oenococcus es el que, generalmente pre-
domina en los vinos y parece ser el més adaptado para rea-
lizar la FML minimizando los riesgos. Pero el predominio de
Oenococcus sobre otras especies de BAL no es sistematico
y no es raro que, en ausencia de control, se pueda asistir a
una FML ligada al desarrollo de bacterias lacticas indesea-
bles (Lactobacillus, Pediococcus), responsables de defectos
organolépticos.

De todo ello surge la necesidad de un método ra-
pido capaz de detectar y cuantificar la microbiota propia del
vino durante todo el proceso de vinificacion:

La hibridacién fluorescente in situ (FISH) es una
técnica que permite simultaneamente la deteccion y recuento

directo de especies en una muestra, sin necesidad de cultivo.
La técnica se basa en la hibridacién de sondas especificas
fluorescentes con rRNA 16S (diana). El complejo sonda-diana
se puede visualizar con el microscopio de fluorescencia.

En este trabajo se ha empleado esta técnica para
cuantificar e identificar las poblaciones de BAL responsables
de la FML, y las presentes durante el envejecimiento.

2. MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se emplearon vinos de Temprani-
llo y Cabernet-Sauvignon procedentes de la D.O. Somon-
tano. Procesamos las muestras tomadas a lo largo de la
fermentacion y durante el envejecimiento del vino, y se ana-
lizaron en paralelo utilizando la técnica de FISH [1] y el cre-
cimiento en placas de MRS y MLO durante 4-6 dias a 28°C
con posterior identificacion mediante 16S-ARDRA [2] y PCR
especifica [3]. ’

Para el recuento de bacterias fijadas por hibridacién
in situ se utilizé un programa de andlisis de imagen automa-
tizado llamado CellC® [4].

2.1. Protocolo FISH:

1.- Filtracién de la muestra para su recogida en filtro de
policarbonato

2.- Fijacion celular mediante deshidrataciones seriadas en
etanol (50, 80, 96%)

3.- Permeabilizacion mediante la adicion de lisozima

4.- Adicion al filtro de tampén de hibridacién y sonda

5.- Incubacion en una camara himeda a una temperaturay
tiempo determinados en funcién de la sonda

6.- Lavado del filtro en tampon atemperado para eliminar
uniones inespecificas

7.- Lavado del filtro agua filtrada estéril
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Capitulo 1: Microbiologia f

Fig. 1. Matraz Kitasato para la fijacion de la muestra en filtro de
policarbonato de 0.22 um de poro

2.2. ldentificacion por 16S-ARDRA y PCR especifica:

Siembra en placas de MRS y MLO con natamicina a
28°C durante 2-5 dias, a partir de las colonias aisladas se re-
aizd una amplificacion del gen 16S-rDNA segun describe
Rodas et al [2], los productos de PCR fueron digeridos con la
enzima de restriccion Msel y los fragmentos visualizados en
un gel de agarosa obteniendo un perfil propio de cada especie.

Se procedié a realizar una PCR especifica de O.

oeni como describen Zapparoli et al. [3], que amplifica un frag-
mento de 1025 parejas de bases del gen del enzima malolac-
fico de esta especie. Los cebadores son Onf
(5-TAATGTGGTTCTTGAGGAGAAAAT-3') y On2 (5'-AT-
CATCGTCAAACAAGAGGCCTT-3), y la amplificacion de
PCR es de 30 ciclos (45 segundos a 94°C, 2 minutos a 64°C
y2minutos a 72°C).

3.RESULTADOS

La Unica especie presente en este muestreo du-
fanie la FML y el envejecimiento de los vinos fue O. oeni, y
laevolucion de la poblacion de esta especie variaba en fun-
ton de las condiciones aplicadas al vino (Figs. 2y 3).

Fig. 2. Hibridacion in situ con la sonda de O. oeni.
Fig. 3. Hibridacion in situ con fluoresceina de bacterias totales.

Fig 3

Tras los 20 dias de finalizacion de la FML se ob-
4(Fig. 4) una bajada significativa del niimero de O. oeni
dos mediante recuento en placa y las sondas. A par-
&t los dos meses de crianza no se detectaron bacterias
Itas viables, que si se cuantificaron mediante el empleo
léssondas marcadas con fluorocromos. Los recuentos re-
nser mas elevados en FISH, debido al hecho de que
lécnica detecta organismos totales y no sélo las viables
enel caso del recuento en placa.

Se observd una total coincidencia de los resultados
de identificacion tanto por FISH como por PCR especifica y
16S-ARDRA. Ello demuestra la idoneidad de este sistema al
compararlo con otros métodos moleculares de probada fiabi-
lidad como son el 16S-ARDRA y la PCR especifica.

Este método es mucho més rapido para seguir la
evolucion de las poblaciones durante la FML al proporcionar
resultados cuantitativos en tiempos mucho mas cortos, evi-
tando el cultivo de los microorganismos, que son necesarios
para la realizacion de otro tipo de pruebas moleculares.

Fig 4. Estudio de la evolucion de la microbiota autéctona en las va-
riedades de Tempranillo y Cabernet-Sauvignon en depdsito desde
final de la fermentacion maloléctica hasta 6 meses de crianza.
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4. CONCLUSIONES

Los recuentos obtenidos con ambos tipos de apro-
ximacion son comparables, teniendo en cuenta que FISH per-
mite un recuento de totales mientras que el crecimiento en
placa permite sélo el de viables.

Se ha observado en los vinos analizados una total
correlacion en los resultados de identificacion observados por
la técnica FISH y 16S-ARDRA.

La técnica de FISH se aplica directamente a las mues-
tras de mostos y vinos, y permite cuantificar e identificar de
forma répida y simultanea (unas 3 horas) las distintas poblacio-
nes microbianas a lo largo de la vinificacion. De este modo,
posee ventajas frente a otras metodologias moleculares, ade-
mas de ser una tecnologia directamente aplicable en bodega
para el control de calidad de vinos en fermentacion y acabados.
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