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Resumen

El uso de microorganismos probiéticos como estrategia de biocontrol se esta
convirtiendo en un area de investigacion en crecimiento que ofrece alternativas mas

seguras y sostenibles para el control de patdgenos en la produccién de alimentos.

En esta revisién bibliogréfica, se destacan las estrategias innovadoras que utilizan
probidticos como agentes de biocontrol para reducir el uso de productos quimicos en

distintas industrias destinadas al consumo humano.

Se analizaran y discutiran estudios in vitro e in vivo enfocados en demostrar la eficacia
de biopeliculas formadas por bacterias del acido lactico con potencial probidtico contra
patdgenos comunes en la industria alimentaria, como Listeria monocytogenes,

Salmonella y Escherichia coli.

Abstract

The use of probiotic microorganisms as a biocontrol strategy is becoming a growing
area of research that offers safer and more sustainable alternatives for the control of

pathogens in food production.

In this bibliographical review, innovative strategies that use probiotics as biocontrol
agents to reduce the use of chemical products in different industries for human

consumption are highlighted.

In vitro and in vivo studies focused on demonstrating the efficacy of biofilms formed by
lactic acid bacteria with probiotic potential against common pathogens in the food
industry, such as Listeria monocytogenes, Salmonella and Escherichia coli, will be

analyzed and discussed.

Palabras clave: probiéticos, bacterias del acido lactico, bacteriocinas, biofilm,

biocontrol, biodesinfeccion

Key words: probiotics, lactic acid bacteria, bacteriocins, biofilm, biocontrol,

biodisinfection.
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1. Introduccién
1.1.¢:Qué son los probioticos?

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los probiéticos son
“microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren beneficios para la salud del huésped” (FAO/OMS, 2002). De manera que,
se puede decir que son un grupo de microorganismos Vvivos, en su mayoria bacterias,
que gracias a sus propiedades presentan una serie de utilidades en distintos sectores
destinados al consumo humano como pueden ser la industria alimentaria, ganaderia,

biotecnologia o biomedicina entre otros.

La palabra “probiético” tiene su origen del griego: “pro” y “bios” que, en conjunto,
significan “a favor de la vida”. Por lo tanto, como su propio nombre indica, son
microorganismos con propiedades favorables para la salud (Khaneghah et al., 2020).
Para determinar si un microorganismo puede clasificarse como probiético o no, en
2002 un grupo de investigacion perteneciente a la FAO, en conjunto con la OMS,
elabord una lista de directrices usadas para la clasificacion de un microorganismo
como probidtico. Gracias a estas directrices, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) ha desarrollado una lista de microorganismos que son seguros y
estan autorizados por la Unién Europea (UE) para su uso como probiéticos. Ademas,
el uso de probidticos en la alimentacion esta regido por el Reglamento (CE) n°
1924/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, del 20 de noviembre de 2006 (E.C.
2007).

Posteriormente, en 2014 un panel de expertos de la Asociacion Cientifica
Internacional de Probidticos y Prebidticos (ISAPP) evalud la definicidn de probidtico
anteriormente definida por la FAO/OMS en 2002 teniendo en cuenta las directrices y
los avances cientificos, concluyendo que a dia de hoy sigue siendo la definicion mas
aceptada (Hill et al., 2014). Aun asi, en 2018 los puntos y directrices para definir un
microorganismo como probidtico fueron cuestionados de nuevo por ISSAP (Binda, S.
et al., 2020).
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Candidate Probiotic Strain(s)
N

v’ Characterized

1 Yes

v Safe for intended use

l Yes

v At least 1 positive relevant human studyj

No

v species with
recognized benefit ?

1 Yes Yes

v Product delivers studied dose viable
until end of shelf life

1 Yes

v OK for probiotic status

Figura 1.1. Arbol de decision elaborado por ISSAP para determinar si un probiético candidato cumple

con los criterios de definicion (adaptado de Binda, S. et al., 2020).

En la figura 1.1., se indica en forma de arbol de decisiones los criterios establecidos
por ISSAP en 2018 para determinar si un microorganismo puede definirse como
probidtico o no. En primer lugar, una cepa o0 un microorganismo debe estar
caracterizado, es decir, estar bien identificado y tener asignado un nombre adecuado
gue siga la nomenclatura bacteriana valida de acuerdo con el Cédigo Internacional de
Nomenclatura (Parker et al., 2019). El nombre adecuado debe incluir el género, la
especie, subespecie (si la hubiese) y el nimero de catalogo de una coleccion de
cultivo reconocida o comercial. Para que una cepa esté caracterizada, debe de
conocerse la secuencia completa de su genoma (WGS). En segundo lugar, deben de
haberse realizado pruebas in vitro para detectar las caracteristicas propias generales
de un microorganismo probiético teniendo en cuenta que una caracteristica propia de
un probiotico es especifica de cada cepa. En tercer lugar, la cepa debe de ser segura
para su uso, es decir, debe de cumplir los requisitos de seguridad estipulados por el
regulador nacional y/o regional y estar incluida en la lista de especies que son seguras
elaborada por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). Finalmente,
para considerar un microorganismo como probidtico es necesario que esté
respaldado, al menos, por un ensayo clinico en humanos que pruebe que realmente

aporta beneficios para la salud. (Vandenplas et al; 2015; Binda, S. et al., 2020).
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Los probidticos tienen multitud de aplicaciones como agentes de control biolégico y
bioterapéutico. Entre ellas podemos destacar su aplicacion en terapias contra el
cancer, modulacion de la microbiota intestinal asi como su uso en la mejora de la
calidad y seguridad alimentaria. La utilidad mas estudiada es el uso de probidticos
como complemento alimenticio comercializado. Numerosos estudios avalan el uso de
probidticos como suplemento alimenticio y/o complemento tras el tratamiento de
patologias con antibioticos (Sadeghi et al., 2022). Estos microorganismos deben ser
seguros para el huésped y pueden proporcionar efectos preventivos o curativos.
(Vandenplas, Y. et al; 2015).

Los géneros mas estudiados y clasificados como probidticos son los géneros
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium. Estos
géneros entran a formar parte del grupo de las bacterias productoras de acido lactico
(LAB). Ademds, algunas cepas del género Bacillus y cepas no patdgenas de
Escherichia coli son consideradas como probidticos. Dentro del grupo de las
levaduras, soOlo hay un género de levadura considerada como probiético:

Saccharomyces boulardii (Castafieda, 2018).

1.1.1. Propiedades

Para que un microorganismo sea identificado como probidtico debe de presentar unas

propiedades especificas que lo caractericen como tal. Estas son las siguientes:

a. Resistencia a: pH acido y sales biliares

Los microorganismos probioticos son capaces de adaptarse a situaciones de estrés
como condiciones de pH bajo o altas concentraciones de sales biliares; es por ello que
la mayoria se encuentran formando parte de la microbiota intestinal siendo resistentes
a enzimas gastrointestinales como la lisozima o la pepsina. Los mecanismos que les
permiten soportar estas situaciones estan ligados a modificaciones de la pared celular

formando polimeros de carbohidratos, hidrolasas y osmolitos, entre otros, que ajustan
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la composicion lipidica de la membrana como respuesta al estrés (Sadeghi et al.,
2022).

b. Adhesién

Otra propiedad importante de los microorganismos probidticos es su capacidad de
adhesién a las superficies tanto bidticas como abiéticas. Como consecuencia, los
probioticos pueden competir con otros microorganismos patdgenos por los nutrientes
presentes en las zonas de adhesién. Este mecanismo recibe el nombre de
competencia por exclusion o exclusién competitiva (Khaneghah et al., 2020). Los
microorganismos probiéticos son capaces de competir por los nutrientes presentes en
las zonas de adhesion gracias a la produccion de acidos grasos de cadena corta y
otros acidos que reducen el pH del sitio de union impidiendo la adhesion de

microorganismos patégenos y aumentando asi el efecto bactericida.
c. Actividad antimicrobiana

Los probidticos segregan sustancias bactericidas como son las bacteriocinas, acidos
organicos y especies oxigeno reactivas, como el peroxido de hidrégeno que aumentan
el estrés oxidativo de los microorganismos patdégenos inhibiendo asi su accion
(Vandenplas, Y. et al; 2015).

Tabla 1.1. Resumen de las propiedades de los microorganismos probidticos. Fuente: elaboracion

propia.
PROPIEDADES
Resistencia a pH acido y - Condiciones de pH é&cido
sales biliares - Alta concentracion de sales biliares
Adhesion - Competencia por exclusion o exclusion competitiva

por nutrientes

Actividad antimicrobiana | Secrecién de:
- Bacteriocinas
- Acidos organicos

- Especies oxigeno reactivas (ROS)
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1.1.2. Bacterias del acido lactico (BAL)

Las bacterias del &cido lactico o BAL, son un grupo importante de probidticos
“‘generalmente reconocidos como seguros” (GRAS) (Mafu et al.,, 1990) que se
encuentran situados en ambientes muy diversos como productos lacteos, frutas y
verduras frescas o cereales fermentados (Grosu-Tudor et al., 2014). Las bacterias del
acido lactico, son bacterias Gram positivas, catalasas negativas, no formadoras de
esporas y microaerdfilas. Entre sus géneros, los mas importantes son: Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus, Bifidobacterium, Streptococcus, Pediococcus (Speranza
et al., 2020).

Una caracteristica a destacar en las bacterias del 4cido lactico, es su capacidad para
producir péptidos antimicrobianos (AMP) que reciben el nombre de bacteriocinas.
Estos péptidos antimicrobianos o bacteriocinas son secretados por las bacterias del
acido lactico junto con otros compuestos (acido lactico, acidos organicos y peroxido
de hidrégeno) que, en conjunto, se encargan de disminuir el pH de los sitios de union
para inhibir el crecimiento de bacterias patdégenasy, asi, ejercer su funcion (Galvez et
al., 2010; Kleerebezem M., 2004).

1.1.2.1. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados por bacterias Gram positivas, bacterias
Gram negativas y arqueas, que impiden la proliferacion de cepas bacterianas
patogenas. Actluan atacando la membrana plasmatica de los microorganismos
patdgenos formando poros en la bicapa lipidica que afectan a la fuerza protdn-motriz
(Ruiz et al.,, 2017) y se sintetizan como péptidos precursores inactivos en los
ribosomas. Tienen una longitud de 20 a 60 aminoéacidos y suelen ser cargados
positivamente a pH neutro o ligeramente &cido, con secuencias hidrofébicas o

anfifilicas (revisado por Eijsink et al., 2002; Ennahar et al., 2000).

La produccion de bacteriocinas esta regulada por la densidad celular y comienza con
la acumulacion de feromonas en el medio de crecimiento. Estas feromonas

desencadenan la produccidon de bacteriocinas cuando alcanzan una concentracion
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maxima. Este proceso se basa en el mecanismo de deteccion de quorum, donde las
bacterias transmiten informacién entre si a través de sefales quimicas en respuesta
a cambios en la densidad celular de la comunidad bacteriana (Kleerebezem M., 2004;
Zhao et al., 2017).

En las revisiones de Eijsink et al. (2002) y Moll et al. (1999), se exponen por un lado,
las caracteristicas propias a nivel estructural y funcional de las bacteriocinas
secretadas por las bacterias del acido lactico; y por otro lado su clasificacion mas

aceptada que es la siguiente (tabla 1.2).

Tabla 1.2. Clasificacion de bacteriocinas (clase I, 1l y lll). Fuente: elaboracion propia.

Tipos de bacteriocinas

Clase | Tipo A: alargada

termoestables con lantionina (lantibiéticos) Tipo B: globular

Clase Subclase lla: inhiben a Listeria
estables al calor sin lantionina monocytogenes

(no lantibicticos) Subclase Ilb: dos péptidos

Subclase llc: otras bacteriocinas

Clase Il Antimicrobianas protéicas

(no lantibioéticos)

Méas adelante, estudios como el de Grosu-Tudor et al., 2014 han clasificado y
caracterizado bacteriocinas producidas por nuevas cepas de bacterias acido lacticas

aisladas de alimentos fermentados.

Se puede decir que la secrecidn de bacteriocinas representa una estrategia natural de
defensa utilizada por las bacterias del acido lactico para competir y sobrevivir en su

entorno.
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1.1.2.1.1. Mecanismos de accion y funciones

Una vez que las bacteriocinas son segregadas por las bacterias del acido lactico, estas

pueden ejercer distintas funciones:

a) Péptidos colonizadores: facilitan la adhesion y la competencia de un probidtico
contra un patégeno.

b) Péptidos letales o inhibidores: eliminan directamente los patégenos adheridos
a la zona de adhesion.

c) Péptidos de sefializacion: permiten la sincronizacion bacteriana e intervienen

como péptido sefial en la deteccion de quérum (figura 1.2).

Colonising peptide Killing peptide Signaling peptide

Pr

Probiotic

o -

o J o Bacteriocir
. - .

Lumen

PR
L

..
_—
&,

o o e X

Microbiota [ § g2

|

-
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»
L 3K K JIK 3K 3K JIE % UK
] A 1 | )
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@ ) I=)

Figura 1.2. Mecanismos de accidn de bacteriocinas como péptido colonizador, letal o de sefializacién
(adaptado de Dobson, A. et al., 2012)

Para poder ejercer dichas funciones, las bacteriocinas forman poros en la membrana
de las células diana o patégenos. Con la formacion de poros causan efectos como
agotamiento de ATP intracelular, disipacion de la fuerza proton motriz de la
membrana; lo que implica a su vez fuga de pirofosfato inorganico (Pi) y de nutrientes
(Eijsink et al., 2002). Ademas, tiene lugar la disminucion del pH de la membrana lo
que mejora la capacidad de unién de la bacteriocina (Ennahar et al., 2000). Son
capaces de formar poros en las membranas plasmaticas gracias a la interaccion entre

la propia bacteriocina, que esta cargada positivamente, con los lipidos anidnicos de la
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membrana. De manera que, las bacteriocinas forman poros en la membrana gracias

a la interaccion electrostatica que se forma (Eijsink et al., 2002).

1.1.3. Otros probidticos: Saccharomyces boulardii

A pesar de que la gran mayoria de microorganismos que tienen caracteristicas
probidticas son organismos procariotas, también existen otros microorganismos con
estas caracteristicas. Estos, pertenecen al reino Fungi y son las levaduras; en

concreto la especie Saccharomyces boulardii (Czerucka et al., 2007).

Se ha demostrado que S. boulardii es eficaz en el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales, como aquellas causadas por Clostridium difficile. Esta levadura
puede sobrevivir en el tracto gastrointestinal y tiene la capacidad de modular la

respuesta inmunoldgica del huésped (Czerucka et al., 2007).

El modo de accién de S. boulardii contra los patégenos se basa en la segregacion de
proteinas que neutralizan las toxinas y en la modulacion de la via de sefializacion de
las células huésped (Czerucka et al., 2007). También puede segregar aminoacidos
que promueven el crecimiento de bacterias beneficiosas del acido lactico (revisado

por Staniszewski et al., 2021).

Una ventaja de usar S. boulardii como probiético en lugar de bacterias es que la
levadura no transmite genes de resistencia a los patdégenos (Czerucka et al., 2007).
Sin embargo, hasta ahora, su uso se ha limitado a fines terapéuticos y no se ha
empleado en el procesamiento de alimentos. Se estan investigando otras levaduras,
como Hanseniaspora, Toluraspora o Pichia, que podrian tener caracteristicas
probidticas y ser utilizadas en el futuro (Lazo-Vélez et al., 2018; Staniszewski et al.,
2021).
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1.2. Biofilm o biopeliculas bacterianas

Un biofilm o biopelicula se define como una comunidad de microorganismos que
crecen en el interior de una matriz extracelular producida por ellos mismos que les
permite adherirse a una superficie inerte o un tejido vivo (Lasa et al., 2005; Rather et
al., 2021).

El proceso de formacion de un biofilm o biopelicula consiste, en primer lugar, en la
adhesion del microorganismo a una superficie. La adhesion tiene lugar gracias a la
motilidad en bacterias Gram negativas o bien gracias a proteinas de superficie de
membrana de las bacterias Gram positivas. Algunas bacterias se adhieren a
superficies gracias a la union de las proteinas de membrana con nutrientes presentes
en la zona y otras se extienden produciendo un césped uniforme de bacterias
adheridas (Costerton, 1995). Se ha visto que hay una molécula de sefializacion muy
importante en la etapa temprana de la formacion de un biofilm: se trata de bis (3’-5’)-
guanosina monofosfato dimérico ciclico (c-di- GMP). Esta molécula, se encarga de
restringir la motilidad planténica y de estimular la formacion de la matriz extracelular
(Rather et al., 2021). Ademas, la unién de los microorganismos a una superficie se ve
influenciada en las propiedades de la superficie, es decir, en la rugosidad, carga,
hidrofobicidad, etc. Por ejemplo, la adhesion es mucho mas facil en superficies

humedas debido a las interacciones hidrofobicas que se forman (Zhao et al., 2017).

Cuando los microorganismos consiguen adherirse a la superficie, comienza la division
celular y la formacion de microcolonias. Las microcolonias son unidades organizativas
basicas de las biopeliculas, que, una vez formadas, secretan exopolisacaridos que
conforman la matriz de la biopelicula. En esta etapa, la concentracion de c-di-GMP es
muy alta ya que estimula la formacion de la matriz (Rather et al., 2021). La matriz se
caracteriza por presentar canales de agua en su interior que permiten el paso de
nutrientes, agua y oxigeno a través de la misma para garantizar la supervivencia y
crecimiento de los microorganismos que forman la biopelicula (Lasa et al., 2005). La

formacion de la matriz extracelular provoca la conformacién de distintos habitats
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localizados dentro de la biopelicula, es decir, se crea un gradiente estable de nutricion,
pH, productos de desecho y oxigeno. Dentro de este habitat, se forman conexiones
como competencia o cooperacion entre las células bacterianas en el interior de la
biopelicula que influyen en la estabilidad y maduracion de la misma (Barzegari et al.,
2020). El papel de la matriz extracelular en una biopelicula es muy importante puesto
que interfiere en la unidon de los microorganismos a la superficie y estabiliza la
estructura tridimensional de la biopelicula durante su formacion agrupando y

protegiendo a las células.

La estructura, forma y disposicién de la matriz influye bastante en la resistencia a
antibiéticos y en la actividad de las bacterias que conforman la biopelicula. Ademas,

es especifica de cada cepa (Rather et al., 2021).

Una biopelicula madura o un bifilm maduro se caracteriza por tener una forma de
hongo o torre donde los microorganismos se organizan en funciéon de su metabolismo.
Se diferencian tres capas o superficies: capa reguladora interna, capa basal
microbiana media y capa externa. La capa reguladora interna consiste en una pelicula
reguladora con estructura de red que cubre la superficie adherente; la capa basal
microbiana media esta compuesta por una membrana basal compacta y en la capa
externa, se sitlan bacterias en su forma planctonica dispuestas a salir de la biopelicula
para colonizar otras superficies y formar nuevas biopeliculas (Zhao et al., 2017, Rather
et al., 2021).

Este proceso que tiene lugar en la capa externa del biofilm maduro, recibe el nombre
de dispersién y esta condicionado por factores como una poblacién microbiana alta
dentro del propio biofilm, competencia por nutrientes, accidn enzimatica, condiciones
ambientales como temperatura, deficiencia de oxigeno, acumulacion de metabolitos,

degradacion de la matriz, etc. (Rather et al., 2021).
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Figura 1.3. Etapas de formacién de biopeliculas en superficies abiéticas o bidticas y estructura (a)
Formacién de la matriz extracelular e interacciones que tienen lugar en el interior de la biopelicula

durante su formacién y desarrollo (adaptado de Barzegari et al., 2020).

La composicién de una biopelicula es bastante heterogénea y variable: entre un 10-
25% se compone de células microbianas y entre el 75-90% de su composicion le
corresponde a la matriz extracelular. Entre medias, también existen huecos
intersticiales o canales de agua que separan las colonias y permiten el flujo de

nutrientes en la matriz.

Para la formacion de una biopelicula asi como para su supervivencia en una superficie
determinada influyen los siguientes factores: factores ambientales (temperatura, pH),
comunicacién entre células, segundos mensajeros, condiciones hidrodinamicas,

motilidad bacteriana, disponibilidad de proteinas y de nutrientes (Rather et al., 2021).
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1.3.Estrategias de biocontrol en la industria alimentaria utilizando

microorganismos vivos

Debido a la gran demanda de productos mas sostenibles que esta surgiendo en los
altimos afios, han aparecido nuevas estrategias o medidas de control biolégico o
biocontrol como alternativas sostenibles al uso de productos quimicos en la agricultura
y en la conservacion de alimentos. El control biolégico o biocontrol se define como un
conjunto de estrategias sostenibles que emplean microorganismos para prevenir la
proliferacion de otros microorganismos patégenos (Sanjuan et al., 2023). Entre estas
estrategias encontramos: la bioconservacion, el uso de biofertilizantes y biopesticidas

en la agricultura o la biodesinfeccion.

1.3.1. Bioconservacion

La bioconservacién implica el uso de probidticos para mejorar la calidad de los
alimentos y prevenir el crecimiento de organismos patégenos. Estas practicas se
estan investigando y aplicando en la industria alimentaria como alternativas a los

conservantes quimicos (Khaneghah et al., 2020; Zhao, 2004; Speranza et al., 2020).

Actualmente, entidades como EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria)
estan desarrollando proyectos que aplican estrategias de bioconservacion como
alternativa a la propagacion de enfermedades transmitidas por los alimentos. Ademas,
el proyecto europeo: BIOCOMES estéa evaluando las principales mejoras con respecto
a la aplicacion de nuevas técnicas de bioconservacion y biocontrol en industrias

alimentarias (Calvo Crespo, 2020).

Un ejemplo a destacar dentro de este &mbito es el trabajo realizado por Ortu et al.,
(2005) que demostro la eficacia de que Saccharomyces cerevisae para colonizar la
superficie de heridas en manzana causadas por el moho azul de Penicilllium
expansum y asi controlar la expansion del patdégeno que causa la podredumbre de la

manzana.
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Figura 1.4. Colonizacion de Saccharomyces cerevisae en la superficie interna de una manzana (a).
Inhibicién de la invasion de Penicilllium expansum sobre la superficie de la manzana (b) (adaptado de

Freimoser et al., 2019).

1.3.2. Biofertilizantes y Biopesticidas

Los microorganismos probiéticos tienen propiedades antifingicas y antibacterianas,
lo que los hace utiles como biofertilizantes y biopesticidas. Los biofertilizantes son
preparados de microorganismos vivos que aportan nutrientes a las plantas y mejoran
la fertilidad del suelo. Los biopesticidas, por otro lado, son también preparados de
microorganismos probiéticos que inhiben la proliferacion de patogenos. Estas
alternativas son mas ecolégicas que los fertilizantes quimicos y pueden aumentar el

rendimiento de los cultivos.

Los biofertilizantes actian a través de mecanismos como la fijacion de Nitrégeno, la
solubilizacion de fosfatos o la produccion de fitohormonas (Sanjuan et al., 2023;
Mahanty et al., 2017); mientras que los biopesticidas actian a través de mecanismos
como la competencia por nutrientes, la formacion de biofilm protectores, la resistencia
sistémica inducida y la secrecion de enzimas o compuestos que degradan la

membrana de los patdgenos (Alori y Babalola, 2018).

Ademas, se ha visto que la aplicacion de biofertilizantes es beneficiosa porque evita
la acumulacion de productos quimicos en las aguas subterraneas y mejora la

retencion de agua en el suelo (Mahanty et al., 2017).

En definitiva, el uso de probidticos como biofertilizantes y biopesticidas es una

alternativa sostenible para la agricultura, ya que brinda proteccion contra patdégenos y
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aporta nutrientes esenciales para el desarrollo de las plantas, al tiempo que reduce la

contaminacion y el uso de productos quimicos (Alori y Babalola, 2018).

PGPR Microbial Inoculants

Biofertilizer Biocontrol Agents

Phytohormones jitrogen Phosphorus Antibiotic Competition Induced Hydrogen
Production fixation Solubilization Systemic Cyanide
Resistance
(ISR)

production
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2The Free Living Substances

Nitrogen Fixing 3. Liberation of Enzymes
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Figura 1.5. Representacion esquemdtica de los mecanismos mediante los cuales los biofertilizantes
son (tiles como promotores del crecimiento vegetal y los biopesticidas como agentes de control

biolégico (adaptado de Alori y Babalola, 2018).

1.3.3. Biodesinfeccion

Segun el Instituto Nacional de Salud (NIH), la mayoria de enfermedades bacterianas
(65-80%) son causadas por biopeliculas formadas por patdogenos (Barzegari et al.,
2020). Este es uno de los principales factores por lo que cada vez esta aumentando
mas el interés en el uso de probidticos y sus derivados de interés en la aplicacion para

la lucha contra biofilms patdgenos.

Se ha visto que las biopeliculas compuestas por microorganismos beneficiosos o
probidticos compiten por los nutrientes y colonizan la superficie donde estan adheridos
los microorganismos patogenos mediante el principio de exclusion competitiva o
competencia por exclusién. Es decir, la competencia por exclusion consiste en la lucha
por los sitios de adhesién, nutrientes y energia bloqueando asi el crecimiento y la
proliferacion de microorganismos patégenos (Speranza et al., 2020). Los biofilm
formados por bacterias del acido lactico bloquean la formacion temprana de la
biopelicula de microorganismos patégenos centrandose en la etapa inicial de division

celular y formacion de la matriz extracelular.

Sara Soto Aguilar | Trabajo Fin de Grado | Biologia pag. 15



La formacién de biopeliculas por parte de microorganismos probidticos supone una
estrategia bastante novedosa y beneficiosa para luchar contra biopeliculas patégenas
ya que compiten por nutrientes y sitios de adhesién. Ademas, se ha visto que la
produccion de la matriz extracelular durante la formacién de biofilm en probiéticos es
capaz de inhibir la formacién de biopeliculas patégenas. Esta estrategia supone un
medio prometedor, ya que reduce y controla el crecimiento de patégenos sin suponer
un riesgo para la salud de los consumidores (Barzegari et al., 2020).

En el apartado de “Resultados y discusion” de esta revision, se van a exponer varios
estudios que prueban el uso de biopeliculas formadas por bacterias del acido lactico
contra biopeliculas compuestas por microorganismos patégenos que tienden a
acumularse en superficies inertes de plantas procesadoras de alimentos y, como

consecuencia, generan enfermedades transmitidas por los alimentos.

2. Objetivos

La presente revision bibliografica tiene como objetivo principal analizar los distintos
métodos de biocontrol de microorganismos patégenos en la industria alimentaria
mediante el uso de biopeliculas protectoras con probiéticos. Para conseguir este

objetivo principal se desarrollaran los siguientes objetivos especificos:

o Considerar y comparar los métodos de desinfeccién con probioticos frente a

patogenos como Listeria monocytogenes, Escherichia coli o Salmonella.

o Evaluar la efectividad que tiene el uso de probidticos en la desinfeccion de

instalaciones de la industria alimentaria como alternativa novedosa.

o Establecer las cepas mas estudiadas y beneficiosas para garantizar la

seguridad y la calidad alimentaria.
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3. Metodologia

Para la realizacion de este trabajo, se ha elaborado una revisién bibliografica de
documentos y articulos publicados en revistas y sociedades cientificas sobre el uso
de probidticos en la industria alimentaria; asi como la capacidad de los probidticos
para formar biopeliculas protectoras y aplicarlas como método de biocontrol para

garantizar la seguridad y calidad alimentaria.

Todos los articulos y documentos empleados han sido buscados en bases de datos
como PubMed (NCBI), Science Direct (Elsevier), Google Scholar, Scielo y Scopus
entre otras. Los términos empleados para la busqueda o palabras clave han sido las
siguientes: “probioticos”, “bioconservacion”, “biofilm”, “bacteriocinas”, “bacterias del

M

acido lactico”, “uso de probidticos en alimentos”.

Para poder hacer una seleccién de todas las fuentes y articulos hallados, estos debian
de tener una serie de condiciones o requisitos. En primer lugar, debian hacer
referencia al uso de probidticos en la industria alimentaria y a la formacién de
biopeliculas protectoras de las bacterias del acido lactico; en definitiva, estar

relacionados con los criterios de busqueda.

En segundo lugar, solo se han podido considerar las investigaciones realizadas in vitro
0 in vivo en superficies abibticas ya que su accion en el interior de un huésped no es
relevante para el desarrollo del trabajo. En total, se han considerado 9 estudios para
el desarrollo de los resultados. En tercer lugar, todos los articulos tenian que tener un

acceso libre completo sin ningun tipo de restriccion.

No se ha considerado motivo de exclusion la fecha de publicacion del articulo si su
contenido es relevante para la realizacidon de este trabajo. De manera que, hay fechas
de publicacion bastante variadas. Por ultimo, se ha tenido en cuenta el idioma del
articulo excluyéndose aquellos articulos cuyo idioma fuese distinto al inglés o

espafiol.
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Tabla 3.1. Resumen de los criterios de inclusidn de articulos utilizados para la realizacion de este

trabajo. Fuente: elaboracion propia

Criterios de inclusién para seleccion de articulos

Tratar sobre el uso de probidticos en industria alimentaria

Tratar sobre la formacion de biofilm o biopeliculas

Investigaciones realizadas in vitro o in vivo en superficies abioticas presentes en la
industria

Acceso gratuito y texto completo

Fecha de publicacion no relevante

Idioma: espariol o inglés

4. Resultados y discusion
e Resultados

A continuacion, se exponen estudios realizados in vitro e in vivo que prueban la
capacidad antibacteriana de los probioticos en forma de biofiim frente a los
microorganismos patdgenos mas comunes en la industria alimentaria como son
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus o Salmonella sp.,
entre otros.
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e Estudios realizados in vitro

- Desarrollo de biopeliculas probioticas tolerantes a la desecacion que
inhiben el crecimiento de patégenos transmitidos por los alimentos en

superficies de acero inoxidable (realizado por Kim et al., 2022)

En este estudio, se desarrolla una biopelicula in vitro tolerante a la desecacion y capaz
de adherirse a superficies como acero inoxidable, ceramica o vidrio; superficies de
gran interés debido a que este tipo de superficies son las que se encuentran
habitualmente en las plantas procesadoras de alimentos. Para ello, se afadieron
virutas o chips de acero inoxidable, polietileno y ceramica a las placas de Petri donde
iban a cultivarse los patdgenos y, posteriormente, los probidticos. Ademas, se
determind la resistencia a la desecacion de la cepa probiética utilizada porque es uno
de los métodos de desinfeccion utilizados en industria y que, junto a la biopelicula en

cuestion, podrian ser bastantes efectivos contras patégenos.

Se aislaron cepas probibticas de varios alimentos coreanos fermentados; de las
cuales solo dos cepas mostraron capacidad de adhesién a las superficies
anteriormente mencionadas, tolerancia a la desecacion y actividad antimicrobiana
contra los patdgenos Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes , Bacillus cereus y Salmonella entérica. Las dos cepas aisladas y
utilizadas para la formacion de la biopelicula inhibidora fueron Lactobacillus

sakei M129-1 y Pediococcus pentosaceus M132-2.

En la figura 4.1., se muestran los resultados de la actividad antimicrobiana de ambas
cepas y la reduccién de la poblacién de los patdgenos sin biopelicula como control del
estudio. Se puede observar que, en todas las gréficas, la linea que corresponde al
control sin biopelicula disminuye entre 1,2 y 3,1 log CFU/cm? en 48 horas. Sin
embargo, en las placas con biopeliculas probibticas se observa como disminuye
significativamente la poblacion de todos los patdgenos a partir de las 6 horas de

incubacién y con rangos de hasta 7 log CFU/cm? a las 48 horas del tratamiento.
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Figura 4.1. Cambios en las poblaciones de cinco patégenos, ( A ) Escherichia coli O157:H7,
( B ) Staphylococcus aureus , ( C ) Listeria monocytogenes , ( D ) Bacillus cereus , ( E ) Salmonella
enterica , con o sin biopeliculas de Lactobacillus sakei M129-1 o Pediococcus pentosaceus M132-2
(adaptado de Kim et al., 2022).

Estos resultados indican la efectividad antimicrobiana de las cepas Lactobacillus
sakei M129-1 y Pediococcus pentosaceus M132-2 formadoras de biofilm y su posible

aplicacion futura a entornos de produccién y procesado de alimentos.

- Uso de bhiopeliculas de bacterias del acido lactico (LAB) potencialmente
probiéticas para el control de la formacién de biopeliculas de Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium y Escherichia coli O157:H7

(realizado por Caballero Gémez et al., 2016)

En este estudio, se realiza una evaluacion de la aplicacion de biopeliculas formadas
por cepas de bacterias del acido lactico aisladas de alimentos brasilefios productoras
de bacteriocinas y no productoras de bacteriocinas contra la formacion de biofilm de
los siguientes patogenos: Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium

y Escherichia coli 0157:H7. Asi como la evaluacion de su potencial probi6tico.

Las cepas aisladas productoras de bacteriocinas empleadas en este estudio fueron:
Lactococcus lactis VB69, L. lactis VB94, Lactobacillus sakei MBSal y Lactobacillus

curvatus MBSa3 asi como cepas no productoras de bacteriocinas: L.
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lactis 368, Lactobacillus helveticus 354, Lactobacillus casei 40 y Weissela

viridescens 113.

En primer lugar, se realizé un analisis de las propiedades probioticas de estas cepas
como son la resistencia a acidos y sales biliares, capacidad de autoagregacion y

coagregacion, resistencia a antibioticos y genes de virulencia.

En segundo lugar, se realizaron ensayos de biopeliculas de estas cepas probidticas

sobre biopeliculas de los patdgenos (anteriormente mencionados) ya formadas.

Los resultados fueron bastante favorables; cabe destacar que la cepa Lactobacillus
curvatus MBSa3 fue la que mayor capacidad de coagregacion mostré con Listeria
monocytogenes (69 %) y Escherichia coli O157:H7 (74,6 %). La capacidad de
coagregacion es un rasgo importante puesto que permite ver como la cepa probiotica

en forma de biofilm puede inhibir la formacién de biofilm de patdégenos.

Por otro lado, en los ensayos de biopelicula realizados se pudo observar como todas
las biopeliculas formadas por cepas probioticas fueron capaces de reducir la poblacion
de los microorganismos patégenos entre 5 y 3 log CFU/cm? para Escherichia
coli O157:H7; hasta 4 log CFU/cm? para Salmonella Typhimurium y hasta 7 log
CFU/cm? para Listeria monocytogenes a las 24, 48 y 72 horas de exposicion (figura
4.2). Hay que tener en cuenta que la inhibicion varia en funcion de la cepa probidtica,
el tiempo, y el patdgeno diana. Solamente tres cepas que no aparecen en la figura 4.2
mostraron capacidad de inhibicion total a los tres patdégenos. Estas cepas fueron: L.
lactis 368 (no bacteriocigena), Lactobacillus curvatus MBSa3 (bacteriocigena)

y Lactobacillus sakei MBSal (bacteriocigena).
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Figura 4.2. Cuantificacion de biopeliculas de patégenos en placas de microtitulacién en caldo MRS
(A, Listeria monocytogenes ATCC 7644, B, S. Typhimurium ATCC 14028, C, E. coli O157:H7 ATCC
35150) en presencia de bacterias W. viridescens 113. ( =#=); L. lactis 69 bac+ ( =#*); L. lactis 94
bac+ ( —=—); Lactobacillus casei 40 bac- ( ——) y Lactobacillus helveticus 352 bac- ( =#=),
biopeliculas después de 24, 48 y 72 h a 30 °C. Listeria monocytogenes, S. Typhimurium y E. coli
0157:H7 Control positivo ( ~#~) (adaptado de Caballero Gomez et al., 2016).

En la figura 4.2. (A), se puede ver que no hay presencia de L. monocytogenes en las
biopeliculas formadas por L. lactis 69 y 94. Sin embargo, en el resto de biopeliculas si
se observo presencia del patdogeno pero hubo una reduccién de su poblacion de 7 log
CFU/cm? en L. casei 40, de 4 log CFU/cm? en L. helveticus 352 y de 5 log CFU/cm?
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en W. viridescens 113. Aun asi, la presencia de Listeria monocytogenes aumenté un

poco a las 72 horas de exposicion.

En la figura 4.2. (B), no se aprecia actividad frente a Salmonella Typhimurium ATCC
14028 en ninguna de las cepas ensayadas salvo en Lactobacillus helveticus 352.
Después de 48 y 72 horas de exposicion, no se mostré actividad ninguna solo por

parte de Lactobacillus casei 40.

En lafigura 4.2. (C), se detectaron solo 3 log CFU/cm? de E. coli 0157:H7 en presencia

de todas las cepas probioticas ensayadas.

Estos resultados indican que todas las cepas ensayadas independientemente de que
segreguen o0 no bacteriocinas, son aptas para utilizarse como estrategia de control de
patégenos en las plantas procesadoras de alimentos de la industria alimentaria; ya
que muestran una reduccion en la presencia de patégenos en comparacion con las

muestras control.

- Evaluacién del Potencial de formacién de Biopeliculas de Bifidobacterium
longum subsp. infantis y Lactobacillus reuteri como agentes competitivos
de biocontrol frente a bacterias patégenas y deterioradoras de alimentos

(realizado por Speranza et al., 2020)

El objetivo principal de este estudio es probar la eficacia antibiofiim de dos cepas
probioticas: Bifidobacterium longum subsp. infantis y Lactobacillus reuteri obtenidas
de la coleccion de microorganismos del Leibniz-Institut DSMZ de Alemania. Ambas
cepas fueron probadas contra patdgenos comunmente encontrados en superficies
inertes de industrias y dispositivos médicos: Listeria monocytogenes, Staphylococcus

aureus, Salmonella enterica y Escherichia coli O157:H7.

Primero se comprobdé la capacidad adherente de las cepas probiéticas a superficies
inertes seleccionadas: polipropileno, cloruro de polivinilo, papel anti grasa, papel
encerado, polietileno y ceramica. Ambas cepas demostraron capacidad adherente a

estas superficies siendo el polietileno la superficie con mejores resultados.
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Por otro lado, se realizaron ensayos en los que se consider6 una muestra con
biopelicula probiética (ACT) y otra muestra control sin biopelicula, solo con los
patdégenos seleccionados (CNT). En estos ensayos, se tuvo en cuenta la carga celular

de cada patdgeno en ambas muestras.

Para Escherichia coli 0157:H7 y Staphylococcus aureus, se observé una reduccion
del crecimiento de ambos patégenos conforme aumentaba el tiempo de exposicién a
las biopeliculas probidticas en comparaciéon con el crecimiento en las muestras
control. Ademas, hubo una reduccién de entre 1y 2 log CFU/cm?. Sin embargo, para
Listeria monocytogenes y Salmonella entérica, la restriccion de su crecimiento fue
menor en comparacion con el resto. En ambos, se observé una disminucion de entre
0,5y 1,5 log CFU/cm?.

Este estudio también consta de una parte in vivo donde se probé la capacidad de
control, por parte de probi6ticos, del crecimiento de patdgenos en tejidos blandos de
qgueso conservado polietileno. Como resultado, se observé que el biofilm formado por
las cepas probidticas fue capaz de retrasar el crecimiento de Listeria monocytogenes
a 4y 15°C hasta 3-4 dias (figura 4.3).
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Figura 4.3. Evolucion de L. monocytogenes durante el ensayo a 15 °C. Siendo EXP, quesos
almacenados con biopeliculas probiéticas y CNT, quesos almacenados sin biofilm probiético. ( A ),

embalaje AIRE; ( B ), bajo envasado al vacio (UV) (adaptado de Speranza et al., 2020).
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- Desafio del biofilm: bacterias de acido lactico aisladas de ubres bovinas

versus estafilococos (realizado por Wallis et al., 2019)

Wallis J.K. y su equipo con este estudio quisieron evaluar el posible uso de una
biopelicula formada por bacterias de acido lactico para controlar la mastitis causada

por el patégeno Staphylococcus aureus ATCC 12,600 en ganado bovino.

Para ello, se aislaron 5 cepas procedentes de la coleccidén de cepas de la Facultad II,
Departamento de Ingenieria de Bioprocesos y Microbiologia de la Universidad de
Artes y Ciencias Aplicadas de Hannover, Alemania. Todas las cepas aisladas y
utilizadas para este estudio pertenecian al género Lactobacillus (L.): L. rhamnosus
ATCC 7469, L. plantarum 2/37, L.brevis 104/37, L. plantarum 118/37 y L. plantarum
6E.

Se realizaron ensayos de biopelicula en una placa con 96 pocillos donde, en primer
lugar, Staphylococcus aureus ATCC 12,600 y otras dos cepas de estafilococos
presentes en rebafios bovinos, formaron una biopelicula. Una vez formadas las
biopeliculas de estos microorganismos, se inocularon las 5 cepas de bacterias de
acido lactico para que pudieran formar una biopelicula protectora e impedir el
crecimiento de las cepas patdgenas reemplazando al mismo tiempo la biopelicula
constituida por microorganismos patégenos por una biopelicula compuesta por cepas

probioticas.

Los resultados se cuantificaron raspando las biopeliculas formadas y diluyéndolas
hasta 10 veces para poder hacer un recuento en placas con caldo de cultivo MRS.

Ademas, hubo una muestra control para cada cepa utilizada en este estudio.

En la figura 4.4 se puede ver como la cepa L. rhamnosus ATCC 7469 es la que
mayores valores de crecimiento presenta conforme aumenta el tiempo de cultivo tanto
en la muestra control como en la muestra con biopelicula. Sin embargo, la cepa L.
plantarum 2/37 muestra crecimiento a partir de las 120 horas de exposicion en la
muestra control y en la muestra de desafio. Ademas, se observa un leve crecimiento
de S. aureus a las 72 horas en la muestra con biopelicula como consecuencia a la

inactividad de L. plantarum 2/37 hasta las 120 horas de exposicion. El resto de cepas
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probioticas, mostraron inhibicién del crecimiento de S. aureus pero no fueron capaces
de formar una biopelicula reemplazable. Wallis J.K. y su equipo sugieren que esto

pudo deberse al método de cuantificacion de cultivo empleado en este estudio.
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Figura 4.4. Resultados del ensayo de biopeliculas de bacterias del acido lactico (LAB) contra
Staphylococcus aureus ATCC 12,600 a las 72, 120 y 168 horas (adaptado de Wallis et al., 2019).

Estos resultados plantean a las cepas L. rhamnosus ATCC 7469 y L. plantarum 2/37
como candidatas idéneas para controlar la mastitis de ganados bovinos en un futuro

a pesar de que L. plantarum 2/37 tenga un crecimiento mas lento.

- Inactivacion de Escherichia coli O157:H7 en acero inoxidable tras la
exposicién a biopeliculas de Paenibacillus polymyxa (realizado por Kim
et al., 2013)

Se aislaron 5 cepas con caracteristicas probidticas de brotes y semillas vegetales para
reducir e inactivar a uno de los patdgenos causantes de enfermedades transmitidas

por los alimentos en industrias alimentarias: Escherichia coli O157:H7.

Las 5 cepas aisladas fueron las siguientes: T5 (Paenibacillus polymyxa), R9, R13y T7

(cepas del género Paenibacillus sp.) y A23 (Bacillus subtilis). De todas ellas, la cepa
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gue mostro una mayor capacidad inhibitoria en el ensayo de doble capa realizado para

Escherichia coli O157:H7 fue la cepa T5 (Paenibacillus polymyxa).

En la figura 4.5, se puede ver que el halo de inhibiciobn mas grande fue el de la cepa
T5 tras 24 horas a 25°C en una placa de TSA.

S. Kim et al. / Revista interacional de microbiologia alimentaria 167 (2013) 328-336

A) 5 log CFU/ml E. coli O157:H7 B) 4 log CFU/ml E. coli O157:H7
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Figuras 4.5 y 4.6. Actividad antimicrobiana de 5 cepas aisladas de brotes y semillas vegetales (T5
(Paenibacillus polymyxa), R9, R13 y T7 (cepas del género Paenibacillus sp.) y A23 (Bacillus subtilis))
en placa TSA tras 24 horas (fig. 10, izquierda). Poblaciones de células de P. polymyxa cepa T5 (o) y E.
coli O157:H7 (*) cocultivadas en TSB a 25°C durante 5 dias a concentraciones de E. coli O157:H7
diferentes: 5, 4, 3y 2 log CFU/ml (A,B,C,D respectivamente) (fig. 11, derecha) (adaptado de Kim et al.,
2013).

En este estudio, también se midié la capacidad de inhibicién de la cepa T5 en un
cocultivo con Escherichia coli O157:H7 (figura 4.6). El cocultivo se realiz6 en TSB a
25° durante 5 dias como maximo y se midié la capacidad inhibitoria a distintas
concentraciones: 2, 3,4 y 5 log CFU/ml. Se pudo ver como la poblacion inicial de
Escherichia coliO157:H7 y de lacepa T5 era de entre 6,2 y 6,4 log CFU/mly, conforme
fue aumentando el tiempo, la poblacion de la cepa T5 aumenté hasta 8,5 log CFU/mI
y la poblacién de la cepa Escherichia coli O157:H7 disminuyd progresivamente a los
1-2 dias hasta alcanzar el valor de 0 log CFU/m.

Por otro lado, se midi6é la capacidad de inhibir a Escherichia coli O157:H7 de
biopeliculas formadas por T5 en superficies de acero inoxidable cuando estas se
afladen a cultivos de Escherichia coli O157:H7. Para ello, se consider6 una muestra
control de Escherichia coli O157:H7 en acero inoxidable sin biopelicula probidtica y
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una muestra con la biopelicula formada por T5. Los resultados fueron favorables ya
gue se produjo una reduccion de la poblacion del patégeno de hasta 1,5y 2 log

CFU/ml cuando este fue cultivado a 6 log CFU/mI (figura 4.7).

E. coli O157:H7 (log CFU/coupon)

Figura 4.7. Reduccién en la poblacion de E. coli O157:H7 inoculada a 6 log CFU/cupén en acero

inoxidable con (¢) o sin (o) biopeliculas de P. polymyxa, cepa T5 (adaptado de Kim et al., 2013).

Estos resultados sugieren que la cepa Paenibacillus polymyxa puede utilizarse para
controlar a Escherichia coli O157:H7 y asi evitar la contaminacion cruzada que

desencadena en enfermedades transmitidas por los alimentos.

- Biopeliculas de bacterias acido lacticas no iniciadoras: un medio para
controlar el crecimiento de Listeria monocytogenes en queso blando

(realizado por Speranza et al., 2009)

Con este estudio, se busca en primer lugar, ver la capacidad formadora de biopeliculas
de las cepas de bacterias del acido lactico Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
casei, Lactobacillus aureus y Lactobacillus paracasei sobre superficies de acero
inoxidable. Efectivamente, todas las cepas fueron capaces de formar biopeliculas en

acero inoxidable pero un coctel de todas ellas mostré una adherencia mayor.

Por otro lado, se elaboraron quesos experimentales con el coctel de las cepas de

bacterias del acido lactico y se inocularon con Listeria monocytogenes.

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de la biopelicula formada por las

cinco cepas, anteriormente mencionadas, de controlar y reducir el crecimiento de
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Listeria monocytogenes en quesos conservados en superficies de acero inoxidable;
ya que este patdégeno es muy comun en leche pasteurizada que se utiliza para la
elaboracion de estos quesos y, por ende, puede propagarse en los productos

elaborados y causar enfermedades.

Por un lado, se consideré una muestra control de quesos experimentales sin
biopelicula expuestos a Listeria monocytogenes y, por otro lado, una muestra
experimental de quesos con biopeliculas formadas por bacterias de acido lactico
expuestos también a Listeria monocytogenes. Ambas muestras fueron conservadas
durante 28 dias a 4°C. El resultado de este estudio fue favorable para las cepas de
Lactobacillus sp. formadoras de la biopelicula ya que consiguieron reducir hasta 1 log
CFU/ml la poblacién de Listeria monocytogenes en los quesos experimentales en
comparacion con la muestra control tal y como se muestra en la curva de crecimiento

de la figura 4.8.
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Figura 4.8. Curva de crecimiento de Listeria monocytogenes en quesos blandos con biopelicula
formada por céctel de Lactobacillus sp. y en quesos blandos sin biopelicula (control); envasados al aire
(A) y al vacio (B). Linea continua: muestra control; linea discontinua: muestra experimental (adaptado

de Speranza et al., 2009).
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Speranza E. y su equipo pudieron concluir con estos resultados que las cepas de
Lactobacillus sp. son excelentes candidatos para controlar la propagacion de
patbgenos como Listeria monocytogenes causantes de diversas enfermedades
transmitidas por los alimentos en la industria alimentaria. Aun asi, también dejaron

claro que son necesarios méas estudios al respecto.

- Biopeliculas de bacterias del &cido lactico y su capacidad para mitigar la
colonizacion superficial de Escherichia coli O157:H7 (realizado por
Cisneros et al., 2021).

El propdsito de este estudio fue probar la eficacia de frenar el crecimiento de
Escherichia coli 0157:H7 por parte de biopeliculas formadas por cepas de bacterias
del &cido lactico. Se aislaron 100 cepas y se evalud su capacidad de inhibicién y de
adhesion a superficies comunes de procesadoras de carne donde este patdégeno es
muy comun. De las cepas aisladas, 37 mostraron inhibicion y 18 mostraron adhesiéon
a superficies inertes propias de la industria alimentaria de carnes. De las 18 cepas, se
consideraron las mas efectivas 5: Lactiplantibacillus plantarum CRL 1075,
Lactiplantibacillus plantarum CRL 1482, Lactiplantibacillus plantarum CRL 683,

Pediococcus pentosaceus CRL 2145 y Pediococcus pentosaceus CRL 908.

Una vez consideradas las cepas para el estudio de la inhibicion del patdégeno
Escherichia coli O157:H7, se realizaron ensayos de inhibicibn en microplacas de
polietileno y en medios a base de carne a 10°C durante 24 horas de exposicién del
patdégeno a las biopeliculas ya formadas. Los resultados fueron favorables para todas
las cepas pero en particular la cepa Lactiplantibacillus plantarum CRL 1075 fue la que
mayor capacidad de inhibicion mostro frente a Escherichia coli O157:H7. Ademas, fue
la Unica cepa que aumentd su poblacion en presencia del patégeno. En la figura 4.9,
se pueden observar los resultados de los ensayos realizados. Como muestra control,
se dejo crecer Escherichia coli O157:H7 en ausencia de biopeliculas protectoras v,
por otro lado, la formacion de las biopeliculas de bacterias del acido lactico sin

exposicién al patbgeno se tomé como muestra control del experimento.
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Figura 4.9. Grafica de dispersion de los resultados obtenidos de los ensayos de inhibicion de
Escherichia coli 0157:H7 por parte de biopeliculas formadas por bacterias del acido lactico a 10°C en
un medio a base de carne durante 24 horas en microplacas de polietileno. A) Recuento de células de
Escherichia coli O157:H7 en ausencia de biopeliculas (muestra control) o presencia de biopeliculas de
las cepas Lactiplantibacillus plantarum CRL 1075, Lactiplantibacillus plantarum CRL 1482,
Lactiplantibacillus plantarum CRL 683, Pediococcus pentosaceus CRL 2145 y Pediococcus
pentosaceus CRL 908. B) Recuento de las células de las cepas de bacterias del acido lactico (log
UFC/cm?) una vez formadas las biopeliculas por si solas (control) y expuestas a Escherichia coli
0157:H7. Los cuadrados representan el valor medio del recuento y los puntos cada valor
independiente, Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p<0,05)

(adaptado de Cisneros et al., 2021).

Una vez realizados los recuentos y comparandolos con las muestras control, se
propuso como cepa de control biolégico la cepa Lactiplantibacillus plantarum CRL

1075. Este estudio resulta innovador ya que prueba la eficacia de inhibicion a 10°C, la
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temperatura a la cual se conserva la carne; mientras que otros estudios lo han hecho

a la temperatura idénea del crecimiento de las bacterias probi6ticas (30°C).

e Estudios realizados in vivo

- Formacién y Caracterizacién de Biopeliculas Bacterianas Tempranas en
Diferentes Tipologias de Madera Aplicadas en Produccién Lactea

(realizado por Cruciata et al., 2018)

Gracias a estudios como este, se ha visto que las bacterias de &cido lactico presentes
en el suero de la leche utilizada para la elaboracion de quesos, pueden formar
biopeliculas estables en las cubas de madera donde se almacena. Estas biopeliculas
pueden prevenir el crecimiento de patdgenos comunes en la leche como Escherichia
coli ATCC 35150, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Listeria monocytogenes ATCC
7644 o Staphylococcus aureus ATCC 33862.

Para comprobar esta afirmacion se realizdé una prueba de contaminacion artificial en
cubas de 15 litros de capacidad hechas con 7 tipos de madera diferentes para ver si
el tipo de madera afectaba a la formacion de biofilm. De manera que realizaron 8
ensayos, un ensayo control con cubas de castafo de Clabaria (material mas utilizado
en las procesadoras) y 7 ensayos con cubas hechas con madera de castafio de Sicilia,

cedro, cerezo, fresno, nogal, maderas de pino negro y chopo.

En primer lugar las cubas fueron lavadas con tratamiento de agua caliente durante 30
dias y se pusieron en contacto con el suero de leche con las bacterias de acido lactico
durante 7 dias. Se recogieron astillas de la madera de la superficie interna de cada
cuba con un bisturi y fueron analizadas por microscopia electrénica de barrido (SEM)
donde se pudo ver el desarrollo de las poblaciones microbianas en la superficie interna
de las cubas tras la exposicion con el suero de leche y se detectd la formacion de

biofilm en todas (figura 4.10).
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Figura 4.10. Observaciones de microscopia electronica de barrido de astillas de madera después de la
activacion con suero en cubas hechas de castafio de Calabria (A), castafio de Sicilia (B), cedro (C),
cereza (D), fresno (E), nogal (F), pino negro ( G) y maderas de &lamo (H) (adaptado de Cruciata et al.,
2018).

Una vez formado el biofilm de bacterias del &cido lactico en las superficies de las
cubas se aislaron y se identificaron cepas pertenecientes a los géneros Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus. Posteriormente, se realizd la
contaminacion artificial de las cubas para ver si los biofilm formados eran capaces de
impedir la formacion de biofilm patdégenos y, en consecuencia, la contaminacién del
suero de leche. Se inoculé un coctel de los patdégenos principales de los productos
lacteos (Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes
y Staphylococcus aureus) en dos cubas y otras dos cubas control con la solucién del
cOctel sin los patégenos. La contaminacion artificial duré dos semanas y, una vez

transcurridas no se observo crecimiento de los patégenos inoculados.

Cruciata y su equipo concluyeron que estos resultados pueden deberse a las
condiciones acidas generadas por las biopeliculas formadas por bacterias del &cido
lactico ya que en estado de biofilm sus propiedades aumentan ain mas y son mas

efectivas como control de patdgenos.
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- Control de Listeria spp. por Bacterias de Exclusion Competitiva en
Desagues de Piso de una Planta Procesadora de Aves (realizado por Zhao
et al., 2006).

Este estudio fue uno de los primeros estudios en aplicar ensayos in vivo en desagtuies
del suelo de plantas procesadoras de carne de aves. En los ensayos realizados, se
aplican bacterias de acido lactico incluidas en los productos de limpieza a base de
enzimas utilizados durante 5 semanas. Con ello se pretende que las bacterias del
acido lactico formen una biopelicula protectora en los desagles y sean capaces de
reducir la proliferacion del patdgeno Listeria monocytogenes, muy presente en este
tipo de instalaciones. En definitiva, con este estudio se quiso probar la eficacia como
biodesinfectante de dos cepas de bacterias del acido lactico: Lactococcus

lactis subsp. lactis C-1-92 y Enterococcus durans 152.

En primer lugar, se clasificaron los lugares de muestreo de la planta procesadora en
funcién de la temperatura, ubicacion y el flujo del liquido con restos del procesado de
la carne. Se clasificaron 6 desagues denominados como desague 1, 2, 3,4, 6y 8. Los
desaglies 1y 2 se situaban cerca de las lineas de corte de carne, estaban hechos de
fibra de vidrio y en un ambiente con temperatura de entre 11 y 16°C. El desagie
namero 3 se ubicaba en medio de la planta procesadora a 15°C, en una zona con
mucho transito y estaba hecho de metal. Los desaglies 4 y 6 estaban compuestos de
fibra de vidrio y situados en ambientes frios a 2-3°C cerca de las zonas de
empaquetamiento de la carne. Por ultimo, el desagiie 8 se situaba en una zona con
mucho transito de restos de sangre y carne con ambiente muy sucio, cerca de las

zonas de extraccién del higado y los pulmones a 26°C.

Todos los desagiies recibieron tratamiento a excepcion del desagle numero 2 que se

utilizé como control sin recibir tratamiento con las bacterias del acido lactico.

Antes del tratamiento, se realizaban muestreos todas las semanas durante 10
semanas solamente utilizando los métodos de limpieza rutinarios en la planta
procesadora. Los muestreos se realizaban en 5 zonas de cada desagiie en areas de

10 x 10 cm: interior, lado derecho, lado izquierdo, parte inferior de la cubierta y fondo
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del desagle; con una esponja estéril. La esponja se diluyé con peptona para poder
sembrar en placa y hacer un recuento de las poblaciones bacterianas existentes.
Gracias a pruebas bioquimicas, se observé presencia de Listeria en todos los
desaglies: 7,5 log CFU/100 cm? en el desaglie 8; 4,9 log CFU/100 cm? en el desagtie
3; 4,4 log CFU/100 cm? en el desagtie 2 (control); 4,1 log CFU/100 cm? en el desagtie
4; 3,7 log CFU/100 cm? en el desaglie 1y 3,6 log CFU/100 cm? en el desagtie 6 (ver
tabla 4.1.).

A partir de la semana 10, se aplic6 el tratamiento con las dos cepas de bacterias del
acido lactico durante 5 semanas de las cuales la primera se aplico tras la limpieza
rutinaria 4 veces a la semana y el resto de semanas solo se aplicaba el tratamiento
dos veces a la semana. Cada dos semanas se recogian muestras y los resultados

fueron favorables; ya que si pudo reducirse la poblacién de Listeria presente en todos

los desagties.

Tabla 4.1. Resultados de los muestreos realizados durante el estudio antes y después del tratamiento
con Lactococcus lactis subsp. lactis C-1-92 y Enterococcus durans 152 en la limpieza de los desagiies

(adaptado de Zhao et al., 2006).

Listeria sp. (log 1, CFU/100 cm 2) para drenajes de piso 2
Tiempo Ubicacién

Drenaje 1 Drenaje 3 Drenaje & Drenaje 6 Drenaje 8 Drenaje 2 (control) ?

Antes del tratamiento CE © Parte inferior de |z cubierta 33:08 42+12 42211 42212 7611 4211

Lado derecho del desague 3907 50=09 4308 S5E0) 76=08 4607

Lado izquierdo del desagle 40210 44213 3421 32+15 82+05 41206

dentro del drenaje 35208 5413 45271 3613 7809 54214

Piso den ca. 30 cm de desagle 3609 53+06 4314 33213 51+19 38:10
Después del tratamiento CE ¢ Parte inferior de la cubierta 9:03 21:04¢€ 40x20¢8

Lado derecho del desagle 21208 2 19207¢% 39+20

Lado izquierdo del desague 20:06°2 23:06° 21:12¢ 19:04° 39x£22°

dentro del drenaje 20:05°% 28142 17:012 20:07°% 37:18% 55=127

Piso dentro de ca. 30 cm de desagle 19+058 21+06°8 21+098 19:06°8 35:082 £1+157

Hay que destacar que la eficacia del tratamiento se ve influenciada por la temperatura,
el transito, la composicién del desagle y la cantidad de liquido circundante por el
mismo. Por ejemplo, el desagtie numero 6 fue en el que mayor reduccion de Listeria
se observé. Zhao y colaboradores dedujeron que pudo deberse a las condiciones de
temperatura; ya que este desaglie estaba situado en una zona de refrigeracion con
poco transito y la poblacion de Listeria pasé a ser indetectable en la mayoria de las

zonas de muestreo a la semana 16 del ensayo (figura 16). Por otro lado, debido a las
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condiciones de suciedad y temperatura del desagtie numero 8, el tratamiento empezo6
a ser eficaz mucho mas tarde y Listeria aln seguia presente después del tratamiento

pero en menor cantidad.

2
log1o CFU/cm
AR DON RO |
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Figura 4.11. Presencia de Listeria en el desagiie nimero 6 durante todo el ensayo antes y después del
tratamiento. Lado inferior de la cubierta; &, lado derecho del desagiie; E, lado izquierdo del desague; &,
dentro del desagtie; o, piso dentro de ca. 30 cm del desagle. (T), tratamiento aplicado (adaptado de
Zhao et al., 2006).

Gracias a estudios como este, se puede plantear la idea de utilizar probi6ticos como
biodesinfectantes para controlar la proliferacion de cepas patégenas como Listeria

monocytogenes en la industria alimentaria.

e Discusion

En este trabajo se busca exponer la eficacia de la aplicacion de biopeliculas formadas
por microorganismos probidticos para prevenir, controlar e incluso inhibir el

crecimiento y proliferacién de microorganismos patogenos.

Para ello, se ha elaborado una revision bibliografica de estudios realizados tanto in
vitro como in vivo. En estos estudios se utilizan cepas de bacterias del acido lactico
capaces de formar biopeliculas para competir por los nutrientes de los sitios de

adhesion de biopeliculas patégenas mediante el mecanismo de exclusién competitiva.

Los resultados de los estudios de esta revision, avalan las estrategias que proponen
la aplicacion de microorganismos probidticos para el control de patdgenos como una

alternativa eficaz y novedosa,; puesto que en todos los estudios analizados las cepas
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utilizadas son capaces de reducir el crecimiento de los patégenos. De todas las cepas
utilizadas, las cepas pertenecientes a los géneros Lactococcus y Lactobacillus son las

mas estudiadas y eficaces en los estudios evaluados.

En la tabla 4.2 se resumen los resultados de los estudios seleccionados para la

realizacion de esta revision.

Tabla 4.2. Resumen de los resultados de los estudios analizados en esta revision. Fuente: elaboracion

propia.
Estudio Resultado
In vitro In vitro

Biopeliculas formadas por las cepas
Desarrollo de biopeliculas probiéticas tolerantes a la | Lactobacillus sakei y Pediococcus
desecacion que inhiben el crecimiento de patdgenos | pentosaceus aisladas de alimentos,
transmitidos por los alimentos en superficies de acero | mostraron efecto inhibidor
inoxidable (realizado por Kim et al., 2022) Escherichia coli 0157:H7,
Staphylococcus  aureus, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus y

Salmonella entérica.

Las biopeliculas formadas por las
cepas Lactobacillus curvatus,
Uso de posibles biopeliculas de bacterias probioticas del | Lactobacllus sakei y Lactococcus
acido lactico (LAB) para el control de la formacién de | lactis aisladas de alimentos, fueron las
biopeliculas de Listeria monocytogenes, | mas efectivas contra  Listeria
Salmonella Typhimurium y Escherichia coli 0O157:H7 | monocytogenes,

(realizado por Caballero Gomez et al., 2016) Salmonella Typhimurium
y Escherichia coli 0157:H7
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Evaluacion del Potencial de formacion de Biopeliculas
de Bifidobacterium longum subsp. infantis y Lactobacillus
reuteri como agentes competitivos de biocontrol frente a
bacterias patégenas y deterioradoras de alimentos

(realizado por Speranza et al., 2020)

Las cepas Bifidobacterium
longum subsp. infantis y Lactobacillus
reuteri, aisladas de alimentos,
reducen la poblacién de Escherichia
coli 0157:H7, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes y Salmonella
entérica. Hubo una mayor reduccién
O157:H7,

en  Escherichia coli

Staphylococcus aureus.

Desafio del biofilm: bacterias de acido lactico aisladas de
ubres bovinas versus estafilococos (realizado por Wallis et
al., 2019)

Biopeliculas de Lactobacillus
rhamnosus y Lactobacillus plantarum,

aisladas de alimentos, fueron las mas

efectivas para el control de
Staphylococcus aureus.
Inactivacion de Escherichia coli O157:H7 en acero | Una  biopelicula formada  por

inoxidable tras la exposicion a biopeliculas de

Paenibacillus polymyxa (realizado por Kim et al., 2013)

Paenibacillus polymyxa (aislada de
semillas y brotes vegetales) fue capaz
de reducir hasta 1,5 y 2 log CFU/cm?
la poblacion de Escherichia coli

0157:H7 en acero inoxidable.

Biopeliculas de bacterias acido lacticas no iniciadoras: un

medio para controlar el crecimiento de Listeria

monocytogenes en queso blando (realizado por Speranza
et al., 2009)

Biopelicula formada por caldo de 5
cepas de Lactobacillus (recogidas de
coleccion propia) redujo hasta 1 log
CFU/cm? la poblacién de Listeria
monocytogenes en 28 dias.

Biopeliculas de bacterias del acido lactico y su capacidad
para mitigar la colonizacién superficial de Escherichia coli
0157:H7 (realizado por Cisneros et al., 2021).

Biopeliculas de Lactiplantibacillus
plantarum aisladas de alimentos
inhibidor de

Escherichia coli O157:H7 mayor que

mostraron un efecto

Pediococcus pentosaceus.
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In vivo In vivo

No hubo crecimiento de los patégenos
Formacién y Caracterizacién de Biopeliculas Bacterianas | Escherichia coli, Salmonella
Tempranas en Diferentes Tipologias de Madera Aplicadas | enteriditis, Listeria monocytogenes y
en Produccion Lactea (realizado por Cruciata et al., 2018) Staphylococcus aureus tras la
contaminacion artificial debido a las
condiciones acidas generadas por las
bacterias del acido lactico presentes

en la leche pasteurizada.

Control de Listeria spp. por Bacterias de Exclusiéon | Lactococcus lactis y Enterococcus
Competitiva en Desaglies de Piso de una Planta | durans (recogidas de coleccion
Procesadora de Aves (realizado por Zhao et al., 2006). propia) mostraron actividad inhibidora
al formar una biopelicula que fren6 el
crecimiento de Listeria
monocytogenes tras utilizarse
inoculadas en desinfectantes de
desagiies de pisos de una planta

procesadora de aves alas 5 semanas.

5. Conclusién

La aplicacion de microorganismos probidticos como estrategia de control frente a
patdgenos esta siendo cada vez mas estudiada y supone una nueva linea de
investigacion. Esto es debido a la resistencia que estan presentando los
microorganismos patogenos a los métodos de control que normalmente se utilizan ya
gue cuando los microorganismos se encuentran formando una biopelicula son aun

mas resistentes a las condiciones de estrés (Barzegari et al., 2020).

Gracias a los articulos revisados, se puede afirmar que el uso de probidticos como
control de patdgenos es efectivo ya que en la mayoria de estudios hay una reduccion
de hasta 2 log CFU/cm? de las poblaciones de patégenos. Ademas, se puede destacar
que las cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Lactococcus son las mas
eficientes inhibiendo el crecimiento de la poblacion de patégenos como Listeria

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli o Salmonella.

Sara Soto Aguilar | Trabajo Fin de Grado | Biologia pag. 39



A pesar de ello, esta alternativa necesita mas estudios al respecto para poder

aplicarse en un futuro.
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