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RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado la capacidad infectiva del bacteri6fago
P100 de Listeria, presente en el producto fagico comercial Listex P100, frente a una
coleccion de 11 cepas de L. monocytogenes aisladas de productos alimenticios.
Asimismo, se ha evaluado al producto fagico Listex P100 como posible método de
bio-higienizacion de superficies contaminadas por biofilms de las citadas cepas.

Los resultados obtenidos muestran la capacidad del bacteriofago P100 para
infectar a todas las cepas de L. monocytogenes ensayadas, produciendo la inhibicion de
su multiplicacion. Asimismo, se ha demostrado que la sensibilidad a la infeccién por el

fago es variable entre los distintos aislados.

Por otra parte, el tratamiento de los biofilms con Listex P100 a distintas
concentraciones da lugar a reducciones notables de la biomasa total del biofilm, asi
como del nimero de bacterias viables dentro de los mismos respecto al tratamiento
establecido como control. A este respecto, el producto Listex P100 diluido hasta una
concentracion de 10® UFP/mI, provocé la eliminacion del 90% de la biomasa total en
los biofilms producidos por L. monocytogenes 52 y L. monocytogenes S12, y un
descenso de 3,9 log;o UFC/ml en la concentracion de viables en los biofilms producidos
por L. monocytogenes 52, respecto al tratamiento control.

Estos resultados permiten concluir que el uso del producto fagico Listex P100
como estrategia de biocontrol de L. monocytogenes en la industria alimentaria puede ser
un método efectivo para reducir la contaminacion de los alimentos por el patégeno, lo

que influiria en la reduccion de la incidencia de la listeriosis en la poblacion.



ABSTRACT

The aim of this easy is to study the ability of the Listeria bacteriophage P100
present in the commercial product Listex P100, in order to infect a collection composed
of 11 L. monocytogenes isolates detected in different alimentary products. We have also
evaluated Listex P100 as a potential product to bio-sanitize surfaces that have been

previously contaminated by L. monocytogenes biofilms.

As a result, we have observed that the effect of the bacteriophage P100 on the
L. monocytogenes stocks results in the inhibition of its multiplication. We could also

appreciate that phage infection can vary depending on the different isolates.

On the other hand, treatment of biofilms at different concentrations of Listex
P100 resulted in marked reductions of the total biomass, as well as the number of viable
inside them compared with the control treatment. In fact, Listex P100 diluted to 10°
PFU/mlI resulted in a 90% reduction of biofilm biomass produced by L. monocytogenes
52 and L. monocytogenes, and a reduction of 3.9 logip CFU/mI in the viable counts of

biofilms produced by L. monocytogenes 52.

These results allow to conclude that Listex P100 could be used as a strategy to
effectively reduce contaminated food by L. monocytogenes, and consequently, the

number of people affected by listeriosis.
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Introduccion y objetivos

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los alimentos juegan un papel determinante en la transmision de las
denominadas toxiinfecciones alimentarias, un grupo heterogéneo de enfermedades
(alrededor de unas 200 descritas) que tiene su origen en la ingesta de alimentos
contaminados por microorganismos (bacterias, virus y hongos), parasitos, productos
quimicos o toxinas (Zufiiga, 1994). Estas afecciones suponen un importante problema
de salud puablica, tanto en los paises en vias de desarrollo como en los paises
desarrollados. En este contexto, cabe sefialar la listeriosis, una enfermedad transmitida
al hombre principalmente por el consumo de alimentos contaminados, cuyo agente

etioldgico es Listeria monocytogenes.

L. monocytogenes es una bacteria medioambiental de localizacion ubicua y que
presenta la caracteristica de poder multiplicarse sobre alimentos a temperaturas de
refrigeracion alcanzando concentraciones elevadas en los mismos. Otra caracteristica
importante de L. monocytogenes es su capacidad de formar biofilms sobre distintas
superficies, teniendo repercusiones significativamente negativas en la industria
alimentaria, ya que estos biofilms pueden comportarse como reservorio del
microorganismo produciendo contaminacion cruzada a los alimentos, que actuarian
como vectores para la transmision de la enfermedad causando brotes epidémicos,

ademas de cuantiosas pérdidas econémicas.

Los brotes de esta enfermedad se han relacionado cominmente con el consumo
de quesos elaborados con leche no pasteurizada, y de alimentos de elaboracién
industrial listos para el consumo, entre los que destacan diversos productos carnicos

(salchichas lengua de cerdo en gelatina, patés y salami).

L. monocytogenes es un patdgeno oportunista que casi siempre afecta a las
personas con una patologia base o circunstancia subyacente grave (por ejemplo,

personas inmunodeficientes, VIH+), mujeres embarazadas, bebés y ancianos.

Aunque la listeriosis en una enfermedad relativamente poco comun, en su forma

invasiva resulta de gravedad, con tasas de letalidad altas (20-30%) en comparacion a
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otros patogenos alimentarios. En 2011 se declararon en la Union Europea (UE) 1.476
casos de listeriosis en humanos, de los que el 93,6% requirieron hospitalizacion y 134
fallecieron (tasa de letalidad del 12,7%).

Otra de las circunstancias que hacen particularmente relevante a la listeriosis es
la tendencia al alza en su incidencia durante las ultimas décadas. Esto responde a
distintos factores, entre los que podemos encontrar el cambio en los habitos alimentarios
como consecuencia de la globalizacion y el desarrollo industrial (Organizacién Mundial
de la Salud, 1988), la mayor proporcion de poblaciones de riesgo sobre la poblacién
general (ancianos y personas inmunodeprimidas), sin olvidar el desarrollo de técnicas y
métodos mas sensibles que permiten un mejor aislamiento e identificacion de los
patdgenos alimentarios, asi como mejor vigilancia epidemioldgica y un mas riguroso

registro de casos (Mufioz y Diaz, 1998).

La sociedad actual estd interesada en mejorar su calidad de vida, lo que
inevitablemente pasa por disminuir el riesgo de padecer enfermedades. Esto tiene su
traduccion, en el caso de las enfermedades alimentarias, en la busqueda de alimentos
inocuos, entendiendo por alimento inocuo aquel que no ocasiona dafio alguno al

consumidor.

Las tecnologias tradicionales destinadas a inactivar patdgenos bacterianos en
alimentos (tratamientos térmicos intensos y uso de conservantes quimicos) para
garantizar la seguridad de los mismos, no son totalmente eficaces, y no parecen
ajustarse con facilidad a las exigencias de los consumidores actuales, que ademas del
valor nutricional y las caracteristicas organolépticas de los alimentos, demandan
alimentos con menor cantidad de aditivos quimicos y conservantes, y en muchos casos
productos minimamente procesados, 1o que supone en ocasiones un reto para garantizar

la inocuidad de los mismos (de la Fuente y Barboza, 2010).

Son precisamente estas circunstancias las que han propiciado la investigacion y
el desarrollo de nuevas técnicas y métodos que permitan mejorar y garantizar la
seguridad alimentaria. Es en este contexto en el que en 2010 la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) publico un documento (EFSA Panel on Biological
Hazards (BIOHAZ), 2010) en el que se recogen los datos y componentes principales
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que debe contener un informe de eficacia de una sustancia o sustancias en relacion a
demostrar su capacidad de reducir la contaminacion microbiana de la superficie de los
alimentos. De acuerdo con el citado documento, el uso de una sustancia o sustancias
como tratamiento descontaminante sera considerado eficaz cuando produzca cualquier
reduccion de la concentracion y/o nimero del microorganismo patdgeno diana que sea
estadisticamente significativa en comparacion con el tratamiento control (por ejemplo,
agua), a fin de que esta reduccion tenga un efecto positivo en la reduccion de la

incidencia de los casos de enfermedad en humanos.

Entre estas nuevas sustancias postuladas para ser utilizadas como método de
eliminacién de la contaminacion bioldgica destacan los bacteriéfagos, competidores
naturales de las bacterias, que no alteran las cualidades nutricionales ni organolépticas
de los productos alimenticios, ni suponen ningin riesgo para la salud de los
consumidores (Carlton y col., 2005). Ademas, ya existen productos comerciales basados
en bacteriéfagos, como por ejemplo Listex P100, reconocido como sustancia GRAS
(Generally Recognized as Safe) por la Food and Drug Administration (FDA) y el US
Department of Agriculture (USDA) en 2007, estando permitido su uso en la industria

alimentaria.

El presente estudio tiene como objetivo la evaluacion de la eficacia del
tratamiento con el producto fagico comercial Listex P100 para la eliminacion de
biofilms de L. monocytogenes, debido a las implicaciones anteriormente descritas del
patdgeno en la salud humana y a las repercusiones econémicas que genera en la
industria alimentaria. En dltima instancia, el fin de este estudio es determinar si el
tratamiento con la suspensién fagica de los biofilms de L. monocytogenes desarrollados
sobre distintas superficies en la industria alimentaria podria utilizarse como un método
de control de la contaminacién, lo que implicaria una reduccion proporcional de los
niveles de contaminacién de los alimentos por parte del patdgeno en el momento de
consumir los alimentos, de lo que cabria esperar un efecto reductor en la incidencia de
listeriosis (FAO/OMS, 2004).



Introduccion y objetivos

Con estas premisas, el presente trabajo, titulado “Evaluacion del producto fagico
Listex P100 en la eliminacion de biofilms de L. monocytogenes”, consta de los

siguientes objetivos:

1- Estudiar la capacidad antimicrobiana del producto fagico comercial Listex P100

frente a cepas de L. monocytogenes aisladas del ambiente alimentario.

2- Determinar la concentracion éptima del producto Listex P100 que debe utilizarse
para la eliminacion de la biomasa total de biofilms formados por L. monocytogenes

sobre una superficie abidtica.

3- Confirmar la efectividad del tratamiento con el producto Listex P100 para la
eliminacién de células viables presentes en biofilms de L. monocytogenes sobre una

superficie abidtica.



CONSIDERACIONES
TEORICAS Y
EXPERIMENTALES



Consideraciones tedricas y experimentales

2. CONSIDERACIONES TEORICAS Y EXPERIMENTALES

- 2.1.Listeria monocytogenes.

Listeria es un género bacteriano dentro del cual se reconocen seis especies
(Listeria monocytogenes L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, y L. grayi),
de las cuales solo L. monocytogenes se ha descrito como patégena animal y humana
(Roccourt y Cossart, 1997).

L. monocytogenes es un bacilo Gram-positivo de unos a 0.5 um de diametro y de
1 a 2 pm de longitud (Fig.1), posee una forma alargada con extremos redondeados. Esta
bacteria puede encontrarse tanto en forma aislada como en formando cadenas cortas en

forma de V, de Y o en empalizadas (Roccourt, 1999).

AccV Spot Magn Det WD F——— 2 um
156.0kV 8.0 10083x SE 125

Figura 1- Imagen de microscopio electrénico de biopeliculas maduras de L. monocytogenes.
Fuente: Instituto de Investigaciones Marinas de Vigo (iim.csic.es/).

L. monocytogenes es frecuentemente considerada como una bacteria no
capsulada, pero andlisis inmunocitologicos y estudios de inmunomicroscopia
electronica han revelado la presencia de una capa externa mucopolisacaridica (Gray y
Killinger, 1966).

En cuanto a los parametros ambientales necesarios para el desarrollo de
L. monocytogenes cabe destacar su capacidad de crecer a una temperatura minima de

-0,4°C, 6ptima de 37°C y maxima de 45°C, por lo cual puede ser clasificada como una
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bacteria psicrotrofa. EI pH minimo de desarrollo es 4,3, el optimo 7,0 y el maximo 9,0.
Ademaés, L. monocytogenes es capaz de crecer en presencia de altas concentraciones de
sal (hasta 10%NaCl). Esta bacteria posee un metabolismo aerobio-anaerobio facultativo
y resulta caracteristico para su identificacion en el laboratorio su crecimiento en agar
sangre produciendo una RB-hemdlisis (hemolisis incompleta). Es ademas catalasa

positiva y oxidasa negativa.

L. monocytogenes posee una movilidad caracteristica por volteretas, mejor
demostrada en cultivos incubados a "temperatura ambiente”(unos 25°C). En cultivos
incubados a 37°C la bacteria presenta pocos flagelos, en caso de tenerlos, por lo que
seré observable a lo sumo una lenta motilidad (Gray y Killinger, 1966).

En la clasificaciéon inferior a especie de L. monocytogenes se distinguen 13
serovariedades en funcién de sus antigenos celular (O) y flagelar (H). Los casos de
listeriosis en humanos son causados principalmente por solo tres serotipos (4b, 1/2a 'y
1/2b). La mayoria de los brotes de listeriosis en humanos y un gran porcentaje de los
casos esporadicos han sido ocasionados por la serovariedad 4b. En contraste, en los
alimentos se aisla con mas frecuencia a las cepas del serogrupo 1/2 (Pini y Gilbert,
1988; Schoenberg y col.., 1989; Kerr y col., 1995).

L. monocytogenes puede ser aislada en el medioambiente, tanto en el suelo como
en agua fresca, aguas residuales, vegetacion, materia en descomposicion y como parte
de la flora fecal de una gran variedad de animales. A partir de su reservorio en el
medioambiente, el microorganismo puede infectar un amplio abanico de animales como
son roedores, conejos, ovejas y rumiantes, a través de la ingestion de vegetales o aguas
contaminadas, en los que ocasiona cuadros de sépsis, romboencefalitis, prematuridad y

abortos.

Para el ser humano el riesgo de infeccion radica principalmente en el consumo
de alimentos contaminados, en los cuales la bacteria puede haber crecido en la
superficie formando biofilms o biopeliculas. Cabe destacar a este respecto, dada su
ubicuidad en el ambiente, la gran variedad de alimentos susceptibles a la contaminacién.
El riesgo de contraer la enfermedad también esta determinado por la concentracion del
patogeno en el alimento contaminado, definido mediante un mecanismo de dosis-

respuesta. Actualmente se considera que la dosis infectiva necesaria para causar cuadro
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clinico es de al menos 10? células viables para los grupos de riesgo y de 10* en la

poblacion sana (Lopez y col., 2006).

L. monocytogenes es un patdgeno oportunista, ya que la enfermedad afecta a
sectores especificos de poblacion especialmente susceptibles como son personas con
una enfermedad o circunstancia subyacente grave, inmunodeprimidos, personas VIH
(+), enfermos cronicos (con patologias que producen inmunodeficiencia), mujeres

embarazadas, fetos y recién nacidos, y a personas mayores (Cherubin y col.. 1991).

La listeriosis puede presentar dos tipos de cuadros clinicos diferentes:

1) Listeriosis gastrointestinal, no invasiva: Es el cuadro clinico que presentan

los individuos inmunocompetentes.

2) Listeriosis invasiva: Se presenta en los grupos vulnerables (individuos
inmunocomprometidos, embarazadas, neonatos y fetos, enfermos cronicos y

ancianos).

La infeccion durante el embarazo es 18 veces mas frecuente que en la poblacién
no gestante (Lamont y col, 2011). La enfermedad cursa en la gestante con sintomas
pseudogripales, entre los que destacan la fiebre, dolor de garganta, dolores musculares,
malestar general, dolor en el hipogastrio, dorsalgia y diarrea. En el curso de la misma
puede producirse bacteriemia y por lo tanto, la transmision trasplacentaria del
microorganismo al feto, lo que da lugar a la infectacion intrauterina del mismo. La
infeccion intrauterina del feto puede inducir el trabajo de parto y el nacimiento de un
feto infectado o mortinato

Los adultos también pueden ser infectados por L. monocytogenes, aungue estos
pacientes generalmente presentan patologias base que producen inmunodepresion (ej.:
linfoma, trasplante de organos, VIH, diabetes...). En estos casos se produce Sépsis
aguda, meningitis subaguda, meningoencefalitis o romboencefalitis. Los principales
sintomas descritos en estos casos son fiebre, cefaleas, rigidez del cuello (torticolis)
(Koneman, 2008).



Consideraciones tedricas y experimentales

- 2.2. Importancia de biofilms formados por L. monocytogenes para la industria
alimentaria

En los Gltimos tiempos, se ha puesto de manifiesto que las bacterias no se
encuentran en el medioambiente exclusivamente de forma libre, comportandose como
seres unicelulares, sino que en muchas ocasiones se encuentran formando parte de
comunidades microbianas en lo que habitualmente se conoce como biofilms o

biopeliculas.

Los biofilms se definen como comunidades complejas de microorganismos que
crecen embebidos en una matriz organica polimérica que ellos mismos producen y
adherida a una superficie viva o inerte y que pueden presentar una unica especie
microbiana o una amplia variedad de especies diferentes (Carpentier y Cerf, 1993)
(Costerton, 1995). Estos dos estados que pueden adoptar las bacterias (forma
plancténica o en comunidad) pueden diferenciarse fenotipicamente, con respecto a la
tasa de crecimiento y a la transcripcion de genes (Donlan y Costerton, 2002).

La formacion de biofilms se identifica como una estrategia adaptativa de los

microorganismos, ya que el crecimiento en biofilm les ofrece importantes ventajas:

1) La matriz organica polimérica ofrece proteccion a los microorganismos ya que crea
un microambiente en el que las condiciones ambientales son mas estables.

2) Permite la supervivencia en nichos favorables, sin ser arrastrados de alli por el flujo
de liquido.

3) Facilita el aprovechamiento del agua, reduciendo la posibilidad de deshidratacion.

4) La matriz organica polimérica confiere resistencia frente a la accion de agentes
adversos como son biocidas, anticuerpos y macréfagos.

5) Incrementa la disponibilidad de nutrientes para su crecimiento.

6) Se propicia por la cercania las relaciones de comensalismo o cooperacion entre
organismos con aptitudes fisiologicas diferentes.

7) Posibilita la transferencia de material genético (ADN), la proximidad favorece la

transferencia horizontal de genes.
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Para la formacion de biofilms bacterianos solamente son requeridos la presencia
de un entorno hidratado y una minima cantidad de nutrientes, ya que estos pueden
desarrollarse sobre todo tipo de superficies (hidréfobas o hidrdfilas, bidticas o abitticas)
(Kraigsle y col., 2002).

En la industria alimentaria, tanto durante la produccion como en el procesado,
empaquetado o la distribucion, son muchos los momentos en los que se cumplen de
forma no intencionada los requerimientos de los diferentes microorganismos para la

formacion de biofilms sobre diferentes superficies, equipos y materiales.

La presencia de estos biofilms en la industria tiene distintas repercusiones:

1) Desde un punto de vista meramente industrial puede plantear diversos problemas
tecnoldgicos, como la alteracién de propiedades de superficies, afectando a la friccién o
a la capacidad de transferencia de calor. También puede conducir a la obturacién de
tuberias, orificios, filtros, valvulas y demas sistemas de conduccion. Por otra parte,
puede alterar el proceso productivo mediante el ensuciamiento de dispositivos
instalados para medida y muestreo o incluso facilitar procesos de corrosion en distintos
equipos.

2) Desde un punto de vista economico y de calidad del producto, debido a que, en
muchos casos se producen contaminaciones del producto, que conducen a una pérdida
en la calidad y una disminucion en el periodo de vida util del alimento.

3) Ademas de aspectos citados cabe sefialar, desde un punto de vista sanitario, que la
contaminacion del producto acabado puede dar lugar a la transmision potencial de
enfermedades, comportandose estos biofilms de la industria como reservorios y los

alimentos en vectores para la transmision de las mismas (Serra, 2003).

Como anteriormente ha sido sefialado L. monocytogenes €s un microorganismo
psicrofilo, con capacidad de proliferacion en entornos frios y himedos, condiciones
ideales para la formacion de biofilms monoespecie 0 en asociacion con otros
microorganismos (Chmielewsky y Frank, 2003). De hecho, este microorganismo posee
una gran facilidad para adherirse a superficies tanto vivas como inertes. Para la
adhesion, utiliza flagelos, pilis y proteinas de membrana. En esta capacidad de

formacion de biofilms ha sido detectada asimismo una gran variabilidad entre distintas
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cepas (Borucki y col., 2003). A este respecto, cabe destacar varios estudios que ponen
de manifiesto la capacidad de formacion de biofilms de este microorganismo sobre
distintos materiales frecuentes en la industria alimentaria tales como el acero inoxidable,
plastico, y policarbonato, entre otros (Nelson, 1990). Ademas, se ha demostrado la
mayor capacidad de producir contaminacion sobre productos alimenticios de las cepas
con mayor capacidad de produccion de biofilms en estos materiales. Este hecho constata
la importancia crucial de los biofilms a la hora para provocar contaminacion cruzada
(Keskinen y col., 2008). A modo de ejemplo, cabe sefialar la descripcion del aislamiento
de L. monocytogenes a partir los estantes de madera en la sala de maduracién de un
queso implicado en un brote de listeriosis (Noterman., 1994). En la industria lactea,
ademas, se ha demostrado la contribucion positiva de residuos lacteos a la formacion de

biofilms, ya que aportan nutrientes que facilitan su supervivencia (Lee Wong, 1998).

- 2.3. Incidencia de L. monocytogenes en la industria alimentaria y su repercusion
en la salud humana.

La listeriosis transmitida por alimentos es una enfermedad relativamente poco
comun (entre 2 y 7 casos por millén), pero grave. Su tasa de letalidad comparada con las
de otros microorganismos patdgenos transmitidos por alimentos como Salmonella, es
alta (20-25%), y es precisamente esta alta tasa de mortalidad una de las causas del

interés de su estudio (Schwartz y col., 1989).

En la actualidad, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), considera la
listeriosis como una infeccion alimentaria transmitida predominantemente de forma
mono-zodtica: aunque el suelo y los vegetales en descomposicién se consideran su
habitat primario, la transmision al hombre se produce principalmente a través de
animales y superficies de alimentos. A pesar de que tradicionalmente esta enfermedad
era considerada dentro de las zoonosis, ya que puede ser transmitida por contacto
directo con animales infectados (exposicion ocupacional), en areas urbanas, sin
antecedentes de contacto con animales, la mayoria de las infecciones humanas se
adquieren por ingestion de alimentos contaminados. Por ello, L. monocytogenes se
considera como una bacteria medioambiental, de distribucién ubicua, que contamina

frecuentemente los alimentos, y cuya transmision al hombre se produce principalmente
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mediante el consumo de alimentos que se han contaminado durante su produccion o
procesamiento (OMS, 1988).

La evidencia de este tipo de transmision proviene de un primer brote
documentado en Nueva Escocia (Canada), en 1981. Durante el estudio se pudo
comprobar la correspondencia entre la cepa de L. monocytogenes aislada en la muestra
de sangre extraida de un paciente y la presente en la ensalada de col que conservaba en
la nevera de su domicilio, lo que constituyd una prueba fehaciente de que la ensalada

era la transmisora de la bacteria (Schlech y col., 1983).

Con posterioridad, se han detectado brotes en diversas areas geograficas con
distinto ndmero de individuos implicados y asociados al consumo de distintos
alimentos. Algunos de los alimentos implicados en los casos o brotes de listeriosis
transmitida por via de los alimentos han sido los siguientes: queso estilo mexicano
(EE.UU., 1985), paté (Reino Unido, 1987-88), queso (Suiza, 1983-87), lengua de cerdo
“delicatesse” (Francia, 1992), “rillettes” de cerdo (Francia, 1993), mejillones ahumados

(Australia, 1991, Nueva Zelanda, 1992) y salchichas (EE.UU, 1998).

En Espafia, la listeriosis no esta incluida en el sistema de enfermedades de
declaracion obligatoria (sistema EDO), por lo que los datos acerca de su incidencia son
los casos comunicados de forma voluntaria por las comunidades auténomas al Sistema
de Informacion Microbioldgica (SIM). La falta de vigilancia epidemioldgica por parte
de las autoridades sanitarias espafiolas implica una infradeclaracion de los casos de esta
enfermedad, lo que supone que no se conozca su incidencia real (Parrilla y Vaqué,
2014).

Los datos mostrados en el Boletin epidemiolégico semanal, referentes al SIM,
indican que los microorganismos causantes de enfermedades de transmision alimentaria
y por agua mas frecuentes en Espafia son Campylobacter, Salmonella, Yersinia y

Listeria.

Con respecto a esta Gltima, en Espafia se declararon de forma oficial en 2011, 91
casos de listeriosis alimentarias causadas por L. monocytogenes, de los cuales 49 se

correspondieron con personas mayores de 60 afios (Tabla 2).

11
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Tabla 1- Principales patdgenos alimentarios declarados al SIM en el afio 2011. Fuente: Boletin
Epidemiol6gico Semanal. Vol. 20 n° 8. Semanas 18-19 (Del 30/04 al 13/05 de 2012).73-80.

Microorganismos camanns_ Ribissn Sexo Grupo de edad

de enfermedades de transmi-

sibnalimenaryporagua | C°0° |Hombre Mujer NC* | <la 143 59 10142 15192 2029 30392 4049 50592 >/60a N.C*
Campylobacter coli 116 68 47 if 10 48 7 8 2 4 3 5 3 21 5
Campylobacler fetus 5 5 1 3 1
Campylobacter jejuni 4462 2510 1900 52| 443 1919 589 204 91 160 150 150 170 451 135
Campylobacter lari 0
Campylobacter spp 886 487 392 7| 101 355 107 45 14 28 37 22 3 1m 43
Escherichia coli 0157 7 2 5 1 1 2 3
E. coli verotoxigénica Otros 5 2 3 2 1 1 1
Leplospira spp 4 2 2 1 1 2
Listeria monocylogenes 921 47 44 2 1 8 8 4 14 49 5
Salmonella Enteritidis 992 506 477 9 32 257 155 65 27 66 84 62 49 169 26
Salmonella Typhimurium 1.004 534 457 13 40 465 158 52 14 19 34 25 48 18 31
Salmoneila Grupo B 403 205 198 24 160 69 15 5 11 15 11 22 64 7
Salmonella Grupo D 108 50 58 5 23 23 4 3 6 5 5 6 24 E
Salmonella no tifoidea Otros 27 131 136 4 74 60 19 11 5 8 18 9 9 41 17
Salmonella spp 1.008 525 458 25| 146 306 122 36 17 33 42 46 58 161 41
Salmonella Typhi'y Paratypbi 47 2 25 3 7 8 6 2 310 1 1 4 2
Vibrio parabaemolyticus 1 1 1
Yersinia enterocolitica 212 m 95 6] 29 8 31 16 7 10 9 3 4 14 3
Yersinta enterocolitica 0:3 52 23 29 8 21 8 + 1 4 1 3 1 1
Cryptosporidium 79 43 35 1 4 50 10 4 1 4 1 2 3
Giardia lamblia 530 297 224 9 4 174 132 62 5 31 39 25 18 29 11
Entamoeba bistolytica 9 8 1 1 1 1 r 2

Los mismos datos referentes al afio 2012 muestran una incidencia mayor,
cifrindose en 128 casos, de los cuales 75 se refieren en personas mayores de 60 afos
(Tabla 2).

Tabla 2- Principales patdgenos alimentarios declarados al SIM en el afio 2012. Fuente: Boletin
Epidemioldgico Semanal. Vol. 22 n® 2. Semanas 5-6 (Del 27/01 al 09/02 de 2014/ 14-21). 14-21.

Microorganismos uunnlcs_ Nismero Sexo Grupo de edad
d;;m :‘:,:: @505 | Hombre Mujer N.C* | <la  l4a 593 10-4a 15192 20201 30392 40492 50592 >/60a N.C*
Campylobacter coli 250 135 114 1 16 100 33 20 5 8 15 9 6 36 2
Campylobacter fetus 3 2 1 0 0 0 0 o0 0 0 0 1 0 2 0
Campylobacter jefuni 4913 2840 2016 57| 643 2103 652 261 95 186 166 140 155 474 38
Campylobacter lari 1 1 0 (] 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Campylobacter spp 955 53 398 23| 18 363 136 39 17 3 27 29 31 126 3
Escherichia coli 0157 16 6 9 1 2 7 1 1 0 0 1 2 0 1 1
E. coli verotoxigénica Otros 3 2 1 0 0 1 0 o 0 0 0 2 0 o 0
Leptospira spp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Listeria monocytogenes 128 76 48 4 9 0 0 0 3 1 1 7 17 75 5
Salmoneila Enteritidis 1.236 605 608 23 68 318 198 88 30 81 65 86 6 198 35
Salmonella Typhimurium 1.354 729 608 17 62 613 249 67 18 26 41 34 53 179 12
Salmonella Grupo B 831 414 412 5 26 324 144 47 11 21 33 25 52 141 7
Salmonella Grupo D 245 121 123 1 12 56 38 17 2 19 1 18 17 48 7
Salmonella no tifoidea Otros 369 182 184 3 39 83 42 13 9 17 16 10 31 102 7
Salmoneila spp 794 416 368 10 39 276 107 40 16 27 38 28 44 173 6
Salmeomedla Typhi y Paratyphi 26 12 14 0 0 8 4 1 0 3 6 1 2 1 0
Vibrio parabaemolyticus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Yersinia enterocolitica 220 108 103 9 32 87 38 20 5 11 8 2 3 10 4
Yersinia enterocolitica 0:3 33 15 18 0 9 12 3 7 0 0 [ 0 0 1 1
Cryptosporidium 299 172 117 10 8 196 50 15 5 0 1 1 1 4 18
Giardia lamblia 942 511 397 34 9 323 241 90 12 44 75 46 34 35 33
Entamoeba bistolytica 4 3 1 0 0 0 0 0 1 0 2 0 1 0 0

12



Consideraciones tedricas y experimentales

Segun un reciente estudio de la incidencia de la listeriosis en Espafa para el
periodo 2001-2007, la infradeclaracion de los datos de la incidencia registrada por el
SIM supone que la incidencia real sea 3,5 veces mayor, siendo respectivamente 0,16 y
0,56 (casos por 100.000 habitantes y afio). Estos datos nos acercarian a la realidad de
nuestro entorno europeo (Parrilla y Vaqué, 2014). Al analizar el nidmero de casos
constatados de listeriosis en los ultimos afios observamos una tendencia al alza en su

incidencia (Tabla 3).

Tabla 3- Namero de casos de listerosis en Espafia entre 1990 y 2012.

1930 | 1991 [ 1992 | 1993 | 1934 | 1935 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 ) 2000 | 2001 | 2002 | 2003 [ 2004 | 2005) 2006 | 2007 | 2008 [ 2009] 2010 | 2011 | 2012
SPaln 12 7 27 | 24| ) 26| M 13 6 [ 32 | 35 | 67 | 49 | &2 | 100 FE | va | &8 | 13| 120 ) &1 | 128

Entre las causas atribuibles a esta tendencia al alza de la listeriosis cabe destacar
el envejecimiento de la poblacion y el mayor numero de pacientes inmunodeprimidos

junto con su mayor esperanza de vida.

- 2.4. Productos implicados en la transmision de L. monocytogenes: normativa y
método de control.

A pesar de la gran variedad de alimentos susceptibles a contaminarse con L.
monocytogenes, en los casos de listeriosis registrados en humanos los alimentos
asociados mas frecuentemente como vehiculo transmisor del patégeno son los alimentos

listos para el consumo (LPC) de elaboracion industrial con las siguientes caracteristicas:

1) Su composicion permite el crecimiento y multiplicacién de L. monocytogenes.
2) Su vida util en conservacion bajo refrigeracion es prolongada.
3) Son consumidos sin someterse a tratamientos listericidas adicionales, por ejemplo el

cocinado (Pinner y col., 1992).

En relacion a la capacidad de transmisiéon de la enfermedad por ingestion de
alimentos contaminados adquiere especial relevancia la relacion dosis-respuesta. La
investigacion epidemioldgica de los casos demuestra la relacion de éstos con consumo

de alimentos con niveles elevados del microorganismo, resultado de su multiplicacion

13



Consideraciones tedricas y experimentales

sobre la matriz alimentaria previa al consumo (Pinner y col., 1992). De este dato se
deriva la distincion entre alimentos que no son propicios a transmitir la enfermedad,
debido a su incapacidad a servir de soporte del crecimiento del patdgeno, y aquellos que
pueden ser fuentes eventuales de listeriosis, centrandose sobre estos Gltimos el principal

esfuerzo preventivo de propagacion de esta enfermedad de transmisién alimentaria.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha realizado
recientemente un estudio para conocer la presencia de L. monocytogenes en
determinados alimentos LPC. En este informe se pone de manifiesto la presencia de la
bacteria en el 10,3% de las muestras de pescado, el 2,1% de las muestras carne y el
0,5% de las muestras de quesos recogidos en distintas tiendas y supermercados de la
Union Europea (EFSA, 2013).

Con el fin de ofrecer una seguridad al consumidor sobre la inocuidad de los
alimentos la Comision del Cddex Alimentario (CAC) establecié unos criterios
microbioldgicos que deben cumplir los alimentos susceptibles de consumo humano para
garantizar que patdgenos potenciales no estén presentes en concentraciones superiores a
aquellas que garanticen su inocuidad, aungque no se garantice su ausencia (EFSA, 2007)
y que estan recogidos en Reglamento (CE) N° 2073/2005 relativo a los criterios
microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios, que establece el nivel maximo
de 100 UFC/g de L. monocytogenes durante toda la vida util del alimento, y ausencia
de la bacteria en 25 g del alimento listo para el consumo a la salida de la empresa
productora, si dicho alimento puede favorecer el desarrollo de L. monocytogenes o esta
destinado a lactantes o para usos medicos especiales. Los métodos analiticos de
referencia para las distintas situaciones se establecen en las normas EN/ISO 11290-1 y
EN/ISO 11290-2 (UE., 2005).

A la hora de clasificar los alimentos como susceptibles o no de la proliferacién
de L. monocytogenes deben tenerse en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas del
producto: pH, a, concentracion de sal, presencia de conservantes; asimismo, es
relevante el tipo de envasado, las condiciones de almacenamiento y transformacion, las
posibilidades de contaminacion y la vida util del producto. En relacién a estas
caracteristicas del producto debe tenerse en cuenta la bibliografia cientifica relativa a los

aspectos necesarios para el crecimiento y multiplicacion del microorganismo en
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cuestion. A modo general, se considera que un alimento que compromete el crecimiento

de L. monocytogenes si:

1- Su pH es igual o menor a 4,4.
2- Tiene una a,, menor o igual a 0,92.
3- Su pH es menor o igual a 5,0 con una a,, menor o igual a 0,94 (AESAN, 2011).

A pesar de la frecuencia de la presencia de L. monocytogenes en el estudio
mencionado anteriormente, el limite de seguridad alimentaria cifrado en 100 bacterias
por gramo solo fue superado en el 1,7% de las muestras de pescado, el 0,4% de las de
carne y el 0,06% de las de queso (EFSA, 2013).

Aunque la proporcion de muestras del estudio que incumplen los criterios
legales de presencia del patdgeno en alimentos no parecen alarmantes, debido a la
gravedad de la enfermedad y al hecho de que estd muy frecuentemente asociada a
alimentos de elaboracién industrial (especialmente cuando se producen epidemias), la
listeriosis se sitla entre las enfermedades transmitidas por alimentos de mayor
relevancia social y econdmica. Es esta razén por la que se insiste en la vigilancia de su

presencia y niveles en los alimentos (Roberts y Pinner, 1990).

A fin de evitar la enfermedad, la legislacion comunitaria establece directivas a
las empresas alimentarias, en cuanto al trabajo de sus operadores, el mantenimiento de
buenas practicas de operacion, tener programas de autocontrol de higiene, de
temperatura, etc. en los distintos puntos a lo largo de la cadena alimentaria (EFSA,
2013).

Otro de los aspectos epidemiolégicos de la listeriosis es el ser una enfermedad
observada principalmente en los paises desarrollados. Al comparar las diferencias entre
la incidencia de la enfermedad entre estas areas geogréaficas y paises en desarrollo, las
causas de esta diferente distribucion de los casos parecen difusas y no atribuibles a un
unico factor, entre ellos cabe sefialar diferencias geograficas que pueden afectar a las
condiciones ambientales, a las diferentes culturas y tecnologias culinarias, las distintas
tecnologias de conservacion de los alimentos, y también las distintas capacidades de

diagndstico y declaracion de casos.
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- 2.5. Los bacteridfagos.

Los bacteriofagos (fagos) son virus que infectan a bacterias. Se comportan como
parésitos intracelulares obligados de bacterias, en cuyo interior se multiplican haciendo

uso de su maquinaria biosintética.

El descubrimiento de los bacteriofagos se remonta a 1896, momento en el que el
bacteridlogo britanico Ernest Hankin evidencio la presencia de actividad antimicrobiana
frente a Vibrio cholerae. A pesar de este primer contacto cientifico con los
bacteriofagos, no seria hasta 1915 de la mano de Frederick Twort el momento en el que
se infiriese que la actividad antimicrobiana era debida a la presencia de virus. De forma
independiente Félix d’Herelle, cientifico del instituto Pasteur de Paris, anuncié en 1917
su descubrimiento. Esta es la razon por la que se considera actualmente a Twort y

D’Herelle, los codescubridores de los fagos.

Estos virus infectan las células bacterianas con una elevada especificidad de
huésped, lo que ha hecho de los bacteriéfagos una herramienta atil en el diagnostico de
laboratorio para la identificacion de bacterias patogenas (fago-tipificacion). Esta fago-
tipificacion es utilizada frecuentemente en los laboratorios de referencia con propoésitos

epidemioldgicos.

Por otra parte, la capacidad de los fagos para invadir bacterias y alterar su
metabolismo causandoles la muerte ha abierto recientemente nuevas lineas de
investigacion en su posible uso para el tratamiento de infecciones bacterianas y en la

profilaxis.

Las particulas fagicas (viriones) estdn compuestas por un genoma, de DNA o
RNA englobado en una envuelta proteica o lipoproteica, denominada céapsida. El
conjunto de material genético y capsida es denominado nucleocéapsida (Fig. 2) (Guttman
y col., 2005).
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Cabeza
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Placa Basal Espiculas

Figura 2- Esquema de la estructura del bacteriéfago T4.

Fuente: http://www.microinmuno.gb.fcen.uba.ar/SeminarioBacteriofagos.htm

Los bacteriofagos se clasifican segin la morfologia de la cépsida, el tipo y
tamafio de material genético y la presencia o ausencia de envoltura o capa de lipidos.

La clasificacién mas utilizada en la actualidad fue propuesta por Ackermann
segun la cual existen 13 familias de fagos que se clasifican de acuerdo a la naturaleza de
su genoma y a sus caracteristicas morfologicas (Fig. 3):

Morfotipo Forma Acido Familia Particularidades R
nucleico ) Y R 25 | ‘i
AlaA3 Fagos con ADN dc, L Myoviridae Cola contractil o . . o i ‘
cola atf] a1 cs ( Y
B1aB3 Siphoviridae Cola larga, no I ‘ n;‘" [ F
contractil P
CiacC3 Podoviridae Cola corta = 3 il J] A
D1 Fagos ADN sc, C Microviridae Capsomeros l I I ml ‘ ‘
poliédricos sobresalientes O J > - ( ‘
D3 ADNdc,C,S Corticoviridoe  Capside compleja, Az 82| c2” o4
lipidos { l ‘ “
D4 ADN dc, L Tectiviridae Vesicula lipidica, u . a
pseudocola A~ A~ o ) i i ™
E1 ARN sc, L Leviviridoe ) ‘ -~ | pit
E2 ARN dc, L, Cystoviridae Cubierta lipidica l E!l
seg. v T o
F1 Fagos ADN sc, C Inoviridae a- filamentos a2 s o= = ;
filamentosos largos ] ) )
) b- bastones cortos E [ " a2
3 ADN dc, L Lipothrixviridae Cubierta lipidica
F4 ADN dc, L Rudiviridae Similar al virus del
mosaico del tabaco
G1 Fagos ADNdc,C,S Plasmaviridae Cubierta lipidica,
pleomorficos sin capside
G2 ADNdc,C, S Fuselloviridoe Cubierta lipidica,
sin capside, en
forma de limén

Figura 3- Morfotipos y caracteristicas de las diferentes familias de fagos (Ackerman, 2001).

Los fagos con cola representan el 96% de los estudiados hasta la actualidad, y se
encuentran agrupados constituyendo el orden de los Caudovirales. Estos fagos tienen
como caracteristicas un material genético compuesto por DNA de doble cadena, no
poseer envuelta lipidica, y presentar simetria cibica en sus capsidas y helicoidal en sus

colas (Ackermann, 2003). Dentro de este grupo el 25% pertenece a la familia
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Myoviridae (fagos con cola larga y contractil), el 61% a la familia Siphoviridae (con
cola larga no contractil) y 14% a la familia Podoviridae (con cola corta) (Ackermann,
2007).

El ciclo de vida de un fago se inicia con la infeccion de la bacteria susceptible.

Este proceso de infeccion consta de 4 etapas:

1) El primer paso en el proceso de infeccién es la adsorcion del fago a la célula
bacteriana. Esta union es débil y reversible. En el proceso intervienen receptores
especificos de la célula bacteriana hospedadora y fibras de la cola del fago o estructuras
analogas en aquellos fagos que carezcan de la misma. Los receptores bacterianos tienen
distinta naturaleza en las diferentes especies bacterianas, incluyendo proteinas de
superficie externa, LPS, pili y lipoproteinas. Esta necesidad de interaccion en el proceso
de adsorcion determina la especificidad del huésped.

2) Posteriormente, ha de darse una union irreversible del fago con la bacteria. En esta
unién estan implicados componentes de la placa basal. Los fagos que carecen de placa

basal tienen otras formas de unirse estrechamente a la célula bacteriana.

3) La unidn irreversible del fago a la bacteria da como consecuencia la contraccion de la
vaina, hecho que produce que la cola se vea empujada a penetrar a través de la envoltura
bacteriana. Los fagos que no poseen cola cubierta de vaina poseen otros mecanismos

para atravesar la envoltura como pueden ser enzimas degradadoras de peptidoglicano.

4) Por altimo, una vez el fago ha logrado atravesar la envoltura bacteriana, se produce la
inyeccion del acido nucleico que se encuentra en la cabeza del virion pasando a través
de la cola hueca. Generalmente el inico componente del fago que realmente penetra la
célula es el acido nucleico, a diferencia de los virus animales, en los cuales la mayoria

de las particulas virales normalmente se introducen en la célula (Murray y col., 2009)

Relativo a la infeccidn cabe destacar que debido a que los receptores bacterianos
tienen distinta naturaleza, a medida que un mismo fago pueda reconocer mayor
diversidad de los mismos, mas amplio serd el rango de huésped del fago, es decir,
tendra capacidad para infectar a un mayor nimero de cepas, especies y en algunos casos

géneros bacterianos (Kutter y Sulakvelidze, 2005).
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Tras el proceso infectivo el bacteriofago debe replicarse, sufrir un ciclo de
multiplicacién, a fin de asegurar progenie que le perpetie en el tiempo. A efectos de
esta replicacion se han descrito dos tipos de ciclos:

1) Ciclo litico (fagos liticos o virulentos): el fago solo se puede multiplicar en el interior
de la bacteria y el proceso finaliza con la lisis de la bacteria hospedadora inducida por el

fago y la liberacién su progenie.

2) Ciclo lisogénico (fagos lisogénicos o atemperados): estos fagos pueden multiplicarse
mediante el ciclo litico o entran en un estado quiescente en la célula, en el que el DNA
fagico introducido en la célula bacteriana permanece reprimido y en la mayoria de los
casos inserto en el cromosoma bacteriano (profago). Este DNA se replica al mismo
tiempo que el cromosoma de la célula que lo alberga y se transmite a sus células hijas,
conociéndose ambas como liségenas. Por tanto no se produce liberacién de viriones, y

las bacterias lisgenas se mantienen viables (Murray y col., 2009).

El posible uso de los fagos como antimicrobianos parte practicamente de su
descubrimiento, cuando en 1915 d'Herelle, buscando una vacuna para la disenteria
hemorragica, observé que a partir de lisados libres de bacterias de la materia fecal de los
enfermos las bacterias eran destruidas, produciéndose pequefias areas de color mas claro
en placas de cultivo de medio sélido. La capacidad terapéutica de los fagos en el
tratamiento de infecciones fue ensayada en animales en 1919, cuando fue tratada una
plaga de disenteria de pollo con fagos aislados a partir de sus heces, mostrando
resultados exitosos. Tras esto y en el mismo afio, en el Hospital de Enfants-Malades
(Paris) se extendid la aplicacién de fagos a humanos para el tratamiento de la misma
patologia, remitiendo los sintomas en los pacientes tras su aplicacion (Segundo y col.,
2010).

La época de mayor auge de la fagoterapia se centra entre los afios 1920 a 1950
cuando diversos laboratorios comerciales (Ely Lilly en Estados Unidos, y en Europa la
compafiia francesa que daria lugar posteriormente a la firma L"Oredl) comercializaban
respectivamente hasta 7 y 5 preparaciones fagicas para su uso en el tratamiento de

distintas infecciones en humanos (Sulakvelidze y col., 2001; Hermoso y col., 2007).
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En los paises de Occidente la aparicion y la generalizacién en el uso de
antibioticos a partir de la década del ‘40 trajo consigo al abandono de la fagoterapia en
el tratamiento de las infecciones (Nallelyt y col., 2010), pero se siguié utilizando en
Europa del Este (antigua Unidon Soviética y Polonia) y la India, donde las
investigaciones continuaron. En este campo adquirieron importancia el Instituto
Hirszfeld de Polonia y en Georgia el Instituto Eliava, por ejemplo, aunque sus
descubrimientos no tuvieron una repercusion trascendente a nivel mundial (Matsuzaki y
Rashel, 2005). El resurgir del interés por la fagoterapia en Occidente tiene como causa
fundamental la aparicion de cepas bacterianas multirresistentes a antibioticos, por lo que
se les volvid a considerar como una alternativa interesante en el tratamiento de
infecciones tanto en humanos como en animales (Coates y Hu, 2007). Asi, su eficacia
ha sido ensayada en plantas, acuicultura, aves de corral, animales de abasto, etc. (Ronda
y col., 2003).

- 2.6. Nuevos sistemas de conservacion y limpieza para la industria alimentaria: los
bacteriofagos.

Los bacteriéfagos pueden ser utilizados como método de eliminacion de la
contaminacion microbiolégica en la industria de la alimentacion a lo largo de toda la
cadena alimentaria, es decir, durante el proceso de produccion, transformacion,
empaquetado, distribucion, etc. de distintos alimentos tanto de origen animal como

vegetal.

Asi los bacteriofagos son susceptibles de ser utilizados en:

1) La prevencion o reduccion de la colonizacion y la infeccién de animales que sirvan
como alimento o materia prima (fagoterapia).

2) En la descontaminacion de carcasas y otros productos crudos de origen animal o
vegetal (biocontrol).

3) En la desinfeccion de equipos, superficies y utiles de produccion (biohigienizacion).
4) En la conservacion de productos manufacturados perecederos para aumentar su vida

atil, como conservantes naturales (bioconservacién) (Garcia y col., 2008).
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Entre las caracteristicas que plantean a los bacteriéfagos como herramientas en
la descontaminacion de los alimentos a lo largo de la cadena alimentaria podemos
encontrar su capacidad de infeccion especifica a las células bacterianas que presenten
receptores para los mismos, y por lo tanto, causar Unicamente la muerte de las bacterias
seleccionadas (Barrow y Soothil, 1997). Ademas de esto, los bacteriofagos poseen otras
particularidades que les hacen candidatos a su empleo en la desinfeccion, entre las que
destaca su capacidad de automultiplicacion. Esto hace referencia a la capacidad que
tienen los fagos, mediante la infeccidn de las células bacterianas, de generar su progenie

virica capaz de infectar nuevas células diana.

Otro factor a tener en cuenta es su capacidad de producir la denominada “lisis
desde afuera” que hace referencia al fendmeno de muerte celular que se produce cuando
una determinada bacteria entra en contacto con un fago en una multiplicidad de
infeccion (MOI) elevada. La adsorcidn de un gran nimero de fagos a la superficie de la
bacteria produce una desestabilizacion de las envueltas celulares y se produce por lo

tanto muerte de la bacteria sin multiplicacion fagica.

Los bacteri6fagos presentan asimismo la capacidad de eliminacion de bacterias
multirresistentes a los antimicrobianos clasicos (antibidticos). Estas bacterias
multirresistentes a antibioticos han ido tomando relevancia durante las ultimas décadas
debido a la seleccion artificial de cepas resistentes producida por los mismos farmacos y
la transferencia horizontal de genes implicados en la misma entre distintos
microorganismos. La capacidad de lisis de estas bacterias resistentes por parte de los

fagos no se ve afectada debido a su distinta forma de actuacion.

Por otra parte, hay unos requerimientos especificos que deben cumplir los
bacteridfagos para ser seleccionados para su uso en la industria alimentaria. Entre ellas
cabe destacar la capacidad de infeccion del mayor nimero de cepas posible de la
bacteria a eliminar. Asimismo, los bacteriéfagos virulentos son los de eleccion para el
tratamiento de infecciones en animales o vegetales, la descontaminacion de los
alimentos durante su procesado, las superficies que entren en contacto con estos, o la
descontaminacion de los alimentos ya listos para consumo, ya que la infeccion de una
bacteria por los mismos garantiza la lisis bacteriana completa, no siendo asi en el caso

de los fagos atemperados (Briissow, 2005). Ademas de esto, a la hora de emplear un
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fago en la lucha contra una bacteria debe conocerse que este no posee en su material
genético ningun gen de virulencia o de resistencia a antibidticos, que pudiesen ser
incorporados a las células objeto de infeccion transfiriéndole las propiedades

codificadas en ellos.

En la industria alimentaria las operaciones de limpieza y desinfeccion son partes
esenciales de la produccion, y la eficiencia con la que se realizan estas operaciones

afecta en gran medida a la calidad del producto final (Bremer y col., 2006).

La desinfeccion consiste en el uso de productos antimicrobianos para matar
microorganismos, por lo general, los desinfectantes no penetran en la matriz del biofilm
por lo que tras un procedimiento de limpieza ineficaz, la desinfeccion por los métodos
clasicos puede no destruir todas las células vivas del biofilm (Simdes y col., 2006). De
ahi, la importancia de utilizar estrategias alternativas como el uso de bacteri6fagos.
Cuando estos entran en contacto con las biopeliculas, y se producen interacciones con
las bacterias presentes en ellas, dependiendo de la susceptibilidad de las células del
biofilm al fago, es decir, de la disponibilidad de sitios receptores para la infeccién y de
si el fago también posee enzimas degradadores de polisacaridos, la integridad de la
biopelicula puede verse rapidamente destruida por la lisis celular y la desestabilizacion
de la matriz (Simdes y col., 2010).

Otra de las posibilidades que ofrece el tratamiento con fagos de superficies en
contacto con el alimento de las industrias consiste en la capacidad de llevarlo a cabo aun
durante la produccion, sin interrumpir el proceso de elaboracién, lo que podria
repercutir positivamente ayudando a reducir costes operacionales (Hagens y Offerhaus,
2009).

A modo de resumen, cabe resaltar que el abanico de aplicacion de los
bacteriofagos cada vez se dibuja mas amplio, debido fundamentalmente a los resultados
obtenidos en experimentos realizados recientemente. En este sentido toma especial
importancia en su aplicacion a la industria alimentaria el hecho de que las Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) y la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)

hayan autorizado el uso de distintas suspensiones fagicas para ser usadas en la
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descontaminacion ambiental en plantas productoras de alimentos e incluso para su

aplicacion directa sobre productos de consumo humano.

En la actualidad cobra especial importancia la investigacion en la utilizacion de
bacteriofagos especificos contra L. monocytogenes para su utilizacion en alimentos
(Guenther y col., 2009).

- 2.7. Producto fagico (ListexP100)

Listex P100 es una preparacion comercial del bacteriéfago P100 que infecta a
Listeria, propuesta para su uso en productos alimenticios solidos listos para consumo

(RTE) con el objetivo de reducir los recuentos de L. monocytogenes en los mismos.

En la clasificacion taxondmica el fago P100 de Listeria, se adscribe al orden de
los Caudovirales, formando parte de la familia Myoviridae, subfamilia Spounaviridae,
género Twort-like. En cuanto a su rango de huésped el fago P100 de Listeria presenta
especificidad por una cepa de L. innocua y un gran nimero de cepas de L.

monocytogenes.

P100 es un bacteriéfago purificado, no transductante, y estrictamente virulento
(carente de actividad lisogénica). Tiene un rango de huésped inusualmente amplio
dentro del género Listeria, habiendo contrastado su éxito para lisar el 95% de las
especies de Listeria spp. analizadas, incluyendo L. monocytogenes, serovares 1/2 y 4;
serovar 5 de L. ivanovii y serovar 6 de L. innocua (Carlton y col., 2005).

La caracterizacion detallada del genoma de P100 ha sido llevada a cabo por
Carlton y col. (2005), con una secuencia genética completamente anotada depositada en
GenBank bajo el numero DQ004855.

El organismo huésped utilizado en la produccion del fago es L. innocua
(Seeliger, 1983), siendo los tipos de cepas y sus nimeros de registro: ATCC 33090,
DSM 20649, NCTC 11288, SLCC 3379. Se clasifica en el Nivel de Bioseguridad 1 por
la ATCC, ya que no se conoce que cause enfermedad en personas adultas sanas (carece

de determinantes de virulencia).
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En el proceso de produccion de la suspension fagica podemos distinguir tres

etapas:

1) Propagacion: En un cultivo en crecimiento de L. innocua, una vez alcanzada una
determinada concentracion bacteriana, se produce la infeccion con el bacteriéfago P100.
2) Purificacion: Después de un tiempo de incubacion, mediante un proceso de
microfiltracion, los bacteriéfagos son separados de los restos celulares de las células
huésped y concentrados mediante ultrafiltracion de flujo transversal, hasta una
concentracion fagica final de 2x10' UFP (unidades formadoras de placa) / ml usando
agua estéril.
3) Control de calidad: Se procede a un muestreo de la solucién normalizada
analizandose en un laboratorio externo para el control de calidad la presencia de
especies de Listeria, levaduras, mohos y recuento total de aerobios en placa.

En referencia a su aplicacion sobre productos alimentarios se propone su uso
mediante pulverizacién tipo spray o inmersion de los productos alimenticios antes del

envasado como complemento a las buenas practicas de higiene (BPH).
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3. MATERIAL Y METODOS

- 3.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 4. Todas
ellas se conservaron a -80°C en caldo triptona-soja (TSB) (Scharlab, Barcelona)

conteniendo glicerol al 10% de concentracion final.

Tabla 4- Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa Origen
L. monocytogenes 1 Quesos asturianos
L. monocytogenes 2 Quesos asturianos
L. monocytogenes 3 Quesos asturianos
L. monocytogenes 22 Quesos asturianos
L. monocytogenes 37 Quesos asturianos
L. monocytogenes 41 Quesos asturianos
L. monocytogenes 52 Productos carnicos
L. monocytogenes 54-2 Productos carnicos
L. monocytogenes 57-2 Productos carnicos
L. monocytogenes INIA2530 Productos carnicos
L. monocytogenes S12 Productos carnicos
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Para su cultivo en medio liquido utilizamos TSB en condiciones de aerobiosis y
a una temperatura de 32°C.

Para la obtencion de colonias aisladas las cepas bacterianas se sembraron por
estrias sobre TSA (TSB suplementado con 2% p/v agar). Asi mismo, para el
procedimiento de siembra mediante la doble capa el medio utilizado en la capa superior
es TSA (TSB suplementado con 0,7% p/v agar).

Como medio selectivo para Listeria spp.se utilizo medio OXFORD (Scharlab),

incubando las placas a 32°C durante 48 horas.

- 3.2. Determinacion de la sensibilidad o resistencia de L. monocytogenes al
producto fagico Listex P100 en medio solido.

- 3.2.1. “Test de la gota o “spot”.

Para llevar a cabo este ensayo se requieren cultivos o/n de las cepas en las que se

quiere determinar su sensibilidad o resistencia al fago.

El método de siembra de estos cultivos sera el de la doble capa, para ello se
afiadiran 200 pl del cultivo o/n de cada cepa a 3 ml de TSA semisolido (0,7% agar) y se
vierte sobre una placa de TSA (2% agar). Una vez solidificada la doble capa, se
deposita sobre la superficie una gota de 5 pl de la suspension fagica Listex P100,

incubando posteriormente las placas en estufa a 32°C.

El crecimiento esperado tras 24 horas de incubacion serd un césped en el que se
visualizara la aparicion de una calva o placa de lisis en el lugar donde se deposit6 la

gota en las cepas sensibles a la infeccion por el fago.

- 3.2.2. Calculo del titulo de la suspension fagica Listex P100 y eficiencia de
plaqueo para la distintas cepas de L. monocytogenes.

Para calcular el titulo de la suspension fagica Listex P100 y su eficiencia de
plaqueo para las distintas cepas de L. monocytogenes se realizaron diluciones decimales
seriadas de la suspension fagica en tampon SM (NaCl 100 mM, MgSO,4 10 mM,
Ca(NO3z); 10 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5). A continuacion, las diluciones

26



Material y métodos

conteniendo los fagos se ponen en contacto con cultivos o/n de las distintas cepas.
Posteriormente, se pipetean a un tubo Eppendorf 100 ul del cultivo o/n de la cepa
correspondiente y 100 ul de dilucién fagica. Esta mezcla se enriquece con Ca(NQOgs), y
MgSO, en una concentracion de final 10 mM; estos dos compuestos actuaran
favoreciendo la interaccion fago-bacteria. La mezcla se incuba a 32°C durante 15
minutos y se siembra sobre una placa de TSA (2% agar) mediante el método de la doble
capa (TSA 0,7% agar). Una vez solidificado, se incuba a 32°C durante 24 h y se procede

al recuento de placas de lisis.

El titulo de la suspension fagica sobre las distintas cepas se calcula mediante la
siguiente férmula:
UFP/ml=n-.1/C - 1/V

Donde n es el nimero de placas de lisis que aparecen aisladas, C es la dilucién
de la suspensidn fagica que se sembro y V es el volumen de la dilucién de la suspension

fagica que se afiade en la placa.

La eficiencia de plaqueo (EOP) se define como la capacidad de un fago para
infectar a una cepa con respecto a la que muestra sobre una cepa control. Se calcula

mediante la formula;

EOPcepa: Tl’tU|0 fé.giCO (UFP/mI)Cepa en estudio/ Tl,tU|O fégICO (U FP/mI)Cepa control

- 3.3. Calculo del numero de viables (UFC) de un cultivo en fase exponencial
temprana (DOgy~0,1) y en fase estacionaria (o/n).

Para la preparacion de un cultivo o/n, se inocularon 2 ml de TSB con una
colonia aislada previamente en un medio solido, y se incubaron posteriormente en
estufaa 32°C durante 24 horas. Tras la incubacion, este cultivo fue utilizado para
obtener un cultivo en fase exponencial, mezclando 10 ml de TSB con 200 pul del cultivo
o/n, incubandolo a 37°C en agitacion durante aproximadamente 45 min, hasta obtener
una DOggo de 0,1.

Para calcular las respectivas UFC de ambos cultivos se prepararon diluciones

seriadas decimales en Tampén Ringer, sembrando 100 pl de las diluciones 102, 10
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10°y 108 en placas de TSA mediante el método de siembra en superficie, utilizando
para ello un asa de Digralsky. Las placas se incubaron a 32°C y al dia siguiente, se
procedid al recuento de las colonias, preferentemente en placas que contenian entre 30 y
300.

La concentracion inicial de viables de cada cultivo se calcula mediante la

férmula;
UFC/ml =n x 1/C x 1/V

Donde n es el numero de colonias que aparecen aisladas, C es la dilucion del

cultivo que se sembrd y V es el volumen de cultivo que se afiade en la placa.

- 3.4. Determinacién de la sensibilidad o resistencia de las distintas cepas de L.
monocytogenes al producto fagico Listex P100 en medio liquido.

- 3.4.1. Determinacion de la MIC del bacteriéfago P100.

El experimento se inici6 con la obtencion de un cultivo en fase exponencial de
cada cepa. Para ello se inocularon 10 ml de TSB con 200 pl del cultivo o/n de la cepa
correspondiente y se incubaron a 37°C y en agitacion hasta obtener una DOgo=0,1 (6,4
x 10" UFC/ml).

Con la suspension fagica Listex P100 se prepar6 una dilucién 1:10, mezclando
100 pl de la misma con 900 ul de TSB. Seguidamente, en una placa microtiter se
hicieron diluciones seriadas del producto fagico con el objeto de obtener
concentraciones decrecientes del mismo. Estas diluciones se obtuvieron pipeteando en
el primer pocillo 110 pl de la dilucion 1:10, de la que se transfieren 10 ul al segundo
pocillo, habiendo pipeteado previamente en él 100 pl de TSB. Esta operacion se repite
hasta el décimo pocillo, obteniendo asi 9 diluciones decrecientes del fago P100.
Posteriormente, se afiadieron 100 pl del cultivo con una DOgy ~ 0,1 a cada pocillo, del
1 al 10. Los pocillos 11 y 12 se utilizaron respectivamente como control negativo y
positivo. Para ello, en el primero se afladieron 200 pl de TSB y en el segundo 200 pl del
cultivo con una DOggo = 0,1. Este procedimiento se realiza por duplicado para cada cepa

objeto de estudio.
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- 3.4.2. Calculo de la multiplicidad de infeccion (MOI).

La determinacién de la multiplicidad de infeccion (MOI, “multiplicity of
infection™) se efectua dividiendo el nimero de fagos (UFP) entre el nimero de bacterias
(UFC), en un determinado volumen de mezcla de infeccion. La MOI determina el
porcentaje de la poblacién microbiana que es infectada por el fago al inicio de la mezcla

de infeccion (Chavez-Pefa y col., 2010)

- 3.5. Generacion y cuantificacion de biofilms de L. monocytogenes.

- 3.5.1. Seleccion de la concentracion celular éptima para la formacion de un
biofilm en placas de poliestireno.

Para calcular la concentracion celular 6ptima que ha de tener el inoculo para la
formacion de un biofilm en placa microtiter, se partié de los cultivos puros o/n de cada
cepa. En estos cultivos la concentracion celular se sitta en el rango de 10° UFC/m,
siendo necesario preparar diluciones seriadas cuya concentracion fue 10® UFC/ml y 10’
UFC/ml, que se utilizaron para contrastar el distinto grado de capacidad de formacién
de biofilm.

El procedimiento consistid primeramente en generar el biofilm para cada
concentracion de inéculo y cepa, que se realizara por triplicado, y posteriormente se
cuantifico dicho biofilm. Las cepas se distribuyeron en filas y las concentraciones de
indculo en columnas. En cada pocillo se pipetearon consecutivamente 180 pl de TSB +
0,25% glucosa, 20 pl del cultivo o/n en las 3 primeras columnas, 20 pl de la dilucidn
1:10 en las 3 siguientes, y 20 pl de la dilucién 1:100 en el siguiente grupo de 3
columnas. Establecemos asi mismo unos pocillos “control” donde Unicamente
pipeteamos 200 pl de TSB + 0,25% glucosa. La placa se incubd a 32°C durante 24

horas.

Como medida estimada de la formacion del biofilm se utilizé la tincion con
Cristal Violeta. Para ello, tras la incubacion, se retird el cultivo de los pocillos,
permaneciendo el biofilm adherido a las paredes de los mismos. A continuacién, se
realizd el lavado del biofilm, a fin de eliminar el material bioldgico no adherido a las

paredes del pocillo, para lo cual se afiadieron 250 ul de PBS (NaCl 37 mM, KCI 2.7

29



Material y métodos

mM pH 7,3, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 2 mM) a cada pocillo y se retir0 a
continuacion. Tras el procedimiento de lavado se dej6 secar el biofilm a temperatura

ambiente durante 10 minutos.

Para tefiir el biofilm se afnadieron a cada pocillo 250 pl de Cristal Violeta 0,1%
(p/v), dejando la placa en reposo durante 15 minutos, tras los cuales se lavd el exceso

con agua.

Por ultimo, se destifid cada pocillo mediante la adicion de 200 pl de acido
acetico 33% (v/v) y se mide la absorbancia a una DOsgs,m como medida indirecta de la

formacion de biofilm.

- 3.5.2.Seguimiento temporal del proceso de formacién de biofilms sobre superficie
de poliestireno.

En la realizacion de este estudio el medio de cultivo fue el anteriormente
seleccionado (TSB + 0,25% glucosa), el biofilm se desarrollé sobre la superficie interna
de los pocillos de la placa de microtiter, tras incubacion a 32°C y en condiciones

aerobias.

Para llevar a cabo este estudio se sembrd una placa de microtiter para cada
tiempo de toma de datos, realizando un triplicado de cada cepa. De esta manera, en cada
placa se sembraron 6 pocillos (3 de cada cepa), a los que se les afiadié 180 ul del caldo
de cultivo y 20 pl del cultivo en la concentracion bacteriana establecida en
experimentos previos. Como blanco, se utilizaron pocillos con el medio de cultivo sin
inocular (TSB + 0,25% glucosa), que posteriormente fueron tefiidos con Cristal Violeta
siguiendo el mismo procedimiento que con las muestras, las cuales fueron incubadas

previamente durante 6, 16, 24 y 48 h.
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- 3.6. Tratamiento de biofilms de L. monocytogenes con Listex P100.

- 3.6.1. Determinacion de la actuacion del producto fagico mediante la técnica de
tincion con Cristal Violeta.

En primer lugar, se generaron los biofilms en las placas de poliestireno
utilizando las condiciones éptimas descritas en el apartado anterior, y posteriormente se
aplicaron los distintos tratamientos. Para la generacion de biofilms, se incubaron las
placas durante 48 horas y posteriormente, se extrajo con la micropipeta el medio de

cultivo, permaneciendo los biofilms adheridos a la superficie interior del pocillo.

Los tratamientos se realizaron por triplicado. Como tratamiento control se
afiadieron 225 pl de SM, a fin de cuantificar la influencia del “lavado” del biofilm por el
método mecénico de arrastre. En el resto de casos se afiadieron 225ul de las distintas
concentraciones de la suspension fagica diluida en SM. En este experimento se
utilizaron 4 diluciones seriadas de la solucién fagica Listex P100 (102,10, 10y 10°),

conteniendo 10°, 10%, 10"y 10° UFP/ml, respectivamente.

Tras un periodo de incubacion de 4 horas a 32°C, se procedio a la retirada del
medio de tratamiento y posterior tincion de los restos del biofilm con Cristal Violeta,
siguiendo el procedimiento anteriormente descrito y midiendo su DO a 595 nm.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizd mediante el
programa estadistico PASW statististics (SPSS.18). La DOsgs del biofilm de 48 h
producido por las cepas L. monocytogenes 52 y S12 (biofilms control y tratados) fue
sometida a un analisis de varianza (ANOVA unifactorial) en el se utilizé6 como factor el
tipo de tratamiento con 6 categorias (control, tratado con SM, y con 10°, 10’, 10® y 10°
UFP/ml de Listex P100). Para la comparacion de medias se utilizd el test LSD
(Diferencia Significativa Minima) de Fisher (P<0,05).

-3.6.2. Determinacion de la actuacion del producto fagico mediante la técnica del
recuento de viables.

Para la realizacion de este experimento se partio de biofilms generados sobre la
misma superficie, en idéntico medio de cultivo y condiciones que en el anterior apartado

(placa de micraotiter de poliestireno, TSB + 0,25% glucosa y 48 h de incubacion a 32°C
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en aerobiosis). Tras la obtencion del biofilm, se retir0 el medio de los pocillos
permaneciendo los biofilms adheridos a la superficie interior de los mismos.
Posteriormente, se afladieron 225 pl de SM (control tratamiento) y las diluciones de la
suspension fagica a unas concentraciones de 108 10" y 10° UFP/ml). Como control
adicional se utilizd un control sin tratamiento en el que se determin6 el nimero de
bacterias viables presentes en el biofilm tras 48 horas de incubacion. Cada uno de los
tratamientos se realizd por duplicado.

En todos los pocillos y tras los diferentes tratamientos se procedié a lavar con
250 ul PBS los pocillos, a fin de eliminar los posibles restos de matriz disuelta y las
células en suspension no ancladas en la matriz polimérica del biofilm. Posteriormente,
se analiz6 el contenido de bacterias viables de cada pocillo. Para ello, realizamos dos
frotis sobre toda la superficie interna pocillo con un par de hisopos estériles, tras lo cual
se introdujeron ambos hisopos en un tubo de ensayo conteniendo 9 ml de PBS, se
agitaron durante un minuto en un agitador vortex, y se llevaron a cabo 4 diluciones

seriadas.

En el caso del control sin tratamiento (biofilms de 48 horas) y el control con
tratamiento (tratamiento con SM) se prepararon 4 diluciones sembrando en placas de
TSA (2% agar) mediante el método de siembra en sabana las diluciones 107 y 10
respecto a la originada con los hisopos, para lo cual se extendieron 100 ul de cada

dilucién en una placa mediante un asa de Digralsky.

En los tratamientos con las distintas concentraciones de fago se seleccionaron
para recuento de viables aquellos pocillos en los que habia una disminucién
significativa de la absorbancia respecto al control, y se prepararon diluciones seriadas
para la posterior siembra en placa. Tras 24 horas de incubacién a 32°C se procedio al
recuento de viables (UFC/ml). Teniendo en cuenta que el biofilm formado en cada
pocillo es disuelto en 9 ml de PBS, el recuento de viables por pocillo se obtendria
multiplicando las UFC/ml obtenidas por 9.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

- 4.1. Determinacion de la sensibilidad o resistencia de las distintas cepas de L.
monocytogenes al producto fagico Listex P100.

Con objeto de evaluar la eficacia del producto Listex P100 como posible agente
de biocontrol de L. monocytogenes en la industria alimentaria, procedimos a evaluar la
capacidad antimicrobiana de dicho producto frente a una pequefia coleccion de cepas de
L. monocytogenes que habian sido aisladas del entorno alimentario. La coleccion estaba
formada por 11 cepas de L. monocytogenes (Tabla 5), de las cuales 6 habian sido

aisladas de quesos asturianos y 5 de productos carnicos.

Para llevar a cabo este ensayo se utilizo el protocolo denominado test del “spot”
0 “gota” con cultivos o/n de las 11 cepas. Estos cultivos se enfrentaron a 5 ul de la
suspension fagica Listex P100, y tras 24 horas de incubacién a 32°C, se observé la
presencia o ausencia de zonas de lisis. La presencia de zonas claras o de lisis indica
sensibilidad de las células a la infeccion por el fago P100, componente principal del
producto comercial Listex P100. La ausencia de zonas claras indica que las bacterias se
han desarrollado en presencia de dicho fago y, por lo tanto, son resistentes a la infeccion

por el mismo.
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Tabla 5- Sensibilidad/Resistencia de las cepas bacterianas al producto Listex P100 mediante

protocolo del “spot”.

Cepa Origen Listex P100
L. monocytogenes 1 Quesos asturianos S
L. monocytogenes 2 Quesos asturianos S
L. monocytogenes 3 Quesos asturianos S
L. monocytogenes 22 Quesos asturianos S
L. monocytogenes 37 Quesos asturianos S
L. monocytogenes 41 Quesos asturianos S
L. monocytogenes 52 Productos carnicos S
L. monocytogenes 54-2 Productos carnicos S
L. monocytogenes 57-2 Productos carnicos S
L. monocytogenes INIA2530 Productos carnicos S
L. monocytogenes S12 Productos carnicos S

En todos las placas se observo una zona de lisis en la posicion en la que se habia

depositado la gota de la suspension fagica (Tabla 5); por lo tanto, todas las cepas

ensayadas son sensibles a la infeccidn por el bacteriofago P100 presente en la solucién

comercial Listex P100.

Los resultados obtenidos concuerdan con los previamente descritos por Soni y

Nannapaneni (2010) en los que se ensayaron 21 cepas diferentes L. monocytogenes,

representantes de sus 13 serotipos, frente al fago P100 de la solucién comercial fagica

Listex P100, observando que los 21 aislamientos bacterianos fueron sensibles a la

infeccion por el fago.
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- 4.2. Célculo del titulo de la suspension fagica Listex P100 y eficiencia de plaqueo
para la distintas cepas de L. monocytogenes.

Una vez que habiamos determinado que todas las cepas de L. monocytogenes
eran sensibles a Listex P100, nos planteamos conocer si el grado de sensibilidad era el
mismo para todas ellas, o si por el contrario, algunas serian mas resistentes y, por ello,
iban a requerir del uso de mayor cantidad de producto para su eliminacion. Inicialmente,
determinamos la concentracion de fagos real en la suspension comercial, ya que es
posible que el titulo fagico haya variado con el transporte o almacenamiento de dicho
producto. Ademas, necesitamos evaluar la capacidad del fago P100 para formar placas
de lisis en las distintas cepas de la coleccion, la cual podria ser distinta a la que presente
el fago sobre la cepa usada como huésped por la casa comercial. Para ello, una vez
realizadas diluciones del producto se plaquearon sobre las distintas cepas por el método
de la doble placa y se realizd un recuento del numero de placas de lisis. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6- Titulo de la suspension fagica sobre las distintas cepas de L. monocytogenes ensayadas.

Cepa N° Placas de lisis Dilucion Titulo
(UFP/ml)
L. monocytogenes 52 100 -8 1x 10"
L. monocytogenes 54-2 71 -8 7,1 x 10"
L. monocytogenes 57-2 PL enanas - -
L. monocytogenes INIA2530 56 -8 5,6 x 10
L. monocytogenes S12 29 -7 2,9 x 10°
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Se observd que el titulo de Listex P100 sobre las distintas cepas variaba en un
rango entre 10° y 10* UFP/ml, estando siempre por debajo del titulo teérico del
producto tras su fabricacion (2 x10** UFP/ml). Una vez determinados los valores del
titulo sobre nuestra coleccion de cepas, establecimos como cepa control la cepa mas
sensible al fago, es decir, L. monocytogenes 52. Tomando dicha cepa como referencia,
los valores de la eficiencia de plagueo (EOP) del resto de las cepas se muestran en la
Tabla 7. El grado de sensibilidad al producto es bastante variable entre cepas, ya que
por ejemplo la cepa L. monocytogenes S12 es 100 veces mas resistente que la cepa
control L. monocytogenes 52. Por otro lado, las cepas L. monocytogenes 54-2 y L.
monocytogenes INIA2530 tienen una sensibilidad semejante, aunque algo inferior al

control.

Tabla 7- Eficiencia de plaqueo de la suspension fagica sobre las distintas cepas de L.
monocytogenes ensayadas.

Cepa Eficiencia de plaqueo
L. monocytogenes 52 1
L. monocytogenes 54-2 71x 10"

L. monocytogenes 57-2 -

L. monocytogenes INIA2530 56 x 10"

L. monocytogenes S12 2,9 x 107

Cabe sefialar también que no fue posible determinar la eficiencia de plaqueo del
bacteriofago P100 sobre las cepas aisladas de origen lacteo ni sobre la cepa L.
monocytogenes 57-2, al no haberse obtenido placas de lisis aisladas en el caso del
primer grupo, y por ser éstas de pequefiisimo tamafio en el caso de la cepa L.
monocytogenes 57-2. El hecho de no dar lugar a placas de lisis aisladas, a pesar de que
habian mostrado sensibilidad por el método de la gota, podria explicarse por la

denominada “lisis desde afuera”, que ocurre cuando un alto nimero de fagos infectan al
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mismo tiempo a una célula, dando lugar a la lisis de la misma sin que haya una

infeccion real (Moak y Molineux, 2004; Rodriguez-Rubio y col., 2012).

En relacion a estos resultados es importante sefialar la formacién de placas de
lisis de distintos tamafios. En estudios previos se observo la formacion de placas de lisis
de diametros comprendidos entre 3 y 4 mm para todas cepas (21 en total) ensayadas
frente al fago P100 en medio solido, a excepcion de las cepas F4260 (serotipol/2b) y
SLCC 2482 (serotipo 7) sobre las que produjo placas considerablemente méas pequefias
(0,2 - 0,4 mm) (Soni y Nannapaneni, 2010). Es precisamente este pequefio tamafio,
unido a la parcial turbidez de las mismas, lo que posiblemente impidiese su

identificacion y recuento en algunas de las cepas ensayadas en este trabajo.

- 4.3. Determinacién de la concentracion inhibitoria minima (MIC) del producto
Listex P100.

Con objeto de confirmar de manera experimental que la sensibilidad de las cepas
es variable, procedimos a determinar la concentracion inhibitoria minima (MIC) del
producto Listex P100 mediante el ensayo clasico para antimicrobianos. La MIC
corresponde a la menor concentracion de fagos capaz de inhibir el crecimiento
planctonico de las distintas cepas de L. monocytogenes en medio liquido. Para ello, se
hicieron diluciones seriadas de concentracién decreciente del producto fagico (desde
5x10° UFP /ml hasta 2,09 UFP/mI) (Tabla 8) y por duplicado en una placa microtiter, y
se enfrentaron con cada cepa de L. monocytogenes en fase exponencial temprana
(DOgpo~0,1) (Tabla 9). Tras la incubacion a 32°C, durante 24 horas, la dilucion de
menor concentracion de fagos en la que no se produjo crecimiento microbiano

proporciona el valor de la MIC (UFP/ml)

Asimismo, determinamos en este punto la concentracion bacteriana en el cultivo
al principio de la fase exponencial, tomando como modelo la cepa L. monocytogenes
INIA2530. Mediante diluciones seriadas y recuento de viables, determinamos que una
DOgoo = 0,092 es equivalente a una concentracion bacteriana aproximada de 6,4x10’
UFC/ml.
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Tabla 8- Concentracion fagica en cada pocillo de la placa microtiter para la determinacién de la MIC.
Se ha tomado como concentracion inicial del producto el titulo obtenido sobre la cepa L.
monocvtoaenes 52 (10 UFP /ml).

Pocillo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(UFP /ml) 5x10° | 4,55x10® | 4,13x10"7 | 3,75x10° | 3,41x10° | 3,11x10* | 2,82x10° | 2,56x10%> | 2,3x10 2,09

Los resultados del célculo de la MIC se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9- Determinacion de la MIC del producto fagico Listex P100 para las distintas cepas de L.
monocytogenes.

Cepa DOsoo S‘fr:t'cr;‘eocllfr’ﬁﬁ;r']'t% MIC (UFP/ml)
L. monocytogenes 1 0,105 2-3 4,13x10'- 4,55x10°
L. monocytogenes 2 0,095 2 4,55x10°
L. monocytogenes 3 0,095 2 4,55x10°
L. monocytogenes 22 0,099 5 3,41x10°
L. monocytogenes 37 0,103 2-3 4,13x10- 4,55x10°
L. monocytogenes 41 0,098 5 3,41x10°
L. monocytogenes 52 0,109 7 2,82x10°
L. monocytogenes 54-2 0,106 5 3,41x10°
L. monocytogenes 57-2 0,098 2-3 4,13x10'- 4,55x10°
L. monocytogenes INIA2530 0,108 6 3,11x10"
L. monocytogenes S12 0,108 4 3,75x10°
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Se observé que los valores de MIC oscilaban entre 4,55x10® UFP/mI para las
cepas L. monocytogenes 2 y 3, y 2,82x10° UFP/ml para L. monocytogenes 52, que
resulto ser la cepa mas sensible al producto en este ensayo.

La comparacion de los resultados de sensibilidad a la infeccion por el fago de las
distintas cepas de L. monocytogenes, mediante su eficiencia de plaqueo y la MIC es
acorde a lo esperado. Es decir, las cepas en las que el fago presenta una mayor
eficiencia de plaqueo, son aquellas que presentan asimismo una menor MIC. Estos
datos sitdan a la cepa L. monocytogenes 52 como la mas propicia de las estudiadas para
ser infectada por el bacteriéfago P100, y por lo tanto, la mas sensible al producto Listex
P100, seguida de las cepas L. monocytogenes 54-2, L. monocytogenes INIA2530 vy L.
monocytogenes S12. Por el contrario, las cepas més resistentes al producto resultaron
ser las cepas L. monocytogenes 1, 2, 3, 37 y 57-2, ya que la MIC fue 10° veces superiot,
mostrando relacion con no haberse podido determinar el titulo de la suspension fagica ni
su eficiencia de plaqueo sobre estas mismas cepas. Por otra parte, no se ha observado
una correlacion entre sensibilidad/resistencia al producto y origen de las cepas, ya que
dentro de las aisladas de carne por ejemplo, tenemos distintos grados de sensibilidad.

Una vez determinada la concentracion de fagos efectiva para inhibir el
crecimiento de cada una de las cepas (Tabla 9), y dado que conocemos de modo
aproximado el numero de bacterias en cada uno de los pocillos, podemos estimar la
multiplicidad de infeccién (MOI) que resultd eficaz para inhibir el crecimiento de
dichos cultivos (Tabla 10).
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Tabla 10- Multiplicidad de infeccion efectiva para inhibir el crecimiento para las distintas cepas
de L. monocytogenes.

Cepa N° células N° fagos (UFP/ml) MOI
(UFC/ml)

L. monocytogenes 1 6,4 x10’ 2,48x10° 3,88
L. monocytogenes 2 6,4x10’ 4,55x10° 7,11
L. monocytogenes 3 6,4x10’ 4,55x10° 7,11
L. monocytogenes 22 6,4x10’ 3,41x10° 5,33x10°
L. monocytogenes 37 6,4x10’ 2,48x10° 3,88
L. monocytogenes 41 6,4x10’ 3,4x10° 5,33x10°
L. monocytogenes 52 6,4x10’ 2,82x10° 4,41x107°
L. monocytogenes 54-2 6,4x10’ 3,41x10° 5,33x10°
L. monocytogenes 57-2 6,4x10’ 2,48x10° 3,88
L. monocytogenes INIA2530 6,4x10’ 3,11x10* 4,86x10™
L. monocytogenes S12 6,4x10’ 3,75%10° 5,86x107

Se observé una gran variacion en la MOI necesaria para la inhibicion del
crecimiento de cada cepa (7,11 - 4,41x107), lo que confirmaba que la sensibilidad de
las cepas es muy diferente. Este hecho nos permite prever que la aplicacion del producto
para la eliminacion de la bacteria precisard una concentracion tal, que garantice la
eliminacién de todas las cepas Yy, por lo tanto, dicha concentracién ha de fijarse como la

efectiva contra la cepa mas resistente.
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- 4.4, Capacidad de formacion de biofilms de cepas de L. monocytogenes sobre
superficies abidticas

- 4.4.1. Seleccion de las cepas con mayor capacidad de formacion de biofilm.

La capacidad de formacion de biofilms sobre superficies abioticas es una de las
principales caracteristicas de L. monocytogenes, lo que le confiere la propiedad de
adherirse sobre superficies de la industria alimentaria. Por otro lado, estos biofilms
confieren a las bacterias una proteccion adicional frente a antimicrobianos y
desinfectantes, lo que las hace persistentes en determinados ambientes (Mah y O’Toole,
2001). Por lo tanto, la evaluacion de la eficacia del producto Listex P100 como
desinfectante para la industria alimentaria ha de realizarse preferentemente frente a
biofilms de la bacteria que frente a bacterias en cultivo planctonico. Inicialmente, es
preciso determinar si las cepas aisladas de la industria carnica poseian la capacidad de
formar biofilms. Para ello, se procedido a determinar en el laboratorio sobre una
superficie de poliestireno la cantidad de biomasa total (material extracelular mas
bacterias adheridas) que son capaces de generar a partir de distintas concentraciones de
inéculo (108, 10" y 10° UFC/mI), la cual se cuantificd mediante tincién con Cristal
Violeta. Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la Figuras 4 y 5. Los
indculos de 103UFC/ml dieron lugar a un biofilm mas compacto tras 24 h de incubacién
en las cepas de origen lacteo, lo que se corresponde con valores mas elevados de
biomasa total y, consecuentemente, de DOsgs (Fig. 4).
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m 108UFC/ml
® 107UFC/ml
= 10°UFC/ml

Figura 4- Biomasa total de biofilm de +24 horas, expresada como DOsgs desarrollados por las
distintas cepas de L. monocytogenes de origen lacteo, a partir de distintos inéculos (108, 10"y 10°
UFC/ml). Los datos son medias + desviaciones standard de 18 experimentos independientes, cada
uno llevado a cabo en triplicado.

Por el contrario, las cepas de L. monocytogenes aisladas de productos carnicos
dieron lugar a biofilms que, tras 24 horas de incubacion, no presentan una relacion entre

cantidad de biomasa final y concentracién de indculo (Fig. 5).

® 108UFC/ml
® 10’UFC/ml
= 10°UFC/ml

Cepas

Figura 5- Biomasa total de biofilms de *24 horas, expresada como DOsgs desarrollados por
distintas cepas de L. monocytogenes de origen carnico, a partir de distintos inéculos (108, 10"y 10°
UFC/ml). Los datos son medias + desviaciones standard de 15 experimentos independientes, cada
uno llevado a cabo en triplicado.
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Sin embargo, entre este segundo grupo de cepas puede intuirse que las dos
mejores cepas formadoras de biofilm son L. monocytogenes 52 y S12, es posible que
para este grupo de cepas los biofilms no hayan alcanzado aun un estado de desarrollo
representativo de un biofilm maduro. Por ello, se procedio a obtener biofilms durante un
periodo méas largo de incubacion (48 horas), tras el cual se cuantificé la biomasa
mediante tincidén con Cristal Violeta. Los resultados obtenidos confirmaron un mayor
grado de desarrollo en los biofilms de 48 h, a juzgar por los mayores valores de DO
(Figura 6). A la vista de estos resultados, se identifican las cepas L. monocytogenes 52 y
L. monocytogenes S12 como las mejor formadoras de biofilm del conjunto de cepas
analizado, a partir de indculos de 10% y 10’ UFC/mI, respectivamente. Por lo tanto,
procedimos a seleccionar estas cepas para utilizarlas como modelo de laboratorio en los

posteriores ensayos de eliminacion de biofilms mediante el producto Listex P100.
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Figura 6- Biomasa total de biofilms de +48 horas, expresada como DOsgs desarrollados por distintas
cepas de L. monocytogenes de origen carnico a partir de distintos indculos (10%, 107y 10° UFC/ml).
Los datos son medias + desviaciones standard de 15 experimentos independientes, cada uno llevado a
cabo en triplicado.

Estos resultados son acordes a los descritos previamente por Norwood y
Gilmour (2001), quienes pusieron de manifiesto que la capacidad para la formacién de
biofilms es un proceso multifactorial, en el que interviene la forma de crecimiento de las

propias cepas formadoras del mismo, ademas de otros factores entre los que destacan el
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tipo de material o tratamiento de la superficie seleccionada, las posibles interacciones

entre microorganismos, las condiciones ambientales, el pH y la temperatura.

- 4.4.2.Seguimiento temporal del proceso de formacion de biofilms sobre una
superficie abidtica.

El desarrollo de un biofilm es un proceso complejo que implica varias etapas de
desarrollo, desde la fase de adherencia a la superficie hasta el estado de biofilm maduro
y de dispersion (Nikolaev y Plakunov, 2007). Para un mejor conocimiento del proceso
de desarrollo de biofilms generados por las cepas L. monocytogenes 52 y S12, se
procedio a realizar una cuantificacion a distintos tiempos de incubacion de la biomasa

total generada.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7, en la que se observa que L.
monocytogenes S12 tiene una fase de adherencia mas larga, ya que tarda 6 horas en
empezar la fase exponencial. Por su lado L. monocytogenes 52, alcanza la fase
exponencial tardia en ese mismo tiempo. La fase de crecimiento exponencial en las dos
cepas, termina a las 24 horas en la que se alcanzan los valores maximos de OD siendo
de 2,3 £ 0,1 para L. monocytogenes 52 y de 1,3 + 0,1 para L. monocytogenes S12. En
ambos casos, estos valores se consideraron indicativos de biofilm maduro, ya que es
cuando comienza la fase estacionaria y se estabiliza, no obteniéndose diferencias
estadisticamente significativas a las 48 horas (P> 0.05). Asimismo, los valores
obtenidos para cada una de las cepas fueron muy diferentes a lo largo de todo el
proceso, mostrando mayor capacidad de desarrollo del biofilm la cepa L.
monocytogenes 52 que alcanza valores de DO tras 48 horas de incubacion de 2,6 + 0,4,

mientras que la cepa S12 muestra valores de 1,5 + 0,1.
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Figura 7- Evolucion de la formacion de biofilm a lo largo del periodo de incubacion. Los datos son
medias + desviaciones standard de 4 experimentos independientes, cada uno llevado a cabo en
triplicado.

En vista de los resultados obtenidos, y de experimentos que se han llevado a
cabo por otros grupos de investigacion con fines similares (Soni y Nannapaneni, 2010),
se utilizaran biofilms maduros de 48 h de incubacion, para evaluar la efectividad del

producto fagico Listex P100 con el fin de eliminar biofilms.

- 4.5. Tratamiento de biofilms de L. monocytogenes con Listex P100.

- 4.5.1. Evaluacion de la eficacia del producto fagico mediante cuantificacion de la
biomasa total.

El objetivo de este ensayo es conocer la concentracion necesaria de producto que
debe aplicarse a los biofilms para que se produzca la mayor reduccion de biomasa total
(cuantificada mediante tincion con Cristal Violeta), en relacion con la disminucion de la
misma que produce el efecto mecanico del lavado. Para ello, se obtuvieron biofilms de
48 horas, que se trataron durante 4 horas a 32°C con diferentes concentraciones del
producto fagico Listex P100. Como control de lavado se utilizaron pocillos tratados con
tampon SM, en las mismas condiciones que aquellos tratados con el producto fagico.
Los resultados obtenidos tras el tratamiento y posterior tincion se muestran en la Figura
8.
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Figura 8- Biomasa media total en biofilm de 48 horas, expresada como DOsgs, tras distintos
tratamientos con Listex P100 (10° 10’, 10®y 10° UFP/ml). El control de lavado ha sido tratado con
tampén SM. Los datos son medias + desviaciones standard de 10 experimentos independientes,
cada uno llevado a cabo en triplicado. Los datos marcados con asterisco (*) son estadisticamente
significativos comparados con el control de tratamiento (* P< 0,05; ** P<0,01; ***P<0,001).

El tratamiento de los biofilms de 48 h desarrollados por las cepas L
monocytogenes 52 y S12 con la suspension fagica dio lugar a diferencias de DOsgs, €n
mucho casos significativas, respecto a los biofilms control del tratamiento, no sometidos
a la accién de Listex P100. También se observaron diferencias significativas entre los

distintos tratamientos.

En ambas cepas, todos los tratamientos (incluso el tratamiento control con SM)
provocaron descensos significativos (P< 0,001) de la DOsgs respecto al control sin

tratamiento.

En la cepa 52 se observaron claras diferencias de DOsgs tras el lavado con SM y
los tratamientos con 10" (P< 0,05) y 10® y 10° UFP/mI de Listex P100 (P< 0,001),
mientras que la diferencia con el tratamiento con 10° es pequefia (P> 0,05). Tampoco se
observaron diferencias significativas entre las reducciones de DO provocadas por los

tratamientos con 10° y 10" UFP/ml (P> 0,05). Sin embargo, los tratamientos mas
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intensos (10° y 10° UFP/ml) provocaron reducciones de la DOsgs similares (P> 0,05) y

mucho mas acusadas que los demas tratamientos (P< 0,001).

Los biofilms desarrollados por la cepa S12 mostraron diferente sensibilidad a los
tratamientos que la cepa 52. Asi, en la cepa S12 no se detectaron diferencias
significativas entre las DOsgs 0Observadas tras el lavado con SM y los tratamientos con
10° y 10" UFP/ml de Listex P100 (P> 0,05). Los tratamientos con 10% y 10° UFP/ml de
Listex P100 dieron a una reduccion similar de la DOsgs de los biofilms (P> 0 ,05) pero
significativamente distintas al resto de los tratamientos (P< 0,001).

A la vista de estos resultados podemos determinar que el tratamiento con menor
concentracion que produce los resultados de eliminacion de biofilm estadisticamente
més significativos en ambas cepas es el tratamiento con 108 UFP/ml. Este tratamiento
produce sobre los biofilms una reduccion de la biomasa total medida como DOsgs del
90% + 20% en la cepa 52 y de 90% + 10% en la cepa S12, respecto al control tratado
con SM.

Por lo tanto, una vez determinada que la concentracion mas efectiva en la
eliminacién de biomasa total es 10® UFP/ml se procedi6 a confirmar este dato mediante
la determinacion del numero de viables de las cepas L. monocytogenes 52 y S12, tras el
tratamiento. Estos resultados guardan relacion con los obtenidos por Soni vy
Nannapaneni (2010), quienes mostraron diferencias significativas (P< 0,05) entre la DO
obtenida tras la tincion con Cristal Violeta de biofilms de 21 cepas de L. monocytogenes
y la obtenida en los mismos biofilms tras 24 horas de incubacidn en presencia de la

solucién fagica Listex P100 a una concentracion aproximada de 10 UFP/ml.

- 4.5.2. Evaluacion de la eficacia del producto fagico Listex P100 mediante la
técnica del recuento de viables.

El objetivo de este ensayo es confirmar la eficacia del producto en lo que se
refiere no solo a eliminacion de la matriz extracelular del biofilm, sino también a la

reduccion o erradicacion de células vivas.

El experimento se realiz6 de manera semejante a lo indicado en el apartado

3.7.1, generando biofilms de 48 horas con las cepas L. monocytogenes 52 y S12. Tras
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este proceso, se dividieron los biofilms generados por cada cepa en 3 grupos que siguen
un tratamiento distinto: En un primer grupo (I) se procedio a realizar el conteo de
viables en los biofilms maduros sin ningun tipo de tratamiento; el segundo grupo (I1)
fue sometido al tratamiento con la suspensién fagica en una concentracién 1x10°
UFP/ml e incubado durante 4 horas, y en el dltimo grupo (I11) (control) se cuantificd la
disminucion de viables que produjo el tratamiento mecénico de arrastre o lavado, para

lo cual se traté con tampon SM durante 4 horas.

Los resultados de los recuentos se expresaron en UFC/ml y se muestran en la
Tabla 11, y el descenso en el nimero de viables después de los distintos tratamientos se

muestra en la Figura 9.

Tabla 11- Numero de viables (UFC/mI) en biofilms de 48 horas, tratados con Listex P100 (102
UFP/ml) y con SM durante 4 horas a 32°C.

Cepa Control Tratamiento con Control de lavado
(biofilm 48 h) | suspension fagica | (tratamiento con SM)
0 (1 (1)
L. monocytogenes 52 3,35x10° <10 7,3x10°
2,37x10° <10 1,21x10*
L. monocytogenes S12 4,6x10* 3,68x10° 9,85x10°
4,9x10* 9,8x10 4,95x10°

Los datos del nimero de viables en los biofilm sin tratar son acordes a los
obtenidos con Cristal Violeta, ya que observamos como la cepa L. monocytogenes 52
muestra valores de DOsgs superiores a la cepa L. monocytogenes S12 (Figura 7). Por
otro lado, observamos que el tratamiento de los pocillos tratados con SM produce un
efecto de lavado que reduce el nimero de células viables en 1,4 + 0,2 logio UFC/ml en
el caso de la cepa L. monocytogenes 52, y 0,9 + 0,2 logigo UFC/ml en la cepa S12
(Figura 9).
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Figura 9- Efecto del lavado y eficacia de la solucién Fégica Listex P100 (108 UFP/ml), tras 4 horas
de incubacion, en la reduccién del nimero de viables en biofilms de 48 horas de L. monocytogenes
52 y L. monocytogenes S12. Los datos son medias + desviaciones standard de 6 experimentos
independientes, cada uno llevado a cabo en triplicado.

En cuanto al tratamiento con el producto fagico (Figura 9) observamos como en
la cepa bacteriana L. monocytogenes 52, tras las 4 horas de tratamiento, se produjo una
acusada reduccion en la viabilidad celular que no hizo posible el recuento de viables
(reduccion de 5,4 £ 0,1 logi;p0UFC/mI respecto al nivel antes del tratamiento), mientras
que en la cepa L. monocytogenes S12 se detectaron 10° UFC/ml (reduccion de 1,4 + 0,4
log1oUFC/ml). Para determinar la actividad listericida real del tratamiento fagico, es
decir, cuantificar la reduccion en la concentracion celular en los biofilms debida a la
infeccion por parte del fago P100, procedemos a descontar la reduccién en la
concentracion celular correspondiente al proceso mecanico de lavado del biofilm
(cuantificada con el tratamiento control con SM) de la reducciéon obtenida por el
tratamiento fagico a concentracion 10 UFP/ml. Asi, para la cepa L. monocytogenes 52
se obtiene una reduccion real de 3,9 + 0,1 log;p UFC/mI respecto a su carga inicial de
54 £ 0,1 logipy UFC/mI, mientras para la cepa L. monocytogenes S12 la reduccion
listericida real no fue significativa respecto a la producida por el efecto mecanico de

lavado.

Los resultados muestran una clara diferencia entre ambas cepas con respecto a
su sensibilidad al producto fagico, asi mientras en la cepa L. monocytogenes 52 se

produce una importante reduccion en el nimero de viables con el tratamiento fagico
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respecto al tratamiento control, esta diferencia no es significativa para la cepa L.
monocytogenes S12. Este resultado guarda relacion con la diferente eficiencia de
plaqueo de ambas cepas, ya que es 100 veces superior para la cepa 52 que para la cepa
S12 (2,9%x107 versus 1) (Tabla 7). También apoya este resultado su diferente MIC para
el producto Listex P100, que es del orden de 1.000 veces superior para la cepa L.
monocytogenes S12 (3,75x10° UFP/ml) que para la cepa L. monocytogenes 52
(2,82x10° UFP/ml) (Tabla 9).

Sin embargo, merece la pena destacar que el grado de sensibilidad de estas cepas
al producto Listex P100 no se corresponde con la resistencia al mismo que se podria
deducir de la cantidad de biofilm formado por cada una de ellas. Asi, la cepa
L .monocytogenes 52 tiene una mayor capacidad de formacion de biofilm (valores de
2,6 de DO) mientras que la cepa L. monocytogenes S12, mas resistente al producto,

formaba un biofilm menos compacto (valores de 1,5 de DO) (Figura 7).

Los resultados obtenidos sobre biofilms formados por la cepa L. monocytogenes
52 concuerdan con el descenso en el numero de viables observado previamente tras la
utilizacion de Listex P100 para combatir L. monocytogenes en filete de salmén crudo
(Soni y Nannapaneni, 2010) y en filete fresco de bagre (Soni y col., 2010). En estos
estudios se determind la influencia de la dosis de bacteriéfago P100 en la reduccion en
las concentraciones de L. monocytogenes. Asimismo, se observé que la
descontaminacién de L. monocytogenes mediante la utilizacion del bacteriofago P100
(10® UFP/g) dio lugar a unas reducciones de 1,8; 2,5 y 3,5 logio UFC/g respecto a las
cargas iniciales de 2, 3y 4 log;o UFC/g, a 4°C 0 22°C.

Por otro lado, es importante sefialar que la efectividad del fago P100 contra
biofilms de Listeria, formados por cepas con alta sensibilidad al fago (como es la cepa
L. monocytogenes 52), viene a corroborar resultados previos de eliminacion de esta
bacteria mediante fagos. Asi, se ha comprobado que el uso de fagos como
bioconservantes es eficaz en evitar la contaminacion por este patdgeno de productos
listos para el consumo (Bigot y col., 2011), quesos (Guenther y Loessner, 2011), Soni y
col., 2011), jamon (Holck y Berg, 2009) y fruta (Oliveira y col., 2014). Este hecho
unido a los resultados obtenidos en su aplicacion como desinfectantes en este trabajo y
en otros previos (Arachchi y col., 2013) apuntan hacia una futura aplicacion de los

mismos a nivel industrial.
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Conclusiones

5. CONCLUSIONES

1- Todas las cepas de L. monocytogenes de origen alimentario ensayadas son sensibles a
la infeccion por el bacteri6fago P100 de Listeria, lo que se deduce de su sensibilidad al
producto Listex P100.

2- La eficiencia de la infeccion por el bacteriéfago P100 es variable en las distintas
cepas de L. monocytogenes ensayadas, como lo demuestran la MIC y la eficiencia de

plaqueo del producto fagico.

3- Existe también una importante variabilidad entre las cepas de L. monocytogenes en
cuanto a su capacidad de formacion de biofilm, independientemente del origen de las

mismas (lacteo y cérnico).

4- La concentracion fagica de eleccion del producto Listex P100 para la eliminacion de
los biofilms de las cepas de L. monocytogenes 52 y L. monocytogenes S12, aisladas de
carne, es 108 UFP/ml. El tratamiento de biofilms de dichas cepas durante 4 horas da
lugar a una eliminacion de aproximadamente el 90% de la biomasa total, produciendo
ademas una reduccién en el nimero de viables de 3,9 log;o0UFC/mI sobre la cepa L.

monocytogenes 52.

51



ABREVIATURAS



Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADN: &cido desoxirribonucleico.

AECOSAN: Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion.
AESAN: Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion.
BPH: buenas précticas de higiene.

CAC: Comision del Codex Alimentario.

CE: Comunidad Europea.

DO: densidad optica.

EDO: enfermedades de declaracion obligatoria.

EE.UU.: Estados Unidos.

EFSA: European Food Safety Authority.

EN: European Norm.

EOP: efficiency of plating.

EPA: Agencia de Proteccion Ambiental.

FAO: Food and Agriculture Organization.

FDA: Food and Drug Administration.

GRAS: generally recognized as safe.

ISO: International Organization for Standardization.

LPS: lipopolisacarido.

LSD: diferencia significativa minima.

MIC: concentracién minima inhibitoria.

MOI: multiplicity of infection.
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OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
O/n: overnight.

P/v: porcentaje masa-volumen

RTE: ready to eat.

SIM: Sistema de Informacion Microbioldgica.
TSA: agar triptona-soja.

TSB: caldo triptona-soja.

UE: Unién Europea.

UFC: unidades formadoras de colonia.
UFP: unidades formadoras de placa.

US: United States.

USDA: US Department of Agriculture.

V/v: porcentaje volumen-volumen.
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