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LA COLECCIÓN DE MICROORGANISMOS CON POTENCIAL 
PROBIÓTICO DEL INIA Y SU APLICACIÓN EN 

ALIMENTOS 
 

Antonia Picón y Eva Rodríguez-Mínguez 

Grupo de Tecnología de Productos Lácteos, Dpto. de Tecnología de Alimentos, INIA (CSIC), 
Carretera de La Coruña Km 7, 28040 Madrid 

apicon@inia.csic.es  

 

Resumen 

El Departamento de Tecnología de Alimentos del Instituto Nacional de Investigación y Tecnología 
Agraria y Alimentaria (INIA (CSIC)) cuenta con una colección de bacterias lácticas y 
bifidobacterias con propiedades probióticas y tecnológicas, aisladas a partir de heces de 
lactantes y leche materna. Algunas de estas cepas se han utilizado para elaborar productos 
lácteos y bebidas vegetales funcionales. En quesos, algunas de ellas, han mantenidos niveles de 
viabilidad lo suficientemente elevados (6-7 log UFC / g) para su potencial uso como probióticos, 
sin modificar sustancialmente las características fisicoquímicas y sensoriales del queso. Algunas 
son capaces de transformar los polifenoles complejos presentes en la dieta en sus 
correspondientes agliconas, aumentando así su biodisponibilidad, y sus efectos beneficiosos para 
la salud. La presencia de polifenoles complejos y de estas cepas en el mismo alimento, permite 
que todos los consumidores puedan beneficiarse de los efectos positivos para la salud tanto de 
los polifenoles como de estas cepas con propiedades funcionales. 
 
The Department of Food Technology of the National Institute for Agricultural and Food Research 
and Technology (INIA (CSIC)) possesses a collection of lactic acid bacteria and bifidobacteria with 
probiotic and technological properties, isolated from baby faeces and human breast milk. Some 
of these strains were used for the elaboration of functional dairy products and plant beverages. 
In cheese, some of them maintained high viability levels (6-7 log CFU / g) to sustain their potential 
use as probiotics, without substantially modifying cheese physicochemical and sensory 
characteristics. Some of them are able to transform complex diet polyphenol compounds in their 
corresponding aglycones, increasing their bioavailability and health beneficial effects. The 
presence of complex polyphenol compounds and these strains in the same food product ensures 
that all consumers would fully benefit from both polyphenol and microbial health-promoting 
properties. 
 

Palabras clave / Key words 

Bacterias lácticas, bifidobacterias, propiedades probióticas, propiedades tecnológicas, alimentos 
Lactic acid bacteria, bifidobacteria, probiotic properties, technological properties, food products 
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beneficiosos atribuidos a estos compuestos 
fenólicos de la dieta dependen de los 
metabolitos producidos por nuestra 
microbiota, y esta transformación varía 
mucho entre individuos [8]. En 2013, el Dr. 
José Mª Landete inició una nueva línea de 
investigación sobre la transformación de 
polifenoles complejos presentes en la dieta 
por bacterias lácticas y bifidobacterias de la 
colección INIA. Se ha demostrado que 
algunas cepas son capaces de transformar 
estos compuestos en sus correspondientes 
agliconas, aumentando así su 
biodisponibilidad. La soja y la semilla de lino 
son de interés como alimentos funcionales 
por contener compuestos como ácidos 
grasos omega-3, fibra, isoflavonas, 
flavonoides y lignanos, con efectos 
beneficiosos para la salud. Sin embargo, la 
bioactividad de los flavonoides y lignanos 
depende en gran medida de las 
transformaciones que realiza nuestra 
microbiota. La fermentación de estas 
bebidas vegetales con una selección de 
cepas de lactobacilos y bifidobacterias de la 
colección INIA mejoró las propiedades 
nutricionales de las bebidas de soja y 
enriquecidas con semillas de lino, al 
transformar isoflavonas, flavonoides y 
lignanos en compuestos más biodisponibles 
y de mayor actividad biológica, de interés 
para la salud humana [9,10]. En estas 
bebidas se ha podido obtener un doble 
beneficio, al aumentar sus compuestos 
bioactivos y suministrar microorganismos 
con propiedades probióticas. 

La suplementación de productos lácteos 
fermentados con extractos ricos en 
polifenoles se ha propuesto como una 
opción efectiva para mejorar los beneficios 
para la salud de estos productos [11]. En 
2014 el Dr. Manuel Nuñez inició una nueva 
línea de investigación, y siguiendo este 
criterio, desarrollamos quesos con algas 
[12] y leches fermentadas con extractos de 
algas y probióticos comerciales [13]. 

Recientemente hemos desarrollado quesos 
simbióticos con cepas de bifidobacterias y 
un extracto acuoso de alcachofa, rico en 
polifenoles. No observamos un efecto de 
este extracto sobre las características 
fisicoquímicas, microbiológicas o de color 
del queso, pero sí sobre los niveles de 
proteólisis total, compuestos fenólicos 
totales y capacidad antioxidante, que 
fueron más elevados en los quesos 
simbióticos que en el queso control [14]. 
También hemos estudiado los efectos de 
extractos de mangostán, una fruta tropical 
muy sabrosa y delicada, sobre cepas de 
lactobacilos y bifidobacterias de la colección 
INIA, y observamos que los extractos de 
mangostán aumentaban la capacidad 
antioxidante de las cepas y la inhibición 
frente a patógenos Gram-positivos, y 
reducían la formación de biopelículas [15]. 
Como aplicación, desarrollamos leches 
fermentadas con extractos de mangostán y 
estas cepas, observando que las cepas 
sobrevivían bien a la elaboración, el 
almacenamiento en refrigeración y las 
principales condiciones presentes en el 
tracto gastrointestinal. Los productos con 
mangostán tenían niveles más elevados de 
polifenoles totales y mayor capacidad 
antioxidante que las leches fermentadas 
control [15]. 

 

Figura 1. Imagen de L. reuteri INIA P572. 

Desde marzo de 2021, la EFSA ha 
establecido que los microorganismos 
añadidos intencionadamente a la cadena 
alimentaria deben ser analizados 
genómicamente para asegurar su seguridad 
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[16]. Algunas de estas cepas de lactobacilos 
y bifidobacterias con potencial probiótico y 
tecnológico de la colección INIA ya han sido 
secuenciadas, y publicadas sus secuencias: 
Limosilactobacillus reuteri INIA P572 [17], 
Bifidobacterium breve INIA P734 (CECT 
8178) [18], Lacticaseibacillus paracasei INIA 
P272 (CECT 8315) y Lacticaseibacillus 
rhamnosus INIA P344 (CECT 8316) [19]. 
Recientemente hemos realizado el análisis 
genómico de Lacticaseibacillus paracasei 
INIA P495 e INIA P708, y Bifidobacterium 
breve INIA P366, junto con otras cepas de 
origen lácteo (Poster 29). Los análisis 
genómicos han revelado la ausencia de 
genes de resistencia a antibióticos o de 
genes relacionados con patogenicidad, y la 
presencia de características probióticas en 
estas cepas de origen humano. 

Varias empresas biotecnológicas están 
evaluando actualmente las aptitudes 
industriales de algunas de estas cepas.  
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Resumen / Abstract  

 
Las biopelículas microbianas o biofilms son comunidades microbianas complejas asociadas a 
superficies. Muchas son las características diferenciales que se les han atribuido a los 
microorganismes presentes en los biofilms. Entre estas, su mayor tolerancia a los agentes 
antimicrobianos. Esto, junto a otros factores, les permite persistir en ambientes reales por largos 
periodos de tiempo, incluyendo en las superficies en contacto con alimentos. En esta ponencia, 
se revisaran los avances realizados hasta el momento en materia de control y eliminación de 
biofilms en la industria alimentaria y se propondrán varias estrategias futuras basadas en un 
enfoque multidisciplinar de los mismos.  
 
Biofilms are complex microbial communities associated to surfaces. Some characteristics of 
biofilm microorganisms have been claimed to be unique to this lifestyle. Among these, a hallmark 
of biofilms is their profound tolerance against antimicrobial agents. This fact is partly 
responsable for their capacity to persist in real environaments, including food contact surfaces. 
This talk will attemppt to provide a comprehensive overview of the strategies we currently known 
about biofilm control and removal in the food indutry. Future strategies based on a 
multidisciplinary approach of biofilms will be proposed. 
 

Palabras clave / Key words  
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Resumen  

La implementación de tecnologías digitales en la cadena de producción alimentaria ha permitido 
una mejora considerable en la detección y cuantificación de patógenos de transmisión 
alimentaria gracias a sistemas de monitorización a tiempo real, trazabilidad y respuesta rápida 
ante incidentes de seguridad alimentaria. La producción de alimentos artesanales constituye una 
de las señas de identidad de la gastronomía mediterránea, siendo necesario el impulso de 
estrategias que conduzcan a una mayor diferenciación y reconocimiento de estas industrias. En 
la presente ponencia se presentarán las principales herramientas digitales basadas en modelos 
de riesgo microbiológico y gráficos de control para la mejora de la calidad y seguridad de 
alimentos del Mediterráneo, que han sido desarrolladas en el marco de proyectos de 
investigación internacionales de la convocatoria PRIMA (ArtisaneFood y BioFreshcloud) y que 
sirven de apoyo a industrias del sector, así como a la Administración sanitaria y consumidores. 
 

Palabras clave:  

Modelos predictivos, bio-intervención, criterios de proceso, evaluación de riesgos, alimentos 
artesanales 
 

 
Actualmente, la industria alimentaria debe 
afrontar el reto de poder abastecer la 
ingente demanda de alimentos a nivel 
mundial, la cual prevé incrementarse en los 
próximos años en torno a un 50%, 
considerando el aumento de la población y 
los cambios en los hábitos alimenticios 
(Gautam et al., 2021). Además, los desafíos 
a nivel medioambiental, relacionados con el 
cambio climático, y disponibilidad de 
recursos hídricos, entre otros, hace que 

deban desarrollarse nuevos modelos de 
producción en un futuro próximo.  

El uso de herramientas de digitalización ha 
permitido una mayor automatización de los 
procesos y una conectividad entre el mundo 
físico y virtual, que hace ganar eficiencia y 
capacidad de monitorización en tiempo real 
de toda la cadena de producción 
alimentaria (Demartini et al., 2018). 

En relación con los patógenos de 
transmisión alimentaria, los modelos de 

mailto:avalero@uco.es


XXIII Congreso Nacional de Microbiología de los Alimentos, 2024 

21 
 

microbiología predictiva, inicialmente 
basados en datos empíricos, han 
evolucionado para incorporar factores 
complejos que influyen en el 
comportamiento microbiano, incluyendo 
condiciones ambientales, composición de 
los alimentos e interacciones microbianas 
(Possas et al., 2022). Las innovaciones 
recientes en técnicas de modelado 
predictivo, como los modelos mecanicistas 
y los algoritmos de inteligencia artificial, han 
permitido predicciones más precisas, lo que 
empodera a los actores de la industria 
alimentaria para tomar decisiones 
informadas sobre la seguridad alimentaria y 
la extensión de la vida útil. Los logros más 
recientes en modelos predictivos no solo 
han mejorado la comprensión del 
comportamiento microbiano en los 
alimentos, sino que también han abierto 
puertas a aplicaciones interdisciplinarias 
(Allende et al., 2022). La monitorización en 
tiempo real de las poblaciones microbianas 
a lo largo de la cadena de suministro de 
alimentos, junto con la implementación de 
modelos predictivos, facilita la evaluación 
proactiva de riesgos y las estrategias de 
intervención, ayudando a mitigar la 
incidencia de enfermedades de transmisión 
alimentaria. 

A continuación se presentan algunas de las 
herramientas de digitalización 
desarrolladas en dos proyectos 
internacionales financiados por la 
convocatoria PRIMA; ArtisaneFood y 
Biofreshcloud que permiten la integración 
de modelos predictivos para la mejora de la 
calidad y seguridad microbiológica 
asociadas a la producción de alimentos del 
Mediterráneo. 

En el marco del proyecto ArtisaneFood, 
coordinado por el Instituto Politécnico de 

Braganza (Portugal), se han desarrollado 
estrategias eficientes de bio-intervención, 
así como mejoras en los criterios de proceso 
y programas de muestreo orientados a la 
implementación de herramientas 
informática de toma de decisiones sobre la 
calidad e inocuidad alimentaria en 
industrias de elaboración artesanal de 
alimentos fermentados de origen cárnico 
(embutidos crudo-curados) y lácteo 
(quesos). 

La herramienta desarrollada, ArtisaneR, 
presenta módulos específicos de simulación 
de procesos de elaboración de quesos y 
productos cárnicos curados, así como 
modelos de gráficos de control de 
parámetros de proceso. 

La aplicación está desarrollada en Shiny, y 
permite la modificación de variables de 
proceso relacionadas con la elaboración de 
productos cárnicos curados y quesos. 

Los modelos relacionados con productos 
cárnicos curados permiten estimar la 
prevalencia y concentración de Salmonella 
spp., Staphylococcus aureus y Listeria 
monocytogenes considerando diferentes 
fases del proceso, tales como mezcla y 
amasado, embutido, fermentación, secado-
maduración, y envasado. Además, el 
usuario puede evaluar el efecto de 
operaciones de contaminación cruzada así 
como de estrategias de intervención 
basadas en la aplicación de cultivos 
iniciadores y extractos de aceites 
esenciales.  

http://www.ipb.pt/artisanefood/
https://arti-sane-food-frontend.vercel.app/
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Figura 1: Variabilidad de la concentración microbiana 
de los lotes de producción asociados a la elaboración 
de productos cárnicos curados en la herramienta 
ArtisaneR. 

Un ejemplo de los resultados obtenidos del 
modelo se representa en la Figura 1, donde 
se refleja la variabilidad de la contaminación 
media entre lotes de producción. 

La herramienta ArtisaneR cuenta también 
con modelos predictivos que permiten 
estimar el comportamiento de L. 
monocytogenes en quesos artesanales, 
incluyendo etapas como coagulación, 
moldeado, y maduración. Además, al igual 
que el en caso de los productos cárnicos, se 
pueden evaluar estrategias de bio-
intervención para mitigar el riesgo asociado 
a L. monocytogenes en el producto final, 
pudiendo cuantificar el efecto inhibitorio de 
bacterias ácido-lácticas (Østergaard et al., 
2014) en función de la temperatura, pH, 
actividad de agua y niveles de ácido láctico. 
Un ejemplo de los resultados obtenidos se 
muestra en la Figura 2. 

 

Figura 2: Variabilidad de la concentración microbiana 
de los lotes de producción asociados a la elaboración 
de quesos artesanales en la herramienta ArtisaneR. 

Por último, cabe destacar la funcionalidad 
relacionada con los gráficos de control, 
mediante la cual el usuario puede importar 
datos físico-químicos, microbiológicos y 
nutricionales relativos a los lotes de 
producción con el objeto de comprobar la 
existencia de valores que estén situados 
fuera de los márgenes de seguridad del 
proceso (Figura 3). 
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Figura 3: Ejemplo de gráfico de control de mediciones 
de pH a lo largo de la elaboración de un producto 
cárnico curado en la herramienta ArtisaneR. 

Por otro lado, el proyecto BioFreshcloud, 
coordinado por la Universidad de Córdoba, 
tuvo por objetivo desarrollar un enfoque 
integrado, innovador y ecológico para 
evaluar la vida útil óptima y minimizar las 
pérdidas de alimentos de fresas y tomates 
producidos en la región mediterránea, 
combinando tecnologías de bio-
preservación de alimentos, modelado de 
alimentos y herramientas de Food Cloud. 

La estructura de la base de datos ha sido 
desarrollada considerando un enfoque de 

lenguaje unificado de modelado (UML). A 
través del uso de métodos de análisis no 
destructivos los modelos integrados 
permiten la estimación de la vida útil 
dinámica a tiempo real, mediante la 
utilización de sistemas de captura de datos 
de temperatura y humedad a lo largo de la 
cadena de distribución de estos alimentos 
de origen vegetal (Figura 4). 

 

 

Figura 4: Diagrama de flujo de información y ventana 
de datos de trazabilidad de alimentos de origen 
vegetal generados en BioFreshcloud. 

A nivel logístico, la plataforma permite 
recoger información sobre la trazabilidad de 
los lotes de producción para la estimación 
de la calidad sensorial y microbiológica.  

El éxito de la integración de tecnologías 
digitales en el entorno alimentario a nivel 
global (IA, IoT, blockchain etc.) exige 
superar barreras tales como el coste 
económico, problemas de accesibilidad, 
ciberseguridad e infraestructuras 
disponibles. Sin embargo el mayor acceso a 
la información y fuentes de datos, junto con 
el desarrollo de nuevos métodos 
computacionales y analíticos, permitirán en 

https://biofreshcloud.eu/
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Resumen / Abstract 

La obesidad representa uno de los principales retos sanitarios mundiales debido a su elevada 
prevalencia por lo que ha aumentado el interés por comprender los mecanismos neurobiológicos 
que contribuyen a la ingesta de alimentos en ausencia de demanda energética. Esta conducta se 
caracteriza por cambios neuroquímicos relacionados con pérdida de control de la ingesta de 
alimentos. La microbiota intestinal puede influir en el apetito y el control de la ingesta a través 
de vías endocrinas y neuronales. En este estudio demostramos que la administración de la 
bacteria intestinal Bacteroides uniformis CECT 7771 (B. uniformis) en un modelo animal de 
ingesta por atracón y adicción a la comida influye en la respuesta de recompensa del cerebro, 
reduciendo la ingesta calórica en la fase del atracón y disminuyendo la ansiedad por la comida 
mediante cambios en los niveles de dopamina, serotonina y noradrenalina en el núcleo 
accumbens. Además, B. uniformis produce cambios en la microbiota y aumenta la abundancia 
de especies relacionadas con la salud metabólica. Por tanto, las aproximaciones basadas en la 
regulación de la microbiota podrían ayudar a controlar la ingesta compulsiva modulando la 
respuesta de recompensa. 

Palabras clave / Key words  

Bacteroides uniformis CECT 7771, adicción a la comida, atracón, mecanismo de recompensa, 
dopamina, microbiota, eje intestino-cerebro, modelo preclínico 
 

 
La adicción a la comida (AF) se caracteriza 
por alteraciones conductuales y cerebrales 
que conducen a la pérdida del control de la 
ingesta de alimentos [1]. Las personas con 
obesidad suelen tener dificultades para 
controlar la ingesta, por lo que se asocia con 
trastornos del comportamiento alimentario 
como los atracones y la adicción a la comida 
[2-3].   

El control de la ingesta depende tanto de 
aspectos homeostáticos, cuyo objetivo es 
satisfacer la necesidad energética, como del 

componente hedónico, que proporciona 
placer. Este componente hedónico está 
regulado por mecanismos de recompensa 
que pueden anular el homeostático y 
derivar a un estado de ansiedad compulsiva 
independiente del hambre inducido para 
cubrir las necesidades energéticas. El 
principal neurotransmisor asociado a la 
respuesta de recompensa es la dopamina, 
que es fundamental para el consumo de 
alimentos y que se libera en el núcleo 
accumbens, donde se regulan funciones 
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como la secreción hormonal y el 
comportamiento emocional. 
 
El eje intestino-cerebro permite la 
comunicación bidireccional entre el 
intestino y el cerebro, mediada por señales 
hormonales, inmunológicas y neuronales, y 
la microbiota intestinal actúa como 
reguladora de este eje. Sin embargo, sigue 
sin esclarecerse como las bacterias 
intestinales y la modulación de la 
microbiota intestinal pueden regular el 
sistema de recompensa cerebral y el control 
de la ingesta.  

En este estudio evaluamos el papel y el 
modo de acción de la microbiota intestinal 
con un modelo de adicción a la comida en 
roedores, en el que la pérdida de control se 
induce mediante periodos intermitentes de 
ayuno y posterior exposición a comida y 
bebida. En este caso utilizamos la cepa B. 
uniformis CECT 7771 (B. uniformis), un 
anaerobio aislado de heces de lactante 
amamantado con leche materna. Dicha 
bacteria ha sido seleccionada por su 
capacidad para reducir el aumento de peso 
corporal y las alteraciones metabólicas en 
un modelo animal murino de obesidad 
inducida por dieta [4].   

En la primera fase del proyecto se ha 
procedido a la optimización de la 
producción de la bacteria, tanto a escala de 
laboratorio, como a escala semiindustrial. 
Tras testar varias fuentes de carbohidratos 
y nitrógeno se ha aumentado el 
rendimiento del crecimiento de forma 
escalada. Además de la bacteria viable, 
posteriormente testamos el potencial 
postbiótico de dicha cepa en su forma no 
viable, para así evaluar si tiene la misma 
capacidad funcional. Se ha demostrado que 
algunas bacterias probióticas tienen el 

mismo efecto tras administrarlas tanto en 
estado viable como no viable. 

A continuación, se hizo un primer 
experimento en un modelo animal de 
adicción a la comida dividiendo los animales 
en tres grupos: (1) grupo control al cual se 
proporciona una dieta estándar y agua, 
administrando únicamente el vehículo 
(PBS/cisteína/glicerol), (2) un grupo de 
ayuno intermitente durante 12h y durante 
las 12h restantes con acceso a una dieta 
estándar y sacarosa (10%) en el agua de 
bebida y (3) un grupo que sigue el mismo 
patrón que el anterior pero recibiendo una 
dosis diaria de B. uniformis. 

Tras el experimento observamos que la 
administración oral de dicha bacteria 
reduce la ingesta calórica durante los 
episodios de atracón y restaura el 
comportamiento ansioso alterado por el 
ayuno intermitente. Los resultados también 
revelan una alteración del sistema 
dopaminérgico en las ratas sometidas a 
ayuno intermitente, lo que se traduce en 
niveles más bajos de dopamina extracelular 
en el núcleo accumbens. La administración 
de B. uniformis revirtió esta situación a 
través de la restauración de la expresión de 
los receptores de la dopamina D1 y D2 tanto 
en el cerebro como en el intestino.  También 
se ha demostrado que la bacteria tiene la 
capacidad de modular otros 
neurotransmisores implicados en la 
respuesta de recompensa como la 
serotonina y noradrenalina.  En cuanto a los 
niveles de corticosterona, se observa que 
están ligeramente reducidos en las ratas 
sometidas a ayuno intermitente, lo que 
podría indicar una menor capacidad de 
respuesta al estrés, estando aumentado en 
las ratas a las que se administra B. 
Uniformis. 
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Resumen / Abstract  

El consumo de alimentos o agua contaminados con bacterias patógenas puede provocar 
enfermedades graves. Para ayudar a garantizar la seguridad alimentaria global, surge el enfoque 
One Health, que puede anticipar, prevenir, detectar y controlar enfermedades que se propagan 
entre los animales, los humanos y el medio ambiente. En este contexto, el desarrollo de 
alternativas innovadoras, versátiles y efectivas para controlar las infecciones bacterianas con el 
fin de garantizar la seguridad microbiana integral de los alimentos se está convirtiendo en un 
tema urgente, especialmente contra las cada vez más frecuentes bacterias multirresistentes.  
Los bacteriófagos (fagos) han ganado importancia en los últimos años debido a la demanda de 
nuevos antimicrobianos eficaces para el tratamiento de enfermedades bacterianas. Sin 
embargo, estos microorganismos también tienen otras muchas aplicaciones, incluida la 
seguridad alimentaria. En este artículo revisaremos las ventajas de la aplicación de fagos para 
prevenir enfermedades transmitidas por los alimentos y el agua, así como los principales retos 
que deberán abordarse en futuros estudios para favorecer su aplicabilidad real.  
 

Palabras clave / Key words  
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. 
Los alimentos y el agua son las principales 
vías de transmisión de más de 200 
enfermedades infecciosas humanas 
conocidas, muchas de las cuales se 
atribuyen a bacterias. Además de los 
potenciales síntomas clínicos graves, las 
enfermedades transmitidas por los 
alimentos y el agua representan una 
enorme carga económica para los sistemas 
sanitarios (tratamiento, posible 
hospitalización, pérdida de jornadas 
laborales, etc.) y algunas de ellas, como 
Listeria monocytogenes, pueden ser 
mortales. Debido a la importancia de estos 
patógenos en la cadena alimentaria, hay 
instauradas, ya desde la misma producción, 
rigurosas medidas de control, bioseguridad, 

mitigación, protocolos de limpieza y 
desinfección y de buenas prácticas. Sin 
embargo, a pesar de estas medidas, cada 
año surgen nuevos brotes que impactan 
económicamente en la industria y en la 
salud y confianza de las personas 
consumidoras.  

Además, el cambio climático y el 
calentamiento global favorece el 
crecimiento, distribución y prevalencia de 
estos patógenos, y la aparición de otros 
emergentes, lo que cada vez se hace más 
necesario el desarrollo de nuevas medidas 
para su control, que complementen las ya 
existentes.  
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Los bacteriófagos (fagos), virus que infectan 
específica y únicamente a las bacterias, se 
postulan como una de las principales 
alternativas y opciones más seguras para la 
prevención, tratamiento y erradicación de 
patógenos bacterianos (incluidos biofilms)  

[1], habiendo un creciente interés en la 
terapia con bacteriófagos como estrategia 
de control biológico en humanos, animales y 
plantas [2,3]. Este biocontrol dirigido a 
bacterias patógenas específicas, también se 
acepta cada vez más como una estrategia de 
seguridad para prevenir la presencia y 
proliferación de estas bacterias en alimentos 
y piensos de forma natural, eficaz y 
económica [4]. Los fagos, además de ser 
útiles para luchar contra las enfermedades 
bacterianas, evitan al mismo tiempo el 
aumento de la resistencia a los antibióticos, 
siendo efectivos contra bacterias 
multirresistentes pero también respetuosos 
con el medio ambiente, e integrables en 
estrategias One Health (Figura 1) [5].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Aplicabilidad de los fagos para 

incrementar la Seguridad alimentaria desde una 

estrategia One Health [5].  

Así, con el objetivo de reducir las 
enfermedades transmitidas por los 
alimentos, los fagos se pueden utilizar en 
muchas aplicaciones, como la terapia en 

producción animal, la limpieza del ganado, la 
desinfección y saneamiento de 
instalaciones, equipos y superficies de 
contacto en granjas e industrias, biocontrol 
en canales, carnes y otros productos frescos, 
y también como conservantes naturales 
para prolongar la vida útil de los productos 
[6,7].  

Los fagos poseen algunas características 
únicas, como una naturaleza altamente 
específica de especie, manejo relativamente 
fácil, autorreplicación y autolimitación [8], 
que los convierten en una alternativa 
prometedora para inhibir eficazmente la 
colonización de bacterias patógenas desde 
el origen del alimento y reducir la 
contaminación en los animales y, en 
consecuencia, las enfermedades zoonóticas 
[9]. Debido a su alta especificidad, los fagos 
eliminan las bacterias diana sin afectar la 
microbiota normal y beneficiosa del 
huésped, los alimentos (incluidos cultivos 
iniciadores) o el medio ambiente. Además, 
como ya están ampliamente presentes en el 
medio ambiente (siendo las entidades 
biológicas más abundantes del planeta), se 
asume que los fagos añadidos no tienen 
ninguna consecuencia negativa sobre la 
calidad de los alimentos o la salud animal y 
humana [10].  

Sin embargo, antes de cualquier aplicación, 
existen muchos factores a tener en cuenta, 
como la bacteria diana, la caracterización 
completa de cada fago aislado y selección 
de fagos estrictamente líticos (Figura 2) 
[5,11], la ruta de aplicación, el momento de 
administración de los fagos (profiláctica vs 
terapéutica), la cantidad de fagos utilizados 
(única vs cóctel), la composición de los 
alimentos o la temperatura de 
almacenamiento, por ejemplo, ya que 
pueden implicar grandes diferencias en los 
resultados sobre los efectos de los fagos en 
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Resumen / Abstract  

El sistema alimentario requiere una transformación integral que mejore su eficiencia y permita 
satisfacer las necesidades nutricionales de una población global en crecimiento, de forma 
igualitaria y respetuosa con los recursos y con el medio ambiente, favoreciendo la transición 
hacia dietas saludables y sostenibles. Reducir el desperdicio alimentario a lo largo de la cadena 
de producción y distribución de alimentos es una paso importante para lograr este objetivo. El 
mayor volumen de desperdicio alimentario se da en las industrias que procesan frutas, vegetales 
y cereales, si bien los subproductos derivados de los mismos son ricos en ingredientes bioactivos 
incluyendo fibras, polifenoles, vitaminas o minerales, entre otros, por lo que son materiales 
interesantes para el desarrollo de nuevos alimentos y suplementos. La fermentación microbiana, 
debido a su capacidad para mejorar las propiedades nutricionales y bioaccesiblidad de los 
alimentos, y alargar su vida útil, es una forma de procesado sostenible que se ha utilizado en 
alimentación desde hace siglos. La aplicación de aproximaciones basadas en secuenciación y 
modelado metabólico al estudio de comunidades microbianas en alimentos fermentados y en 
sus entornos de producción, ha abierto oportunidades al diseño avanzado de microbiotas 
sintéticas, adaptadas a la fermentación de precisión de matrices determinadas y la mejora 
dirigida de las propiedades del producto final. Su aplicación a la fermentación controlada de 
subproductos agroalimentarios puede representar una oportunidad para valorizarlos, 
generando alimentos o ingredientes saludables y contribuyendo a una mayor eficiencia del 
sistema de producción de alimentos. 
 

Palabras clave / Key words  
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Las industrias de procesado de frutas, 
vegetales y cereales generan un volumen 
importante de subproductos 
agroalimentarios. A modo de ejemplo, las 
industrias sidrera y  cervezera generan 

anualmente grandes toneladas de bagazo, 
constituidas por los restos de pieles, tallos, 
salvado, semilla y pulpa. Sólo en el caso de 
la sidra, se utilizan 1,000,000 de toneladas 
anuales de manzana, de las cuáles entre un 
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20-30% constituyen el residuo; mientras 
que en el caso de la cerveza, se generan 40 
millones de toneladas de bagazo anuales 
[1,2]. Una fracción de estos residuos se 
emplea como suplementos en alimentación 
animal mientras que la mayor parte se 
desecha directamente, con la consiguiente 
contribución a la generación de gases efecto 
invernadero debido a su rápida 
descomposición. Aunque se han explorado 
algunas alternativas para valorizar estos 
residuos via extracción de ingredientes 
bioactivos o generación de biocombustibles 
a partir de este tipo de residuos, el coste y 
la dificultad en la implementación de 
algunos de estos procesos, unidos a la 
generación adicional de residuos en los 
procesos, han limitado su aplicación. Por 
ello la mayor parte de este tipo de residuos 
siguen sin utilizarse para ningún proceso de 
valorización.  No obstante, subproductos 
como los derivados de la industria sidrera y 
cervecera, entre otros, son ricos en 
componentes bioactivos, fibras y minerales, 
entre otros compuestos, que pueden ser de 
interés en la elaboración de nuevos 
alimentos saludables [2, 3]. Por ello, la 
valorización de estos residuos via 
transformación en nuevos alimentos puede 
ser una opción para reducir la generación de 
subproductos agroalimentarios a la par que 
contribuir a la producción de alimentos e 
ingredientes saludables y contribuir a un 
sistema alimentario más eficiente. 

La fermentación se ha utilizado como 
estrategia sostenible en la elaboración de 
alimentos durante siglos. Además, la 
utilización de aproximaciones basadas en 
secuenciación y modelado metabólico al 
estudio de microbiomas en alimentos 
fermentados y en sus entornos de 
producción,  ha abierto oportunidades al 
diseño avanzado de comunidades 

microbianas, adaptadas a la fermentación 
de matrices determinades y a la mejora 
dirigida de las propiedades del producto 
final. Su aplicación a la fermentación 
controlada de subproductos 
agroalimentarios puede representar una 
oportunidad para valorizarlos, generando 
alimentos o ingredientes saludables y 
contribuyendo a una mayor eficiencia del 
sistema de producción de alimentos [3-4] 

A modo de ejemplo, subproductos como el 
bagazo de sidra y de cerveza son materiales 
ricos en pectinas y hemicelulosas, 
respectivamente, polisacáridos de interés 
tanto por sus propiedades tecnológicas 
como emulsificantes, como por ser 
precursores de oligosacáridos con 
propiedades prebióticas [5-6]. Prebióticos 
convencionales como fructooligosacaridos 
y galactooligosacaridos se obtienen a partir 
de residuos vegetales mediante procesos 
físico-quimicos y enzimáticos, si bien estos 
procesos tienen un bajo rendimiento. 
Alternativamente, la fermentación 
controlada mediante consorcios de 
microorganismos seleccionados en base a 
sus capacidades metabólicas ofrece 
oportunidades para controlar el grado de 
descomposición de los polisacáridos y la 
transformación de otros componentes 
presentes en el material de partida, lo que 
ofrece oportunidades para desarrollar 
nuevos alimentos fermentados, 
enriquecidos en ingredientes prebióticos, a 
partir de subproductos de origen vegetal [3-
6]. Garantizar la seguridad  y las 
propiedades nutricionales y funcionales de 
los productos fermentados, priorizando 
procesados energética, tecnológica y 
ambientalmente sostenibles, son clave para 
lograr implementar estos procesos para 
valorizar subproductos de origen vegetal, 
contribuyendo a la mejora de la 
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MICROBIAL COMMUNITIES IN FOODS (ESPECIALLY FERMENTED 
FOODS) AND ALONG THE FOOD CHAIN 

 

Cotter, PD 1,2,3 

1 Teagasc Food Research Centre, Moorepark, Fermoy, P61 C996, Co. Cork, Ireland. 
2 APC Microbiome Ireland, University College Cork, T12 YN60, Co. Cork, Ireland. 
3 VistaMilk SFI Research Centre, Moorepark, Fermoy, P61 C996, Co. Cork, Ireland 

paul.cotter@teagasc.ie  

 

Abstract  

Microorganisms exist along the food chain and impact the quality and safety of foods in both 
positive and negative ways. Identifying and understanding the behaviour of these microbial 
communities enable the implementation of preventative or corrective measures in public health 
and food industry settings. Traditional culture-dependent microbial analyses are time-consuming 
and target only specific subsets of microbes. However, the greater use of culture-independent 
metagenomic approaches has the potential to facilitate a thorough characterization of the 
microbial communities along the food chain. Indeed, these methods have shown potential in 
contributing to outbreak investigation, ensuring food authenticity, assessing the spread of 
antimicrobial resistance, tracking microbial dynamics during fermentation and processing, and 
uncovering the factors along the food chain that impact food quality and safety. During the 
seminar, I will provide an overview of our research in these areas, while providing specific 
examples relating to specific foods and relevant food chain-related environments. 
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Resumen / Abstract 

España es uno de los mayores productores de vino en el mundo, a pesar de esta posición de 
liderazgo, el sector se enfrenta a nuevos retos, relacionados con la competencia internacional, 
los efectos del cambio climático y las nuevas demandas de los consumidores. De este modo, la 
utilización de especies no convencionales, incluidas especies del género Saccharomyces, está 
resolviendo parte de estas demandas. En este proyecto hemos avanzado en comprender como 
se comportan cepas vínicas de S. cerevisiae en co-cultivos con cepas de otras especies del género 
Saccharomyces, especies de interés en el sector por su capacidad de reducir el grado alcohólico 
y aumentar la acidez de los vinos.  
Nuestros resultados demuestran que a pesar de que las cepas vinícas de S. cerevisiae presentan 
una mayor capacidad competitiva, presentan una amplia gama de comportamientos, así como 
dinámicas de absorción de nutrientes, lo que apunta a una naturaleza heterogénea de los 
procesos de domesticación. Cabe destacar que las cepas de S. cerevisiae altamente competitivas, 
en competencia aceleran la capacidad de consumir las fuentes de nitrógeno y la fermentación 
de azúcar se ralentizó a pesar de que la fermentación terminó al mismo tiempo. También hemos 
profundizado en conocer la respuesta molecular de S. cerevisiae en competencias mediante un 
estudio de expresión global. En las cepas buenas competidoras hemos observado una respuesta 
rápida a su competidor (a las 12h), incluida la activación de la vía glucolítica, el metabolismo 
ribosomal y la síntesis de nucleótidos. Además, el estudio destaca la necesidad de investigar 
cepas de levaduras individuales en lugar de una visión holística de la especie, ya que se observan 
variaciones significativas en las respuestas entre cepas del mismo clado. 
 

Palabras clave / Key words  

S. cerevisiae, S. kudriavzevii, vinificación, cocultivos, competencia, captación de nitrógeno, 
transcriptómica. 
 
Las levaduras Saccharomyces alternativas, como S. kudriavzevii o S. uvarum, pueden ayudar a 
resolver algunos de los nuevos retos de la industria del vino. A pesar de las interesantes 
propiedades que presentan estas especies, uno de los problemas en su implantación durante 
las fermentaciones del vino es que tienen que competir con la microbiota de levaduras presente 
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de forma natural en los mostos, en particular con las cepas de S. cerevisiae, que son 
predominantes en la mayoría de las fermentaciones del vino. S. uvarum aparece de forma 
natural en las fermentaciones del vino realizadas a bajas temperaturas en regiones de clima frío 
(1), y solo en estas condiciones puede ser dominante e incluso sustituir a S. cerevisiae (2). 
Analizando el mejor enfoque para mejorar la dominancia de estas especies en la fermentación 
del vino, realizamos un análisis transcriptómico en la fermentación del vino con co-inoculaciones 
de S. cerevisiae y las otras dos especies (3). Nuestros resultados demuestran que las cepas 
vínicas de S. cerevisiae aceleran la captación de nutrientes para competir con la levadura co-
inoculada y que es necesario el contacto célula a célula (3). También pudimos confirmar que la 
capacidad de ser buenas competidoras se observaba en la cepa vínicas de S. cerevisiae, ya que 
en el estudio se incluyó una cepa silvestre que mostró una respuesta notablemente baja a la 
competencia durante la fermentación del vino (2).  
 
Para poder confirmar si esta respuesta era general para todas las cepas vínicas de S. cerevisiae 
estudiamos esta característica en 60 cepas de S. cerevisiae de diferentes orígenes, co-inoculadas 
con una cepa de S. kudriavzevii a 12°C.  Se observó que las cepas de origen vínico eran las cepas 
mejores competidoras, pero una gran variabilidad en su comportamiento (4). En la Figura 1 se 
muestra un gráfico de barras con las proporciones de cada una de las cepas tras 96 horas de 
fermentación, coloreadas en función del grupo de origen al que pertenecen. 
 

 
 
Figura 1. A) Proporción de cada cepa de S. cerevisiae a las 96 h de fermentación en competición. Los seis grupos 
relacionados con el origen ambiental de la cepa están representados por diferentes colores: vino (granate), clínica 
(naranja), bebidas fermentadas (rosa), levadura flor (amarillo), productora de bioetanol (azul) y silvestre (verde). B) 
Gráfica de violín que incluye los valores de la proporción de cepas de S. cerevisiae agrupadas según su origen 
ambiental. Los grupos marcados con letras diferentes son significativamente diferentes (p< 0,05) según la prueba HSD 
de Tukey (prueba ANOVA). (Datos obtenidos de la referencia 4). 
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Para obtener un conocimiento más profundo sobre las características de las cepas con alta 
capacidad competitiva frente al resto, se realizaron microfermentaciones utilizando cepas 
representativas de cada grupo y se analizó la absorción de fuentes de carbono y nitrógeno, así 
como la respuesta transcripcional. En la Figura 2 se muestra el consumo de azúcares en co-
cultivo y en cultivo puro y en la Figura 3 las diferencias en el consumo de diferentes fuentes de 
nitrógeno. 
 

 
Figura 2. Perfiles de consumo de azúcares durante la fermentación con cultivos individuales de S. cerevisiae, S. 
kudriavzevii (CR85) y co-cultivos competitivos (representados por puntos unidos por líneas). Los valores son los 
valores medios de HPLC para las tres réplicas y las barras de error representan la desviación estándar. Las líneas grises 
representan CR85 en monocultivo, las líneas negras representan cocultivos competitivos y las líneas de otros colores 
(verde, azul, violeta y marrón) representan cepas de S. cerevisiae. A (GRE) y B (QA23) son cepas de vino con alta 
capacidad competitiva. C (T73) y D (EC1118) son cepas de vino con capacidad competitiva media. E (D254) y F (Clos) 
son cepas de vino con baja capacidad competitiva. G (NCAIM) y H (Chr96.2) son cepas silvestres con baja capacidad 
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Resumen / Abstract  

Kombucha is an increasingly consumed product sometimes considered as a nutraceutical. This 
product originated in Asia is a non-or-low-alcoholic functional beverage, slightly acidic and 
carbonated. It is obtained by the fermentation of sweetened tea by a symbiotic culture of 
bacteria and yeast, called SCOBY. These microorganisms as well as the chemical composiition is 
varying. However the main genus always present in komucha are for yeasts Brettanomyces and 
Zygosaccharomyces and for acetic acid bacteria Komagateibacter. In some studies lactic acid 
bacteria have also been reported. Some of these microrganisms have probiotic properties and 
can survive in the beverage once in bottle. 
The chemical composiiton depends of course on the fermentation conditions and on the 
substrate. The main microbial metabolites are organic acids (acetic and glucuronic), ethanol, B 
and C vitamins. Many phenolic coumponds originated from tea but modified by the fermentation 
are always present at low concentration. All these coumpounds contributes to the numerous 
biological activities associated with Kombucha such as anti-oxydant, anti-inflammatory, anti-
cholesterol,.... . Some of them have been demonstrated in vivo. 
Non-typical substrates (fruits, vegetables, plants, herbs, dairy, and by-products) are being 
inoculated with the kombucha consortium in an attempt to develop new products with attractive 
properties.We will specifically present the resuls obtained wih grape pomace as substrate 
leading to extracts with anti-oxydant, antidiabetic and anti-inflammatory activites 
demonstrated in vitro. 
 

Palabras clave / Key words  
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Figure 3: Main metabolic activities of the 
microorganisms in kombucha 

Rather than a mutualistic relationship 
where both partners benefit, the B. 
bruxellensis/Komagataeibacter pairings 
studied appear to be closer to commensal 
interactions where bacteria benefit, while 
the yeast is largely unaffected [1]. 
Amensalism relationships have also been 
suggested between Zygosaccharomyces 
and Komagateibacter.  

Chemical composiiton 

The complex interactions among the 
different combination of yeast/bacteria, tea 
base, manufacturing process, create the 
potential for a wide diversity of bacterial 
and fungal compositions but also tea 
polyphenol levels, and metabolite contents 
of kombucha products.  Variation in tea 
bases, bacteria/yeast starter cultures, and 
duration of fermentation may all contribute 
to the observed large differences in the 
microbial and chemical profiles of final 
kombucha products. Several chemical 
compounds with bioactive properties have 
been identified in kombuchas, such as 
organic acids (acetic, gluconic, citric and 
lactic),  B and C vitamins, amino acids, 
minerals, phenols and polyphenols and DLS 
(D-saccharic-1,4-lactone) [5]. The phenolics 
compounds are always the main bioactive 
products and undergo many chemical 
transformation durning fermetnation [6]. 

Biological activities 

The biological activities and potential health 
benefits of kombucha consumption have 
been widely studied. The most often 
reported are the following: anti-
inflammatory, antioxidant, anti-bacterial, 
anti-diabetic, anticarcinogenic, reducing the 
concentration of cholesterol; and improving 
the liver metabolism, the immune system, 
and gastrointestinal functions [7]. Some of 
these effects could be due to the presence 
of probiotics in kombucha. Others 
properties such as detoxification, helps 
normal central nervous system function, 
immune stimulation, inhibiting 
cardiovascular disease and neurogenerative 
diseases and impact on liver and 
gastrointestinal function have also been 
suggested [8]. However, these effects have 
most of the time been studied in vitro, 
sometimes in animal models and very few 
tests in human have been carried out 
leading to controversial claims [9] and a 
need for legislation on this product [7]. 
Recently, some clinical trials were reviewed 
[10]; results on microbiota are 
contradictory and debatable, necessitating 
further investigation, but results on impact 
on diabetes are encouraging. 

Kombucha from grape pomace 

In the challenge of transforming waste into 
useful products that can be re-used in a 
circular economy perspective, winery by-
products can be considered as a source of 
potentially bioactive molecules such as 
polyphenols. The wine industry generates 
each year 20 million tons of by-products. 
Then we focused on grape pomaces 
originated from red winemaking to propose 
a process to produce kombucha with this 
by-product [11]. Several parameters were 
varied during the fermentation process: 
temperature, pomace concentration, sugar 
concentration, temperature and duration. 
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The fermentation kinetics and final 
composition of grape Kombucha were 
monitored. Several biological activities 
were assessed in vitro at the beginning and 
at the end of fermentation: antioxydant, 
antidiabetic and anti-inflammatory. 
Depending on their physico-chemical and 
biological characteristics, some of the 
pomace Kombucha beverages were 
submitted to a sensory evaluation. 

For all fermentation conditions the 
biological activities were increased, at least 
by a factor 2, at the end of fermentation 
compared to the non-fermented grape 
pomaces infusions. However according to 
their concentrations in sugar and total 
acidity, the grape pomace Kombuchas were 
not equally appreciated by the panellists. A 
majority of them preferred the Kombucha 
flavoured with natural fruity aroma. 

This work confirmed the feasibility of 
making a grape pomace Kombucha 
beverage. Even if the kombucha 
fermentation improved the biological 
activities of this new beverage, results 
showed that there is no significant impact of 
the tested processing parameters on the 
biological activities in vitro. This new 
functional beverage consists into a new way 
of winemaking by-products valorisation. As 
for future perspectives, the organoleptic 
aspect must be improved. Another option 

would be the prodcutin of extracts form 
grape pomace mombucha to be used as ffod 
supplements or cosmetic ingredients. 
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diferentes biocidas y antibióticos mediante 
el estudio de las concentracions mínimas 
inhibitorias (MICs) y de las concentracions 
mínimas bactericidas (MBCs). Se observó 
una elevada prevalencia de resistencia a 
antibióticos en las cepas estudiadas, hecho 
que pone de manifiesto la importancia de 
adoptar medidas encaminadas a controlar 
la resistencia de este microorganismo a los 
antimicrobianos, especialmente teniendo 
en cuenta la necesidad de tratamiento con 
antibióticos en los casos de listeriosis 
invasiva. Las correlaciones positivas 
encontradas entre las MICs y las MBCs de 
biocidas y antibióticos con distintos modos 
de acción apuntan a la presencia de 
mecanismos de resistencia cruzada o de co-
resistencia.  

Figura 1: Algunos aspectos del enfoque Una Salud, en 
relación con las zoonosis y la resistencia a los 
antibióticos (Fuente: Rodríguez-Melcón et al., 2024). 

El segundo objetivo fue determinar 
si la exposición a dosis bajas de biocidas 
puede modificar la susceptibilidad a los 
antibióticos o a otros biocidas en cepas de 
L. monocytogenes, Salmonella enterica, 
Staphylococcus aureus resistente a la 
meticilina (MRSA) y Enterococcus faecium 
resistente a la vancomicina (VRE). Se puso 
de manifiesto que el contacto con 
concentraciones subinhibitorias de algunos 
aditivos, descontaminantes o 
desinfectantes provoca una reducción de la 
susceptibilidad de las bacterias a los 

compuestos, la adaptación cruzada a otros 
biocidas y un aumento de su resistencia a 
los antibióticos, a la vez que modifica la 
hidrofobicidad de la superficie celular 
(aspecto que se encuentra relacionado con 
la capacidad de las bacterias para formar 
biofilm). Por ello, debería evitarse el uso de 
concentraciones subinhibitorias de biocidas 
en los entornos de procesado de alimentos. 

En tercer lugar, se ha valorado la 
utilidad de la técnica de citometría de flujo 
para determinar si la adaptación previa a 
determinados biocidas modifica el 
porcentaje de células de L. monocytogenes 
supervivientes a distintos tratamientos con 
tetraciclina. Se ha comprobado que la 
citometría de flujo es una técnica útil, 
rápida y sencilla para estudiar la resistencia 
a los antibióticos de las bacterias sometidas 
a diferentes condiciones. Mediante este 
método se ha observado que el contacto de 
L. monocytogenes con dosis bajas de cloruro 
de benzalconio y, especialmente, de ácido 
peracético, incrementa la resistencia de las 
células bacterianas a la tetraciclina. 

El cuarto objetivo fue conocer la 
prevalencia, los niveles y los patrones de 
resistencia a antibióticos de L. 
monocytogenes en carne de pollo en el 
noroeste de la Península Ibérica (España y 
Portugal). Se detectaron células de L. 
monocytogenes en algún estado fisiológico 
(viables cultivables, viables no cultivables o 
inactivadas) en el 85% de las muestras 
analizadas (Figura 2). El método clásico de 
detección de L. monocytogenes en 
alimentos (UNE-EN ISO 11290-1:2018) tiene 
la limitación de que no permite detectar las 
células viables no cultivables. Por otro lado, 
la q-PCR, técnica para la que se ha 
encontrado un límite de detección de 2,15 
log10 ufc/g, no es útil cuando la bacteria está 
presente en bajas concentraciones. Estas 
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circunstancias reflejan la conveniencia de 
combinar ambas técnicas (dependiente e 
independiente de cultivo) para mejorar la 
detección de L. monocytogenes en 
alimentos. Todas las cepas presentaron 
resistencia a varios antibióticos (entre 3 y 
7). 

Figura 2: Resumen gráfico del cuarto objetivo 
desarrollado (Fuente: Rodríguez-Melcón et al., 2022). 

Por otra parte, se determinó el 
efecto de diferentes aditivos sobre la 
prevalencia y los patrones de resistencia a 
antibióticos de L. monocytogenes en carne 
de pollo picada. De los tres aditivos 
alimentarios añadidos a la carne, nitrito 
sódico, nisina y ácido láctico, únicamente el 
último redujo los niveles microbianos en las 
condiciones de aplicación. Por otro lado, los 
tres compuestos provocaron un aumento 
de los niveles de resistencia a antibióticos 
en las cepas de L. monocytogenes presentes 
de forma natural en la carne. 

El sexto objetivo se centró en 
determinar la arquitectura y la viabilidad de 
las biopelículas formadas por varias 
especies bacterianas sobre distintas 
superficies de contacto a diferentes 
tiempos y temperaturas de incubación. El 
análisis de los parámetros estructurales 
(determinados con el programa informático 
BioRCA, desarrollado por el grupo de 
investigación SEGURALI, de la Universidad 
de León) y de las reconstrucciones 
tridimensionales de los biofilms de S. 
enterica, L. monocytogenes, MRSA y VRE, 
estudiados por microscopía láser confocal 
de barrido (CLSM), indica que estos 

microorganismos forman biopelículas 
compactas sobre poliestireno y vidrio en 24 
horas, hecho que pone de manifiesto la 
necesidad de realizar la desinfección de las 
superficies y equipos inmediatamente tras 
su uso con el objeto de prevenir la 
formación de biofilms por estas bacterias 
patógenas. En vidrio, y sobre todo en 
grafeno, las biopelículas producidas 
presentan el menor biovolumen, por lo que 
los recubrimientos de monocapa de grafeno 
pueden ser de utilidad práctica para reducir 
la formación de biofilms por esta bacteria.  

El séptimo objetivo fue conocer la 
distribución espacial y el biovolumen de las 
bacterias en biofilms monoespecie y mixtos 
(formados por bacterias Gram-positivas y 
Gram-negativas), a lo largo de 10 días de 
incubación a 10 °C. Se ha comprobado que 
el biovolumen y la distribución de las 
bacterias en los biofilms depende de la 
presencia de otros grupos microbianos. Los 
biofilms mixtos presentan un modelo 
espacial de doble capa, con las bacterias 
Gram-positivas (L. monocytogenes, MRSA o 
VRE) en el fondo del biofilm y las células de 
S. enterica situadas la capa superior (Figura 
3). Este patrón de distribución en dos capas 
debería tenerse en cuenta a la hora de 
desarrollar procedimientos efectivos de 
desinfección. 

Figura 3: Proyecciones tridimensionales de un biofilm 
mixto formado por Salmonella Agona (azul) y 
Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VRE, 
rojo) tras 120 horas de incubación a 10 °C (Fuente: 
Rodríguez-Melcón et al., 2021).  
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Resumen /  Abstract  

La microbiota tiene un gran impacto en la calidad y seguridad de los alimentos cárnicos, 
pero se sabe poco sobre la diversidad microbiana presente en mataderos e industrias cárnicas, 
la cual puede llegar al producto final a través de diferentes superficies de contacto. También es 
importante la posibilidad de que estas superficies sirvan como reservorios de microorganismos 
con resistencia a antimicrobianos, lo que podría facilitar la entrada de genes de resistencia a 
antimicrobianos (GRA) en la cadena alimentaria. 

El objetivo ha sido caracterizar la microbiota y su resistoma de una industria cárnica 
porcina, evaluando la evolución de la microbiota en las fases de sacrificio y despiece y siguiendo 
hasta el final de vida útil dos piezas de carne (solomillo y lomo). Además, se ha estudiado la 
influencia de las diferentes superficies de contacto y no contacto de la industria en la dinámica 
microbiana y del resistoma. Para ello se recolectaron 221 muestras que se analizaron mediante 
secuenciación metagenómica. 

Un análisis de SourceTracker determinó que la composición bacteriana de las medias 
canales después del oreo se veía influenciada por las superficies del matadero, con un aporte de 
Anoxybacillus flavithermus y Acinetobacter johnsonii desde la zona sucia del matadero, y de 
Brevibacterium auranticum y Psycrobacter sp. desde la sala de oreo. Además, las superficies de 
la sala de despiece representaron una fuente de Pseudomonas lundensis, Brochothrix 
thermosphacta, Leuconostoc gelidum y Lactilactobacillus sakei, que mostraron elevadas 
abundancias relativas al final de la vida útil. 

La gran abundancia de GRA en la canal recién sacrificada disminuye notablemente a lo 
largo de la cadena de producción, desde el sacrificio al  despiece y envasado de la carne, aunque 
las superficies muestreadas podrían actuar como reservorios de GRA. Destaca la presencia de 
GRA frente a tetraciclinas en regiones plasmídicas y frente a betalactámicos y aminoglicósidos 
en regiones cromosómicas asociadas a Acinetobacter en las superficies de la sala de despiece. 

Palabras clave /  Key words  

Metagenomas, microbioma, ambientes de procesado de alimento, genes de resistencia a 
antimicrobianos 
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En el presente trabajo se analizó el 
microbioma y resistoma (conjunto de genes 
de resistencia a antimicrobianos) de una 
industria cárnica que incluye matadero y 
sala de despiece, y donde se llegan a 
procesar 700 cerdos por hora. Se 
muestrearon 20 cerdos, procedentes de 4 
granjas distintas, desde justo después del 
sacrificio hasta el final de la vida útil de 2 
piezas de carne: lomo y solomillo. Además, 
diferentes muestras ambientales fueron 
tomadas para inferir la influencia del 
ambiente en la microbiota de los productos 
cárnicos. 

Figura 1: Abundancia relativa de las especies 
bacterianas mayoritarias en canales y productos 
cárnicos. 

El análisis taxonómico global de las 
muestras de canales y carnes mostró una 
alta prevalencia de Rothia nasimurium y 
Limosilactobacillus reuteri tras el sacrificio 
(canal inicial), junto a Anoxybacillus 
flavithermus, Moraxella osloensis y 
Acinetobacter johnsonii en las mismas 
canales muestreadas durante la línea de 
procesado (Fig. 1), siendo Anoxybacillus, 
Moraxella y Psychrobacter previamente 
encontrados como los géneros más 
abundantes en ambientes de industria 
cárnica (Zwirzitz et al., 2020). La gran 
variabilidad de especies encontrada en 
lomo y solomillo al inicio de la vida útil es 
desplazada por una clara dominancia de 
Brochothrix thermosphacta, Leuconostoc 
carnosum y Latilactobacillus sakei en dichos 
productos al final de su vida útil, los cuales 
parecen provenir de las superficies de 
contacto con el alimento, como indican los 

resultados obtenidos del análisis de 
SourceTracker (Fig. 2). Dentro de éstas, B. 
thermosphacta y L. carnosum son típicas 
bacterias alterantes de productos cárnicos 
(Nychas et al., 2008), mientras que L. sakei 
es prevalente en ciertos productos cárnicos 
e incluso comúnmente empleado como 
cultivo iniciador (Montarnari et al., 2018). 

 

Figura 2: Análisis de SourceTracker de los productos 
finales después de su vida útil. En columnas se indican 
posibles fuentes de la microbiota de las muestras 
indicadas en filas. El tamaño del círculo es 
proporcional al porcentaje de influencia mientras que 
las porciones coloreadas indican el nivel de influencia 
de la especie correspondiente. 

Además, el análisis de SourceTracker 
determinó que la composición bacteriana 
de las medias canales después del oreo se 
veía influenciada por las superficies del 
matadero, con un aporte de Anoxybacillus 
flavithermus y Acinetobacter johnsonii 
desde la zona sucia del matadero, y de 
Brevibacterium auranticum y Psycrobacter 
sp. desde la sala de oreo (Fig. 3).  

 

Figura 3: Análisis de SourceTracker de la canal antes 
de entrar en la sala de despiece y corte. En columnas 
se indican posibles fuentes de la microbiota de las 
muestras indicadas en filas. El tamaño del círculo es 
proporcional al porcentaje de influencia mientras que 
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Resumen /Abstract  

El Enterobacter cloacae complex (ECC) es un grupo de patógenos oportunistas usualmente 
resistente a antibióticos que está presente con frecuencia en vegetales. Los bacteriófagos se 
plantean como una alternativa para el control del ECC en estos productos. Los virus fueron 
aislados a partir de efluentes bovinos mediante siembra en TSB semisólido y purificados a partir 
de las placas líticas observadas, obteniendo un fago con efectividad frente a todas las cepas 
antibiorresistentes del ECC estudiadas (n=24). El fago obtenido fue identificado mediante 
microscopía electrónica de transmisión y secuenciación de los genes que codificaban las major 
capsid proteins (MCPs), siendo asignado a la subfamilia Vequintavirinae. La estabilidad del fago 
frente a diferentes condiciones (% NaCl y pH) fue evaluada mediante el equipo Biotrac, 
observando un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento de la bacteria huésped en 
rangos de pH 5-7 y 0,5-2,0 % de NaCl . La efectividad del fago fue, además, evaluada mediante 
recuento de supervivientes sobre hojas de lechuga, obteniendo reducciones de hasta 1,1 log.  

Palabras clave /  Key words  

Fagos, biocontrol, Enterobacter, vegetales, resistencia a antimicrobianos 

 

La cadena alimentaria actúa como una vía 
crucial de diseminación de patógenos 
antibiorresistentes desde entornos 
animales, antropogénicos y ambientales 
hasta el consumidor. Dentro de estas 
bacterias, el Enterobacter cloacae complex 
(ECC) es un grupo de patógenos 
oportunistas de interés, involucrado con 
frecuencia en infecciones respiratorias, del 
tracto urinario y tejidos blandos. El carácter 
virulento de este complejo se da en 
simultaneidad a un amplio abanico de 
resistencias intrínsecas y adquiridas a 
antibióticos de primera línea como las 
penicilinas, cefalosporinas o las quinolonas, 

así como de último recurso, como los 
carbapenémicos y la colistina [1], [2].  

Numerosos estudios previos han señalado 
los vegetales frescos como reservorios de 
aislados del ECC con potencial patógeno y 
resistencia a antibióticos [3], [4], [5], [6]; 
hecho indicativo sobre el posible papel de 
estos productos como vías relevantes de 
propagación de aislados con impacto para la 
salud pública.  

La desinfección de este tipo de productos, 
en caso de ser aplicada, está usualmente 
basada en lavados con desinfectantes como 
el NaClO o el ácido peracético. Estas etapas, 
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no obstante, se encuentran asociadas a 
problemas como la contaminación cruzada 
vehiculizada a través del agua, la aparición 
de cambios sensoriales en el producto, la 
generación de compuestos indeseables, la 
reducción de la vida útil del producto, su 
escasa capacidad de penetración y, 
especialmente, la aparición de resistencias 
cruzadas entre biocidas y antibióticos [[7], 
[8], [9].  

En este contexto, el uso de bacteriófagos se 
plantea como una alternativa viable para el 
control de la diseminación de patógenos 
antibiorresistentes a través de los vegetales 
frescos. Los bacteriófagos, virus que 
infectan a bacterias, son alternativas 
sostenibles que pueden solventar algunos 
de los problemas asociados a los biocidas 
clásicos.  

Existen productos basados en fagos para la 
desinfección en la industria alimentaria 
destinados a la eliminación de patógenos 
alimentarios clásicos como Listeria, E. coli o 
Campylobacter, aunque su aplicación se ve 
limitada por la falta de un marco regulador 
claro [10]. El uso de cócteles con propósito 
de controlar de la diseminación de 
patógenos oportunistas y/o bacterias 
antibiorresistentes como el ECC en 
alimentos resulta un campo con poco 
desarrollo 

En base a lo expuesto, el objetivo de este 
trabajo fue el aislamiento y caracterización 
de fagos activos frente al ECC para su 
aplicación en la desinfección de vegetales 
frescos.  

El aislamiento de los bacteriófagos se 
realizó a partir de diferentes efluentes 
obtenidos de una granja de producción 
bovina conforme al procedimiento descrito 
por Schwarz & Mathieu [11]. Brevemente, 

los efluentes fueron centrifugados filtrados 
a través de membranas de nitrocelulosa con 
poro de 0,22 µm y posteriormente 
enriquecidos frente a la bacteria diana de E. 
kobei AG07E. El enriquecimiento fue 
centrifugado y filtrado y posteriormente 
inoculado en TSB 0,5 % agar junto con 100 
µl de un cultivo exponencial de la bacteria 
diana.  

Los fagos fueron purificados desde las 
calvas de lisis obtenidas, que fueron 
recuperadas, resuspendidas en buffer SM 
[Tris-HCl 0,05 M, NaCl 0,1 M, MgSO4 0,008 
M, gelatina 0,01 %, pH 7,5] y propagadas en 
TSB CaCl2 2 mM frente a la bacteria diana. 
Este procedimiento fue repetido al menos 2 
veces para asegurar la pureza del 
bacteriófago.  

El título de bacteriófagos en suspensión fue 
determinado mediante un procedimiento 
equivalente de siembra en TSB semisólido y 
posterior recuento de placas de lisis, 
ajustando el título al valor deseado con 
buffer SM  

La morfología de los fagos fue estudiada 
mediante microscopía electrónica de 
transmisión (TEM). Los virus fueron 
adsorbidos sobre una rejilla de cobre-
carbono mediante contacto con una 
suspensión en buffer SM durante 20 min, 
teñidos con ácido fosfotúngstico 2 % 
durante 5 min y posteriormente 
visualizados mediante TEM a un voltaje de 
aceleración de 100 Kv. 

Las secuencias codificantes para las Major 
capsid proteins (MCPs) fueron amplificadas 
(Fw: GCC GAT TAA TAT TGC GAT LGGA YTT 
YTT, Rv: CCA GCA TAA AGG TCA TAA ATT 
TCC AYT TYT C [12]),  secuenciadas  y 
comparadas con otras disponibles en NCBI 
virus (www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus). El 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus
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análisis filogenético de las secuencias fue 
realizado mediante alineación con ClustalW 
y posterior aplicación del algoritmo 
UPGMA, estimando las distancias mediante 
el modelo maximum composite likelihood y 
un bootstrapping de 1000 repeticiones. 

El rango de huésped fue establecido 
mediante la aplicación de una gota (spot) de 
10 µl de la suspensión de fagos (7 log 
PFU/mL) sobre una siembra en césped 
realizada desde una solución 0,5 
McFarland. La actividad lítica fue testada 
frente a diferentes especies del ECC (n=24) 
(que incluían aislados resistentes a colistina, 
carbapenémicos y cefalosporinas), además 
de frente a otras enterobacterias como E. 
coli (n=6), Citrobacter spp. (n=1), Klebsiella 
pneumoniae (n=1) y Salmonella enterica 
(n=1).  

La estabilidad de los fagos en condiciones 
de estrés alimentario (pH 4-7 y 0,5-4 % 
NaCl) fue evaluada mediante el equipo 
Biotrac 4500 (Sy-Lab), comparando los 
cambios en la señal eléctrica producidos en 
TSB 2 mM CaCl2 inoculado únicamente con 
la bacteria respecto de TSB 2 mM CaCl2 que 
además contenía el fago.   

El equipo Biotrac emplea los cambios en la 
señal eléctrica de un medio de cultivo para 
monitorizar el crecimiento bacteriano. La 
relación entre el crecimiento bacteriano y la 
señal eléctrica se establece a través del 
tiempo de detección, un parámetro que se 
define como el tiempo necesario para 
alcanzar un valor umbral de impedancia (3,5 
%). Los incrementos del tiempo de 
detección observados en presencia del fago 
respecto del valor control en ausencia de 
éste, pueden ser asociados a un efecto 
inhibitorio del virus sobre el crecimiento de 
la bacteria diana.  

La MOI (multiplicidad de infección) más 
eficiente fue determinada mediante el 
recuento de supervivientes tras un 
tratamiento in vitro de 30 min a 
temperatura ambiente frente a 
suspensiones en solución salina (0,85 % 
NaCl) de la bacteria diana. Las suspensiones 
fueron diluidas y sembradas en superficie 
en agar MacConkey. 

Por último, la actividad bactericida del fago 
fue evaluada sobre una matriz alimentaria 
mediante su aplicación sobre piezas de 
lechuga de 2,5 x 2,5 cm. Las hojas de 
lechuga fueron descontaminadas bajo luz 
UV durante 30 min y posteriormente 
inoculadas con concentraciones conocidas 
de la bacteria diana. El tratamiento 
consistió en la inmersión en una suspensión 
fágica en buffer SM a una MOI 1:1 a 
temperatura ambiente durante 30 minutos. 
Se inocularon, asimismo, dos controles, uno 
de inmersión en únicamente buffer SM (a 
fin de observar el posible efecto de arrastre 
del líquido) y uno de no inmersión.  

Las porciones de lechuga, una vez tratadas, 
fueron homogeneizadas en 10 ml solución 
salina y diluciones apropiadas fueron 
sembradas en placas de Agar MacConkey 
para el recuento de supervivientes. El 
ensayo fue repetido al menos por 
quintuplicado. 

La fase de aislamiento permitió la obtención 
de un bacteriófago activo (FENT2) frente al 
100 % de las cepas del ECC ensayadas que 
incluían especies como E. ludwigii, E. 
hormaechei y E. kobei, pero que no resultó 
eficaz frente a ningún aislado fuera de este 
grupo.  

La clasificación taxonómica del bacteriófago 
se realizó mediante un estudio polifásico a 
nivel genético y morfológico (Figuras 1 y 2).  
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Resumen /Abstract  

Traditionally, surveillance programs for food products and processing environments have 
focused on targeted pathogens and resistance genes. Recent advances in high-throughput 
analysis allow for more comprehensive monitoring. This study assessed the microbiome and 
resistome of a poultry burger processing line using culturing techniques and whole metagenomic 
sequencing (WMS). Samples included meat, burgers, and various work surfaces. Microbiome 
analysis revealed spoilage microorganisms as the main microbiota, including Pseudomonas spp., 
Psychrobacter spp., Shewanella spp., and Brochothrix spp. Cleaning and disinfection (C&D) 
procedures altered the microbial composition of surfaces, which still harbored Hafnia spp. and 
Acinetobacter spp. after C&D. Resistome analysis showed a low overall abundance of resistance 
genes. However, biocide resistance genes were frequently found. This study demonstrates the 
utility of combining culturing techniques and WMS for comprehensive microbiome and resistome 
characterization in food processing lines. 
 
Palabras clave /  Key words  

Poultry processing plant; Food processing environments; Microbiome; Resistome; Culturing 
techniques; Metagenomics; Antimicrobial Resistance Genes; Biocides; Cleaning and Disinfection 

 
Traditionally, surveillance programs for 
food products and processing environments 
have employed culturing techniques to 
monitor targeted microorganisms based on 
their threat level [1]. However, recent 
advances in high-throughput sequencing 
have enabled to conduct these monitoring 
activities in an untargeted manner, 
providing broader insights not only into the 
microbial communities (microbiome) but 

also on the entire repertoire of 
antimicrobial resistance genes (resistome) 
in surveillance samples [2]. Thus, this 
investigation aimed to assess the 
microbiome and resistome of a poultry 
burger processing line by combining 
culturing techniques and whole 
metagenomic sequencing (WMS).  
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dominado por los cultivos iniciadores 
(Figura 1). Las bacterias de las cortezas 
maduradas de VB no estaban asociadas a 
cultivos iniciadores ni influidas por las 
materias primas, lo que resalta el impacto 
del entorno de procesamiento en el 
desarrollo de la microbiota que contribuye 
al producto final (Figura 2). La evaluación de 
los perfiles taxonómicos y funcionales 
mostró una relación muy directa entre ellos, 
lo que sugiere que, en las diferentes 
muestras, las funciones son taxo-específica. 
La corteza y el núcleo de queso fresco y el 
núcleo de queso madurado agruparon muy 
próximos en base a un perfil taxonómico y 
funcional similar, mientras que las cortezas 
de queso madurado se agruparon más cerca 
de aquellas superficies que podrían haber 
tenido una mayor contribución sobre su 
composición. (Figura 3).  

Se caracterizaron los genomas de S. 
equorum a partir de los ensamblados de 
metagenomas (MAGs) para las diferentes 
empresas de VB, así como de otras 
empresas pertenecientes al consorcio 

MASTER [5] con localizaciones geográficas 
diferentes dentro del marco europeo: 
España, Italia e Irlanda. De estas nuevas 
empresas, se añadieron al análisis tanto 
muestras de quesos (fresco, semicurado y 
curado) como de embutidos. Esta especie 
tiene especial actividad 
proteásica/esterásica [4]. El agrupamiento 
de los MAGs indicó una selección por 
proceso más que por entorno geográfico 
per se.  

Para definir las cualidades del queso, se 
elaboró un perfil para cada muestra de las 
diferentes enzimas (asignadas como 
ortólogos de la base de datos de KEGG) [7], 
con capacidad potencial de generación de 
compuestos organolépticos que se 
clasificaron según la clase de compuesto, y 
asociándolas al sabor y el aroma que 
aportan al queso. En el núcleo de los quesos 
finales destacaron compuestos tales como 
ácidos carboxílicos (p. ej. acetato y ácido 
láurico), que proporcionan principalmente 
notas afrutadas y picantes, cetonas como el 
diacetilo que aportan una textura cremosa 

Figura 1. Abundancia relativa bacteriana y valores de alfa-diversidad en las diferentes materias primas, productos y 
superficies presentes a lo largo del proceso de producción de VB. A) Abundancia relativa de las 20 especies más 
abundantes, B) Índice Shannon de alpha-diversidad. El eje Y corresponde a los diferentes conjuntos de muestras 
agrupadas según su origen de toma. 
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Resumen /  Abstract  

Algunos microorganismos presentes en las superficies de la industria alimentaria (IA) son 
capaces de persistir en el tiempo formando biofilms, comprometiendo la seguridad de los 
alimentos. Los componentes mayoritarios de la matriz podrían ser considerados como un factor 
de virulencia al estar directamente ligados a la dificultad de su eliminación tras la limpieza y 
desinfección. El objetivo del trabajo fue estudiar las diferentes composiciones de la matriz de 
biofilms producidos por microorganismos aislados de superficies de la IA para relacionarlas con 
su persistencia. Para ello, se identificaron aislados de diferentes superficies de la IA y se estudió 
tanto su capacidad para formar biofilms. Se seleccionaron los patógenos de especial relevancia 
a nivel de patogenicidad en la IA para observar sus diferencias en la producción de proteínas 
amiloides y carbohidratos en la matriz empleando tinciones específicas y microscopía confocal 
de barrido láser. Se observaron diferencias a nivel de capacidad de adhesión, así como en la 
composición de sus matrices, sugiriendo matrices más adhesivas y difíciles de eliminar en función 
del patógeno presente en la biopelícula. Está información podría ser relevante para el desarrollo 
de nuevas estrategias para su eliminación. 

Palabras clave /  Key words  

Biofilms, matriz extracelular, virulencia, limpieza y desinfección, persistencia, patógenos 
alimentarios 

 

  

mailto:josujara@ucm.es
mailto:vgavedia@ucm.es
mailto:ainhoaza@ucm.es
mailto:apulid02@ucm.es
mailto:alberara@ucm.es
mailto:rubenjues@ucm.es
mailto:nather03@ucm.es
mailto:leonides@ucm.es
mailto:jmrodrig@ucm.es
https://upct-my.sharepoint.com/personal/mariu_alcate_upct_es/Documents/biblioteca_MARIU/Congreso%20Pablo/belen@ucm.es


XXIII Congreso Nacional de Microbiología de los Alimentos, 2024 
 

78 
 

Introducción 

Dentro de la Industria Alimentaria (IA), la 
presencia de microorganismos que puedan 
comprometer la seguridad alimentaria 
supone un gran problema a abordar debido 
a sus consecuencias. La necesidad de 
conseguir un ambiente aséptico para la 
producción de alimentos se encuentra en 
continuo estudio y desarrollo [1,2]. Algunos 
de los microorganismos patógenos con más 
relevancia en la IA son Bacillus cereus, 
Escherichia coli enterohemorrágica, Listeria 
monocytogenes, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas spp. o Salmonella enterica, 
entre otros [1]. Muchos de estos 
microorganismos han sido descritos como 
ubicuos y buenos formadores de biofilms, 
mostrando  dificultad en su eliminación [3]. 

Los biofilms o biopelículas bacterianas 
pueden ser definidas como comunidades 
bacterianas embebidas en una matriz 
extracelular formada por sustancias 
poliméricas extracelulares (EPS) y adheridas 
tanto entre ellas como a una superficie 
biótica o abiótica [3,4]. Los componentes 
principales de esta matriz son agua, 
carbohidratos, proteínas y ADN extracelular 
[4]. Específicamente, componentes como 
los carbohidratos y las proteínas están 
directamente relacionados con la capacidad 
de persistencia que tienen los biofilms a 
resistir a tratamientos de limpieza y 
desinfección, por lo que deben ser 
considerados como factores de virulencia 
[5,6]. Algunos autores han descrito los 
carbohidratos y las proteínas de la matriz 
como los componentes con mayor 
relevancia a la hora de establecer biofilms 
maduros, debido a la complejidad creada 
por los propios entrecruzamientos 
moleculares, repercutiendo directamente 
sobre su resistencia a antimicrobianos, o 

debido a su relación con las primeras etapas 
de adhesión [5,7,8,9,10]. 

Existen técnicas bioquímicas para 
cuantificar los carbohidratos y proteínas en 
muestras tomadas de superficies en 
contacto con alimentos y que sean 
susceptibles a la formación de biofilms [11]. 
Sin embargo, existe la necesidad de 
profundizar en el estudio de estos e 
implementar técnicas avanzadas que no 
solo nos permitan cuantificar, sino estudiar 
su organización especial dentro del biofilm, 
ya que esto podría guiar al conocimiento de 
sus cimientos más internos.  

El objetivo de este trabajo fue el estudio de 
la capacidad de formación de biofilms de 
microorganismos aislados de superficies en 
contacto con alimentos de la IA y la 
descripción de sus principales componentes 
de la matriz extracelular, así como la 
organización espacial de estos dentro del 
biofilm, para relacionarlos con su 
persistencia. 

Material y Métodos 

Aislamiento e identificación de los 
microorganismos 

Se muestrearon diferentes superficies en 
contacto directo con alimentos con ayuda 
de hisopos estériles. Las muestras se 
sembraron en los medios de cultivo sólidos 
(BHI, CNA, MCK, y MRScys), tanto para el 
recuento como para la selección de las 
diferentes morfologías encontradas. Cada 
morfología única se aisló e identificó tras 
extraer su ADN , seguido de una 
amplificación vía PCR y secuenciación 
parcial del gen rRNA 16S. 
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Cinética de crecimiento y producción de 
biomasa 

Utilizando una batería de aislados de 
interés, se inoculó una placa multipocillo 
con una suspensión normalizada de cada 
aislado y se realizó la cinética de 
crecimiento a 37ºC utilizando el equipo de 
lectura de placas Varioskan Lux  (Abs 600 
nm). De igual manera, utilizando el mismo 
equipo y una absorbancia de 570 nm, se 
realizó una determinación de la biomasa 
(matriz + células) producida por los aislados 
utilizando una tinción con Cristal Violeta al 
0.2%. 

Estudio de capacidad de adhesión 

Los biofilms invitro se realizaron utilizando 
un sistema con superficies verticales 
semisumergidas denominado carrusel, 
donde se inocularon 60 mL de medio de 
cultivo con el aislado normalizado deseado. 
Se extrajeron muestras de los carruseles a 
24 y 48 h, las cuales fueron lavadas con 
solución salina y posteriormente rascadas 
con hisopos estériles para desprender los 
biofilms formados en ellas. Estos hisopos se 
introdujeron en 1 mL de agua de peptona y 
tras ser agitados con ayuda de un Vortex se 
realizó una batería de diluciones decimales 
para su posterior siembra en medio sólido 
BHI. Los recuentos se realizaron tras incubar 
las placas a 37ºC durante 24 horas. 

Determinación de componentes por 
microscopía confocal de barrido láser 

Muestras de 24 y 48 h fueron extraídas de 
la misma manera que para el estudio de su 
adhesión y se realizó una tinción durante 1 
hora con 200 microlitros de los reactivos 
Carbotracer 680 y Amytracker 480 (Ebba-
biotech®) para teñir tanto los carbohidratos 
como las proteínas, respectivamente. 

Posteriormente, se lavaron con abundante 
tampón PBS (0.1M) y fueron visualizadas en 
un microscopio ECLIPSE Ti con un módulo 
confocal Nikon C2. El análisis de biovolumen 
y la reconstrucción en 3 dimensiones de las 
imágenes obtenidas se realizó utilizando el 
software Imaris 8.0.1. 

Resultados  

Los géneros más frecuentemente 
identificados fueron Pseudomonas, 
Staphylococcus, Enterococcus y miembros 
de la família Enterobacteriaceae. 

 
Figura 1: Cinéticas de crecimiento en términos de 
absorbancia de los microorganismos aislados de 
superficies en contacto con los alimentós. 



XXIII Congreso Nacional de Microbiología de los Alimentos, 2024 
 

80 
 

Las cinéticas de crecimiento mostraron que 
varios aislados de los géneros Escherichia, 
Cronobacter, Bacillus, Listeria y 
Staphylococcus tuvieron una mayor 
capacidad de crecimiento respecto al resto, 
llegando a alcanzar su máximo a las 48  
horas (Figura 1). Por otro lado, en términos 
de producción de biomasa, todos ellos 
mostraron una buena capaceidad de formar 
biofilms bajo las condiciones estudiadas, 
observándose en algunos casos una caida 
de la absorbancia a las 48 horas, indicando 
el desprendimiento del biofilm maduro.  

Para el estudio de la capacidad de adhesión, 
se seleccionaron 4 aislados en función de su 
capacidad de crecimiento, producción de 
biomasa y relevancia en la IA. Todos ellos 
mostraron una buena capacidad de 
adhesión y viabilidad tras 48 h creciendo 
adheridos a la superfície. 

Las tinciones mostraron diferentes 
organizaciones de carbohidratos y 
proteínas dentro de las matrices 
estudiadas. En el caso de E.coli 46 y 
Cronobacter 31-10, se observo una mayor 
concentración de proteínas en las capas 
más profundas del biofilm, sirviendo como 
primeros cimientos de la estructura. En el 
caso de L. monocytogenes 1, se observo una 
producción de proteina muy leve, 
quedando las células simplememente 
recubiertas de una fina capa de 
carbohidratos. Por otro lado, 
Staphylococcus 28 mostró que sus capas 
internas estaban formadas tanto por 
proteinas como por carbohidratos, 
mientras que las capas superiores del 
biofilm, formadas principalmente por 
proteina, parecían recubrir la estructura a 
modo de protección externa (Figura 2).  

 

 
Figura 2: Organización espacial de proteinas (verde) y 
carbohidratos (rojo) en la matriz de biofilms maduros. 
A: E. coli 46, B: L. monocytogenes 1, C: Staphylococcus 
28, D: Cronobacter 31-10. 

Los valores de biovolumen (Tabla 1) 
muestran lo observado en las imágenes de 
microscopía confocal, donde L. 
monocytogenes 1 mostró una capacidad 
reducida para producir proteínas 
comparado con el resto de patógenos. A 
pesar de que se pudieron observar valores 
próximos en la producción de estos 
componentes entre el aislado 
Staphylococcus 28 y las dos enterobacterias 
testadas, es importante considerar la 
disposición espacial de estos.  
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Resumen /  Abstract 

Salmonella es un microorganismo patógeno alimentario responsable de miles de casos de 
toxiinfección alimentaria en Europa cada año. La legislación actual establece límites muy 
estrictos para el mismo, en la mayoría de los casos ausencia en 25 gramos. Esto, junto a otros 
factores como la interferencia de matrices complejas, deriva en protocolos de detección 
laboriosos y largos que resultan de poca utilidad en muchos escenarios. El objetivo de este 
estudio fue desarrollar y validar un nuevo medio de enriquecimiento para Salmonella, aplicable 
a distintas serovariedades y matrices, y estable a temperatura ambiente. Para alcanzar este 
objetivo se testaron diferentes formulaciones y suplementos, seleccionándose aquella que 
simultáneamente resultaba más selectiva (favorable a Salmonella) mientras que permitía la 
recuperación de células dañadas. Los resultados mostraron que este medio podría reemplazar 
de forma satisfactoria a los actuales medios de pre-enriquecimeinto y enriquecimiento para su 
posterior aplicación junto con distintas técnicas de detección de Salmonella utilizadas en la 
actualidad (inmunoquímicas y moleculares). 
 

Palabras clave /  Key words  

Salmonella, patógeno alimentario, detección, medio de enriquecimiento. 
 
 
La relevancia de Salmonella en el contexto 
de la seguridad alimentaria es de sobra 
conocida, y es que aunque existen 
numerosas medidas de control y una 
extensa legislación, en 2022 fue el patógeno 
responsable del mayor número de 
toxiinfecciones de origen alimentario en 
humanos en Europa, con 65.208 casos de 
enfermedad confirmados [1]. A pesar de los 
avances de los últimos años, los métodos de 
detección existentes siguen presentando 

algunos déficits o problemas. Si bien es 
cierto que las técnicas más convencionales 
incluyen un paso previo de enriquecimiento 
no selectivo para recuperar las células 
dañadas, la interferencia de matrices 
complejas y/o muy contaminadas puede 
retrasar esta recuperación, dando como 
resultado posibles falsos negativos. Aunque 
son sencillas de implementar, requieren de 
gran cantidad de tiempo y material, lo que 
las hace poco eficientes. Otras alternativas, 
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Resumen /  Abstract 

El ácido láctico (AL) es un ácido orgánico natural con propiedades antimicrobianas ampliamente 
utilizado en la industria alimentaria, como sucede en la desinfección superficial de canales de 
bovino. La posible interrelación entre la resistencia a antibióticos (RAM) y la tolerancia a otros 
antimicrobianos podría poner en entredicho la eficacia del AL frente a patógenos RAM. En este 
estudio se evaluó la presencia de tolerancia cruzada al AL en 5 variantes resistentes (VRs) a 
ciprofloxacina (CIP) de Salmonella Typhimurium LT2 (STVR1-STVR5), comparándolas con su 
homóloga parental (STWT). Dos de la VRs a CIP mostraron una mayor resistencia al AL 
(incrementando el riesgo de supervivencia hasta 1000 veces aproximadamente), confirmando 
que la RAM a CIP puede reducir la eficacia del AL. La secuenciación del genoma de las VRs reveló 
mutaciones en genes relacionados con la respuesta al estrés oxidativo, como soxR, ramR, rpoD 
y cyaA. La mayor capacidad de respuesta al estrés oxidativo parece estar relacionada tanto con 
la resistencia a CIP como con la tolerancia cruzada frente al AL. 
 

Palabras clave /  Key words 

Antibióticos; resistencia a antibióticos; Salmonella Typhimurium; secuenciación del genoma 
completo; desinfección; ácido láctico; tolerancia cruzada. 
 
INTRODUCCIÓN 
La resistencia a los antibióticos (RAM) se ha 
relacionado con unos 5 millones de muertes 
a escala global [1], posicionándola entre una 
de las diez mayores amenazas para la salud 
pública a las que se enfrenta la humanidad 
[2]. La cadena agroalimentaria juega un 
papel fundamental en la aparición y 
diseminación de RAM [3], entre las que 
preocupa especialmente la RAM a la 
ciprofloxacina (CIP) en bacterias de 
Salmonella spp. [4]. De este modo, han sido 

multitud las medidas de prevención y 
control implantadas en las últimas décadas 
desde la granja hasta la mesa (farm-to-fork). 

Una de estas medidas es la aprobación del 
ácido láctico (AL) para la desinfección 
superficial de canales de bovino en 
mataderos, cuya contribución al desarrollo 
de RAM se consideró poco probable [5]. Sin 
embargo, más recientemente se ha 
establecido una interrelación entre los 
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Recientemente, se ha demostrado la gran 
capacidad de adaptación y evolución frente 
a otros antimicrobianos [5]. En este sentido, 
existe la posibilidad de la aparición de 
resistencia genética a los aditivos utilizados 
en la conservación de alimentos. 

Dentro del grupo de los conservadores 
alimentarios, el sulfito sódico se suele 
utilizar en los preparados de carne con el fin 
de inhibir o ralentizar la proliferación 
microbiana, entre la que se encuentra S. 
enterica. En la UE, este conservador se 
encuentra regulado por el Reglamento (CE) 
nº 1333/2008. 

Con el fin de satisfacer la demanda de 
alimentos mínimamente procesados, la 
industria alimentaria ha tenido que 
desarrollar nuevas estrategias de 
conservación de alimentos menos intensas, 
lo cual podría actuar como un agente 
estresante y conducir a la aparición de 
variantes resistentes (VR) [6]. Por este 
motivo, la aparición de VR frente a los 
conservadores alimentarios también podría 
dar lugar a resistencias cruzadas frente a 
antibióticos, como ha sido evidenciado por 
[5], lo que, además, podría dificultar 
también el tratamiento de su infección. 

El objetivo de este trabajo es evaluar el 
efecto del sulfito sódico sobre la aparición 
de VR en poblaciones de S. Typhimurium e 
identificar los genes mutados responsables 
de la presentación de dicha resistencia. 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Microorganismo 

En este estudio se ha utilizado el 
microorganismo Salmonella enterica subsp. 
enterica serotipo Typhimurium LT2 (SeWT) 

proporcionado por la Colección Española de 
Cultivos Tipo (CECT 722).  

2.2. Determinación de la Concentración 
Mínima Inhibitoria (CMI) 

La determinación de la CMI se llevó a cabo 
según lo establecido por el Método M100-
S24 del Clinical and Laboratory Standards 
Institute [7]. 

A partir de un cultivo en fase exponencial 
(0,5 McFarland), se prepararon cultivos en 
TSBYE con una concentración inicial de 105 
UFC/mL, en presencia de un gradiente de 
concentraciones de sulfito sódico: 450-
14.400 mg/L. La CMI se determinó 
mediante la lectura de la densidad óptica a 
620 nm con un lector de placas NuncTM de 
96 pocillos (Multiskan® EX, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU). 

2.3. Ensayos de evolución dirigida de 
sulfito sódico 

Los ensayos de evolución se llevaron a cabo 
sometiendo a 5 líneas de S. Typhimurium a 
una concentración subinhibitoria de sulfito 
sódico de 900 mg/L, la mitad del valor de la 
CMI, durante un periodo de tiempo de 20 
días. 

Posteriormente, se determinó la CMI de 
cada población frente al mismo 
conservador alimentario y, en base a los 
datos obtenidos, se aislaron 40 cepas. 
Todas las cepas evolucionadas fueron 
confirmadas como Salmonella spp. 
mediante amplificación de los genes rfvB y 
trkA por PCR. 

2.4. Caracterización genotípica de las cepas 
evolucionadas 

La extracción del DNA de las cepas 
evolucionadas se llevó a cabo mediante el 
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DNeasy 96 Blood & Tissue Kit (Qiagen, 
Hilden, Alemania). A continuación, se midió 
la concentración de DNA con un 
fluorómetro QubitTM 4 (Invitrogen, 
ThermoFisher Scientific, Singapur) y se 
estandarizaron las muestras a 20 ng/mL. 
Posteriormente, las muestras se enviaron a 
GeneWiz (Leipzig, Alemania) para realizar 
una Secuenciación del Genoma Completo 
mediante la tecnología Illumina.  

Las mutaciones del genoma de cada cepa se 
visualizaron mediante el software 
Integrative Genomics Viewer (IGV) 
(Universidad de San Diego, San Diego, 
California, EEUU) y se identificaron los 
cambios en los aminoácidos mediante la 
herramienta de traducción Expasy (Instituto 
Suizo de Bioinformática, Lausana, Suiza). La 
función de cada uno de los genes fue 
obtenida de la base de datos del Centro 
Nacional para la Información Biotecnológica 
(NCBI, Maryland, EEUU). 

Previamente a la identificación de las 
mutaciones, se descartaron aquellas con 
una frecuencia de detección menor al 20% 
y las correspondientes a la cepa parental. 

3. RESULTADOS 

3.1. Aislamiento de variantes resistentes 

La Tabla 1 muestra que, después de una 
exposición de 20 días al sulfito sódico, las 
líneas evolucionadas de S. Typhimurium 
mostraron un incremento en su resistencia 
directa 38 veces superior a la de la cepa 
parental.  

Tabla 1: Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de 
sulfito sódico para la cepa parental S. Typhimurium 
LT2 (SeWT) y las líneas evolucionadas (Línea 1-5). 

 CMI (mg/L Na2SO3) 
SeWT 2.700 
Línea 1 103.797 
Línea 2 103.797 
Línea 3 103.797 
Línea 4 103.797 
Línea 5 103.797 

 

Posteriormente, por cada línea de 
evolución, se aislaron 8 colonias presuntivas 
en agar XLD de Salmonella spp., 5 con 
morfología típica y 3 con diferente 
morfología. A continuación, se evaluó la 
CMI de cada cepa aislada, obteniendo un 
resultado de 103.797 mg/L para todas ellas. 

3.2. Identificación de las mutaciones en las 
variantes resistentes 

Finalmente, se seleccionaron entre 2 y 3 
aislados por cada línea de evolución, 
atendiendo a su morfología y se realizó la 
secuenciación de un total de 11 aislados.  

La caracterización genotípica evidenció 
distintos genes afectados por las 
mutaciones en función de la línea 
evolucionada estudiada, descartando un 
patrón común en la evolución de las cepas. 

De forma general, las variaciones genéticas 
detectadas fueron las que se encuentran en 
la tabla 2.  

Los genes más involucrados en la resistencia 
frente al sulfito sódico fueron: STM1491 
(relacionado con el sistema de transporte 
de prolina/glicina betaína de tipo ABC), ung 
(uracilo DNA-glicosilasa), mreB (proteína 
determinante de la forma de la varilla) y 
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Resumen  

El cultivo tradicional del higo seco comprende una maduración escalonada, un secado progresivo a 
diferentes tiempos y un contacto con el suelo, favoreciendo el crecimiento y desarrollos de mohos como 
Aspergillus niger. La importancia de esta especie radica en la capacidad de producir ocratoxina A (OTA), 
cuyo contenido máximo en los higos secos ha sido establecido en la legislación debido a su toxicidad. Los 
elicitores se han posicionado como una alternativa natural frente al uso de los fungicidas químicos para el 
control de patógenos en las frutas. En particular, la aplicación pre-cosecha del ácido oxálico (AO) induce 
la defensa contra patógenos fúngicos en la planta, mejorando la calidad del fruto. No obstante, se 
desconoce su impacto directo en el crecimiento y producción de micotoxinas de A. niger. El objetivo fue 
estudiar el efecto del AO sobre el crecimiento in vitro de la cepa toxigénica A. niger CVJ63, y evaluar su 
impacto en la producción de OTA en las condiciones de temperatura, actividad de agua (aw) y de pH propias 
del higo seco. El efecto de la aw fue crucial para el crecimiento de A. niger CVJ63, siendo los valores cercanos 
a 0,92 los que disminuyeron el desarrollo del moho. El AO a la mínima concentración (1 mM) permitió 
retrasar la fase exponencial de crecimiento del A. niger. En etapas intermedias del crecimiento de A. niger, 
el AO moduló el efecto del pH, observándose mayor velocidad de crecimiento a menores valores de pH. La 
cantidad de OTA encontrada fue mínima a una aw de 0,92, no detectándose influencia por parte del AO y 
del pH. En conclusión, el empleo del AO a la mínima concentración estudiada (1 mM) en condiciones de 
baja aw (0,92) permitiría retrasar la fase exponencial de crecimiento de A. niger en el higo seco, otorgando 
al agricultor un mayor margen de tiempo para incorporar acciones correctivas. Además, el AO podría 
mejorar la calidad del higo seco sin promover la producción de OTA. 

Palabras clave  

Ácido oxálico, A. niger, ocratoxina A, higo seco, bioscreen, medio sintético de higo 
 

 
1. Introducción 

El cultivo tradicional del higo seco 
comprende una maduración escalonada, un 
secado progresivo a diferentes tiempos y un 
contacto con el suelo, favoreciendo el 

crecimiento y desarrollo de mohos como 
Aspergillus niger [1]. La importancia de esta 
especie radica en su capacidad para 
producir ocratoxina A (OTA), cuyo 
contenido máximo en los higos secos ha 
sido establecido en la legislación debido a su 
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fabricante del equipo y exportados a 
Microsoft® Excel 365. A continuación, el 
conjunto de datos sin procesar obtenidos de 
las lecturas del Bioscreen C se sometieron a 
un análisis posterior para obtener el tiempo 
de detección (TTD) para una DO de 0,25; 
0,5; 1, 1,25, 1,5, 1,75 y 2 utilizando una 
plantilla de Microsoft® Excel [4]. 

La extracción de OTA se realizó al final del 
tiempo de incubación a partir del contenido 
de cada pocillo y se determinó con un 
equipo de cromatografía líquida de alta 
resolución HPLC Agilent Serie 1260 Infinity II 
(Agilent Technologies, EE.UU.) acoplado a 
un detector de fluorescencia (Agilent) 
siguiendo la metodología [5]. 

Para el análisis estadístico se aplicó un 
diseño experimental BBD combinado con la 
metodología de superficie de respuesta 
(RSM) para determinar los efectos de la aw, 
concentración de AO y pH sobre el 
crecimiento y la producción de OTA de la 
cepa de A. niger CVJ63. La RSM se realizó 
empleando el software StatGraphics 
Centurion XVI. Para cada factor 
experimental, el software generó un análisis 
de varianza (ANOVA), estableciendo la 
significación estadística al nivel de confianza 
del 95%. 

3. Resultados y discusión 

La Tabla 2 proporciona los valores P de los 
factores (aw, AO y pH) y su interacción 
obtenidos del ANOVA, así como la 
correlación del modelo para la TTD a una DO 
0,25 y la producción de OTA. 

Los valores de R2 ajustada fueron muy 
elevados (superiores al 98%), para la TTD 
DO 0,25, indicando que los modelos 
explicaron la mayor parte de la variabilidad 
de los datos. Entre los factores analizados, 

el efecto, tanto lineal (negativo) como 
cuadrático (positivo) de la aw fue el que más 
influyó en el modelo de la TTD DO 0,25 
(Tabla 2). El modelo estimó el crecimiento 
más lento del moho (valor de TTD más alto) 
a la menor aw estudiada (aw 0,92), mientras 
que los valores estimados para la 
minimización de la TTD fueron a la mayor aw 
evaluada (aw 0,99). 

Tabla 2. Valores P del análisis de varianza de los 
factores aw, Ac. oxálico y pH para TTD OD 0,25 y OTA 
analizados de A. niger. 

Factores TTD 0,25  OTA 

Valores_P1 
   

A: aw 0,000  0,006 

B:Ácido oxálico 0,025  0,890 

C:pH 0,087  0,320 

AA 0,000  0,128 

AB 0,111  0,850 

AC 0,224  0,117 

BB 0,341  0,614 

BC 0,842  0,700 

CC 0,372  0,177 

R2 99,39  86,43 

R2 (ajustada por g.l.) 98,28  62,00 

Optimización (MIN)    

Valores_P1    

aw 0,990  0,920 

Ácido oxálico 1,58  2,00 

pH 5,92  5,88 

Valor óptimo  2103  0 

Optimización (MAX)    

aw 0,920  0,990 

Ácido oxálico 1,00  1,73 

pH 6,30  5,60 
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Resumen /  Abstract  

Para comprender mejor el papel de las granjas de pollos de engorde y de cerdos como 
reservorios y vehículos de diseminación de E. coli (Ec) seleccionamos 15 BLEE-Ec recuperados de 
ambas granjas ubicades en La Rioja (España) para su secuenciación del genoma completo. Todos 
los Ec-blaSHV-12 pertenecían a la granja de pollos de engorde y blaCTX-M-14 a las granjas de cerdos 
co-albergando además el gen de resistencia a colistina (mcr-1.1). La localización de los genes 
blaBLEE se asignó mayoritariamente a IncI1-blaCTX-M-14 e IncHI2-blaSHV-12 aunque en algunas cepas 
se observó la localización de estos genes en plásmidos de tipo IncF.  Además, la presencia de 
integrones también fue notoria (intI1-dfrA17-aadA5-qacE-sul1 o intI1-estX-psp-aadA2-cmlA1-
aadA-qacL-IS440-sul3), lo que, combinado con su localización en plásmidos movilizables y 
conjugables o transposones puede suponer un importante reto para la salud pública. 
 

Palabras clave /  Key words:  

RAM, granja de pollos, granja de cerdos, One Health, genómica, plásmidos, transferencia 
 

 
INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

En los últimos tiempos, la resistencia a los 
antibióticos (RAM) ha aumentado 
rápidamente y se ha convertido en una de 
las mayores amenazas para la salud pública 
mundial. El amplio uso de antibióticos en 
medicina humana y ganadería ha sido 
reconocido como uno de los principales 
factores que contribuyen a la aparición y 
propagación de la RAM.  Aunque se sabe 
que la mayoría de los casos adquiridos en la 

comunidad están causados en gran medida 
por enzimas mediadas por plásmidos 
pertenecientes a la familia CTX-M, también 
se han notificado casos asociados a la 
producción de SHV-12 y TEM-52. Los 
aislados de BLEE-Ec han cobrado una 
notoria presencia desde las últimas 
décadas, convirtiéndose en uno de los 
determinantes de más rápida propagación 
no sólo en humanos, sino también en 
animales productores de alimentos, de 
compañía, fauna salvaje o incluso en el 
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medio ambiente. La transmisión de BLEE-Ec 
más allá del entorno hospitalario podría 
comprometer la futura utilidad de los 
antibióticos debido a la propagación de 
estos genes en elementos genéticos 
codificados de alta movilidad (plásmidos, 
transposones). Nuestro objetivo fue evaluar 
la interacción entre los clones bacterianos 
BLEE-Ec y los plásmidos involucrados en su 
fructífera diseminación para obtener una 
visión holística de la interfaz humano-
animal-medio ambiente. 

METODOLOGÍA 

Se seleccionaron 15 aislados BLEE-Ec a 
partir de estudios previos [1-3] procedentes 
de dos granjas (de pollos de engorde y de 
cerdos) de la región de La Rioja (España). Las 
muestras se inocularon en medios 
selectivos y las presuntas Ec se identificaron 
mediante espectrometría de masas MALDI-
TOF (MALDI-Biotyper, Bruker). Todos los 
procedimientos fueron revisados y avalados 
por el comité ético de la Universidad de La 
Rioja. Las pruebas de sensibilidad a 
antibióticos se realizaron por el método de 
difusión en disco de acuerdo con el 
documento Clinical Standards Laboratory 
and Standards Institute [4]. Se evaluó la 
actividad frente a 11 antibióticos: ampicilina 
[AMP], amoxicilina/clavulánico [AMC], 
ceftazidima [CAZ], cefotaxima [CTX], 
cefoxitina [FOX], imipenem [IPM], 
ciprofloxacino [CIP], gentamicina [GEN], 
cloranfenicol [CHL], 
trimetoprim/sulfametoxazol [SXT] y 
tetraciclina [TET]. Además, se realizó el 
método de sinergia de doble disco para 
detectar la producción de BLEEs empleando 
cefotaxima, ceftazidima y 
amoxicilina/clavulánico [4]. Como cepa 
control se utilizó Ec ATCC 25922. Los 15 
aislados BLEE-Ec se sometieron a 

secuenciación de genoma completo 
mediante lecturas cortas (Illumina NovaSeq 
600) y lecturas largas (Oxford Nanopore, 
MinION). Los análisis bioinformáticos 
realizados se llevaron a cabo mediante el 
empleo de tipado molecular por MLST 
(http://enterobase.warwick.ac.uk), 
ResFinder 4.5.0 y VirulenceFinder 2.0 (90% 
de identidad y 60% de longitud mínima) 
para estimar la resistencia a los antibióticos 
y la virulencia, respectivamente. Cuando 
fue necesario, los contigs se ensamblaron, 
curaron y anotaron manualmente 
utilizando herramientas bioinformáticas 
adicionales como Artemis y SnapGene, 
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), 
ORFfinder 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf), 
ISfinder (www-is.biotoul.fr) y la base de 
datos UniProt (http://www.uniprot.org 
[consultado el 05 de mayo de 2024)]. Se 
utilizó EasyFig 2.1 para visualizar las 
comparaciones de genes de resistencia. 

RESULTADOS 

En la granja de pollos las cepas BLEE-
positivas fueron productoras de SHV-12, 
mientras que en la granja de cerdos la 
producción de BLEEs estaba mediada por 
CTX-M-14 además de co-albergar mcr-1 en 
algunos casos. Los STs detectados fueron 
diversos en ambos: i) granja de pollos 
asociado a 
ST68/ST117/ST770/ST1684/ST15985 
(nuevo linaje detectado), ii) granja de 
cerdos asociado a ST453/ST542/ST4038. La 
ubicación de blaBLEE en: i) Ec-porcino blaCTX-

M-14 fue localizado en su mayoría en IncI1 
(n=5, 90-110 kpb) y en algunos en plásmidos 
IncF (n=2, 100-110 kpb) ii) Ec-avícola blaSHV-

12 fue localizado en su mayoría en IncHI2 
(n=16/220-250 kbp) y otros en plásmidos 
IncF (n=3/150-180 kpb). Solamente los 

http://enterobase.warwick.ac.uk/
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plásmidos IncF-blaCTX-M-14 y los plásmidos 
IncHI2-blaSHV-12 portaban adicionalmente 
otros genes RAM en su mayoría insertos en 
integrones de clase 1 (intI1-dfrA17-aadA5-
qacE-sul1 o intI1-estX-HAD-aadA2-cmlA1-
aadA1-qacL-IS26-sul3 respectivamente). La 
resistencia a colistina detectada en los 
aislados de origen porcino estuvo mediada 
por mcr-1.1 y localizado en un plásmido 
IncX4 (33 kpb) flanqueado en todos los 
casos por DUF2806 domain-containing 
protein-mcr-1-pap2 family protein. 
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Resumen/Abstract  

En este trabajo se ha utilizado el tronco de brócoli, un subproducto de la cosecha de 
brásicas, para la elaboración de un nuevo alimento funcional. Los troncos de brócoli 
fueron lavados, cortados en rodajas y fermentados en tarros de cristal a 25 ºC durante 6 
días en salmuera al 6 % (p/v). Se estudiaron dos aderezos: ajo y semillas de mostaza, 
mientras que el grupo testigo no recibió ningún aderezo. Tras la fermentación, los 
troncos fueron conservados a 5 ºC durante 6 días. En el sexto día, los troncos de brócoli 
alcanzaron los recuentos máximos de bacterias ácido lácticas (>8 log ufc·g-1), 
manteniéndose estables hasta el día 12 a 4 °C. El análisis metataxonómico permitió 
clasificar más del 95% de las muestras a nivel de género, aunque solo entre el 25 y el 30% 
se clasificaron a nivel de especie. Los géneros más prevalentes fueron Lactobacillus, 
Leuconostoc y Lactococcus, correspondiente a bacterias ácido-lácticas presentes en 
todos los aderezos, sin diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. Se 
identificaron 1009 especies de bacterias, siendo Latilactobacillus sakei la especie 
predominante, seguida de Lactobacillus curvatus, Leuconostoc kimchi y Leuconostoc 
carnosum. Este estudio demuestra la diversidad microbiana obtenida mediante la 
fermentación espontánea de los troncos de brócoli y destaca la importancia de 
transformar subproductos agrícolas dentro del marco de una economía circular. 
 

Palabras clave /  Key words  

Probiótico, brásica, encurtido, ácido-lácticas 
 
 
Este proceso de fermentación se llevó a 
cabo utilizando el fitobioma autóctono del 
tallo de brócoli crudo. Los recuentos de 
bacterias ácido lácticas (BAL) (Fig. 1) fueron 
relativamente bajos en el tallo de brócoli 
crudo, según los valores de los recuentos en 
vegetales de estudios previos (2,0-4,0 log 
ufc·g-1) (1). Después de tres días de 
fermentación, las BAL aumentaron 

significativamente en todos los 
tratamientos, con resultados similares (8,0 
a 8,5 log ufc·g-1), manteniéndose estables 
en todos los tratamientos durante el 
almacenamiento en frío. Las bacterias 
mesófilas también aumentaron siguiendo 
una tendencia similar de las BAL.  



XXIII Congreso Nacional de Microbiología de los Alimentos, 2024 
 

119 
 

 
Figura 1. Análisis microbiológico de tronco de brócoli 
al día 0 (crudo), durante su fermentación (días 3 y 6, 
a 25 ºC), seguido de su almacenamiento en frío (días 
9 a 12, a 4 ºC), utilizando diferentes aderezos (sin 
aderezo, testigo; aderezo de ajo y aderezo de 
mostaza). 

En el día 0, el recuento de mohos fue de 2,1 
log ufc·g-1 y disminuyó a niveles 
indetectables (<1,7 log ufc g-1) desde el día 
3 hasta el final del almacenamiento en frío, 
debido principalmente a la disminución del 
pH por la producción de ácido láctico, otros 
ácidos orgánicos o a la producción de 
metabolitos secundarios que 
comprometieron la estabilidad y viabilidad 
de los mohos (2). Por otro lado, los 
recuentos de levaduras aumentaron el día 
3, con pequeños cambios en función de los 
tratamientos (Fig. 1). 

 
Figura 2. Índice de Shannon de tronco de brócoli al día 
0 (crudo), durante su fermentación (días 3 y 6, a 25 
ºC), seguido de su almacenamiento en frío (días 9 a 
12, a 4 ºC), utilizando diferentes aderezos (sin 
aderezo, testigo; aderezo de ajo y aderezo de 
mostaza). 

Según los resultados de metataxonómica 
obtenidos durante el proceso de 
fermentación y el almacenamiento en frío, 
más del 95% de las lecturas se clasificaron 
como géneros en todas las muestras, pero 
tan solo el 25-30% se clasificaron a nivel de 
especie. La diversidad bacteriana, calculada 
según el índice de diversidad de Shannon, 
que aumentó después de 3 a 12 días (1,22-
1,37), con un ligero descenso el día 12 en el 
aderezo de mostaza, donde disminuyó a 
1,12. Estos resultados confirman el 
aumento de la diversidad bacteriana a 
través del proceso de fermentación 
espontánea, coincidiendo con los 
resultados reportados en estudios 
anteriores (3). 
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Figura 3. Abundancia relativa a nivel de género en el 
tronco de brócoli al día 0 (crudo), durante su 
fermentación (días 3 y 6, a 25 ºC), seguido de su 
almacenamiento en frío (días 9 a 12, a 4 ºC), utilizando 
diferentes aderezos (sin aderezo, testigo; aderezo de 
ajo y aderezo de mostaza). 

 
La Fig. 3 muestra la distribución a nivel de 
género durante la fermentación y tras el 
proceso de refrigeración. El filo 
Proteobacteria (géneros Parvibaculum, 
Pleomorphobacterium, Pseudomonas, y 
Erwinia) fue desplazado principalmente por 
los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y 
Lactococcus tras los tres días de 
fermentación en todos los aderezos y 
testigo. Estos últimos tres géneros 
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producto diferente de la inoculación de una 
cepa comercial de S. cerevisiae, como se ha 
realizado hasta ahora. Para alcanzar dicho 
objetivo, se han analizado las poblaciones 
de uva de la variedad Xarel.lo, de la finca de 
cava premium la Fideuera, de los pies de 
cuba espontáneos, elaborados con las uvas 
de la anterior finca, y de las fermentaciones 
espontáneas llevadas a cabo con las uvas de 
la misma variedad y finca, durante las 
vendimias 2021 y 2022. En la vendimia de 
2021 se analizaron un total de 672 cepas 
pertenecientes a un total de 14 especies 
diferentes. El número de colonias 
analizadas se amplió a un total de 1248 
colonias durante la vendimia 2022, 
distribuidas en un total de 13 especies 
(Tabla 1). El método utilizado para la 
identificación de especies fue el análisis de 
restricción de los amplificados de la región 
ribosomal ITS (RFLPs de ITS-PCR) [1] . 
Tabla1: Diversidad de especies identificadas en los 
diferentes substratos analizados (uvas, pie de cuba y 
mosto y fermentación) 

 

Además, entre las colonias de S. cerevisiae 
aisladas en ambas vendimias, se 
genotipaban, mediante el uso 
fundamentalmente de dos técnicas: el 
análisis de restricción del DNA mitocondrial 
(RFLPs mtDNA) [2] y los elementos delta [3]. 
Entre las más de 600 colonias analizadas 
encontramos una gran diversidad de cepas 

de S. cerevisiae, sin embargo, había una 
cepa que mostraba un patrón mayoritario 
tanto en los pies de cuba como durante la 
fermentación. Esta cepa, nombrada por 
nosotros como COD5, fue la cepa 
mayoritaria al final de las fermentaciones 
espontáneas. Debido a esta gran capacidad 
de imposición, ha sido seleccionada como la 
cepa de S. cerevisiae autóctona para formar 
parte de los consorcios microbianos. 

Diseño del consorcio microbiano 

En una primera etapa, decidimos 
seleccionar cepas pertenecientes a aquellas 
especies de levaduras no-Saccharomyces en 
las que la bibliografía ha destacado alguna 
característica de interés enológico y que 
habían mostrado una presencia significativa 
en algún momento de la fermentación 
alcohólica. En la figura 1 se muestran las 
especies seleccionadas, de las cuales se 
seleccionaron al menos 5 cepas que 
aparecían en diferentes fases del proceso. 
Todas estas cepas (un total de 30) eran 
sometidas a un proceso intenso de 
fenotipado  en base a las características más 
importantes desde el punto de vista 
enológico, tal como se refleja en la figura 1. 
Para dicho fenotipado, las diferentes cepas 
eran crecidas en placas multipocillo en un 
mosto sintético donde se iba variando los 
diferentes parámetros ensayados. Una vez 
determinadas las curvas de crecimiento se 
calculaba tanto la tasa máxima de 
crecimiento (µmax) como el área bajo la 
curva (AUC). En base a estos dos 
parámetros se seleccionó la cepa con mejor 
comportamiento frente a estas 
características de interés enológico. 
Especialmente importante fue la tolerancia 
al bajo pH, al SO2 y la baja temperatura, 
como consecuencia de la importancia de 
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estos parámetros en la fermentación del 
vino base para cava. 

 

Figura 1: Especies seleccionadas de no-
Saccharomyces para el diseño de consorcios 
microbianos y características enológicas analizadas en 
cada una de las mismas 

Tras el fenotipado se han 
seleccionado una cepas de las siguientes 
especies: Torulaspora delbrueckii, 
Lachancea thermotolerans, Metschnikowia 
pulcherrima y Hanseniaspora vineae. Estas 
especies eran inoculadas de dos en dos en 
un mosto de la variedad Xarel.lo y, 
posteriormente, se inoculaba (a las 24 
horas) la cepa de S. cerevisiae COD5, 
siguiendo el esquema que se muestra en la 
figura 2.  

 

Figura 2: Diseño de consorcios de levaduras para la 
fermentación de vinos bases de la variedad Xarel.lo 
(pruebas de laboratorio) 

En estos momentos estamos analizando las 
fermentaciones de laboratorio con los 
mencionados consorcios. En base a los 
parámetros enológicos (azúcares 
residuales, glicerol, etanol y ácidos 
orgánicos), consumo de nitrógeno, aromas 
y análisis sensorial, seleccionaremos el 
consorcio que será inoculado durante la 
vendimia 2024 en un fermentador semi-
industrial (500L) en las instalaciones de la 
bodega CODORNIU. 

El objetivo será reproducir la diversidad 
microbiana y la tipicidad de los vinos base 
obtenidos, algunos años, mediante 
fermentaciones espontáneas, pero con el 
control que representa una fermentación 
inoculada. 
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Abstract 

The typical products of the Lazio region are characterized by a variety of native microorganisms 
that confer unique organoleptic and sensory properties. 
This project aims to isolate and characterize both genotypically and phenotypically the key 
microorganisms involved in typical food productions of the Lazio region. The primary goal is to 
have a detailed mapping of microbial biodiversity to contribute to the valorization of these 
products. A total of 29 samples of typical products were collected from local producers in various 
areas. These samples included 27 cheeses, 1 milk sample, and 1 salami sample. Microorganism 
isolation was performed using standard microbiological analyses on selective media incubated 
at different temperatures. A total of 874 colonies were subjected to phenotypic characterization 
based on morphology, Gram reaction, and the presence of specific enzymes such as oxidase and 
catalase. 
For precise identification at the species and genus level, molecular methods based on DNA 
analysis were employed. DNA was extracted from the isolated colonies using commercial kits. 
The 16S rRNA gene is a highly conserved region of the 16S ribosomal RNA present in all bacteria 
and characterized by variable regions that allow for bacterial discrimination at the species level. 
This gene was amplified by PCR and sequenced. The obtained sequences were compared against 
reference sequence databases to identify the microorganisms present in the samples. 
Results revealed the presence of genera Lactococcus, Streptococcus, Staphylococcus, and 
Enterococcus. These findings suggest a rich microbial diversity within the samples. 

Key words  

Fermented foods /  Microbial Biodiversity /  Microbiological analysis /  Lazio Italy Region 

Introduction 

Microorganisms exhibit the richest 
repertoire in terms of chemical composition 
and molecular biodiversity in nature [1]. 
This diversity is fundamental for the 
functioning of a habitat, especially in the 
maintenance of ecological processes or the 

control of pathogens within the ecosystem 
[2]. Despite their relevance, these 
microscopic organisms have as extensive 
and varied an existence as it is unexplored 
as only between 0.1 and 10% of microbial 
species are known depending on the habitat 
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considered [3]. Functional biodiversity is 
crucial in ecological assessments of 
microorganisms within a specific 
ecosystem, primarily because little is known 
about the relationship between the 
structural and functional diversity of these 
microorganisms [4].  

An important example of a microbial 
ecosystem is found in fermented foods, 
where the presence and activity of 
microorganisms are essential for the 
production of the food itself [5]. This is the 
case with typical products from the Lazio 
region, characterized by a variety of 
indigenous microorganisms that impart 
unique organoleptic and sensory 
properties. These products result from 
fermentation, a crucial process that 
contributes to their nutritional value and 
the health benefits they provide [6]. 

Over the years, various approaches have 
been adopted to control and examine the 
microbiota present in a medium, aiming to 
manage microbiological quality and 
consequently assess food safety by 
mapping the microorganisms present in a 
particular type of food [7]. This involves 
studying bacteria, yeasts, and other 
microorganisms that are crucial in the 
fermentation process to understand how 
these microbes interact, influence 
fermentation processes, and contribute to 
the sensory qualities and health benefits of 
the final products [8]. 
 
In recent years, the evolution of molecular 
biology has led to the development of new 
technologies where DNA is extracted 
directly from a sample and the microbiota 
can be identified by analyzing the resulting 
sequences from these methods, allowing 
both genotypic and phenotypic 

characterization of key microorganisms 
involved in such food products [9]. 
 
Goals to achieve 
 
-Develop a mapping of microbial 
biodiversity, contributing to the valorization 
of these products, by analyzing typical food 
productions from the Lazio region. 

-Characterize both genotypically and 
phenotypically the key microorganisms 
involved in these food products. 

Materials and methods 

1st) Identification of typical food 
productions 

In this first phase, various fermented 
products will be selected, focusing 
particularly on dairy and meat charcuterie. 
This selection will be based on production 
process analysis, prioritizing products 
promising higher microbial biodiversity, and 
conducting field research. Additionally, 
visiting producers to select suitable facilities 
for subsequent sampling is essential, as it 
allows for a detailed review of the 
production process and implementation of 
practices that may be involved in identifying 
and reducing microbial diversity. 

2nd) Sampling 

Sampling will be conducted according to the 
specific matrix, using various procedures 
dictated by ISO reference standards, 
previous experiences, and process 
conditions. In any case, procedures will aim 
to obtain samples that are as representative 
as possible of the sampling matrix, ensuring 
that transportation and time between 
sampling and analysis follow a consistent 
pattern (transported refrigerated and 
analysis initiated within 24 hours of 
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sampling), identifying the real consistency 
of the samples. In total, 29 samples of 
typical products from local producers in 
various areas were collected (27 cheeses, 1 
milk sample, and 1 salami sample). 

3rd) Microbiological culture analysis 

Samples will undergo microbiological 
culture analysis, involving dilution and 
subsequent plating for colony counting   
(Fig. 1). Isolation will be performed using 
standard microbiological analyses on 
selective media, incubated at different 
temperatures for the major microbial 
groups constituting the microbiome of raw 
matrices, focusing on lactic acid bacteria, 
micrococci, yeasts, and molds involved in 
the transformation of these products. 

 

Figure 1: Dilution and subsequent plating. 

Furthermore, the use of culture media for 
isolating potentially pathogenic species or 
serotypes, such as Listeria, Salmonella, 
Escherichia coli O157, aims to describe 
microbial biodiversity. A representative 
number of microbial cultures were 
obtained, resulting in a total of 874 different 
colonies, to undergo purification and 
characterization at both phenotypic and 
molecular levels. 

4th) Biotyping of microbial isolates 

 Microbial isolates subjected to phenotypic 
investigations are based on morphology, 
Gram reaction, and the presence of specific 

enzymes such as oxidase and catalase, with 
these tests aimed at taxonomic and 
technological characterization.  

On the other hand, molecular analysis is 
crucial for identifying microbial isolates 
obtained through total DNA extraction. 
Samples undergo bacterial DNA extraction 
and purification, followed by amplification 
via PCR of the V3 region of the 16S rRNA 
gene (Fig.2). This generates amplicons that 
are analyzed through pyrosequencing, with 
subsequent comparison of sequences in 
databases.  

  
Figure 2: Representative amplification scheme. 

Moreover, total DNA is also used for 
applying fingerprinting techniques to 
characterize the isolate at strain level, 
ultimately aiming to maintain a collection of 
at least 200 different strains characterized 
at species level, with known technological 
properties. 

Results  

The methods employed help identify the 
functional roles of different microbes and 
their contributions to the fermentation 
process. Coupled with the use of 
bioinformatic tools, we can obtain a 
comprehensive view of the complexity and 
microbiological variability of all microbial 
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species (in some cases, down to the genus 
level) present in the studied food sample. 

This research underscores the importance 
of microbial diversity in traditional 
fermented foods, often involving intricate 
interactions among different microbial 
species, resulting in diversity that can 
impact the safety, quality, and nutritional 
profile of foods [10]. 

The results revealed the presence of genera 
(Fig. 3), such as Lactococcus, Streptococcus, 
Staphylococcus, and Enterococcus, 
suggesting a rich microbial diversity within 
the samples.  

  

Figure 3: Photographs of the resulting genres  

Studying these dynamics can lead to 
enhanced fermentation techniques, 
ensuring consistent quality and discovering 
new health benefits associated with these 
traditional foods, focusing on maintaining 
consistent quality over time. 

AGRADECIMIENTOS 

This work has been funded by the ARSIAL 
Lazio Region, with thanks to the Director 
Prof. Danilo Ercolini; to the Accounting 
Office and to the Office of Research 
Management. It has been carried out 
specifically in the Department of 
Agricultural Sciences of the Federico II 

University of Naples, and monitored by prof. 
Gianluigi Mauriello of the Microbiology 
Section. 

REFERENCIAS 

1. Falkowski, P. G., Fenchel, T., & Delong, E. F. (2008). 
"The Microbial Engines That Drive Earth's 
Biogeochemical Cycles." Science, 320(5879), 1034-
1039.     https://doi.org/10.1126/science.1153213 

2. Van der Heijden, M. G. A., et al. (2008). The unseen 
majority: soil microbes as drivers of plant diversity 
and productivity in terrestrial ecosystems. Ecology 
Letters, 11(3), 296-310.   
https://doi.org/10.1111/j.1461-0248.2007.01139.x 

3. Larsen, N., et al. (1991). Phylogenetic relationships 
of the domain Archaea. Archives of Microbiology, 
155(2), 194-200. 
https://doi.org/10.1073/pnas.87.12.4576 

4. Nannipieri, P., Ascher, J., Ceccherini, M. T., Landi, L., 
Pietramellara, G., & Renella, G. (2003). Microbial 
diversity and soil functions. European Journal of Soil 
Science, 54(4), 655-670. 
http://dx.doi.org/10.1046/j.1351-0754.2003.0556.x 

5. Marco, M. L., et al. (2017). Health benefits of 
fermented foods: microbiota and beyond. Current 
Opinion in Biotechnology, 44, 94-102.   
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2016.11.010   

6. Parvez, S., Malik, K. A., Ah Kang, S., & Kim, H. Y. 
(2006). Probiotics and their fermented food products 
are beneficial for health. Journal of applied 

microbiology, 100(6), 1171-1185.  
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2006.02963.x 

7. Cocolin, L., & Ercolini, D. (2008). Microbial ecology 
of fermented foods and beverages. Springer.   
https://doi.org/10.1007/978-0-387-74520-6 

8. Makarova, K., Slesarev, A., Wolf, Y., Sorokin, A., 
Mirkin, B., Koonin, E.,& Mills, D. (2006). Comparative 
genomics of the lactic acid bacteria. Proceedings of 
the National Academy of Sciences, 103(42), 15611-
15616.       https://doi.org/10.1073/pnas.0607117103 

9. Woese, C. R. (1987). Bacterial evolution. 
Microbiological Reviews, 51(2), 221-271. 
https://doi.org/10.1128%2Fmr.51.2.221-271.1987 

10. Tamang, J. P., & Fleet, G. H. (2009). Yeasts 
diversity in fermented foods and beverages. Yeast 
biotechnology: diversity and applications, 169-198.   
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4020-8292-4_9  

  

Enterococc
us 

  Lactobacillus  



XXIII Congreso Nacional de Microbiología de los Alimentos, 2024 
 

130 
 

INCIDENCIA Y ALTERACIÓN DE ALICYCLOBACILLUS 
ACIDOTERRESTRIS EN ZUMOS DE FRUTAS 

 

Colás-Medà P., Neggazi I., Viñas I., Alegre I. 

Unidad de Biología y Tecnología de Postcosecha, Departamento de Tecnología, Ingeniería y 
Ciencia de Alimentos, Centro AGROTECNIO-CERCA (Av. Rovira Roure 191, 25198, Lleida, 
España)  

isabel.alegre@udl.cat  

 

Resumen  

Alicyclobacillus acidoterrestris es un microorganismo alterante que tienen la capacidad de 
producir en los zumos un sabor y aroma anómalos sin producir gas ni cambios de color. Al 
tratarse de una bacteria acidófila, termorresistente y formadora de endosporas puede resistir la 
pasteurización y los tratamientos de altas presiones hidrostáticas (HPP) aplicados en los zumos, 
llegando a desarrollarse en un ambiente ácido como el de los zumos de fruta cuando se dan 
condiciones óptimas. El análisis de 150 muestras de zumos pasteurizados o tratados con HPP 
reveló que el 18,0 % de los zumos analizados presentaban contaminación por A. acidoterrestris. 
Las cepas aisladas se caracterizaron según su capacidad de crecimiento a diferentes pH y 
temperaturas, así como por su capacidad de producir guayacol, sustancia responsable de la 
alteración del zumo. Los resultados mostraron que 5 de las 27 cepas fueron capaces de 
desarrollarse a temperatura ambiente (20 y 25 °C). Se seleccionaron las 4 cepas que mostraron 
mayor capacidad de producir guayacol y se determinó el comportamiento de sus esporas en 
zumo de naranja y zumo de uva negra a lo largo de 7 días de almacenamiento a 45 °C. Los 
aislados de A. acidoterrestris estudiados mostraron mayor tasa de crecimiento y de producción 
de guayacol en zumo de naranja (146,5-371,2 µg/L), mientras que en zumo de uva negra el 
crecimiento de todas los aislados de A. acidoterrestris se inhibió. Sin embargo, aunque la 
población no se incrementó durante la conservación en este zumo, se detectaron niveles de 
guayacol entre 15,0-64,6 µg/L a los 7 días. 

Palabras clave 

Alterante, esporulado, zumo, guayacol, CG-MS 
 

 
Alicyclobacillus acidoterrestris es uno de los 
microorganismos alterantes que más 
preocupa a los productores de zumo. La 
alteración que ocasiona se atribuye a la 
producción de guayacol, un compuesto que 
causa sabores y aromas anómalos en los 
zumos, descritos como medicinales o 
ahumados, lo que lleva al rechazo del 

producto por parte de los consumidores y 
ocasiona pérdidas económicas significativas 
para los productores. A. acidoterrestris es 
una bacteria acidófila, termorresistente y 
formadora de endosporas que resiste a los 
tratamientos convencionales, como la 
pasteurización y las altas presiones 
hidrostáticas (HPP), utilizados para 
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garantizar la calidad y seguridad alimentaria 
de los zumos. Con el objetivo de conocer la 
incidencia de esta bacteria en zumos de 
frutas del mercado español, se analizaron 
150 muestras de zumos tratados con 
pasteurización o HPP. Parte de las muestras 
fueron adquiridas en los lineales de 
distintos supermercados (127 muestras) y 
otras fueron suministradas por empresas 
elaboradoras de zumo (23 muestras) como 
productos intermedios que se utilizan 
posteriormente para mezclas. Como 
resultado, se detectó A. acidoterrestris en 
27 de las muestras (21 muestras de 
supermercado (17,3 %) y 5 muestras 
intermedias (21,7 %)), representando una 
incidencia del 18,0 % del total analizado. Los 
aislados obtenidos y la cepa de referencia 
CECT 7094T se caracterizaron en función de 
su crecimiento en caldo BAT a diferentes 
temperaturas (entre 20 y 60 °C) y diferentes 
pH (entre 2 a 4,5) y por su capacidad para 
producir guayacol en condiciones óptimas 
(caldo BAT enriquecido con ácido vainílico 
(100 mg/L) a pH 4.0 durante 24 h a 45°C). La 
cuantificación de guayacol en caldo BAT se 
realizó mediante un ensayo colorimétrico 
de la enzima peroxidasa.  

 

Figura 1: concentración de guayacol (mg/L) producida 
por cuatro de las cepas de A. acidoterrestris aisladas 
de zumos y de la cepa de colección CECT 7094T en 
condiciones in vitro tras 24h de incubación a 45°C en 
caldo BAT. 

Los resultados mostraron diferencias 
significativas entre aislados en cuanto a la 
capacidad de crecimiento a diferentes pH y 
temperaturas. Aunque se confirmó que la 
temperatura óptima de crecimiento de los 
aislados fue de 45 °C, algunos destacaron 
(R42, EC10, EZ13 y EC1) por su capacidad de 
crecer a temperaturas de 20 y 25 °C. Por lo 
que respecta a los resultados obtenidos de 
la capacidad de producción de guayacol, 
todos los aislados produjeron el compuesto 
detectándose concentraciones entre 74,1 y 
145,6 mg/L a las 24 h. El aislado EC1 
también destacó por producir la mayor 
cantidad de guayacol (145,6 ± 10,3 mg/L). 
No obstante, no se observaron diferencias 
significativas respecto a otros aislados como 
P1, R111 y R3 (123,2 ± 1,4, 123,2 ± 11,4 y 
119,9 ± 11,8 mg/L de guayacol, 
respectivamente) (Figura 1). Mientras que 
la cepa de referencia CECT 7094T bajo las 
mismas condiciones produjo 100,7 ± 14,7 
mg/L de guayacol. 

Para que A. acidoterrestris produzca 
guayacol en los zumos, es necesario que los 
compuestos precursores del guayacol estén 
presentes. Existen varias rutas metabólicas 
mediante las cuales puede generarse 
guayacol, por lo que no se puede atribuir su 
producción a un solo precursor. Entre los 
principales precursores descritos del 
guayacol se encuentran el ácido vainílico, el 
ferúlico y la vainillina. A nivel de laboratorio 
se ha observado que si existe la presencia 
de precursores y una población bacteriana 
de 104 ufc/mL puede darse la producción de 
guayacol. Sin embargo, este proceso puede 
verse afectado por factores intrínsecos del 
zumo (pH, contenido en sólidos solubles o 
presencia de compuestos antimicrobianos) 
y extrínsecos (como la temperatura de 
almacenamiento [1,2].   
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Para entender mejor el comportamiento 
de A. acidoterrestris en zumos de frutas, se 
seleccionaron los 4 aislados que mostraron 
una mayor capacidad de producción de 
guayacol en condiciones óptimas, y junto a 
la cepa de referencia CECT 7094T, se 
estudió su comportamiento en zumo de 
naranja y zumo de uva negra. Inicialmente 
se caracterizaron los zumos cuantificando 
los compuestos fenólicos más relevantes, 
incluyendo los precursores del guayacol 
más conocidos. Con el objetivo de 
acercarnos más a la realidad se utilizó una 
suspensión de esporas para la inoculación 
de los zumos, puesto que es en esta forma 
en la que suele encontrarse este alterante 
en el campo, siendo una de las vías de 
contaminación principales de la materia 
prima. Se determinó la capacidad de 
crecimiento de las cepas en los zumos a 45 
°C, mediante siembra en medio YSG, y su 
capacidad de producción de guayacol a los 
7 días. La cuantificación de guayacol en 
zumo se llevó a cabo empleando 
cromatografía de gases acoplado a un 
detector de masas obteniendo un límite de 
cuantificación de 4 µg/L en zumo.  

 
Figura 2: evolución de la población de células totales 
(línea continua) y esporas (línea discontinua) de la 
cepa EC1 de A. acidoterrestris en zumo de naranja y 
zumo de uva negra a lo largo de la incubación del 
zumo a 45 °C.  

Todos los aislados estudiados mostraron 
crecimiento en zumo de naranja, 

incrementando las poblaciones de células 
totales y esporas entre 1 y 2 unidades 
logarítmicas a los 7 días. Al contrario, en 
zumo de uva negra el crecimiento de 
algunos aislados se vio inhibido (R111 y P1, 
datos no mostrados) mientras que en el 
resto de los aislados se observó una 
reducción de la población de entre 0,7 y 1,5 
unidades logarítmicas a los 7 días, siendo la 
cepa EC1 la que mostró la mayor reducción 
en zumo de uva negra (Figura 2).  

 
Figura 3: concentración de guayacol (µg/L) en los 
zumos de naranja y uva negra a los 7 días tras el 
crecimiento de las distintas cepas de aislados de A. 
acidoterrestris durante 7 días a 45 °C. 

En cuanto a la producción de guayacol a los 
7 días, en el zumo de naranja se detectaron 
concentraciones de guayacol entre 146,5 y 
371,2 µg/L, destacando las cepas P1 y R111 
como las más productoras (362,3 ± 12,6 y 
339,1 ± 12,3 µg/L, respectivamente) (Figura 
3). En cambio, en el zumo de uva negra se 
observó una menor producción de guayacol 
sin diferencias significativas entre aislados 
con valores entre 15,0 y 64,6 µg/L de 
guayacol. Aunque en el zumo de uva negra 
la concentración de guayacol producida 
pueda parecer insignificante respecto a la 
observada en zumo de naranja, ésta se 
encuentra por encima de 2 µg/L, 
concentración descrita a partir de la cual se 
percibe el olor de guayacol en el zumo de 
naranja[3]. Se ha descrito el umbral de 
detección del guayacol en otros zumos 
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Resumen  

La persistencia de Alicyclobacillus acidoterrestris en zumos de frutas debido a su resistencia a 
métodos convencionales como la pasteurización térmica y las altas presiones hidrostáticas (HPP) 
representa un reto para la industria de zumos. Para abordarlo, se han explorado alternativas 
como la radiación ultravioleta C (UV-C) y el uso simultaneo de altas presiones hidrostáticas (HPP) 
con temperaturas moderadas y compuestos antimicrobianos. Se evaluó la efectividad de la UV-
C en dos etapas distintas del proceso de producción de zumo de naranja (desinfección de la fruta 
y tratamiento del zumo), aplicando dosis de 0-60 kJ/m2 en la superficie de la fruta y entre 0-400 
kJ/m2 en zumo inoculado. Una dosis UV-C de 18 kJ/m2 en la piel de naranja redujo las esporas de 
A. acidoterrestris hasta 2 unidades logarítmicas, sin embargo, en zumo fue necesaria una dosis 
de hasta 300 kJ/m2 para obtener una reducción similar debido a la baja penetración de la UV-C. 
Como alternativa para el control de las esporas de A. acidoterrestris en zumo, se investigó la 
combinación de HPP con temperatura (500 MPa a 70 °C y 600 a 65 °C) y nisina. Los tratamientos 
redujeron la población de A. acidoterrestris entre 3,4 y 4,4 unidades logarítmicas. Tras el 
tratamiento, las muestras se almacenaron durante 12 días a 45 °C y se determinó la evolución 
de la población de células totales y esporas y la alteración del zumo a los 12 días. Solo los 
tratamientos con antimicrobianos inhibieron el desarrollo de A. acidoterrestris durante la 
conservación, manteniendo la población por debajo del límite de detección.  

 

Palabras clave  

Nisina, guayacol, esporas 
 

 
La presencia de Alicyclobacillus 
acidoterrestris en zumos de frutas cada vez 
preocupa más a los productores de zumos, 
ya que sus esporas resisten los tratamientos 
convencionales como la pasteurización 

térmica y a tratamientos alternativos como 
las altas presiones hidrostáticas (HPP). 
Como consecuencia de su supervivencia en 
el zumo, cuando las esporas se encuentran 
en condiciones favorables, germinan y la 
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bacteria altera el producto produciendo un 
olor y sabor desagradables, lo que conlleva 
al rechazo por parte del consumidor. Esta 
alteración se debe a la producción de 
diferentes compuestos, entre los cuales se 
encuentra el guayacol. Ruiz Perez-Cacho y 
Rouseff [1] reportaron que el guayacol se 
puede detectar por su olor a partir de una 
concentración de 2 µg/L en zumo de 
naranja. Frente a esta problemática, se 
proponen varias estrategias de control para 
reducir la incidencia de este 
microorganismo durante el proceso de 
producción del zumo de naranja. Algunas de 
las alternativas que se proponen son la 
aplicación de radiación ultravioleta de onda 
corta C (UV-C) y el uso combinado de las 
HPP con temperaturas moderadas y 
compuestos antimicrobianos.  

Se evaluó la eficacia de la aplicación de UV-
C en naranja, tanto la fruta como en el zumo 
[2]  para el control de dos cepas de A. 
acidoterrestris, una cepa de referencia 
(CECT 7094T) y una cepa previamente 
aislada de un zumo de manzana 
pasteurizado (TA-1.183). En primer lugar, se 
preparó un concentrado de esporas de cada 
una de las cepas de A. acidoterrestris y se 
inoculó la piel de la naranja a 5 log ufc/cm2 
y el zumo a 5 log ufc/mL. A continuación, se 
aplicaron los tratamientos de radiación 
UV-C, a una longitud de onda de 254 nm y 
una intensidad de aproximadamente 100 
W/m2. Los tiempos de tratamiento para la 
superficie del fruto oscilaron entre 3 
segundos y 10 minutos (0,3-  59,9 kJ/m2) y 
en el zumo entre 5 y 60 minutos (31,4-370,6 
kJ/m2).  

En los resultados obtenidos de la piel de la 
naranja, se observó que con una dosis UV-C 
de 0,3 kJ/m2 se redujo significativamente la 
población de esporas de ambas cepas, en 
0,8 ± 0,2 unidades logarítmicas para la cepa 
CECT 7094T (Figura 1A) y en 0,9 ± 0,1 

unidades logarítmicas para la cepa TA-1.183 
(Figura 1B). Sin embargo, al incrementar la 
potencia de 18,0 a 59,9 kJ/m2 para CECT 
7094T y de 5,9 a 59,9 kJ/m2 para TA-1.183, 
no se detectaron variaciones significativas 
en la población de esporas. Tras 10 minutos 
de exposición (62,8 ± 0,8 kJ/m2) se observó 
una reducción significativa de 2,28 ± 0,21 y 
2,08 ± 0,23 unidades logarítmicas para A. 
acidoterrestris CECT 7094T y TA-1.183, 
respectivamente.  

 

 
Figura 1: Curvas de supervivencia de las esporas de A. 
acidoterrestris CECT 7094T (A) y A. acidoterrestris TA-
1.183 (B) en piel de naranja durante el tratamiento 
con radiación UV-C. 

En cuanto a la inactivación de las esporas de 
A. acidoterrestris en zumo de naranja, una 
radiación de 94,4 kJ/m2 redujo las esporas 
de la cepa CECT 7094T en 0,5 ± 0,1 unidades 
logarítmicas (Figura 2A). Al aumentar la 
potencia a 157,2 kJ/m2, la reducción fue de 
1,3 ± 0,2 unidades logarítmicas. Para la cepa 
TA-1.183 (Figura 2B), una potencia de 125,9 
kJ/m2 redujo las esporas en 0,7 ± 0,2 
unidades logarítmicas, mientras que a 278,8 
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kJ/m2, la reducción fue de 1,7 ± 0,3 
unidades logarítmicas. Tras una exposición 
de 60 minutos (370,6 kJ/m2) se lograron 
reducciones de 2,8 ± 0,4 y 2,2 ± 0,6 
unidades logarítmicas para A. 
acidoterrestris CECT 7094T y TA-1.183 en 
zumo, respectivamente. 

 

 

 
Figura 2: Curvas de supervivencia de las esporas de A. 
acidoterrestris CECT 7094 T (A) y A. acidoterrestris TA-
1.183 (B) en zumo de naranja durante el tratamiento 
con radiación UV-C. 

Por tanto, se demostró que la radiación 
ultravioleta UV-C (254 nm) puede reducir la 
población de esporas de A. acidoterrestris 
en piel y zumo de naranja. Sin embargo, 
para obtener efectividades similares a las 
observadas en la piel fue necesario tratar el 
zumo durante 60 minutos. Debido a la baja 
penetración de la radiación UV-C en zumos 
turbios, se estudió el tratamiento HPP 
combinado con temperatura y nisina como 
alternativa.      

En primer lugar, se preparó un concentrado 
de esporas de una cepa de A. acidoterrestris 

previamente aislada de un concentrado de 
zumo de manzana (EC1)[3] . Paralelamente, 
se prepararon muestras de zumo con nisina 
a dos dosis distintas (0,02 y 0,05 g/L), que se 
inocularon para obtener una población 
inicial de esporas de A. acidoterrestris de 
aproximadamente 105 ufc/mL. 
Seguidamente, las muestras se sometieron 
a dos tratamientos de presión y 
temperatura (500 MPa a 70 °C y 600 MPa a 
65 °C). Inmediatamente después del 
tratamiento se determinó la población de 
células totales y esporas de cada una de las 
muestras. Tras 12 días de conservación a 45 
°C se volvió a determinar población de 
células totales y esporas, así como la 
concentración de guayacol en el zumo. 

Como se puede observar en la Figura 3, el 
tratamiento combinado de presión y 
temperatura (500 MPa a 70 °C) con ambas 
dosis de nisina (0,02 y 0,05 g/L) resultó en 
una reducción significativa de la población 
de células totales y esporas, logrando 
reducciones de 4,2 ± 0,1 y 4,3 ± 0,0 unidades 
logarítmicas, respectivamente. En 
contraste, el zumo sin nisina mostró una 
menor disminución, con reducciones de 1,5 
± 1.1 y 1,4 ± 1,0 unidades logarítmicas en 
células totales y esporas, respectivamente. 
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Figura  3. Variación de la población de células 
totales (barras lisas) y esporas (barras con líneas) 
de A. acidoterrestris en el zumo de naranja sin 
nisina y con 0,02 y 0,05 g/L de nisina tras aplicar un 
tratamiento combinado de 500 MPa+70 °C y a los 
12 días de incubación a 45 °C. 
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Tras 12 días de incubación a 45 °C, la 
población de células totales y esporas, en 
ambas dosis de nisina aplicadas se 
mantuvieron estables al mismo nivel de 
reducción. Sin embargo, en el zumo sin 
nisina, se observó un incremento de 2,1 ± 
0,1 y 1,1 ± 0,1 unidades logarítmicas de la 
población de células totales y esporas, 
respectivamente, respecto a la población 
inicial en zumo. En cuanto a la producción 
de guayacol a los 12 días, se detectaron 
cantidades de 5,0 ± 0,4 y 4,1 ± 0,6 µg/L de 
guayacol en las dosis 0,02 y 0,05 g/L de 
nisina, respectivamente. En cambio, en el 
zumo sin nisina tratado previamente con 
500 MPa+70 °C se detectaron mayores 
concentraciones de guayacol (179,2 ± 41,2 
µg/L de guayacol (datos no mostrados). 

Al aplicar un segundo tratamiento 
combinado de temperatura y presión (600 
MPa a 65 °C) (Figura 4), la reducción de la 
población de células totales y esporas fue 
menor en comparación al tratamiento 
aplicado a 500 MPa a 70 °C. Sin embargo, se 
observó la misma reducción en el zumo sin 
nisina que en zumo con las dos dosis de 
nisina aplicadas, alcanzando reducciones de 
3,4 ± 0,0 y 3,6 ± 0,0 unidades logarítmicas, 
para células totales y esporas, 
respectivamente.   

 
Figura  4. Variación de la población de células totales 
(barras lisas) y esporas (barras con líneas) de A. 
acidoterrestris en el zumo de naranja sin nisina y con 

0,02 y 0,05 g/L de nisina tras aplicar un tratamiento 
combinado de 600 MPa+65 °C y a los 12 días de 
incubación a 45 °C. 

Tras 12 días de incubación a 45 °C del zumo 
tratado con 600 MPa+65 °C, la variación de 
la población de células totales y esporas a 
0,02 y 0,05 g/L de nisina se mantuvo 
constante, mientras que en el zumo sin 
nisina se observó una variación positiva de 
2,2 ± 0,2 y 1,4 ± 0,1 unidades logarítmicas 
para células totales y esporas, 
respectivamente, respecto la población en 
zumo antes del tratamiento. Respecto al 
guayacol producido en el día 12 de 
incubación a 45 °C, en el zumo con nisina se 
cuantificaron 7,0 ± 0,7 y 10,0 ± 2,2 µg/L de 
guayacol, en las dosis 0,02 y 0,05 g/L de 
nisina, respectivamente. En cambio, en el 
zumo sin nisina, los niveles de guayacol 
alcanzaron 203,3 ± 53,4 µg/L (datos no 
mostrados).  

En el estudio realizado se ha observado una 
elevada efectividad en la aplicación de 
radiación de UV-C en piel de naranja. 
Asimismo, la combinación de nisina con HPP 
y temperaturas moderadas puede ser una 
buena estrategia de control de las esporas 
de A. acidoterrestris en zumo de naranja.  
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Tabla 2: contenido de nitratos (NO3-) y ozono (O3), 
expresados en ppm, de las PAWs generadas. 

PAW NO3- (ppm) O3 (ppm) 

A 5,93 ± 0,23 0,27 ± 0,08 

B 11,15 ± 0,37 0,27 ± 0,06 

C 11,79 ± 0,61 0,16 ± 0,07 

D 8,25 ± 0,35 0,19 ± 0,09 

E 10,21 ± 0,51 0,19 ± 0,11 

 
La aplicación de las diferentes PAWs a las 
biopelículas de L. monocytogenes durante 
60 minutos ejerció un efecto antibacteriano 
similar, logrando inactivaciones que 
oscilaron entre 3,1 y 3,5 ciclos logarítmicos 
(Figura 2), lo que pone de manifiesto, 
además de la gran capacidad desinfectante 
de la solución, que las condiciones 
estudiadas para su generación no 
condicionaron, en líneas generales, su 
posterior efecto letal.  

 
 
 
 
 
 

Asimismo, no se detectó la existencia de 
correlaciones entre las concentraciones de 
nitrato u ozono presentes en el PAW y el 
grado de inactivación alcanzado, lo que 
podría indicar que estas especies químicas 
reactivas no son las únicas responsables del 
efecto antimicrobiano, sino que podrían 
desempeñar un papel importante otros 
compuestos citotóxicos más inestables, 
como el radical hidroxilo, anión superóxido, 
peroxinitrito u oxígeno singlete [4,5]. 
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Figura 2: inactivación de la población de células de L. 
monocytogenes, crecidas en biopelícula, tras su 
exposición durante 60 minutos a la acción de 
diferentes PAWs obtenidas en distintas condiciones 
de descarga eléctrica. 
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Resumen /  Abstract  

Listeria monocytogenes, la bacteria causante de la listeriosis, es un patógeno alimentario 
importante que sigue provocando brotes toxiinfecciosos a nivel mundial. Debido a los riesgos que 
plantea para la salud, la monitorización y vigilancia en plantas de procesado de alimentos es 
esencial. Actualmente, para evaluar el riesgo y detectar la presencia de L. monocytogenes, es 
necesario realizar la secuenciación del genoma completo (WGS) de los aislados a partir de un 
medio selectivo, lo que permite una caracterización detallada del patógeno. Sin embargo, esta 
metodología es dependiente de cultivo, por lo que no representa a toda la comunidad 
bacteriana. La secuenciación metagenómica directa es independiente de cultivo y ofrece una 
metodología única para llenar vacíos de conocimiento sobre la ecología microbiana de muestras 
alimentarias. Sin embargo, la alta carga bacteriana y la complejidad de los microbiomas en 
entornos de producción y procesamiento de alimentos, así como las limitaciones en la 
profundidad de secuenciación, hacen inviable el uso de este método, para la detección de cepas 
patógenas en muestras ambientales y alimentarias. Para solventar estas limitaciones, este 
trabajo propone el uso de Nanopore Adaptive Sampling (NAS), basado en el enriquecimiento 
controlado por software como una alternativa a los métodos tradicionales de laboratorio, como 
la separación inmunomagnética. NAS opera mediante una línea de procesamiento 
bioinformático que, durante la secuenciación, compara los nucleótidos de moléculas individuales 
con un genoma de referencia de la especie de interés cada ~0.4 segundos. De esta manera, se 
secuencian un mayor número de lecturas del patógeno. En este trabajo, se presentan los 
resultados obtenidos de comparar la metagenómica convencional y el NAS para la identificación 
de L. monocytogenes. 

 

Palabras clave /  Key words  

Listeria monocytogenes, cuasimetagenómica, secuenciación shotgun, Nanopore, Adaptive 
Sampling  
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1. Introducción 

Listeria monocytogenes es un patógeno de 
preocupación para el sector 
agroalimentario, por ser la causa de la 
listerioris, y de numerosas retiradas de 
producto, con el coste que esto supone para 
las empresas [1]. Su detección y 
caracterización durante la producción 
primaria y/o el procesado de alimentos es 
crucial para garantizar la seguridad 
alimentaria y la salud pública [2]. La 
secuenciación metagenómica por shotgun , 
independiente de cultivo, permite la 
detección de cepas específicas de L. 
monocytogenes y en tiempos más cortos 
que el WGS a partir de  aislados . Sin 
embargo, esta metodología presenta 
limitaciones a la hora de detectar 
patógenos presentes en muy baja 
concentración, incluso cuando se utiliza un 
enriquecimieto previo [4], [5]. El objetivo de 
este estudio es comparar diferentes 
metodologías con el fin de aumentar la 
abundancia de las lecturas de L. 
monocytogenes obtenidas durante la 
secuenciación de muestras ambientales 
como son suelo, agua de riego, productos 
vegetales y superficies. Las técnicas 
utilizadas fueron la separación 
inmunomagnética (IMS), la amplificación 
por desplazamiento múltiple (MDA), y el 
uso de técnicas de enriquecimiento 
controlado por software (Nanopore 
Adaptive Sampling, NAS).  

2. Material y métodos 

Se tomaron por duplicado muestras 
ambientales procedentes de un 
invernadero, entre las que se incluyeron 
agua de riego, suelo, superficies del 
invernadero (p. ej. cajas de recolección) y 
material vegetal. Cada réplica fue 
suplementada con 250 mL de medio de 
enriquecimiento diferente, y se utilizaron 
dos enriquecimientos: half Fraser-Fraser 

(hF-F) y Listeria Broth (LB). Todas las 
muestras se inocularon con 1 ufc/mL de un 
coctel de dos cepas de L. monocytogenes 
previamente aislada del ambiente de líneas 
de procesado de vegetales frescos cortados 
y caracterizadas como secuencia tipo (ST), 
ST155 y ST6. Las muestras suplementadas 
con LB se incubaron a 30 °C durante 48 h y 
las de half Fraser fueron primero pre-
enriquecidas a 30ºC durante 24h y 
enriquecidas en Fraser a 37ºC hasta las 48 
horas. De cada muestra, se tomaron 2 
alícuotas de 30 mL a diferentes tiempos, 6, 
12, 24 y 48 horas (n=16). Todas las alícuotas 
se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min 
y se les descartó el sobrenadante. A uno de 
los dos pellets obtenidos, se le extrajo el 
ADN directamente y el otro fue tratado con 
IMS y enriquecido con MDA. La IMS se llevó 
a cabo mediante el uso de las perlas 
Dynabeads® anti-Listeria y el MDA con el kit 
Qiagen REPLI-g UltraFast Mini (Cat no: 
150023) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. El ADN de todas las muestras fue 
extraído usando el kit de extracción Qiagen 
DNeasy PowerSoil Pro-Kit (Qiagen, 
Germantown, USA). La PCR cuantitativa 
(qPCR) en tiempo real se realizó utilizando 
un sistema de detección de secuencias 
QuantStudioTM 5 Real-Time PCR Instrument 
(ABI, Applied Biosystems, Madrid, España). 
Las concentraciones de cebadores y sondas 
y las condiciones para cuantificación fueron 
las descritas por Rodríguez-Lázaro et al., [6]. 
Las librerías de secuenciación fueron 
preparadas usando el Native Barcoding Kit 
24 V14 (SQK-NBD114.24, Oxford Nanopore, 
Oxford, UK), de acuerdo con las 
especificaciones del fabricante. Las librerías 
fueron secuenciadas usando el aparato 
MiniON MK1C con las Flow Cells R.10.4.1 
(FLO-MIN114, Oxford, UK) durante 48 
horas.  
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2.1 Bioinformatica 

El demultiplexado de las lecturas y 
eliminación de los adaptadores fue 
realizado mediante el uso de Porechop 
v0.2.4 [7]. Las lecturas con una calidad (Q) 
menor a 9 fueron eliminadas mediante 
NanoFilt v2.8.0 [8]. Un análisis de calidad de 
las lecturas se efectuó con NanoPlot v1.42.0 
[9]. Las abundancias relativas de cada 
muestra se calcularon mediante la 
asignación taxonómica de las lecturas con 
Kraken2 v2.1.3 [10] y Bracken 2.2.0 [11], 
usando la base de datos Standard-16 
(https://benlangmead.github.io/aws-
indexes/k2) y las gráficas se realizaron 
mediante un script de R. Para la 
identificación y caracterización de las cepas 
de L. monocytogenes presentes en la 
muestra metagenómica se utilizó StrainGE 
v1.3.9 [12], preparando una base de datos a 
partir de los 256 genomas de L. 
monocytogenes disponibles en el NCBI. La 
secuencia tipo de los genomas de referencia 
se determinó mediante la herramienta mlst 
v2.23.0(https://github.com/tseemann/mlst
) usando el esquema de Moura et al. [13]. 

3. Resultados 

3.1 Selección del medio de enriquecimiento 

Los enriquecimientos están diseñados para 
incrementar la concentración del patógeno, 
así como para reducir la diversidad de 
microorganismos presentes en la muestra. 
En este estudio se compararon dos medios 
de enriquecimiento para la detección de L. 
monocytogenes durante 48 h; hF-F, y LB. La 
Figura 1 muestra los CTs de L. 
monocytogenes detectados por qPCR a cada 
una de las horas analizadas. Los resultados 
obtenidos muestran niveles de CTs 
sucesivamente más bajos en las muestras 
enriquecidas con LB en comparación con las 
de hF-F, principalmente a las 12 y 24 horas 
de crecimiento de L. monocytogenes, lo que 

indica una mayor concentración de L. 
monocytogenes en dichas muestras. En 
base a estos resultados, las muestras 
enriquecidas en LB fueron las seleccionadas 
para su secuenciación.  

Figura 1: Comparación de los caldos de cultivo y la 
duración de los enriquecimientos de todas las 
muestras. Box-plot representan los CT (Cycle 
Threshold, en inglés) en las muestras enriquecidas 
con hF-F (izquierda) y LB (derecha). 

3.2 Estimación de la abundancia relativa 

Inicialmente, las lecturas se asignaron a un 
taxón mediante Kraken2 para evaluar la 
abundancia relativa del género Listeria spp. 
en la muestra (Figura 2). Las muestras con 6 
y 12 horas de incubación, con y sin IMS-
MDA, no han llegado a registrar lecturas 
ligadas al género Listeria spp. En la muestra 
de 24 horas sin IMS-MDA, un 2,6 % (1969 
lecturas) de las lecturas totales fueron 
asignadas a Listeria spp., con IMS-MDA se 
asignaron un 20,6 % (942 lecturas). 
Respecto a las muestras de 48 horas, se 
obtuvo un 1.3% (1343 lecturas) y un 44,5% 
(3550 lecturas) sin y con IMS-MDA 
respectivamente. Aunque a las 48 horas se 
obtuvo un mayor número de lecturas 
usando la combinación IMS-MDA, las 
lecturas sin IMS-MDA tienen una calidad y 
longitud media superior (Figura 3). 
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LA CONDUCTIVIDAD ELÉCTRICA DEL MEDIO DE TRATAMIENTO, 
UN PARÁMETRO CRÍTICO PARA LA SUPERVIVENCIA DE 
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Resumen 

Los Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje (PEF) han demostrado ser eficaces para inactivar Anisakis en 
pescado, y esta inactivación aumenta con la conductividad eléctrica del medio de tratamiento. 
Mediante simulaciones numéricas, se pudo evidenciar que los Anisakis reciben un mayor campo 
eléctrico al aumentar la conductividad eléctrica del medio, explicando la mayor inactivación 
observada. Con los datos experimentales obtenidos se ha desarrollado una ecuación matemática 
que permite predecir la inactivación de Anisakis en ventrescas de merluza en los rangos de 
estudio (1-5 kV/cm, 10-40 kJ/kg, 7-30 µs y 0,4 a 10 mS/cm).  

 

Palabras clave 

Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje, simulación numérica, Anisakis, conductividad 
eléctrica 
 
 
Introducción 
Recientemente, se ha demostrado que los 
Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje (PEF) son 
eficaces para inactivar Anisakis [2,3,4] y se ha 
descrito que la conductividad eléctrica del 
medio de tratamiento es un parámetro que 
condiciona la eficacia letal de los mismos [4]. 
Sin embargo, se desconoce la causa 
responsable de esta mayor eficacia letal. Se 
plantea la hipótesis de que la distinta 
conductividad eléctrica de las células del 

pescado con respecto a la de Anisakis [5] 
podría afectar al campo eléctrico aplicado 
en cada tipo de célula. Sin embargo, medir 
este campo eléctrico es complicado. El uso 
de herramientas de simulación numérica 
podría ayudar a evidenciar esta 
circunstancia. Es por ello que el objetivo de 
este trabajo fue estudiar el efecto de la 
conductividad eléctrica del medio en la 
letalidad de Anisakis spp en piezas de 







XXIII Congreso Nacional de Microbiología de los Alimentos, 2024 
 

150 
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Resumen /  Abstract  

Yeasts may represent an alternative valuable novel protein source. Electroporation of microbial 
cells by Pulsed Electric Fields (PEF) has emerged as an effective technique for improving protein 
extraction. Application of PEF for this purpose requires understanding how the treatment may 
affect events related to protein extraction such as the pore size or the release of proteases from 
yeast vacuoles. After electroporation of the biomass of a S. cerevisiae brewing strain by PEF 
treatments of different intensities (15 kV/cm, 43.3 to 207.0 kJ/kg), cells were incubated at 25°C, 
for monitoring over time the extraction of proteins, and amino acids, and the proteolytic enzyme 
activity.  

After 1 hour of extraction, 15% of total content of proteins were extracted independently of the 
intensity of the PEF treatment. However, by increasing extraction time until 72 hours, extraction 
of proteins and amino acids was more efficient in the yeast biomass treated in the range of total 
specific energies from 43.4 kJ/kg to 121.1 kJ/kg. Extraction yields for the most intense treatments 
applied (164.1 and 207 kJ/kg) decreased by 27 and 54%, respectively. For the different PEF 
treatments applied, a positive correlation was observed between protein extraction and 
proteolytic activity. This suggests that more intense PEF treatments caused protease 
inactivation, impairing the protein hydrolysis required for releasing the cytoplasmic proteins of 
higher molecular weight. 

The results of this study shows that the increment of the intensity of the PEF treatment did not 
seem to increase the size of pores of the cytoplasmic membrane of S. cerevisiae and consequently 
did not increase the protein extraction yield. In fact, surpassing a certain threshold may lead to 
diminished extraction due to the denaturation of proteases that are pivotal in yeast protein 
extraction from electroporated yeast cells. 

 

Palabras clave /  Key words  

Electroporación, Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje, Extracción de proteínas, Saccharomyces 
cerevisiae, Actividad proteasa /  Electroporation, Pulsed Electric Fields, Protein extraction, 
Saccharomyces cerevisiae, Protease activity. 
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Para la producción de proteínas de 
levaduras se puede utilizar como nutrientes 
residuos de la industria alimentaria o de 
pueden obtener a partir de la biomasa 
procedente de procesos fermentativos 
como la generada durante la elaboración de 
la cerveza o el vino contribuyendo de esta 
manera a conseguir los objetivos de la 
economía circular. 

El uso de las proteínas de las levaduras 
como ingrediente alimentario requiere su 
extracción. Para ello, generalmente se 
utilizan procedimientos mecánicos, 
químicos o enzimáticos que provocan la 
rotura de la pared celular. Aunque la 
eficacia de estos procedimientos es alta, 
con ellos se consigue una extracción de 
proteínas poco selectiva obteniéndose 
extractos contaminados con el resto de los 
componentes celulares. 

La tecnología de los pulsos eléctricos de alto 
voltaje (PEF) representa una prometedora 
alternativa para la extracción de 
biomoléculas localizadas en el citoplasma 
de levaduras. Los tratamientos PEF 
provocan un fenómeno denominado 
electroporación, que consiste en el 
incremento de la permeabilidad celular 
como consecuencia de la formación de 
poros en la membrana citoplasmática de las 
células2. El incremento de la permeabilidad 
de la membrana citoplasmática permite 
extraer componentes intracelulares sin 
comprometer la estructura celular 
consiguiéndose extractos más puros. La 
eficacia de la tecnología PEF en la mejora de 
la extracción es función del grado de 
permeabilización de la membrana 
citoplasmática que depende tanto del 
número como del tamaño de los poros 
formados y, a su vez, de las condiciones de 
tratamiento aplicadas.  

El objetivo de este estudio fue investigar la 
influencia de la intensidad de los 
tratamientos PEF en la extracción de 
proteínas de S. cerevisiae. 

La biomasa de S. cerevisiae S-04 se trató en 
flujo continuo (3 L/h) a una intensidad de 
campo eléctrico de 15 kV/cm y diferentes 
tiempos de tratamiento modificando la 
frecuencia de aplicación de pulsos de una 
anchura de 3 µs.  La energía específica de los 
tratamientos aplicados varió entre 43.3 a 
207.0 kJ/kg, que se correspondían con 
temperaturas de salida de la biomasa entre 
30 y 70 °C. Tras la aplicación del 
tratamiento, la temperatura de la biomasa 
se disminuyó en pocos segundos por debajo 
de 25 °C en un intercambiador de calor 
colocado tres la cámara de tratamiento. Las 
células tratadas fueron incubadas a 25 °C 
para monitorizar la extracción de proteínas 
y aminoácidos, así como la actividad de 
enzimas proteolíticas a lo largo del tiempo. 
La concentración total de estos compuestos 
en las células de levadura se determinó tras 
su completa destrucción mecánica 
mediante un molino de perlas. 

La Figura 1A se muestra que, 
independientemente de la intensidad del 
tratamiento, trascurrida una hora, se logró 
extraer el 15% de las proteínas presentes en 
el citoplasma de la biomasa de S. cerevisiae. 
A medida que se prolongó el tiempo de 
incubación, la extracción de proteínas 
aumentó progresivamente siendo la 
extracción más eficaz en la biomasa tratada 
por los tres tratamientos menos intensos. 
Mientras que se obtuvo alrededor del 50% 
de las proteínas totales con estos 
tratamientos transcurridas 72 horas de 
incubación, la extracción con los 
tratamientos de una energía específica de 
161.4 y 207.0 kJ/kg fue de un 44 y un 26% 
respectivamente.  
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Resumen 

Bacillus cereus es un patógeno alimentario cuyas esporas son capaces de sobrevivir a 
tratamientos térmicos de cocción convencionales. Se ha encontrado en granos de soja y 
productos derivados, por lo que surge la necesidad de investigar alternativas para su 
higienización. El objetivo de este estudio es determinar el efecto del plasma frío como tecnología 
de desinfección en harina de soja, en combinación con una nanoemulsión de D-limoneno para 
inhibir/reducir el crecimiento de B. cereus durante el almacenamiento refrigerado en una 
simulación de bebida de soja formulada con dicha harina y utilizando un caldo de cultivo sintético 
como matriz control. En primer lugar, la harina inoculada con esporas de B. cereus se somete a 
un tratamiento con plasma frío de aire sintético (20% O2 y 80% N2), a una presión de 0.80 mbar 
y con una potencia de 300W durante 30 minutos. En el caso de la matriz control, este tratamiento 
se realiza sobre la superficie de portaobjetos previamente inoculado con esporas. Tras el 
tratamiento por plasma, se reconstituye la bebida a partir de la harina de soja y se adiciona el 
caldo nutritivo en el caso de la matriz control. Posteriormente, se germinan las esporas (80ºC, 
10 min), se adiciona una nanoemulsión de D-limoneno 50 mM, y se lleva a cabo un estudio de 
viabilidad de B. cereus durante el almacenamiento refrigerado (10ºC) a lo largo de 10 días. Los 
resultados muestran que el tratamiento con plasma reduce la concentración de esporas 
alrededor de un ciclo logarítmico en la harina de soja, mientras que en superficie se reduce por 
debajo del LOD. En cuanto al almacenamiento refrigerado, el D-limoneno tiene un efecto 
bacteriostático sobre B. cereus en caldo nutritivo, mientras que en la matriz de soja no se observa 
ningún efecto sobre el microorganismo. 
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1. INTRODUCCIÓN 

B. cereus es un patógeno alimentario 
común, que se ha aislado en diversas 
matrices de soja (Anjos et al., 2020). Debido 
a que sus esporas son capaces de sobrevivir 
a los tratamientos térmicos convencionales, 

es crucial investigar alternativas para su 
eliminación (Valdez-Narváez, 2023). El 
plasma frío (CP) y las nanoemulsiones de D-
limoneno (DLN) han surgido como 
alternativas prometedoras (Garre et al., 
2020; Niemira, 2012). El CP es un gas 
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ionizado que puede generarse aplicando 
una corriente eléctrica a un gas de 
alimentación como el aire y contiene 
especies reactivas y radiación UV, lo que le 
otorga propiedades antibacterianas (Yau et 
al., 2018). Por otra parte, el D-limoneno es 
un compuesto natural que se encuentra en 
los aceites esenciales cítricos y ha sido 
ampliamente estudiado por sus actividad 
antibacteriana. Las investigaciones han 
demostrado que el D-limoneno 
nanoemulsionado presenta una mayor 
capacidad antibacteriana que el aceite 
esencial de D-limoneno (Hou et al., 2022). El 
objetivo de este trabajo es estudiar el 
efecto del CP como tecnología de 
desinfección en la materia prima (harina de 
soja) y también del efecto combinado con 
DLN, como antimicrobiano, para controlar 
el crecimiento de B. cereus durante el 
almacenamiento refrigerado de simulación 
de bebidas de soja formuladas con dicha 
harina. Adicionalmente, para evaluar el 
efecto de los diferentes tratamientos en 
función de la matriz también se incluyó en 
el estudio una muestra control (caldo 
nutritivo). 

 

2. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Cepa de B. cereus y esporulación 

Se utilizó un cultivo liofilizado de B. cereus 
(cepa CECT 148) de la Colección Española de 
Cultivos Tipo. El liofilizado se rehidrató con 
Nutrient Broth (Scharlab, Barcelona, 
España) y se incubó a 32°C en agitación 
continua para obtener células vegetativas. 
Para la esporulación, se prepararon 20 
frascos con Agar Nutritivo Fortificado 
(Scharlab, Barcelona, España), inoculados 
con 0.5mL de células vegetativas y se 
incubaron a 32°C durante 24h. La tasa de 
esporulación se monitoreó por microscopía 
de contraste de fase hasta alcanzar el 90% 
en 7 días. Las esporas se recogieron, se 

lavaron con agua bi-destilada y se 
centrifugaron a 2500g, 4°C durante 15 
minutos en una centrífuga Beckman (rotor 
JLA-16.250), repitiendo el proceso 4 veces. 
Finalmente, se almacenaron en agua 
destilada estéril a 4°C hasta su uso. 

2.2. Procesado de muestras 

2.2.1.  Preparación e inoculación de 
muestras  

El grano de soja amarilla (Glycine max) se 
adquirió en un comercio local y la harina se 
obtuvo triturando con un molino (IKA A11 
basic, IKA-Werke GmbH, Staufen, 
Alemania). Se pesaron 4g de la harina en 
botellas de borosilicato de 100 mL por 
triplicado para cada uno de los siguientes 
casos: tratamiento con CP, tratamiento con 
DLN, tratamiento conjunto con  CP y DLN y 
control (sin tratar). Las muestras se 
inocularon con 100 µL de la preparación de 
esporas de B. cereus, a una concentración 
inicial de 109 UFC/mL. Por otra parte, se 
inoculó la misma cantidad de esporas sobre 
portaobjetos de borosilicato (24 x 50 mm), 
con el objetivo de determinar el efecto de 
los tratamientos sin matriz alimentaria 
(matriz control).  

2.2.2. Tratamientos con CP 

Los tratamientos por plasma se llevaron a 
cabo  utilizando un equipo de descarga de 
barrera dieléctrica (Pico-AR-200-PCCE7, 
Diener GmbH, Ebhausen, Alemania). Las 
muestras de harina y portaobjetos se 
colocaron en una bandeja de borosilicato en 
el centro de la cámara del equipo. El aire 
sintético (20% de O2 y 80% de N2) sirvió 
como gas de proceso, operando a una 
presión de 0.80 mbar, con una potencia de 
300W y 30 minutos de exposición al 
tratamiento. 
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2.2.3. Reconstitución de matrices y 
germinación de esporas 

Las muestras de harina se reconstituyeron 
con 40 mL de agua destilada estéril. Para el 
caso de la muestra control, las esporas 
inoculadas en portaobjetos se 
resuspendieron y se llevaron a un volumen 
final de 40 mL con nutrient broth (Scharlab, 
Barcelona, España), como medio modelo. 
La germinación se llevó a cabo mediante 
tratamiento térmico. Para ello, las muestras 
reconstituidas se introdujeron en un baño 
de agua a 80°C y se trataron de manera 
isoterma durante 10 min.  

2.2.4. Preparación de DLN y adición en 
matrices reconstituidas 

La fase aceitosa de la nanoemulsión se 
preparó mezclando 6 mL de Tween 80 
(PanReac AppliChem, Barcelona, España) y 
8 mL de D-limoneno (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Alemania); la fase acuosa se 
preparó mezclando 13.75 mL de 
propilenglicol (Guinama, Valencia, España) 
y 22.25 mL de agua destilada. Ambas fases 
se combinaron y homogeneizaron 
utilizando un procesador ultrasónico 
(Hielscher UP400St Teltow Berlín, 
Alemania) equipado con una punta de 
sonotrodo S24d40. Las emulsiones se 
sometieron a sonicación continua durante 
30 min trabajando a una amplitud 
constante del 100% con una potencia 
máxima de 400W, hasta alcanzar el límite 
de energía impuesto de 12000Wxs. El 
periodo de trabajo se fijó en 3s con una 
pausa de 1s entre los tiempos de trabajo 
para producir las fuerzas disruptivas que 
disminuyeron el tamaño de las gotas. La 
temperatura de la nanoemulsión se 
mantuvo constante a unos 20ºC colocando 
el tubo de nanoemulsión en un baño de 
hielo. La distribución del tamaño de las 
gotas se determinó mediante el método de 
dispersión de luz láser con Mastersizer 2000 
(Malvern Instruments, Worcestershire, 

Reino Unido). La distribución media del 
tamaño de gota de la nanoemulsión de D-
limoneno fue de 0.340 µM. 

La concentración final de D-limoneno en las 
nanoemulsiones fue de 1M. Las 
nanoemulsiones se alicuotaron en tubos de 
ensayo previamente esterilizados y se 
almacenaron en refrigeración hasta su uso. 
La nanoemulsión se añadió a las bebidas de 
soja y a la matriz control a una 
concentración final de D-limoneno de 50 
mM. 

2.2.5. Estudios de almacenamiento 

Las muestras se almacenaron a 10°C con 
agitación continua a 400 rpm durante 240h 
para simular condiciones de refrigeración 
abusiva. Se tomaron muestras en intervalos 
específicos de tiempo (0, 24, 72, 144, 192, 
216 y 240h) y se realizaron diluciones 
decimales por duplicado en agua de 
peptona al 0.1% (p/v) (Scharlab, Barcelona, 
España). Además, se sembraron duplicados 
de estas diluciones en placas de Agar 
Nutritivo (Scharlab, Barcelona, España) 
complementado con almidón (1 g/L) 
(Scharlab, Barcelona, España) y se 
incubaron a 30°C durante 18-24 horas antes 
de contar manualmente las unidades 
formadoras de colonias (UFC). 

2.3. Análisis estadístico de los resultados 

Los resultados experimentales se 
expresaron como el logaritmo de la 
concentración bacteriana (UFC/mL). Para 
determinar diferencias significativas entre 
muestras se empleó el software IBM 
Statistical Packaging for Social Sciences, 
versión 29.0 (IBM SPSS Statistics, NY, USA. 
Se llevó a cabo la prueba t-student en el 
caso de variables con dos niveles, utilizando 
un intervalo de confianza del 95% y para 
variables con más de dos niveles se realizó 
un análisis de la varianza (ANOVA) de una 
vía (p-valor < 0.05) y la prueba de contrastes 
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post-hoc Tukey para determinar entre qué 
muestras había diferencias.  

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Se evalúa la viabilidad de B. cereus en caldo 
nutritivo como medio modelo para 
determinar el efecto de los tratamientos en 
ausencia de matriz alimentaria. Los 
resultados de logN obtenidos durante el 
almacenamiento para cada tratamiento se 
muestran en la figura 1.  

Figura 1: Resultados LogN de B. cereus durante el 
almacenamiento en medio modelo a 10°C. Los 
resultados se expresan como media ± error estándar. 
Letras mayúsculas diferentes indican diferencias 
significativas entre control, DLN, CP y CP+DLN  (p-
valor < 0.05). 

En el caso de los tratamientos con plasma, 
no se detectaron supervivientes de 0 a 24h 
de incubación en medio modelo, logrando 
una gran inactivación de las esporas 
inoculadas en la superficie de portaobjetos, 
por debajo del límite de detección (LOD). La 
alta efectividad del CP en la inactivación de 
microorganismos patógenos en superficies 
está demostrada en estudios previos (Misra 
et al., 2011). Sin embargo, esta gran 
reducción inicial de esporas no implica una 
inactivación total, ya que los pocos 
supervivientes pudieron crecer y 
cuantificarse a partir de las 72h de 
almacenamiento, sin diferencias 
significativas en los resultados de logN con 
respecto al control de 144 a 240h. Por otro 
lado, los tratamientos con DLN mostraron 

un efecto bacteriostático sobre el 
microorganismo, manteniendo valores de 
logN de alrededor de 6 ciclos logarítmicos 
durante todo el período de 
almacenamiento y presentando diferencias 
significativas con respecto al control de 24 a 
240h y respecto a los tratamientos con 
plasma de 72 a 240h. Se ha documentado 
que el D-limoneno puede inhibir el 
crecimiento bacteriano (Han et al., 2021), 
aunque se requieren más estudios para 
comprender plenamente el mecanismo de 
acción de este compuesto sobre la 
inhibición del crecimiento de B. cereus. En 
las muestras tratadas tanto con CP como 
con DLN, se observó un efecto sinérgico. Por 
una parte, el plasma logró una gran 
reducción en la carga inicial de esporas y 
por otra parte, el D-limoneno mostró un 
efecto bacteriostático durante el 
almacenamiento y, aunque se observó un 
ligero crecimiento de aproximadamente 3 
ciclos logarítmicos a las 192h, se obtuvieron 
diferencias significativas en los resultados 
de logN con respecto al control y a todos los 
tratamientos.  

También se evalúa el efecto del CP y de DLN 
en la viabilidad de B. cereus durante el 
almacenamiento en simulación de bebidas 
formuladas con harina de soja y los 
resultados obtenidos se muestran en la 
figura 2. Los tratamientos con plasma en 
harina de soja logran reducir la carga de 
esporas en aproximadamente 1 ciclo 
logarítmico, mostrando diferencias 
significativas en los resultados de logN en 
comparación con el control a tiempo 0h en 
la bebida reconstituida. Sin embargo, el 
microorganismo vuelve a crecer con el 
tiempo, alcanzando niveles similares al 
control y sin mostrar diferencias 
significativas entre las 24 y 240h. Por otro 
lado, no se observa ningún efecto 
bacteriostático en las bebidas con DLN. De 
hecho, el microorganismo crece durante el 
almacenamiento, sin diferencias 



XXIII Congreso Nacional de Microbiología de los Alimentos, 2024 
 

158 
 

significativas con respecto al control. Por 
último, en las muestras tratadas con plasma 
y DLN, solamente se determina el efecto del 
plasma en la reducción inicial de esporas. 

Figura 2: Resultados LogN de B. cereus durante el 
almacenamiento en bebida de soja a 10°C. Los 
resultados se expresan como media ± error estándar. 
Letras mayúsculas diferentes indican diferencias 
significativas entre control, DLN, CP y CP+DLN para un 
mismo tiempo de almacenamiento (p-valor < 0.05). 

En resumen, la harina de soja interfiere en 
los tratamientos por CP y DLN. 
Baerdemaeker et al. (2023) reportaron que 
las especies reactivas de oxígeno y 
nitrógeno (RONS) del plasma interactúan 
con los componentes de los alimentos, 
reduciendo la eficacia de los tratamientos 
en la inactivación de microorganismos. Por 
lo tanto, está claro que la harina de soja 
ejerce un efecto barrera y, como resultado, 
se obtiene una menor reducción de la carga 
de esporas en comparación con los 
tratamientos de plasma en superficie. En 
cuanto a la efectividad del DLN, está 
descrito que se puede ver afectada por 
interacción con componentes presentes en 
la matriz alimentaria como son la grasa y la 
fibra (Maté et al., 2017), por lo que esta 
puede ser la razón por la que no se observa 
un efecto bacteriostático en las condiciones 
estudiadas. 

4. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos demuestran que 
los tratamientos con CP utilizando aire 
sintético logran reducir la carga inicial de 
esporas en harina de soja y en la superficie 
de portaobjetos. No obstante, el efecto es 
más pronunciado en la superficie que en la 
matriz alimentaria. Por otra parte, DLN 
demuestra capacidad para inhibir el 
crecimiento del microorganismo a lo largo 
del almacenamiento en una matriz simple 
como el medio modelo. Sin embargo, no se 
observa ningún efecto de DLN sobre el 
microorganismo en bebidas formuladas con 
harina de soja, lo cual podría deberse a 
interacciones específicas entre el D-
limoneno y esta matriz.  
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Resumen 

En este estudio se seleccionaron variantes de Salmonella Typhimurium SL1344 resistentes a 
distintos agentes estresantes o tecnologías de procesado de alimentos. Además, se realizó un 
estudio genético y fenotípico para explorar los mecanismos subyacentes a la adquisición de la 
resistencia. Se aislaron 4 variantes con mayor resistencia estable al medio ácido, al medio 
osmótico, a las altas presiones hidrostáticas (HHP) y a la luz ultravioleta C (UV-C) tras repetidas 
rondas de exposición a estos agentes y crecimiento de los supervivientes. Las variantes aisladas 
mostraron resistencia al menos a otro agente. Este aumento de la resistencia, en términos 
generales, tenía un coste en el crecimiento, y ejercía un impacto variable en la virulencia 
(principalmente en la capacidad de adhesión), aumentaba la resistencia a antibióticos, pero no 
influía en la capacidad de formar biofilm. El aumento de la resistencia podría ser debido a un 
aumento de la actividad RpoS, ya que el análisis de secuenciación del genoma completo reveló 
que en 3 de las 5 variantes se encontró una mutación en un factor anti-sigma que promueve la 
proteólisis de RpoS. Además, se verificó al cuantificar la expresión de varios genes regulados por 
rpoS y se observó que era mayor en estas variantes. 
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Los microrganismos del género Salmonella 
son un buen ejemplo de evolución y 
adaptación a distintos nichos y 
hospedadores. La aparición de variantes 
resistentes puede contribuir a la 
supervivencia y capacidad de adaptación. 
De hecho, estas variantes emergentes 
constituyen un excelente modelo para 
profundizar en la comprensión de los 
mecanismos implicados en la supervivencia 

y resistencia celular a las diferentes 
tecnologías y factores de estrés. 

Existen varios enfoques para obtener dichas 
variantes con tolerancia estable, uno de 
ellos sería tras la aplicación de varios ciclos 
de tratamiento y crecimiento de 
supervivientes, o bien tras un único 
tratamiento del estrés ambiental o 
tecnología de procesado de alimentos. 
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