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RESUMEN

Los germinados de alfalfa en afios recientes han adquirido gran importancia entre
la poblacion debido a sus propiedades nutritivas. Sin embargo, con frecuencia se
han visto implicados en brotes de enfermedades causados por Salmonella
enterica y Escherichia coli 0157, debido probablemente a que generalmente se
consumen crudos sin la aplicacién de un tratamiento de desinfeccién previo que
asegure la eliminacion de microorganismos patdgenos, o0 bien a que los
tratamientos aplicados no son efectivos. El uso de antagonistas microbianos se ha
empleado con éxito en el control de fitopatdgenos; sin embargo, escasa es la
informacion respecto a su aplicacion sobre microorganismos patdgenos a
humanos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antagénico de
microorganismos aislados de diversas fuentes contra S. enterica y E. coli 0157
durante el proceso de germinaciéon de semillas de alfalfa. In vitro se evaluo el
efecto antagdénico de 39 cepas aisladas de diversas fuentes (queso, coliflor,
betabel, semillas de amaranto, materia fecal de bebé y suelo de cultivo organico)
contra S. enterica y E. coli O157. Se seleccionaron las cepas con efecto
antagonico contra los patégenos y se determind si no habia antagonismos entre
ellas para poder establecer mezclas. Posteriormente se evalué el efecto
antagonico de las mezclas seleccionadas en semilla de alfalfa inoculada con S.
enterica y E. coli 0157, y se monitoreo el comportamiento de los patdgenos a lo
largo de la germinacion. Se obtuvieron cuatro cepas antagonistas identificadas
como Bacillus sp. Las cepas 9, 18, 21 y 51 con efecto contra S. enterica y las
cepas 19 y 51 contra E. coli O157. Se establecieron tres mezclas: mezcla 2 (21 y
18), mezcla 3 (18 y 51) y mezcla 4 (21 y 51). Las mezclas 2 y 4 inhibieron a S.
enterica y la mezcla 3 a E. coli O157. Cuando estas mezclas se aplicaron en H,O
purificada estéril en donde se coloc6é a remojar la semilla inoculada con los
patégenos durante 4 horas, la reduccion fue de aproximadamente 1.6 y 2.5 Log
UFC/g para S. enterica y E. coli, respectivamente. Durante seis dias de
germinacioén, se logré controlar el desarrollo de los patdgenos. Estas mezclas
antagonistas no afectaron el indice de germinacion de la semilla de alfalfa. Se
detectd la produccion de sideréforos y de &cido cianhidrico por parte de las
bacterias antagonistas. Estos resultados sugieren que los metabolitos secundarios
podrian ser utiles para el control de patégenos humanos, sin embargo estudios
adicionales son necesarios para el mejoramiento de la seguridad microbiana en
los germinados de alfalfa.

Palabras clave: Alfalfa, control biolégico, microorganismos antagonistas,
Salmonella enterica, Escherichia coli O157.



SUMMARY

Alfalfa sprouts in recent years have become very important in the population due to
its nutritional properties. However, alfalfa sprouts have been implicated in disease
outbreaks caused by Salmonella enterica and Escherichia coli O157, probably
because they are frequently eaten raw without applying a treatment disinfection
prior to ensure the elimination of pathogenic microorganisms, or treatments applied
are not effective. The use of antagonistic microorganisms has been successfully
used in the control of phytopathogenic microorganisms, however few is the
information regarding their application on human pathogenic microorganisms. The
aim of this work was to evaluate the antagonistic effect of microorganisms isolated
from various sources against S. enterica and E. coli O157 during germination of
alfalfa seeds. In vitro, antagonistic effect was evaluated in 32 strains isolated from
different sources (cheese, cauliflower, beets, amaranth seeds, baby feces and
organic farmland) against S. enterica and E. coli O157. Strains with antagonistic
effect against pathogens were selected and determined whether there was
antagonism between them in order to establish mixtures. Subsequently, the
antagonist effect of the mixtures selected was evaluated in alfalfa seed inoculated
with S. enterica and E. coli O157, and was monitored the behavior of pathogens
throughout germination. Four antagonistic strains were obtained and identified as
Bacillus sp., strains 9, 18, 21 and 51 against S. enterica and strains 19 and 51
against E. coli O157. Three mixtures were established: Mix 2 (21 and 18), Mix 3
(18 and 51) and Mix 4 (21 and 51). Mix 2 and 4 inhibited S. enterica and the
mixture 3 to E. coli O157. When these mixtures were applied in sterile purified
water in which was placed the seed soak previously inoculated with a cocktail of S.
enterica and a strain of E. coli 0157 led to a reduction of 1.6 and 2.5 log CFU/qg,
respectively. They managed to control the development of the pathogens over six
days of germination. These antagonistic mixtures did not affect the germination
rate of alfalfa seed. It was detected siderophore production and hydrocyanic acid
by the antagonistic bacteria. These results suggest that secondary metabolites can
be useful for the control of humans pathogens, perhaps further studies are needed
to further improve sprout safety.

Key words: Alfalfa, biological control, antagonistic microorganisms, Salmonella
enterica, Escherichia coli O157.
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I. INTRODUCCION

Los considerables beneficios para la salud humana relacionados con la
ingesta de frutas y hortalizas frescas, principalmente para prevenir enfermedades
cardiovasculares, ha favorecido la demanda mundial de estos productos. Sin
embargo, en las Ultimas décadas, el aumento de las enfermedades transmitidas

por alimentos (ETAS) ha ido en aumento (Taormina y Beuchat, 2002).

Las ETA’s constituyen un importante problema de salud publica debido al
incremento en su ocurrencia, el surgimiento de nuevas formas de transmision, a la
aparicion de grupos poblacionales vulnerables, al aumento de la resistencia de los
patdbgenos a los compuestos antimicrobianos y al impacto socioeconémico que

ocasionan.

Histéricamente, las enfermedades transmitidas por alimentos fueron
principalmente causadas por productos contaminados de origen animal, como la
res, el pollo y productos cérnicos listos para comer. Sin embargo, una tendencia
ha emergido en afios recientes, con la aparicion de altos numeros de
enfermedades transmitidas por frutas y hortalizas. La proporcion de productos
frescos que se han reportado como vehiculo de microorganismos patégenos en
brotes de enfermedades se incremento de 0.7 % en 1970s a 6 % en 1990s, y ha

alcanzado el 21 % para principios del 2000.

El uso de germinados de semillas como alimento se origind en los paises
del lejano oriente y estos se han expandido en las ultimas décadas al mundo
occidental. Estos productos son consumidos solos como germinados o como
mezclas de diferentes tipos. Usualmente se utilizan crudos como componentes de
ensaladas o ligeramente cocidos en varios platillos. Los méas populares son los de

la alfalfa, frijoles y rabano (Weiss y Hammes, 2005).

La ventaja adicional de una semilla germinada es su calidad nutricional

mejorada; se ha observado un incremento en la biodisponibilidad de proteinas,



aminoacidos esenciales, vitaminas, carbohidratos y minerales tales como Ca, Fe y
Mg (Sangronis y Machado, 2007). Desgraciadamente, la ingesta de germinados
puede representar un riesgo para la salud, ya que se han visto involucrados en
brotes asociados a enfermedades transmitidas por alimentos. La Administracion
de Drogas y Alimentos de los EE.UU. (FDA, por sus siglas en inglés) ha reportado
que en el periodo 1999-2005, 40 % del total de las enfermedades transmitidas por
alimentos estuvieron relacionados con semillas germinadas. También han sido
reportados brotes en Japon, Finlandia, Dinamarca, Suiza y Canada por consumo
de germinados de alfalfa, rdbano y judias (Prokopowich y Blank, 1991; Honish y
Nguyen, 2001).

Los microorganismos implicados en brotes asociados a este tipo de

alimentos son Salmonella, E. coli O157:H7, norovirus y virus de la hepatitis A.

La demanda creciente del consumo de germinados, el alto contenido de
nutrientes que soporta el desarrollo de los microorganismos (incluidos patégenos),
la ausencia de un tratamiento térmico previo su consumo (ya que generalmente se
consumen crudos) sitia a los germinados como alimentos de alto riesgo para el
consumidor. De aqui se deriva, la necesidad de contar con métodos de
intervencidn que garanticen la inocuidad de este tipo de productos. Por lo tanto, el
enfoque actual de prevencion se centra en la descontaminacion de la semilla, la
cual apunta a la inactivacién de patégenos previa a la iniciacién del proceso de
germinacion. A pesar, de la gran diversidad de agentes desinfectantes evaluados,
solamente unos cuantos selectos han probado ser efectivos en la eliminacion de

patégenos humanos en la semilla (Ye et al., 2010).

Por ello, las propiedades antimicrobianas de algunos tipos de bacterias son
de interés como estrategias de biocontrol durante la produccion de productos

hortofruticulas.



En ambientes de alimentos, la microbiota nativa puede tener ventajas
competitivas que podrian resultar en la supresion de microorganismos
indeseables. Es posible que patdgenos en los alimentos pudieran inhibir y hasta
ser eliminados por la accién de competidores o microbiota antagonista presente en
los alimentos. La presencia de microorganismos con propiedades inhibitorias
pudiera mejorar la vida de anaquel y la inocuidad de los alimentos, reduciendo la
necesidad de utilizar niveles mayores de agentes quimicos (Schuenzel y Harrison,
2002).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de bacterias antagonistas
contra Salmonella enterica y E. coli O157 en semillas de alfalfa durante su

germinacion.



II. ANTECEDENTES

[I.1 Germinados y sus beneficios

El germinado es cualquier semilla cuyo metabolismo es activado al ponerse
en contacto con el calor, el agua y el aire. Cuando un embrion de cualquier cereal
o leguminosa cuenta con el agua, oxigeno y calor suficientes germina. Los
germinados son alimentos vivos de primer orden que convierten a las secas y
duras semillas de naturaleza ligeramente acidificante para el organismo en brotes
tiernos alcalinos ricos en enzimas digestivas, vitaminas, aminoacidos, clorofila y

minerales muy asimilables (Pitchford, 2007).

[1.1.1 Generalidades de la alfalfa

La alfalfa (Medicago sativa) es una leguminosa perenne, de raices
profundas, con muchos tallos usualmente erectos que parten de yemas en la
corona. En condiciones adecuadas es la leguminosa forrajera mas productiva y
probablemente haya sido, histéricamente, la primera especie forrajera cultivada.
Su cultivo inicié en Iran alrededor del afio 700 a.C. llegando a Grecia 200 afios
mas tarde; se difundi6 a través del sur de Europa, norte de Africa y Asia y fue
llevada a las Américas por los conquistadores espafioles, difundiéndose en los
Estados Unidos de América a mediados del siglo XIX. La alfalfa llegd a China en el
segundo siglo a.C. Su uso se popularizé en Europa del Norte y en Australia en los
altimos dos siglos. Es un cultivo comun entre los pequefios agricultores en las
partes mas éaridas de Asia y el Norte de Africa; en algunas regiones, los brotes

joévenes son consumidos como hortaliza (FAO, 1989).

[1.1.2 Proceso de obtencién de germinado

a) Semillas
Las plantas para la produccion de semillas se cultivan en tipicos entornos
agricolas, las semillas son generalmente tratadas como cualquier producto

agricola (jitomates, lechugas, rabanos, etc). Aproximadamente 80 millones de



libras de semilla de alfalfa son producidas cada afio en EE.UU. (Muller, 1999). Los
programas de certificacion sirven como una herramienta de mercadotecnia y
garantia de calidad para los vendedores de forraje. El uso de semillas certificadas
es una garantia de que creceran conforme a las expectativas en términos del
campo y calidad de forraje. Muchos de los atributos de calidad de la semilla
certificada tienen menos relevancia para los productores de germinado comparado
con los productores de forraje. Sin embargo, la semilla no certificada o semilla
comun, es la mas conveniente para la obtencién de germinados. Por otra parte, el
uso de un sistema de semillas certificadas puede utilizarse para rastrearlas y
saber de qué campo provienen; esto puede ser considerado en la incorporacién de

programas para mejorar la seguridad de la germinacién (FDA, 1989).

Las practicas culturales correctamente coordinadas son la clave para una
produccién agricola exitosa. Entre las mas importantes con gran impacto en la
produccion de semillas pueden mencionarse la polinizacién, fertilizacién, riego,

control de insectos y control de maleza (FDA, 1999).

b) Germinado

En la actualidad la produccién de germinados en EE.UU. se estima en 250
millones de ddlares; 475 agricultores producen 300,000 toneladas de germinado,
segun la Asociacion Internacional de Productores de Germinados. Hasta 10 % de
los estadounidenses consumen germinados regularmente (International Specialty
Supply, 1999).

La produccion de germinado consiste principalmente en una serie de etapas
(Figura 1). Algunos productores pueden omitir o afadir alguna de ellas
dependiendo de la semilla, el tamafio y los recursos del productor y el tipo de
cultivo (CDC, 2000).
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Figura 1. Produccion de germinado.

[1.1.3 Aspecto nutrimental

Durante el proceso de germinacion, bajo la influencia del agua, el calor y el
oxigeno, se producen procesos biolégicos que transforman favorablemente la
composiciéon de los granos. Durante la germinacion, la calidad de las proteinas se
mejora igualmente gracias a la descomposicion de las cadenas complejas de
proteinas en aminoacidos libres y al aumento del contenido en aminoacidos
esenciales. Las grasas se transforman en acidos grasos libres. Gracias a todas
estas modificaciones y al aumento del contenido en humedad, los granos
germinados se digieren mas rapidamente y son mas ricos en vitaminas A, B y E,
calcio, potasio y magnesio y en oligoelementos como: hierro, selenio y zinc
(Herrera et al., 2005; USDA, 2005).



[1.1.4 Microbiota de los germinados

La microbiologia de los germinados de semillas ha sido ampliamente
estudiada debido a que se trata de un producto con un alto contenido de nutrientes
gue se generan durante la germinacion. ElI pH y nivel de humedad son factores
que favorecen la actividad microbiana; se han encontrado elevadas
concentraciones en la microflora nativa sin presentar signos de deterioro (Andrews
et al., 1979). La flora nativa puede estar en el interior de las semillas. Mundt y
Hinkle (1976) encontraron que entre el 13 y 15 % de la superficie de semillas de
alfalfa y soya respectivamente contenian en su interior bacterias. Una amplia
variedad de hongos también pueden contaminar la superficie de germinados de

semillas.

El contenido microbiano de los germinados consiste principalmente de
bacilos Gram negativos, bacilos Gram positivos, levaduras y hongos. Las bacterias
mesofilas aerobias se detectan en concentraciones que varian entre 7 y 9 Log
UFC/g (Taormina et al., 1999), las Enterobactereceae oscilan entre 7 y 8 Log
UFC/g (O"Mahony et al., 1990), coliformes totales, fecales, levaduras y hongos

varian ampliamente entre 2 y 8 Log UFC/g (Piernas y Guiraud, 1997).

Entre las especies prominentes destacan Pseudomonas fulva, Pantoea
ananatis, Pseudomonas veronii, Pseudomonas marginalis, Pantoe dispersa,
Pantoea agglomerans, Escherichia hermanii, Pseudomonas synxantha,
Pseudomonas syringae tabaco, Pseudomonas fluorescens biotipo A,
Pseudomonas fluorescens biotipo G, Pseudomonas asplenii, Erwinia rhapontici,
Stenotrophomonas matophila, Acinetobacter Iwoffi, Enterobacter pyrinus vy
Pseudomonas putida biotipo A (Fett, 2002).

La microbiota caracteristica de las semillas de germinados puede
ocasionalmente contener bacterias patogenas. Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila y

E. coli O157:H7 han sido aislados de semillas germinadas, incluyendo alfalfa,



judias, berro, rdbano, soya y mostaza (Taormina et al., 1999; Aabo y Baggesen,
1997).

[1.1.5 Mecanismos de contaminacion de los germinados

El origen de la contaminacibn con microorganismos patdégenos en los
germinados puede variar. El agua de irrigacion y de remojo, la manipulacién
inadecuada que dafan la estructura de la semilla y la hacen mas susceptibles, por
contaminacion cruzada con la maquinaria utilizada durante su produccion, son
algunas causas de contaminacion. Se ha observado que algunos de los
microorganismos patdégenos pueden sobrevivir dentro de las semillas durante
mucho tiempo (Moline y Kulik, 1997). Las condiciones asociadas al proceso de
germinacion, tales como la alta humedad de la semilla y el ambiente, la
temperatura, un pH cercano a la neutralidad, la disponibilidad de carbohidratos y
otros nutrientes, favorecen el crecimiento de las bacterias que se encuentran

dentro o fuera de la semilla (Buck et al., 2003).

En muchos casos la deteccion de patdgenos es dificil por su distribucion
desigual en la totalidad de las semillas, o por una recuperacién inadecuada del
microorganismo en estudio de la muestra. La cubierta externa de las semillas
puede tener un efecto protector para el crecimiento de algunas bacterias
(Charkowski et al., 2001). Se ha observado contaminacion cruzada entre las
mismas semillas de un mismo lote (Patterson y Woodburn, 1980). El agua utilizada
para mantener la humedad de los germinados también puede ser una fuente de

contaminacion (Hara-Kudo et al., 1997).

II.2 Brotes asociados al consumo de germinado de alfalfa

Las ETAs son un problema que debe ser considerado en un ambito de
caracter social, tecnoldgico, econémico, cultural y politico. Por ser un problema
recurrente en los paises en vias de desarrollo, las autoridades e instancias
gubernamentales y otras instituciones afines, tanto del sector publico como

privado, deberian dirigir campafias de vigilancia y asistencia continua a fin de



prevenir o corregir situaciones que pueden ser muy peligrosas y que pueden
afectar adversamente la salud de la poblacion.

Los germinados vegetales han emergido recientemente como vehiculo en
brotes de enfermedades. En la mayoria de los brotes (Cuadro 1) causados por la
ingesta de germinados, las semillas usadas han sido la fuente primaria de
contaminacion. Sin embargo, aun empleando semillas libres de microorganismos
patdgenos la contaminacion también se puede dar a través del agua contaminada
usada para la germinacion o los remojos, o bien, durante el transporte del alimento
(Sharma y Demirci, 2003).

La mayoria de los brotes infecciosos han estado relacionados
principalmente con el germinado de alfalfa, sin embargo, el rdbano, la mostaza, el
germinado de soya y el berro también han estado asociados con infecciones.
Estudios han demostrado que microorganismos patdgenos como Salmonella y E.
coli O157:H7 pueden alcanzar poblaciones de hasta 10’ UFC/g en el germinado
de alfalfa durante su produccion y ademas mantener su viabilidad durante su
almacenamiento a temperaturas de refrigeracion (Scouten y Beuchat, 2002).

[1.3 Control de microorganismos patégenos en frutas y verduras

[1.3.1 Tratamientos

Agentes antimicrobianos como el cloro, peréxido de hidrégeno, ozono,
fosfato de trisodio y acido peracético han sido estudiados como desinfectantes en
la poscosecha para el uso de productos frescos (Adams y Hartley, 1989), y
ninguno ha demostrado ser completamente efectivo para eliminar
microorganismos patdgenos. Investigaciones recientes han demostrado la
habilidad de los patégenos entéricos para llegar a internarse en un gran numero
de frutas y hortalizas (Buck et al., 2003). Esta habilidad para infiltrarse en el tejido

de la plantula es una de las grandes preocupaciones en la industria de los



alimentos desde que los microorganismos presentes en el interior de las

estructuras de las plantas como proteccién de desinfectantes superficiales.

Ademas del uso de cloro [NaOCI y Ca(OCl),], han sido probados
antimicrobianos naturales y sintéticos como desinfectantes en las semillas, como
el &cido acético, agua electrolizada &cida, ClO,, NaClO,, Ca(OH),, acido citrico,
agua ozonificada, fosfato trisddico, y Tween 80 (Beuchat, 1997; Lang y Ingham,
2000; Kim y Lim, 2002; Bari et al., 2003; Gandhi y Matthews, 2003). En todos los
casos solamente se ha reportado disminucion en las poblaciones de

microorganismos patégenos sin llegar a eliminarlos por completo.

Se han realizado pretratamientos de semillas con surfactantes vy
adicionando germicidas a estas soluciones, pero tampoco han tenido un efecto
significativo, tan solo una minima reduccion de 1 Log o menos del patdégeno. El
uso de desinfectantes a altas temperaturas (55°C) con y sin sonicacion permite
incrementar su eficacia pero disminuye la tasa de germinacion de semillas de
alfalfa (Beuchat y Scouten, 2002). El remojo de semillas en agua con 20,000 ppm
por una hora, incrementa la muerte del patdégeno hasta 2 Log UFC/g; sin embargo,

se disminuye la tasa de germinacién (Fett, 2002).

Nandiwada et al., (2004) trataron semillas de alfalfa inoculadas con E. coli
0157:H7 con una bacteriocina (colcin HU195, tipo E2) en una concentracion de
10,000 AU/g resultando en una reduccién en niveles de mas de 10° Log;
desafortunadamente la bacteriocina resultd ser menos efectiva contra las dos
cepas de E. coli O157:H7. Los resultados subrayan el problema de las diferencias
entre las cepas es su susceptibilidad a las bacteriocinas, lo que constituye una

restriccion para el uso de bacteriocinas en general como antimicrobianos.

Existen escasos reportes sobre la combinaciébn de tratamiento con
germicidas quimicos. Un tratamiento secuencial de semillas de alfalfa con CIlO;

(25 mg/L; 5 min), agua ozonificada (14.3 mg/L; 3 min) y una suspension de aceite
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de tomillo (5 mL; 3 min) redujo aproximadamente 1 Log los niveles de E. coli
0157:H7. La combinacién de germicidas fue mucho més efectiva que el empleo
individual de cada componente. Un problema mayor es que después de tres dias
de germinacién, las poblaciones del patégeno se elevaron a casi 10® Log UFC/g
(Singh y Bhunia, 2003). A menos de que estos tratamientos garantizaran la
eliminacion de los microorganismos patdgenos en las semillas, las combinaciones

de tratamientos resultan poco practicas para los productores.

Por otro lado, las biopeliculas protegen a los patdgenos de la actividad de
germicidas. Mientras la contaminacion de las semillas puede encontrarse en bajos
niveles y dificultar su deteccion, los incrementos en las poblaciones de
microorganismos son significativos durante el proceso de germinacion (Jaquette et
al., 1996). Se han realizado estudios donde se recuperan niveles importantes de
microorganismos en el agua de riego. Los recuentos de bacterias mesofilas y
coliformes indican que el agua contiene al menos 90 % de los microorganismos
totales en el propio germinado. El efecto de los tratamientos germicidas durante la
germinacion sobre los niveles de patégenos en el agua de irrigacion no se conoce.
Si los germicidas eliminan a los patégenos en el agua de irrigacion pero permite la
sobrevivencia en el propio germinado, las pruebas de riego no tendrian sentido
(Totorello et al., 2000).

La comparacion de eficacia de los tratamientos quimicos para la
desinfeccién de semillas, es valida en el laboratorio, utilizando un solo protocolo
de experimentacion, pero la comparacién de la eficacia entre laboratorios presenta
problemas adicionales. Deben mencionarse las diferencias entre los lotes de
semillas utilizados, incluyendo por ciento y severidad de los dafios en las semillas,
la metodologia para la inoculacion de semillas, condiciones de secado,
almacenamiento y la poblacién inicial del patégeno en la semilla (Scouten y
Beuchat, 2002). Es importante resaltar que pueden existir células dafiadas que no

reflejan la eficacia del tratamiento y sobre estimarlo.
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Cuadro 1. Brotes de enfermedad asociados al consumo de germinados en
Estados Unidos, 1985-1998.

. ) No. De Tipo de Fuente de
Afo Patogeno Lugar del brote ] L
casos germinado contaminacion
17 estados y )
1995 S. Stanley 242 ) ) Alfalfa Semilla
Finlandia
7 estados y )
1995-96 S. Newport >133 . Alfalfa Semilla
Canada
S. Montevideo/
1996 o >500 California Alfalfa Germinado/semilla
Meleagridis
2010 Salmonella 23 Estados Unidos Alfalfa Germinado
S. Infantis/
1997 90 Kansas, Misouri Alfalfa Semilla
Anatum
1997 E. coli O157:H7 108 Michigan, Virginia Alfalfa Semilla
California, Trébol/
1997/98 S. Senftenberg 60 Germinado/semilla
Nevada Alfalfa
. Trébol/
1998 E. coli O157:H7 8 California Semilla
Alfalfa
S. Havana/
1998 18 California Alfalfa Semilla
Cubana
2011 Salmonella 6 Estados Unidos Alfalfa Germinado
Oregon, ]
1999 S. Mbandaka 75 ) Alfalfa Semilla
Washington

(Fuente: FDA, 1999; EFSA, 2011)

[1.3.2 Fisicos

Se han probado diversos tratamientos de desinfeccion en germinados de
semillas: agua caliente, calor seco, radiaciones gamma, presion hidrostatica, luz
U.V., radiofrecuencias de calor y ultrasonido (sonicacion) (Maude, 1996). El
empleo de agua caliente fue estudiado por primera vez por Jaquette et al. (1996)
encontraron que con un tratamiento de 5 minutos con agua caliente de 57 a 60 °C
se lograron reducciones de 2.5 Log en poblaciones de S. enterica en semillas de

alfalfa inoculadas en el laboratorio, sin reducir la tasa de germinacion. Sin
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embargo, un ligero incremento en la temperatura o prolongando el tiempo de
contacto afectd significativamente la tasa de germinacién. Enomoto (2004),
estudio la eficacia de tratamientos con agua caliente para eliminar una cepa no
patdgena de E. coli ATCC 25922 inoculada en semilla de alfalfa, usando tres
pasos: 30 min de remojo a 25 °C, 9 segundos a 50 °C y 9 segundos a 85 °C; se

alcanzo una reduccidén mayor a 4 Log sin afectar la tasa de germinacion.

La exposicion de semillas contaminadas con aproximadamente 260 UFC/g
de S. Stanley por 5 -10 minutos, redujo el nimero a 6-9 UFC/g; pero a 60 °C por 5
minutos no hubo una reduccién notable. Los tratamientos por 10 minutos
redujeron la viabilidad de las semillas entre 42 y 96 %. Aunque los tratamientos de
las semillas destruyen células de S. Stanley, el margen de operacion es muy corto:
57 a 60 °C por 5 minutos. Temperaturas menores pueden quedar sin efecto, en
tanto que mas elevadas o mayores tiempos de exposicion, es decir, mas de 10

minutos disminuyen la tasa de germinacion (Jaquette y Beuchat, 1996).

El empleo de tratamientos con agua caliente en germinados de semillas
parece ser prometedor, si bien la aplicaciébn en el comercio puede resultar
problematica. Diversos estudios subrayan que existen diferencias en los niveles de
tolerancias no solamente entre los tipos de semillas sino dentro de un lote de
semillas, debido a la produccién y almacenamiento al que son sometidos. Las
semillas con bajo contenido de humedad son més resistentes al calor. Las que son
almacenadas por largos periodos, aun en condiciones ideales (baja temperatura y
humedad relativa) son afectadas por procesos de envejecimiento los cuales

reducen su capacidad para resistir el estrés, incluyendo el calor (Fosberg, 2004).

Se ha evaluado el efecto de radiaciones ionizantes para eliminar patégenos
como Salmonella spp. y Escherichia coli O157:H7 en semillas y germinados de
alfalfa. Se ha reportado la eliminacion de S. Typhymurium mediante radiaciones
(0.5-2.0 kGy) en semillas inoculadas para ser usadas en la obtencion de

germinados; sin embargo existe una disminucion en la tasa de germinacion y
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longitud de los germinados. La aplicacion de radiaciones muestra que se pueden
controlar las poblaciones de bacterias en las semillas, pero no de patégenos
introducidos durante manejo ulterior (Saroj et al., 2007).

Un problema con la aplicacibn comercial de radiaciones gamma para
desinfectar semillas es que la dosis de absorbancia aplicada a las semillas es
desigual, debido a los diferentes lugares en la camara donde se aplica el
tratamiento; es decir, la dosis absorbida por las semillas localizadas cerca del
exterior de la cAmara es mas alta que la dosis que es absorbida por las semillas
localizadas en el centro de la camara. De ahi que se recomienda aplicar las

radicaciones en el producto final y no en las semillas.

Hay muy pocos estudios publicados en la combinacion de tratamientos
quimicos Y fisicos para la desinfeccion de semillas. La combinaciéon de dos o0 mas
germicidas puede tener diferentes modos de accién, lo que favorece la muerte del
patdgeno o bien como aditivo o sinérgico. Bari (2003), reporté que la combinacién
de tratamientos con calor seco (50°C/1 h), agua electrolizada caliente, y la
sonicacion reducen hasta 4.6 Log en semillas de frijol mungo, sin reducir la tasa
de germinacion o el promedio de la longitud del germinado en el cuarto dia de

crecimiento.

Una buena alternativa seria implementar tratamientos durante el proceso de
germinacion para prevenir o inhibir el crecimiento de patdgenos que sobreviven al
tratamiento en semillas. Sin embargo, existe escasa literatura publicada en esta

area.

Por otra parte, existen muy pocos estudios en la aplicacion de control
biolégico como estrategia para controlar el crecimiento y sobrevivencia de
patdgenos en alimentos, incluyendo los germinados de semillas. En contraste, ha
sido ampliamente estudiado como una medida para controlar enfermedades en

plantas desde 1920 (Campbell, 2003). Ultimamente el control biologico de
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patdgenos humanos ha sido investigado en pollos, cerdos, terneros, carne y
productos lacteos (Breidt y Fleming, 1997; Nisbet, 2002; Tkalcic et al., 2003). Para
el control de patdgenos humanos en alimentos para animales o en alimentos para
humanos, se han realizado estudios tanto con una sola cepa especifica como en
consorcios de cepas no definidas. Diversos estudios han demostrado que
patbgenos humanos son buenos competidores en las superficies de los
germinados y pueden incrementar en niveles significativos durante la germinacion
ya sea en semillas inoculadas o contaminadas naturalmente (Schoeller et al.,
2002). Sin embargo, la exclusion competitiva ocurre de manera natural; Castro y
Ferndndez (2000), detectaron un escaso crecimiento de 1 Log UFC menos de

patdgenos inoculados en germinados entre el primer y quinto dia de germinacion.

Diversas bacterias lacticas aisladas de semillas de alfalfa y germinados
demostraron ser altamente inhibitorias frente a S. enterica, E. coli O157:H7 y L.
monocytogenes (Palmai y Buchanan, 2002); sin embargo, cuando una cepa de
Lactobacillus lactis SP26 (que demostré tener capacidad inhibitoria) fue inoculada
en semillas contaminadas con L. monocytogenes, al germinar la semilla sélo se
redujo el crecimiento del patégeno 1 Log UFC (Palmai y Buchanan, 2002). Las
bacterias lacticas no constituyen una porcion significativa de la flora nativa de los
germinados de semillas (Becker y Holzapfel, 1997), por lo cual probablemente no
puedan competir o exhibir un efecto antimicrobiano significativo contra patégenos
durante la obtencion del germinado.

I1.4 Control biolégico

No hay duda que la conservacion de alimentos por métodos fisicos y
quimicos ha sido una de las mas importantes contribuciones a la inocuidad de los
alimentos en la segunda mitad del Siglo XX; sin embargo, actualmente el
consumidor estd demandando alimentos minimamente procesados y libres de
aditivos quimicos, es decir, mas naturales, frescos y microbiol6gicamente seguros.
Por este motivo el procesador de alimentos, percibiendo la inquietud del

consumidor, se ha interesado en la bioconservacion, que se refiere al uso de
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microorganismos 0 sus metabolitos con potencial para inhibir o destruir
microorganismos indeseables en alimentos lo que permitiria reducir el empleo de
conservadores quimicos y suavizar los tratamientos sin descuidar la inocuidad de

los mismos (Alanis de la O, et al., 2006).

[1.4.1 Antagonismo microbiano
En la biologia existe una interaccion continua entre los patdgenos
potenciales y sus antagonistas de forma tal que estos ultimos contribuyen a que

en la mayoria de los casos no se desarrolle la enfermedad.

Se han descrito varios mecanismos de accion de los antagonistas para
controlar el desarrollo de patdgenos. La de estos son la antibiosis, la competencia
por espacio 0 por nutrimentos, interacciones directas con el patégeno
(micoparasitismo y lisis enzimatica), induccion de resistencia, produccién de
bacteriocinas, y otros compuestos antagonistas como acidos organicos y peroxido
de hidrogeno (Schillinger et al., 1996).

No es facil determinar con precision los mecanismos que intervienen en la
interaccidn entre los antagonistas y los patdégenos. En general, los antagonistas no
tienen un Unico modo de accion y la multiplicidad de éstos es una caracteristica

importante para su seleccion como agentes de control biolégico.

[1.4.2. Microorganismos antagonistas

En el mundo se conoce un grupo importante de hongos y bacterias que
presentan efecto antagdénico sobre otros microorganismos. Este efecto es
aprovechado por el hombre para la regulacion, tanto de patégenos cuyo habitat es
el suelo, como aquellos que se desarrollan en la parte foliar de las plantas. Los
antagonistas contribuyen a la atenuacion de los dafios que causan las
enfermedades, en los agroecosistemas donde existan condiciones para su

desarrollo y conservacion. Estos atributos, y en conjunto con la capacidad de
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multiplicarse abundantemente, se encuentran entre los de mayor importancia para

su seleccion como agentes de control bioldgico.

Desde los primeros estudios en esta tematica y hasta el presente, entre las
especies mas ampliamente estudiadas y aplicadas como control biolégico en
plantas, se encuentran las del género Trichoderma, debido a su eficaz control,
capacidad reproductiva, plasticidad ecolégica, efecto estimulante sobre los cultivos
y recientemente se detecté su accion como inductor de resistencia sistémica en la
planta a diferentes patégenos. También se ha empleado Pseudomonas
fluorescens por su potencial como agente de biocontrol de patdgenos humanos
(Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella enterica, Yy
Escherichia coli O157:H7) y bacterias fitopatdgenas (Erwinia carotovora subsp.
carotovora, Pseudomonas marginalis y Pseudomonas viridiflava) (Ching-Hsing
Liao, 2008).

Segun Howell (2003), los controladores biolégicos son organismos vivos
cuya actividad depende de las condiciones ambientales donde habitan y de los
mecanismos complejos que actian sinérgicamente para el control de

enfermedades.

El uso de bacterias para el control biolégico de enfermedades bacterianas
en plantas es una practica comercial ya difundida (Martinez y Rodriguez, 2005).
Las bacterias de la especie Pseudomonas fluorescens y las del género Bacillus
son consideradas las mas eficaces para controlar enfermedades foliares y de las

raices.

Dada la diversidad genética en el género Bacillus, tanto en el suelo como
en la rizosfera, se considera a estos microorganismos como colonizadores
eficaces. Una de las formas de aplicacion de B. subtilis como agente de control
biolégico es mediante el tratamiento de semillas. Su efecto benéfico cuando se

aplica junto a las semillas no se debe exclusivamente al antagonismo con los
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patdgenos sino que influye positivamente en la germinacion, desarrollo y
rendimiento del cultivo debido a la produccién de sustancias promotoras del
crecimiento y al mejoramiento de la nutricion de las plantas. Con respecto a B.
subtilis, se ha estudiado la liberacion de compuestos con propiedades antifungicas

y otros antibiéticos (Fernandez y Vega, 2001).

11.4.3. Mecanismos de antagonismo

11.4.3.1 Competencia

La competencia constituye un mecanismo de accion antagdnica muy
importante. Puede definirse como el comportamiento desigual de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando
la utilizacion del mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible
para los demés. Un factor esencial para que exista competencia es la escasez o
limitacion de un elemento porque si hay exceso no hay competencia. Se puede
dar la competencia por nutrimentos y por espacio, siendo la primera la mas comun
(Fernandez y Vega, 2001). En los ultimos afios ha aumentado la utilizacion de
bacterias promotoras del crecimiento (plant growth promoting rhizobacteria o
PGPR) que cumplen esta funcion y ademas pueden controlar determinadas
bacterias patégenas que sobreviven en el suelo y afectan al sistema radicular
(Glick y Bashan, 1997). Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las
caracteristicas del agente control biolégico como plasticidad ecoldgica, velocidad
de crecimiento y desarrollo, y por otro lado por factores externos como tipos de

suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros (Infante y Martinez, 2009).

En las plantas la competencia por nutrientes puede ser por nitrégeno,
carbohidratos no estructurales (azucares y polisacaridos como almidon, celulosa,
quitina, laminarina y pectinas, entre otros) y microelementos. Esta forma de
competencia en los suelos 0 sustratos ricos en nutrientes no tiene importancia
desde el punto de vista practico. Por ello, cuando se emplea fertilizacion completa

0 existe exceso de algunos de los componentes de los fertilizantes e inclusive en
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suelos con alto contenido de materia organica, este tipo de antagonismo es poco
eficaz (Infante y Martinez, 2009).

La competencia por sustrato o espacio depende de la ausencia de
patdbgenos (sustrato estéril) o si hay una microbiota natural. Si el sustrato es
estéril, la velocidad de crecimiento del antagonista no determina la colonizacion
efectiva de los nichos, sino la aplicacion uniforme del mismo en todo el sustrato.
Sin embargo, si hay microbiota natural presente, la velocidad de crecimiento,
conjuntamente con otros de los mecanismos de accion del antagonista, es
determinante en el biocontrol del patégeno y colonizacion del sustrato (Infante y
Martinez, 2009).

[1.4.3.2 Produccién de metabolitos bioactivos

El control biolégico o el uso de microorganismos antagonistas como las
bacterias, hongos y levaduras ha surgido como una alternativa viable para el
control de enfermedades en pre y postcosecha (Sharma et al., 2009). El potencial
de Bacillus spp. para sintetizar metabolitos con actividad antifangica vy
antibacteriana se ha utilizado en control biolégico de fitopatdgenos. La formacion
de endosporas les otorga una alta viabilidad comparada con células vegetativas,
ya que son resistentes a la desecacion y al calor, pudiéndose formular facilmente
en productos estables (Wulff et al., 2002). De los péptidos antifungicos producidos
por Bacillus podemos citar a micobacilinas, iturinas, bacilomicinas, surfactinas,
micosubtilinas, fungistatinas y subporinas. Estos péptidos generalmente tienen un
PM < 2000 Da. Particularmente, Bacillus subtilis es una especie que produce
diferentes metabolitos secundarios en la forma de lipopéptidos con buena
actividad antifangica, antibacteriana y frente a algunas levaduras, como
consecuencia son de alto valor biotecnolégico y farmacéutico (Volpon et al., 2000;

Ragazzo-Sanchez et al., 2011).
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[1.4.3.3 Produccién de antibiéticos o antibiosis

La colonizacion de un agente de biocontrol en la rizosfera acompafiado por
la produccidén de una 0 mas sustancias, usualmente metabolitos secundarios que
inhiban o maten al patdgeno, es conocido como antibiosis (Infante y Martinez,
2009; Maheshwari, 2010).

Diversos mecanismos han evolucionado en bacterias que les confiere la
resistencia a antibiéticos. Estos mecanismos o pueden modificar quimicamente al
antibiético o modificar el sitio de accion de tal manera que no sea reconocida por
el antibidtico. El método mas comun es la inactivacion enzimética del antibiotico.
Una enzima celular existente es modificada para reaccionar con el antibiotico de
tal manera que no afecte al microorganismo. Una estrategia alternativa utilizada
por muchas bacterias es la alteracion del sitio de accion del antibiético (Todar,
2011).

[1.4.3.4 Produccion de sidero6foros

Los sideroforos son péptidos de bajo peso molecular con alta afinidad a
Fe®*. Los sideréforos son producidos por microorganismos y plantas y se
encuentran ampliamente distribuidos en microorganismos aerobios y anaerobios
facultativos, pero ellos difieren en su eficiencia de produccion. Los sideréforos
quelan al ion férrico, en la rizosfera, y puede originar la inhibicion del crecimiento
de otros microorganismos, incluyendo patégenos, cuya afinidad por el hierro es
baja. La competencia por el hierro es probablemente mas importante en la
rizosfera que en el resto del suelo (Carcafio et al., 2006). La produccién de
sideréforos por bacterias inhibe a patégenos de plantas in vitro y también

promueve el crecimiento de plantas en el suelo (Glick y Bashan, 1997).

Los sideroforos son sintetizados y secretados al medio extracelular, donde
se unen al hierro y se recuperan gracias a transportadores especificos. En las
bacterias Gram-negativas este proceso se realiza gracias a un receptor de

membrana externa acoplado a un transportador de tipo ABC. Una vez en el
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citoplasma el hierro debe liberarse del complejo hierro-sideréforo, proceso que se
lleva a cabo por degradacion enzimatica del complejo o por reduccion del hierro
(Tortora et al., 2007). Ejemplos de sideroforos: Ferricromo (figura 2) y

Enterobactina (figura 3).

Figura 2. Ferricromo.
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Figura 3. Enterobactina.
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[ll. OBJETIVOS

[11.1 Objetivo general

Abatir el desarrollo de Salmonella y E. coli 0157 durante la germinacion de

semilla de alfalfa mediante la incorporacién de microorganismos antagonistas.

[11.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto antagodnico in vitro de cepas seleccionadas contra
Salmonellay E. coli O157.

2. Evaluar el efecto de mezclas de bacterias antagonistas y contra Salmonella
y E. coli 0157 en medio de cultivo.

3. Evaluar el efecto antagonico de las mezclas de cepas seleccionadas contra
Salmonellay E. coli 0157 en semilla de alfalfa.

4. Elucidar los posibles modos de accion de las cepas antagonistas.
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IV. METODOLOGIA

IV.1 Materiales

IV.1.1 Equipo

Autoclave eléctrica de mesa, 121°C (Market-Forge, Sterilimatic)

Balanza analitica digital, 120 g x 0.0001 g (Sartorius)

Balanza granataria, sensibilidad 0.1g, Modelo No. CT200-S (OHAUS)
Bafio Maria de precision de 43 £ 0.2°C, Modelo 251 (Precision Scientific)
Bafio Maria de precision de 44.5 + 0.2°C, Modelo 251 (Precision Scientific)
Campana de flujo laminar (Alder y Veco)

Centrifuga de mesa (HermLe)

Cuenta colonias (Québec Reichert-Jung)

Homogenizador (Stomacher, Seward 400)

Horno para esterilizacion (Shel-lab)

Incubadora de 35°C (Pecision Scientific, Seward 400)

Incubadora de 22°C (Pecision Scientific, Seward 400)

Lampara de luz U.V. Modelo 56 (Blas-Ray)

Microscopio luminoso (Leica)

Potenciémetro 6ptico (Jenway), modelo 3510

Vortex, modelo G650 Scientific Industries Inc (Daiger Vortex Genie 2)
Micropipetas 5-1000 pL (Labsystems)

Biolog

IV.1.2 Medios de cultivo

Agar Base Sangre (ABS), BD Bioxon
Agar cuenta estandar (ACE), BD Bioxon
Agar soya tripticasa AST), BD Bioxon
Caldo lactosado (CL), BD Bioxon

23



Caldo Soya Tripticasa (CST), BD Bioxon

IV.1.3 Soluciones

Diluyente de peptona de caseina 0.1 % (BD), BD Bioxon

IV.1.4 Material biolégico

Semilla de alfalfa San miguelito de Celaya, Gto.
En estudios previos se eligi6 esta semilla de alfalfa y fue abastecida por el

proveedor Veterinaria Zaragoza ubicado en la ciudad de Querétaro.

Cepas de Salmonella
- Salmonella Agona

- Salmonella Montevideo
- Salmonella Typhymurium
- Salmonella spp.

- Salmonella spp. (aislada de germinado)
Las cepas son parte de la coleccién del Laboratorio de Inocuidad Microbiana

de los Alimentos de la Facultad de Quimica, UAQ.

Cepas de E. coli 0157
Se emplearon dos cepas de E. coli 0157 (ECB 1y ECB 2), donadas por la

Universidad de Guadalajara.
Cepas antagonistas

Se evalud el efecto de 13 cepas aisladas de un estudio previo (Esquivel et al.,

2012) (Cuadro 2) y de 19 cepas aisladas en este estudio.
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Cuadro 2. Cepas antagonistas aisladas de un estudio previo con efecto inhibitorio

(100 %) in vitro contra cepas de Salmonellay E. coli O157:H7.

CEPA ANTAGONISTA FUENTE DE
AISLAMIENTO
137 B1 Queso
201 A1 Coliflor
160 Al Betabel
160 B1 Betabel
1131 Semillas de amaranto
130 C2 Queso
130 C1 Queso
2451 Materia fecal de bebé
137 Al Queso
1291 Queso
131 Al Queso
130 B1 Queso
137 A2 Queso
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IV.2 METODOS

OBJETIVO 1
IV.2.1. Determinar el efecto antagdnico in vitro de cepas seleccionadas

contra Salmonellay E. coli 0157.

Para la estandarizacién de la técnica se probaron dos medios de cultivo
(AST y MH) a dos volumenes diferentes (6 y 10 mL) con tres técnicas diferentes
(gota, papel filtro y pozo) y tres concentraciones de los patégenos (10% 107 10°).

Mediante la técnica de la gota (Figura 4) se evalué el efecto inhibitorio de
las cepas antagonistas aisladas en un trabajo previo (Cuadro 2) y en este estudio.
La evaluacion se llevo a cabo siguiendo el siguiente procedimiento:

Se prepararon cultivos frescos de los microorganismos patégenos de
prueba (Salmonella y E. coli 0157) y de los antagonistas mediante tres
transferencias sucesivas en 3 mL de CST incubados a 35°C/18 h. Mediante tincion
Gram se confirmd su pureza al microscopio. Los cultivos se lavaron tres veces con
solucién salina isotbénica y se realizd recuento de las cepas patdgenas y
antagonistas mediante la técnica de vaciado en placa.

a) Se inocularon 5 uL de cada uno de las cepas patdgenas en un tubo con 10
mL de AST temperado a 45°C, se homogenizaron en vortex por 10
segundos, se vertieron en cajas petri y las placas se dejaron solidificar en
campana de flujo laminar.

b) Sobre el medio (en areas separadas) se inocularon gotas (5 yL) de cada
una de las cepas antagonistas y se dejaron secar 15 min en campana de
flujo laminar. Las placas se incubaron a 35°C durante 24 horas.

c) Se midi0 el didmetro de los halos de inhibicion del microorganismo
antagonista (en relacion con las placas control).

Una vez realizadas las pruebas de antagonismo se seleccionaron aquellas
cepas gue mostraron el maximo efecto antagénico en 24 horas contra cualquiera

de los patdgenos ensayados.
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Microorganismo
antagonista (1 0°
UFC /my)

Lavado en

Recuento < S5

Homogenizar e inocular 5 pl del
antagonista sobre la superficie del agar
previamente inoculado con el
microorganismo patdgeno

l

Microorganismo
patogeno (109. 10%. 107
UFC/ /mL)

Lavado en

sgl —_— Recuento

Inocular 5 pl del patégeno
en tubos con 10 ml de AST

l

Homogenizar y
verter en cajas

|

Incubar 24hf35°C

l

Lectura del nivel de inhibicidn

Figura 4. Evaluacion del efecto antagénico de cepas aisladas de diversas fuentes

contra Salmonella 'y E. coli 0157 mediante la técnica de la gota.
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OBJETIVO 2
IV.2.2. Establecimiento de mezclas de bacterias antagonistas y evaluaciéon de

su efecto antagonico contra Salmonellay E. coli 0157 en medio de cultivo.

IV.2.2.1. Pruebas de inhibicién entre cepas antagonistas

A partir del experimento realizado en el apartado 1V.2.1. se seleccionaron
cuatro cepas que mostraron efecto antagonico contra Salmonella y E. coli O157.
Para evaluar el posible efecto antagonico entre cepas antagonistas se empleo
nuevamente la técnica de la gota (Figura 4), esta vez colocando a una de las
cepas inmersa en el agar y sobre la superficie de la caja (una vez solidificada) a
cada una de las cepas restantes para evaluar el posible efecto en su desarrollo.

Brevemente:

a) Se prepararon cultivos frescos de los microorganismos antagonistas
mediante tres transferencias sucesivas en 3 mL de CST incubados a
35°C/18 h. Los cultivos se lavaron tres veces con solucion salina isotonica:

a) Se realiz6 el recuento de cada una de las cepas antagonistas mediante la
técnica de vaciado en placa en AST; las placas se incubaron a 35°C
durante 24 horas.

b) Se inocularon 5 uL de cada una de las cepas antagonistas (por separado)
en un tubo con 10 mL de AST temperado a 45°C; los tubos se
homogenizaron en vortex por 10 segundos, se vertieron en cajas petri y se
dejaron solidificar en campana de flujo laminar. Sobre el medio (en areas
separadas) se inocularon 5 uL de cada una de las cepas antagonistas
restantes y se dejaron secar 15 min en campana de flujo laminar. Las
placas se incubaron a 35°C durante 24 horas. Al término de la incubacion
se midi0 el diametro de los halos de inhibicion del microorganismo

antagonista (en relacién con las placas control).
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Una vez realizadas las pruebas de antagonismo se seleccionaron aquellas
cepas en las que se observd la presencia de un halo de inhibicion en el agar

inoculado con cualquiera de las cepas antagonistas ensayadas.

IV.2.2.2. Pruebas de antagonismo con mezclas de cepas antagonistas

Con los resultados de las pruebas de antagonismos contra Salmonella y E.
coli O157 se seleccionaron aquellas cepas que:

a) Mostraron un mayor efecto inhibitorio contra ambos patégenos.

b) No inhibieron el desarrollo de otras cepas antagonistas.
Se prepararon cinco mezclas de cepas antagonistas (Cuadro 3) y se
realizaron las pruebas de inhibiciébn contra ambos patégenos mediante la técnica

de la gota (Figura 4).

Cuadro 3. Mezclas de cepas antagonistas.

Mezcla Cepa antagonista
1 9,18
2 21,18
3 18, 51
4 21,51
5 18, 21,51

PROCEDIMIENTO
a) Se prepararon tubos con cultivos frescos de los microorganismos
antagonistas (9, 18, 21 y 51) en 3 mL de CST por cuadruplicado para luego
incubar a 35°C/24 h. Posteriormente se tomaron 14 mL de cada cepa para
la realizacion de las mezclas 1, 2, 3y 4 (10’ Log) y 12 mL para la mezcla 5
(10" Log) para efectuar tres lavados sucesivos con solucién isoténica

centrifugando a 4,500 r.p.m por 15 minutos.
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b) De manera simultanea se prepararon cultivos frescos de los patégenos de
prueba (Salmonella y E. coli O157) como se describio previamente para los
microorganismos antagonistas.

c) Se inocularon por separado, 5 uL de cada microorganismo patdégeno en un
tubo con 10 mL de AST temperado a 45°C; los tubos se homogenizaron en
vortex por 10 segundos, el agar se vertid en cajas Petri y las placas se
dejaron solidificar en campana de flujo laminar.

Sobre el medio (en areas separadas) se inocularon 5 yL de cada una de las
mezclas de cepas antagonistas y se dejaron secar 15 min en campana de
flujo laminar.

c) Se incluyeron placas control inoculadas con solucion salina. Las placas se
incubaron a 35°C durante 24 horas. d) Se midié el diametro de los halos de
inhibicibn de cada mezcla de cepas antagonistas (en relacién con las
placas control).

OBJETIVO 3
IV.2.3. Evaluacion del efecto antagénico de las mezclas de cepas
seleccionadas contra Salmonellay E. coli 0157 en semilla de alfalfa.

IV.2.3.1. indice de germinacién de semilla de alfalfa inoculada con
microorganismos antagonistas (Figura5).

Con el propésito de conocer el posible efecto que pudieran tener los
microorganismos antagonistas inoculados en la semilla sobre su indice de

germinacion de se realizo el siguiente experimento:

a) Se coloco semilla de alfalfa previamente cribada en H,O purificada esteéril
durante 4 horas.

b) Posterior a las 4 horas de remojo se decant6 el H,O.Y se pesaron
aproximadamente 0.065 g de semilla lo que equivale a 100 semillas de

alfalfa.
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c) Posteriormente las semillas se colocaron a germinar en cajas de Petri de
plastico con 2 mL de H,O destilada estéril y cubiertas con parafilm, durante
48 h a 22°C.

d) Al cabo de las 48 h de incubacion se midié el indice de germinacion
restando al total de semillas puestas a germinar menos las semillas que no

germinaron.

A4

Remojopord hrs | —> Decantar

P
p—

B e

Semilla + H;0O
purificada estéril + 100 semillas
mezclas
antagonistas (1, 2,
3,4 l
— =
Incubar a <
22°C/48 hrs NG QOO O
Restar al total de semillas Colocar en cajas de Petri de
las semillas que no plastico, con 2 ml de HzO
germinaron destilada estéril cubiertas
con papel parafilm

Figura 5. Efecto de las mezclas de cepas antagonistas sobre el indice de

germinacion de semilla de alfalfa.

IV.2.3.2. Inhibicion de Salmonellay E. coli O157

IV.2.3.2.1 Produccion de germinados de alfalfa

Para llevar a cabo el estudio de las cepas antagonistas sobre Salmonella y
E. coli 0157 en germinado de alfalfa, se emple6 un modelo de germinacion de las
semillas previamente evaluado en el laboratorio. Brevemente, semillas lavadas (4

g) se colocaron en un recipiente con 500 yL de agua de la llave, se cubrié con
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una pelicula plastica y se almacenaron a 22 °C durante 24 horas. Del segundo al
cuarto dia de germinacion se colocaron 3 mL de agua en la mafianay 3 mL en la
noche. En el quinto dia de germinacion se colocaron 6 mL por la mafianay 6 mL
por la noche. Al sexto dia los germinados alcanzaron el desarrollo deseable y

estuvieron listos para la cosecha (Figura 6).

1% Dia 2-4° Dia
& —
° 835 — NSNS S S
Serailla lavada
© Colocar 500 pl e agua en Colocar 3 ral de agnaenla
raafiana ¥3 ral enla noche

l

5° Dia
6° Dia
«—
5 Ty
Cosecha Colocar 6 ral de aguaenla

raafiana ¥ 6 ral enla noche

Figura 6. Modelo para la germinacién de semillas de alfalfa.

IV.2.3.2.2. Inoculaciéon de semilla de alfalfa con Salmonellay E. coli 0157
(Figura 7)

a) Se prepararon en tubos cultivos frescos de cada uno de los
microorganismos patdégenos (5 cepas de Salmonella y 2 cepas de E. coli
0157:H7) mediante 2 transferencias sucesivas en 3 mL de CST adicionado
con 400 ppm de rifampicina. A partir del segundo cultivo se transfirieron 100
pul a 60 mL de CST con rifampicina (400 ppm).
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b)

d)

f)

Se colocaron 14 mL de cada cepa en tubos falcon y se centrifugaron a
4,500 r.p.m. por 15 minutos. El procedimiento se realiz6 dos veces mas con
7 mL de solucion salina isotonica.

Se tomaron 6 mL de cada cepa de Salmonella y se obtuvo un pool de 30
mL. Se realiz6 el mismo procedimiento para la obtencién de 30 mL de una
suspension celular de las cepas de E. coli 0157.

Se tomo una alicuota de 28.5 mL y de 21.5 mL del concentrado de 30 mL
de cada patégeno y se colocaron en volimenes de 412 mL de H,O
purificada estéril para obtener dos niveles de in6culo final de
aproximadamente 10’ y 10° UFC/mL, respectivamente. A estas
suspensiones bacterianas se les agregaron 400 g de semilla de alfalfa
cribada. Se realiz6 el recuento de los patdgenos en la semilla mediante la
técnica de vaciado en placa con AST adicionado de rifampicina (400 ppm).
Se dejo reposar la semilla en la suspension bacteriana durante 20 minutos
y posteriormente se retir6 el sobrenadante y se coloco la semilla a secar
sobre una malla de tul estéril durante 24 horas a temperatura ambiente.

De la semilla seca se tomaron 3 porciones de 10 g para realizar el conteo
del patégeno presente en la semilla como se describié previamente.

Como control se utilizé semilla sumergida en agua purificada estéril no

inoculada con los patégenos de prueba.

IV.2.3.2.3 Cuantificacion de Salmonellay E. coli 0157

La semilla inoculada con dos concentraciones (10’ y 10%) de Salmonella y

E. coli O157 se someti6 a remojo que es el primer paso en el modelo de

germinacion previamente descrito (Figura 6). Brevemente, la semilla se coloc6 a

remojar durante 4 horas en las suspensiones celulares (~1 x 10° UFC/mL) de las

mezclas 1y 2 para Salmonella y la mezcla 3 para E. coli O157; y como control se

utilizé semilla sin inocular la cual se sometié a remojo durante 4 horas en agua

purificada estéril (Figura 8). De cada uno de los tratamientos se tomaron 3

porciones de semilla (10 g) para realizar un recuento inmediatamente después de

la inoculacién (tiempo cero) y después de las cuatro horas de remojo.
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Cultivos de
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cepas) y E. colf
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Cepas lavadas —> Alicuota de B mide ——> Homogenizar ——> 30 mil concentrado celular

cada cepa
Recuento €—— Diluciones €—  Alicuota \l/
Retirar 20 min de Agregar 400 g de Alicuota de 28.5 ml del
sobrenadante € reposo semilla cribada soncenirada en L2l
/ de H,0 purficada esteril
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Figura 7. Evaluacion del efecto inhibitorio de cepas antagonicas sobre Salmonella

y E. coli O157:H7 en semilla de alfalfa.
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con Salmonella o E.
coli 0157

Salmorelia L. coliO157
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Figura 8. Comportamiento de Salmonella y E. coli 0157 durante la germinacion de
semillas inoculadas con bacterias antagonistas.
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IV.2.3.2.4 Andlisis microbioldgico

De cada uno de los tratamientos se tomaron 3 porciones de semilla (10 g)
para realizar un recuento inmediatamente después de la inoculacion (tiempo cero)
y después de las cuatro horas de remojo. Se realizé el mismo procedimiento a las
12, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas de germinacion. Se realizé el recuento de los
patégenos inoculadas a ambas concentraciones (10’ y 10°%) en la semilla,
utilizando la técnica de vaciado en placa y AST con rifampicina (400 ppm) y sin
rifampicina, para obtener por un lado el recuento Unicamente de patégenos, el de
patégenos + flora nativa y antagonistas; y el de unicamente la flora nativa (figura
8).

OBJETIVO 4
IV.2.4. Determinacién de los posibles mecanismos de accion de las cepas
antagonistas

Se realizaron ensayos con los sobrenadantes extraidos de los cultivos de
las cuatro cepas antagonistas (9, 18, 21 y 51) para determinar si el efecto
inhibitorio se debia a la presencia de sideréforos o a la produccion de acido
cianhidrico.

IV.2.4.1. Determinacion de sideroforos

a) Las cepas antagonistas se inocularon en medio minimo (NaH;PO,,
K>2HPO4, NH4CI, NaCl, &cido succinico, fructosa, triptéfano, MgSO, y CaCl,)
y se incubaron a 30°C durante 48 h en agitacion.

b) Se centrifugé el medio (10,000 r.p.m. por 10 min). El sobrenadante se
recolecto y se filtr6 asépticamente a través de un filtro de membrana de 0.2
pm de tamario del poro.

c) Se tuvieron 2 blancos que contuvieron 750 uL de CAS (cromo azurol S) y
750 pl de las cepas incubadas en medio minimo, los tubos restantes
contuvieron 750 puL de CAS, 400 pL de las cepas incubadas en medio
minimo y 350 pL de H,O destilada.

d) Los tubos se dejaron en reposo durante 5 horas.
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e) Posteriormente las muestras se leyeron por triplicado a una absorbancia de
630 nm en un espectrofotdmetro. Los resultados se expresaron como

mesilato de ferroxamina.

IV.2.4.2. Determinacion de acido cianhidrico

a) Se prepararon cultivos frescos de las cepas antagonistas mediante una
transferencia sucesiva en 3 mL de CST.

b) Se centrifugaron a 4,500 r.p.m por 15 minutos hasta obtener un medio
completamente claro.

c) Se colocaron 5 mL del sobrenadante de cada cepa en 5 tubos a los cuales
se les adiciona 165 pL de acido picrico (neutralizado con NA; COg).

d) Los tubos se incub6 en bafio Maria a ebullicion durante 30 min.

e) Posteriormente se midié absorbancia a 492 nm de cada uno de las cepas
por triplicado en el espectro.

IV.3. Andlisis estadistico
Los resultados son expresados como la media +* la desviacion estandar y se

analizaron a través de un analisis de varianza y una comparacion de medias por la

prueba de Tukey, utilizando el programa JMP 10.0.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Es generalmente conocido que el uso de semillas contaminadas con
microorganismos patdgenos para la produccion de germinados es el principal
factor detectado en los brotes reportados (Gill et al., 2003; Montville y Schaffner,
2005; Winthrop, 2003). Aunque estén presentes en numeros bajos (0.1 Log
UFC/g), los patégenos pueden crecer rapidamente bajo el calor (20 a 30°C) y las
condiciones humedas utilizadas para la produccién de germinados (Fu et al., 2008;
Liu y Schaffner, 2007). Numerosos estudios han demostrado que una vez que
microorganismos patdégenos al humano ingresan al germinado dificilmente pueden
ser removidos por el lavado y desinfeccidén posterior a su cosecha (Warriner et al.,
2003). Por lo tanto la mayoria de los enfoques preventivos hasta la fecha se
enfocan a la descontaminacion de la semilla, la cual se dirige a inactivar a los
patdogenos antes de iniciar el proceso de germinacion (Holiday et al., 2001;

Weissinger y Beuchat, 2000).

A pesar de la variedad de agentes desinfectantes que existen, ninguno ha
resultado completamente efectivo en la eliminacién de patégenos en la semilla.
Para abordar tales limitaciones asociadas con la descontaminaciéon quimica de la
semilla, ha surgido cierto interés en usar métodos de biocontrol para reducir o
inactivar patdbgenos a humanos en la semilla y en los germinados (Goodridge,
2004; Greer, 2005; Hudson et al., 2005; Kocharunchitt et al., 2009). No solamente
los agentes de biocontrol pueden inhibir el crecimiento de patégenos humanos
sino que también pueden proveer un tampon biolégico para prevenir la
contaminacion producida durante la germinacion. Hasta la fecha, las estrategias
de biocontrol han estado principalmente enfocadas al uso de bacterias
antagonistas (Matos y Garland, 2005).
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V.1. Efecto antagdnico de bacterias aisladas de diversas fuentes
En la naturaleza todas las poblaciones de microorganismos suelen ser
mixtas e inevitablemente se presentan relaciones de antagonismo y sinergismo en

ciertos ambientes.

Se probd el efecto antagonico de 13 cepas que fueron obtenidas de un
estudio previo (Cuadro 4) en donde se reportd que ejercian un efecto de inhibicion
del 100 % contra Salmonella y Escherichia coli O157:H7. Sin embargo, al repetir la
evaluacion veces se observo que no presentaban ningun efecto antagénico. Esta
pérdida del efecto antagdnico contra los patégenos de prueba se puede atribuir a
la activacion de las cepas en CST en repetidas ocasiones o bien a que como las
cepas se encontraban congeladas en viales y para su uso era necesario
descongelarlas, de alguna manera pudo contribuir a la pérdida del efecto

inhibitorio.

El estudio se inici6 con la estandarizacion de la técnica para evaluar el
antagonismo microbiano. Se probaron tres técnicas, dos medios de cultivo, tres
volumenes de medio, y diferentes concentraciones de los patégenos de prueba.
Los resultados de esta evaluacion se muestran en el (Cuadro 4). Se observa que
el medio que resultdé méas efectivo fue el AST a una concentraciéon de 108 y un

volumen de 10 mL, utilizando la técnica de la gota.

Cuadro 4. Estandarizacion de la técnica para evaluar el antagonismo microbiano.

_ . Concentracion de
Medio Volumen Técnica ]
patégeno
AST 10 mL Gota 10 UFC/g

Al no observar efecto antagbénico en las cepas aisladas previamente, se
tuvo que proceder a la busqueda de cepas con capacidad antagonica contra
Salmonella y E. coli 0157 a pesar de no ser uno de los objetivos de este trabajo.

Seleccionamos algunos sustratos para aislar microorganismos con potencial
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antagonico. Entre dichos materiales se incluyeron materia fecal de bebé y suelo de
un cultivo organico de zarzamoras, debido a que en estos ambientes ocurren
relaciones naturales de antagonismo. Especificamente la competencia de los
microorganismos en el suelo puede reducir el nivel de microorganismos patégenos

en el estiércol (Ingaham et al., 2004).

Se aislaron 19 cepas y se probd su efecto antagonico utilizando la técnica
de la gota ya estandarizada previamente. Cuatro de las 19 cepas (9, 18, 21 y 51)
inhibieron al menos a alguno de los patdgenos. Las cuatro cepas resultaron
antagonistas contra Salmonella y las cepas 18 y 51 contra E. coli O157 (Cuadro
6). Estas cepas fueron seleccionadas por la presencia de un halo de inhibicion en
el AST en el que se encontraba inmerso los patdgenos de prueba (Figura 9). A las
cepas seleccionadas se les realizo una tincién de Gram y las pruebas de catalasa
y oxidasa (Cuadro 5).

Figura 9. Efecto inhibitorio de las cepas 18 (A) y 21 (B) contra Salmonella sp.
(cepa 1) y Salmonella Montevideo mediante la técnica de la gota. El patdégeno de
prueba se encuentra inmerso en el agar y en las gotas las bacterias antagonistas.

Como se sabe, los resultados del efecto antagénico estan fuertemente
determinados por la concentracion relativa de los microorganismos involucrados.
Para conocer si el efecto inhibitorio observado previamente podia tener alguna
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variacion con respecto al nivel de inoculo, se decidié probar tres niveles de los
patégenos de prueba (107, 10® y 10° UFC/mL) y una sola concentracién de
bacterias antagonistas (Cuadro 7). Se observé un mayor efecto de inhibicion por
parte de las bacterias antagonistas al disminuir la concentracion utilizada del
patbgeno de prueba. Este efecto puede atribuirse a que hay una menor
concentracion del patégeno y por lo tanto, una menor competencia en el medio, lo
que permite un mayor crecimiento de las bacterias antagonistas. Nuevamente
Gnicamente las cepas 18 y 51 inhibieron a E. coli 0157, mientras que las cuatro
(cepas 9, 18, 21 y 51) inhibieron al menos a una de las cepas de Salmonella. La
cepa 18 resultdé ser mas efectiva ya que presento los mayores halos de inhibicion
contra las cuatro cepas de Salmonella, mientras que la cepa 9 fue la menos
efectiva al solamente inhibir a una cepa de Salmonella sp. (cepa 1).

Cuadro 5. Caracteristicas basicas de las cepas antagonistas seleccionadas.

Cepa Forma .
. _ o Gram Catalasa Oxidasa
antagonista | microscopica
9 Bacilo + Positivo Negativo
18 Bacilo + Positivo Negativo
21 Bacilo + Positivo Negativo
51 Bacilo + Positivo Negativo

El antagonismo es un fendbmeno comun en ambientes en los que coexisten
mezclas activas de microorganismos. Aun en ausencia de competencia por
nutrientes o produccion de sustancias antimicrobianas, puede presentarse
competencia por el espacio biolégico (Wood y Holzapfel, 1995). El resultado final
suele ser el predominio de un solo grupo de microorganismos, y en ocasiones de
una cepa particular sobre el resto de la flora. Aunque se han desarrollado
diferentes métodos fisicos y quimicos para detectar y cuantificar el antagonismo,
el bioensayo sigue siendo el método de eleccion, porque mide el efecto sobre el

patdgeno de interés (Daeschel, 1989).
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Cuadro 6. Cepas aisladas de diversas fuentes con efecto antagonista contra

Salmonella y Escherichia coli O157.

Efecto inhibitorio?

ANTAC\:GES'I:ISTA FUENTE DE AISLAMIENTO Salmonella E. coli

O157:H7
o1 Materia fecal de bebé Negativo Negativo
02 Materia fecal de bebé Negativo Negativo
03 Materia fecal de bebé Negativo Negativo
04 Materia fecal de bebé Negativo Negativo
D1 Materia fecal de bebé Negativo Negativo
D2 Materia fecal de bebé Negativo Negativo
D3 Materia fecal de bebé Negativo Negativo
8 Suelo de cultivo orgénico Negativo Negativo
9 Suelo de cultivo organico Positivo Negativo
10 Suelo de cultivo orgénico Negativo Negativo
13 Suelo de cultivo organico Negativo Negativo
18 Suelo de cultivo orgénico Positivo Positivo
21 Suelo de cultivo orgénico Positivo Negativo
23 Suelo de cultivo orgénico Negativo Negativo
26 Suelo de cultivo organico Negativo Negativo
30 Suelo de cultivo organico Negativo Negativo
30 Suelo de cultivo orgénico Negativo Negativo
34 Suelo de cultivo orgénico Negativo Negativo
51 Suelo de cultivo organico Positivo Positivo

"Efecto inhibitorio observado mediante la técnica de la gota
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Salmonella enterica y E. coli O157.

Microorganismo

Concentracioén

Halo de inhibicién (mm) por cepa

patégeno dem.o. antagonista (109)1
patégeno 9 18 21 51
E. coli 0157 10 0 0 0 0
(cepal) 0 0 0 0 0
10’ 0 0 0 0
E. coli 0157 10" 0 0 0 0
(cepa 2) 10° 0 1+0.0 0 1+0.0
10’ 0 1+0.0 0 1+0.0
Salmonella  sp. 10 0 0 0 0
(cepal) 10 100 | 2200 0 0
10" 1+0.0 | 2+0.0 0 0
Salmonella  sp. 10" 0 0 0 0
(cepa 2) 10 0 1£00 | 100 0
10’ 0 1.66 + 1+0.0 0
0.58
Salmonella 10° 0 0 0 0
Agona 10 0 1+0.0 0 1+0.0
10’ 0 1+0.0 1+0.0 1+0.0
Salmonella 10" 0 0 1+0.0 0
Montevideo 108 0 0 2+0.0 0
10’ 0 0 2+0.0 0
Salmonella 10° 0 0 0 0
Typhimurium 10 0 1.33 0 0
0.58
10’ 0 1.83 + 3+0.0 0
0.28

1
Halo de inhibicion (mm) + Desviacion estandar. El valor reportado representa la media de seis mediciones.

Cuadro 7. Efecto antagbnico de cepas aisladas de diversas fuentes contra
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V.2. Mezclas de bacterias antagonistas

Un enfoque alternativo de control biolégico envuelve el uso de mezclas de
cultivos de exclusion competitiva, en lugar de cepas individuales, para limitar el
crecimiento de patogenos. Las composiciones bacterianas son mezclas de
diferentes aislados bacterianos obtenidos a partir de una comunidad bacteriana
estable de un organismo adulto y que son introducidos en un organismos joven
para asi poder controlar la colonizacion de patdogenos. Este enfoque ha probado
ser efectivo al establecer una microflora gastrointestinal estable que prevenga la
colonizacion de Salmonella a través de competicion directa por los sitios de unién

0 por competicion de nutrientes entre la flora nativa y Salmonella (Ha et al., 1994).

El uso de composiciones bacterianas para el biocontrol de patdégenos en
germinados asume que la flora nativa de germinados “maduros” reduciria el
crecimiento de patdgenos si se inoculardn en las semillas (Matos y Garland,
2005).

Como se ha mencionado anteriormente, se probo el efecto antagénico in
vitro de 32 cepas aisladas de diversas fuentes contra Salmonella y E. coli O157.
De las cuales cuatro presentaron inhibicién contra Salmonella (9, 18, 21 y 51) y
dos (9 y 51) contra E. coli O157. Una vez obtenidas las cepas antagonistas, se
procedio a la preparacién de mezclas. Para ello, en primer término fue necesario
hacer pruebas para observar cualquier posible inhibicion entre las cuatro cepas
seleccionadas. La cepa 9 fue la que mayor efecto antagonico presento al inhibir a
las cepas 51 y 21, las cepas 9 y 51 se inhiben entre ellas y las cepas 18 y 21 no
presentaron ningun efecto antagonico contra ninguna de las demas cepas (Cuadro
8).

En base a estos resultados, se seleccionaron aquellas cepas que no se
inhibieran entre si y se prepararon cinco mezclas (Cuadro 9). Las cinco mezclas
de microorganismos antagonistas se sometieron a ensayos in vitro utilizando

nuevamente la técnica del botdn para evaluar el efecto antagonico contra los
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patdogenos de prueba (Cuadro 10). En el cuadro se observa que de todas la

mezclas, las méas efectiva resulto ser la mezcla 3 (cepas 18 y 51) la cual inhibié a

E. coli 0157 (cepa 1), Salmonella Agona, Salmonella Montevideo, Salmonella sp.

(cepa 2) y a Salmonella Typhimurium. La mezcla 5 (cepas 18, 21 y 5) fue la Unica

que no tuvo efecto antagonista contra ninguno de los dos microorganismos

patégenos.

Cuadro 8. Efecto antagonico entre cepas aisladas de diversas fuentes que

presentan efecto antagonico contra Salmonellay E. coli O157.

Cepa antagonista’ Halo de inhibicién (mm) por cepa antagonista®”
Identificacion Concentracion 9 18 51 21
(UFC/mL)
10 NA 0 0 0
9 10 NA 0 1+0.0 0
10 NA 0 2+0.0 0
10 0 NA 0 0
18 10 0 NA 0 0
10’ 0 NA 0 0
10 0 0 0 NA
21 10 3+0.0 0 0 NA
10" 4.33 £ 0.57 0 0 NA
10 0 0 NA 0
51 10 0 0 NA 0
10" 8+0.0 0 NA 0

1

, Cepa antagonista inmersa en AST
, Concentracién de 1x10° UFC/mL
y NA: No aplica

Halo de inhibicion (mm) + Desviacién estandar. El valor reportado representa la media de seis mediciones.
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Cuadro 9. Efecto inhibitorio in vitro de mezclas de cepas antagonistas contra

Salmonellay E. coli O157.

Microorganismo

Concentracién

Halo de inhibicién de las mezclas antagonistas (mm)*

@ de m.o. Mezclal | Mezcla 2 Mezcla 3 Mezcla 4 Mezcla 5
patégeno )
patégeno (9y18) | (21y18) | (18y51) | (21y51) |(18,21y 51)
10° 0 0 0 0 0
E. coli 0157 -
10 0 0 0 0 0
(cepal) .
10 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0
E. coli 0157 -
10 0 0 +0 0 0
(cepa 2) .
10 0 0 2+0. 0 0
10° 0 0 0 0
Salmonella sp. .
10 0 0 0 0
(cepal) .
10 0 0 0 0 0
10’ 0 0 1+0.0 0 0
Salmonella sp. .
( 2 10 0 +0 1.83+0.29 +0 0
cepa
10’ 1+£0.0 2+0. 2.33+0.58 2+ 0
10’ 0 1+0.0 0 0
Salmonella Agona 10° 0 + 2+0.0 0 0
10’ 1+0.0 2+ 3+0.0 0 0
10’ 0 0 0 0
Salmonella 5
_ 10 0 0 0 0
Montevideo .
10 0 1.33+0.28 0 0 0
10° 0 0 1+0.0 0 0
Salmonella .
onimur 10 0 0 1.17+028 | 1+0.0 0
imurium
yp 107 1.17 £ 0.28 1+£0.0 1.66 +0.28 [1.17 £0.28 0

1
El valor reportado representa la media del halo de inhibicién (mm) de seis mediciones + desviacion estandar

Diversos estudios reportan que los microorganismos antagonistas funcionan

mejor en mezclas que por si solas (Matos y Garland, 2005). Sin embargo, en este

estudio se demostré que no necesariamente se presenta este efecto, ya que como

se puede ver en el Cuadro 10, las bacterias por si solas presentan un efecto

similar que al de sus mezclas. Sin embargo, la ventaja que podria tener usar
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mezclas en lugar de cepas individuales, es que el efecto antagénico pudiera ser
contra un mayor numero de cepas de patégenos, y tal vez resultar mas efectivo al

probarse en las semillas.

Por germinacion se entiende el proceso fisiolégico donde la semilla produce
una plantula con sus partes esenciales normales (radicula y plimula). La
capacidad de germinar una semilla esta influenciada por varios factores internos
como externos. Dentro de los factores internos estan la viabilidad del embrion, la
cantidad y calidad del tejido de reserva y los diferentes tipos de dormancia.
Algunos de los factores externos que regulan el proceso son el grosor de la testa,
disponibilidad de agua, momento de la cosecha, ataque de plagas vy
enfermedades, secado y condiciones de almacenamiento, temperatura y tipos de
luz. La incorporacién de microorganismos antagonistas podria afectar la tasa de
germinacion de las semillas de alfalfa por la produccién de ciertos metabolitos
secundarios (fitohormonas, antibiéticos, acidos organicos y enzimas) secretados

por estas bacterias.

Primeramente se evalu6 el efecto de las mezclas de los microorganismos
antagonistas sobre la tasa de germinacion de la semilla de alfalfa (Cuadro 11).
Ninguna de las mezclas de microorganismos antagonistas afectdé el indice de
germinaciéon al compararse con el control. Hay estudios en donde se reporta que
las bacterias antagonistas pueden tener un efecto positivo 0 negativo sobre el
indice de germinacién (Ogata et al., 2008). Fransisca et al., (2012) reportaron que
la produccion de metabolitos secundarios por parte de microorganismos
antagonistas aplicados en germinado de alfalfa para controlar bacterias patdégenos
afectd negativamente el indice de germinacion. Lo cual podria explicar el
porcentaje bajo de germinacion obtenido.
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Cuadro 10. Comparacion del efecto antagonico contra Salmonella y E. coli O157

de cepas individuales con el efecto antagénico de mezclas de estas mismas

cepas.

Microorganismo

Concentracion

Halo de inhibicién de las mezclas antagonistas (mm)*

6 de patégeno Cepas Mezcla 1 |Mezcla 2| Mezcla 3 [Mezcla 4| Mezcla 5
patogeno
(UFC/mL) 18 21 9 51 (9y18) [(21y 18)| (18 y 51) [(21y 51)|(18, 21y 51)
10° 0° 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli 0157 3
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(cepal)
10” 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli 0157 -
10 1+0.0 0 0 1+0.0 0 0 1+0.0 0 0
(cepa 2)
10’ 1+0.0 0 0 1+0.0 0 0 2+0.0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Salmonella sp. 5
10 2+0.0 0 1+0.0 0 0 0 0 0 0
(cepal)
10’ 2+0.0 0 1+0.0 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0 1+0.0 0 0
8 1.83 +
Salmonella spp. 10 1+0.0 | 1+0.0 0 0 0 1+0.0 0.0 1+0.0 0
(cepa2) i
B 1.66 + 2.33+
10 1+0.0 0 0 1+00 | 2+0.0 2+0.0 0
0.58 0.58
10° 0 0 0 0 0 0 1+0.0 0 0
Salmonella 3
10 1£0.0 0 0 1+0.0 0 1+£00 | 2£00 0 0
Agona
10’ 1+00 | 100 0 1+00 | 1+0.0 | 2+00 | 300 0 0
10° 0 1+0.0 0 0 0 0 0 0 0
Salmonella 10° 0 2+0.0 0 0 0 0 0 0 0
Montevideo 1.33+
10’ 0 2+0.0 0 0 0 0 0 0
0.28
10° 0 0 0 0 0 0 1+0.0 0 0
133+ 117 +
Salmonella 108 0 0 0 0 0 1+0.0 0
o 0.58 0.28
Typhimurium
B 1.83+ 117 + 166+ | 1.17+
10 3+0.0 0 0 1+0.0 0
0.28 0.28 0.28 0.28

1
El valor reportado representa la media del halo de inhibicién (mm) de seis mediciones + desviacién estandar
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Cuadro 11. Efecto de la aplicacion de mezclas antagonistas sobre el indice de

germinacion.

Tratamiento Indice de germinacién*??3
Control 64 + 3.15 %?
Mezcla 2 64 + 3.42 %2
Mezcla 3 64 + 3.26 %?
Mezcla 4 63 £ 2.92 %?

1
Los valores son expresados como la media de las determinaciones de nueve repeticiones + desviacion estandar.
2Datos transformados para su andlisis a grados angulares de x, y expresados en la tabla en términos de la variable original.

‘No hay diferencias significativas entre valores en la misma columna (P > 0.7341).
*indice de germinacion fue determinada a partir del nimero de semillas germinadas, luego de 48 hrs de germinacién a 22°C.

Una vez que se comprobd que las mezclas de bacterias antagonistas no
tienen un efecto adverso sobre el indice de germinacion de la semilla, se procedié
a evaluar el antagonismo microbiano durante las cuatro horas de remojo de las
semillas de alfalfa inoculadas con Salmonella y E. coli (10’ UFC/g). En el Cuadro
12 se observa el efecto de las mezclas de antagonistas sobre los microorganismos
patégenos antes y después del remojo de las semillas. En las semillas remojadas
en agua hubo un incremento en la poblacién aproximadamente de 1 Log UFC/g
para Salmonella y E. coli. Sin embargo, cuando se utilizaron los consorcios de
microorganismos antagonistas se observo una reduccion en las poblaciones de los
patdgenos. Las mezclas 2 y 4 fueron las mas efectivas contra Salmonella y la

mezcla 3 contra E. coli O157.

Al comparar los resultados en semilla y los ensayos in vitro se observo que
la efectividad se redujo al aplicarse en semilla, al igual que la mezcla 1 que resulto
ser efectivo in vitro pero no al aplicarse en la semilla, mientras que la mezcla2y 4

mantuvieron su efecto contra Salmonella tanto in vitro como en la semilla.
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Cuadro 12. Efecto antagénico de mezclas de cepas contra Salmonella y E. coli

0157 en semilla de alfalfa después de 4 horas de remojo.

Salmonella (Log UFC/g)"? E. coli O157 (Log UFC/g)*?
Tratamiento _ ~ Aumento/ . _ _ Aumento/
Sin remojo Con remojo redUceith Sin remojo Con remojo reduccion
Control 6.32+1.22a 7.15x0.57a 0.83 6.42+055a 7.55x0.51a 1.13
Mezcla 1* 6.98+0.32a 6.83x0.25a -0.15 NA NA NA
Mezcla2** 6.39+0.81a 551+0.99b -0.88 NA NA NA
Mezcla 3" 6.61+0.24a 6.65+0.36a -0.04 6.86+0.69a 4.98+0.70b -1.88
Mezcla4* 6.37+0.76a 5.48x091b -0.89 NA NA NA

1
2Los valores son expresados como la media de las determinaciones de nueve repeticiones * desviacion estandar.

Diferencias significativas entre valores en la misma columna estan indicados por diferentes letras (P < 0.001).
* Mezcla 1: cepas antagonistas 9 y 18; Mezcla 2: cepas antagonistas 21 y 18; Mezcla 3: cepas antagonistas 18 y 51; Mezcla 4:
cepas antagonistas 21y 51.

NA: No anlica

V.3. Antagonismo microbiano en germinado de alfalfa

Diversos estudios reportan que los microorganismos patdogenos a humanos
son buenos competidores en las superficies de los germinados y pueden
incrementarse en niveles significativos durante la germinacién ya sea en semillas
inoculadas o contaminadas naturalmente (Schoeller et al., 2002). Sin embargo, la

exclusion competitiva ocurre de manera natural.

En el experimento anterior se observdé un efecto inhibitorio sobre el
desarrollo de Salmonella y E. coli O157 luego de las 4 horas de remojo de las
semillas en agua inoculada con las mezclas de microorganismos antagonistas. Sin
embargo, la cantidad de microorganismos patdégenos con la que se contamino la
semilla fue alta (~7 Log UFC/g), situacion poco probable de ocurrir. Para plantear
un escenario que pudiera semejar una contaminacion real se decidio utilizar un
nivel de in6culo mas bajo (10° Log UFC/mL) de microorganismos patdégenos. Se

cuantifico el efecto de los antagonistas antes y después del remojo de la semilla
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contaminada y se evalué el comportamiento de los patdgenos y de la flora

asociada durante la germinacion de estas semillas.

En las semillas inoculadas con el inoculo alto de Salmonella (10’ Log
UFC/g) el efecto de la mezcla 2 de microorganismos antagonistas, posterior a 4
horas de remojo en H,O (0 horas) consisti6 en una reduccion de 0,06 Log. El
efecto de la mezcla 4 de microorganismos antagonistas sobre la concentracion de
Salmonella enterica posterior al remojo fue de una reduccion en la concentracion
de 0.50 Log mientras que el control presento un incremento en la concentracion de
aproximadamente 1 Log (Cuadro 13). El efecto de las mezclas 2 y 4 no afecto
considerablemente la concentracién de Salmonella debido a que esta se mantuvo

constante a lo largo de la germinacion (Figura 10 A).

Por otro lado, en las semillas inoculadas con un inoculo bajo de Salmonella
(10° Log UFC/mL) se observé que las mezclas de microorganismos antagonistas
posterior a las 4 horas de remojo (0 horas de germinacién) tuvieron un efecto
similar que al aplicarse con un nivel de indculo alto (Cuadro 13). Sin embargo, a lo
largo de la germinacion se obtuvo una mayor reduccion de la concentracion de
Salmonella con respecto al control, el cual presento un aumento en la
concentracion con respecto al inoculo alto, esto debido a que al inocular una
concentracion elevada de Salmonella en la semilla no se obtiene un aumento en
su concentracion debido a la alta cantidad del in6culo del patégeno al cual ya no
puede aumentar, comparado con el indculo bajo en el cual todavia Salmonella aun

es capaz de aumentar su concentracion (Figura 10 B). .

Ahora bien, en las semillas inoculadas con un in6culo alto de Escherichia
coli 0157 (10’ Log UFC/mL) el efecto de la mezcla 3 de microorganismos
antagonistas posterior a las 4 de remojo (0 horas) no afecto la concentracion del
patdgeno, siendo efectiva el consorcio de microorganismos antagonistas, mientras
que el control luego del remojo presento un aumento en la concentracion de 1.5

Log (Cuadro 14). Después de las 4 horas de remojo (0 horas de germinacion), el
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efecto de la mezcla 3 empez6 a decaer, presentandose en la semilla inoculada

con la mezcla 3 de microorganismos antagonistas y el patbgeno una

concentracion muy similar a la del control a lo largo de la germinacion (Figura 9 A).

Por otro lado, en las semillas inoculadas con un indculo bajo de Escherichia
coli 0157 (10° Log UFC/mL) posterior a las cuatro horas de remojo en agua
purificada estéril (O horas de germinacién) se observo que la mezcla 3 tuvo un
efecto en la reducciébn de aproximadamente medio Log, mientras el control
presento un incremento de aproximadamente 3 Log, esto es debido a que E. coli
0157 tiene una mayor facilidad para desarrollarse en agua que Salmonella
(Cuadro 14). La concentracion del patdogeno en semilla inoculada con la mezcla 3
de microorganismos antagonistas se logré controlar a lo largo de la germinacién
(Figura 9 B). Mientras que el control con indculo bajo presento un mayor aumento
que la semilla con un inéculo alto, esto debido a que al inocular una alta
concentracion de E. coli 0157 esté ya no es capaz de seguir desarrollandose en el
medio debido a su alta concentracion, caso contrario lo que ocurre al utilizar un

in6culo bajo.

Cuadro 13. Efecto antagodnico de las mezclas 2 y 4 contra Salmonella inoculada
en niveles bajos (10° Log UFC/mL) y altos (10’ Log UFC/mL) en semilla de alfalfa

después de 4 horas de remojo.

Inéculo alto (~7 Log UFC/g)*? In6culo bajo (~3 Log UFC/g)*™?
Tratamiento . . ~ [ Aumento/ | _ _ | Aumento/
Sin remojo | Con remojo » Sin remojo | Con remojo »
reduccion reduccion
Control 6.41+0.48 | 7.25+0.76 0.84 3.13+0.33 | 4.67+0.33 1.54
Mezcla 2** | 6.31+0.52 | 6.25+0.51 -0.06 2.99+0.23 | 3.09+0.33 0.10
Mezcla 4* | 6.48 +0.74 | 5.98+0.33 -0.50 3.02+0.41 | 3.46+0.44 0.44

1
Los valores son expresados como la media de las determinaciones de nueve repeticiones + desviacion estandar.
2

Diferencias significativas entre valores en la misma columna estan indicados por diferentes letras (P < 0.001).
* Mezcla de cepas antagonistas 9 y 18.
** Mezcla de cepas antagonistas 21y 18.

Mezcla de cepas antagonistas 18 y 51.

Mezcla de cepas antagonistas 21y 51.
NA: No aplica
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Figura 10. Crecimiento de Salmonella frente a mezclas de microorganismos

antagonistas durante la germinacion de alfalfa. A) Inéculo alto de Salmonella (10’
Log UFC/g). B) Indculo bajo de Salmonella (10° Log UFC/g).
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Existen reportes que indican que hay un incremento significativo de E. coli
0157 de 10* 0 10° Log UFC/mL a 10’ o0 10® Log UFC/mL después de 96 horas de
germinacion, esto debido a la abundancia de nutrientes liberados a partir de las
raices del germinado (Warriner et al., 2003). Diversos estudios han demostrado
que exudados provenientes de semillas germinadas favorecen el crecimiento
bacteriano (Andrews et al., 1982; Joce et al., 1990 y Hara-Kudo et al., 1997).

Johnston et al. (2009) y Fett (2005), encontraron una mayor de reduccion
de Salmonella y E. coli O157 en lechuga y espinaca comparado con lo encontrado
en este estudio. Esto puede deberse a que los microorganismos antagonistas se
aislaron de la flora nativa presente en estos alimentos. Lo que hace suponer que
el efecto antagonico pudiera deberse a la accidn conjunta de la flora nativa con las

mezclas, que de las mezclas per se.

La flora nativa de los germinados puede provenir de la semilla estando
albergada en el interior o en la superficie de esta e incrementar su numero durante
la germinacion condicionado por: temperatura, humedad, etc., que ahi prevalecen
(Ponka et al., 1995). En la literatura se consigna que tanto las Enterobacteriaceae
como Pseudomonas son los principales microorganismos nativos en varios tipos
de germinado (Becker y Holzapfel, 1997). Existen reportes que indican que hay un
incremento significativo después del 2° dia de germinacién (3 a 5 Log UFC/q)
(Castro y Escartin, 2000). Las semillas secas contienen entre 10° y 10° de flora
nativa por gramo, la cual rdpidamente se multiplica durante la produccion del
germinado, y las semillas germinadas pueden contener entre 10% y 10° de flora
nativa por gramo hasta su consumo. Esta alta poblacion de flora nativa puede
limitar el crecimiento de bacterias patdogenas a través de competencia, durante la

germinacion y el subsecuente almacenaje de los germinados (EFSA, 2011).

El germinado se trata de un producto por naturaleza con alto contenido
microbiano que no afecta necesariamente su frescura. Aparentemente los

microorganismos desarrollan muy activamente en el germinado y alcanzan una
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poblacién con un maximo que ya no se modifica ostensiblemente a lo largo del

proceso de germinacion.

Resulté importante conocer la dinamica de los microorganismos
mencionados durante la germinacién porque permitié observar las condiciones del

ambiente a las que se enfrentarian los patégenos inoculados.

Cuadro 14. Efecto antagonico de la mezcla 3 contra dos niveles de in6culo de E.
coli 0157 (10’ Log UFC/mL) y (10° Log UFC/mL) en semilla de alfalfa después de
4 horas de remojo.

Inéculo alto (~7 log UFC/g)** Inéculo bajo (~3 log UFC/g)™*
Tratamiento _ . Aumento/ ) . Aumento/
Sinremojo Con remojo o Sin remojo Con remojo o
reduccion reduccion
Control 6.31+055 7.82+0.29 1.51 3.03+0.54 5.76+0.26 2.73
Mezcla 3" 6.48+0.47 6.67+£0.74 0.19 3.03+0.28 3.50+0.59 0.47

1
2Los valores son expresados como la media de las determinaciones de nueve repeticiones * desviacion estandar.

Diferencias significativas entre valores en la misma columna estan indicados por diferentes letras (P < 0.001).
* Mezcla de cepas antagonistas 9 y 18.
:* Mezcla de cepas antagonistas 21y 18.

Mezcla de cepas antagonistas 18 y 51.

Mezcla de cepas antagonistas 21y 51.
NA: No aplica

V.4. Determinacion de los mecanismos de antagonismo

En contraste con lo que ocurre con la mayoria de los compuestos utilizados
como antimicrobianos quimicos, no se comprenden por completo los complejos
modos de accién de los microorganismos, incluyendo a la mayoria de los agentes
de control biologico. Son, regularmente, mas dificiles de manejar y aplicar que los
antimicrobianos quimicos comunes, especialmente cuando es necesaria la
conjuncion de varios factores para que sean eficaces o0 ecolégicamente
competentes. Sin embargo, la complejidad de los modos de accion de muchos
agentes de control biolégico representa una ventaja sobre los productos quimicos,

pues el patdgeno tendra mayor dificultad para desarrollar resistencia hacia ellos.
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Figura 11. Crecimiento de E. coli O157 frente a mezclas de microorganismos
antagonistas durante la germinacion de alfalfa. A) Inéculo alto de E. coli 0157 (10’
Log UFC/mL). B) Inéculo bajo de E. coli 0157 (10° Log UFC/mL).
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Aunque en algunos casos se cuenta con un conocimiento amplio del modo
de accion, no es asi para la mayoria de los agentes de control biolégico. Esto es
debido, en parte, a que es raro que sOlo un mecanismo antagonista sea
responsable del control o supresion del patdégeno. Un agente de control bioldgico
eficaz cuenta, generalmente, con varios mecanismos antagonistas que actuan de
manera conjunta para controlar al patdégeno. En nuestro estudio se buscé la
presencia de (acido cianhidrico) y la produccion de sider6foros como posibles

mecanismos de accion de las cuatro cepas antagonistas.

Por un lado, en cuanto a la produccion de sider6foros (Cuadro 15) se puede
observar que las cuatro cepas los produjeron, lo cual concuerda con lo reportado
por Alexander y Zuberer (1991). Esto puede deberse a que la cantidad y el tipo de
sideroforo producido por un organismo depende de la disponibilidad de nutrientes

organicos e inorganicos presentes en el medio.

Por otra parte, se observdé una baja produccibn de HCN (Cuadro 16)
comparado con lo encontrado con Devi et al. (2006), lo que pudiera contribuir a
que el efecto antagbnico de estos microorganismos antagonistas no fuera el
suficiente para controlar estos patdgenos. Si la produccion de HCN hubiera sido
alta como la de sider6foros, entonces el efecto antagbnico de estos

microorganismos hubiera sido mayor.

Cuadro 15. Produccién in vitro de sideréforos producidos por bacterias

antagonistas aisladas de suelo de cultivo organico.

_ Sideréforo
Cepa antagonista _
(UM equi. DFOM)?
Control 0.001
9 44.55
18 55.84
21 55.53
51 57.85

4 Equiv. DFOM, equivalente de mesilato deferroxamina
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Cuadro 16. Produccion cuantitativa de HCN por cepas antagonistas.

_ Concentracion HCN
Cepa antagonista

(mM/mL)
Control 0.0055
9 0.7193 £ 0.37
18 0.9771+0.37
21 0.7296 £ 0.28
51 0.8115 + 0.32

Los valores representan la media de tres réplicas + la desviacién estandar.
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VI. CONCLUSIONES

1. Cinco cepas de microorganismos antagonistas seleccionados mostro efecto

inhibitorio de los patdgenos durante los ensayos in vitro.

2. La utilizacién de mezclas de microorganismos antagonistas no afecta el

indice de germinacion del germinado de alfalfa.

3. Las mezclas (2 y 4) y (3) de microorganismos antagonistas reducen a
concentracion de Salmonella enterica y Escherichia coli O157 en el
germinado de alfalfa 1.5 y 2.5 Log, respectivamente, luego de las cuatro
horas de remojo.

4. Las mezclas de microorganismos antagonistas logran controlar el desarrollo

de Salmonella enterica y Escherichia coli O157 durante la germinacion.

5. La inoculacién de las mezclas de microorganismos antagonistas en la
semilla ante un nivel de in6culo bajo de los patdgenos, resulto ser mas
efectiva que ante un nivel de indculo alto, al controlar el desarrollo de los

patégenos durante la germinacion.

6. Entre los diversos mecanismos de antagonismo que pudieran ejercer estas
bacterias antagonistas estan la competencia por espacio o nutrientes, la

produccion de sideroforos o la antibiosis o produccién de antibioticos.

7. No se observo una relacion franca entre la actividad antagonica contra
Salmonella enterica y Escherichia coli O157 demostrada por cepas
bacterianas aisladas de fuentes muestreadas en los ensayos in vitro, y en el

germinado de alfalfa.
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