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Resumen

Ruiz, M.J.; Garcia, M.D.; Padola, N.L.; Etcheverria, A.l.: Capacidad de Lactiplantiba-
cillus plantarum de reducir biofilms de bacterias patdgenas transmitidas por alimentos.
Rev. Vet 33: 1, 48-52, 2022. El uso de L. plantarum LP5 con potencial probidtico puede ser
un enfoque alternativo para reducir la formacion de biofilms de patdgenos involucrados en
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) en las industrias alimentarias. El objetivo
de este estudio fue evaluar la capacidad reductora de biofilms de L. plantarum sobre el bio-
films de Escherichia coli productor de toxina Shiga, Salmonella tiphymurium y Staphylococ-
cus aureus. Fueron realizados tres ensayos: competencia, exclusion y desplazamiento. En
las pruebas de competenciay exclusion, la produccion de biofilms de STEC, S. tiphymurium
y S. aureus fueron reducidas por efecto antibacteriano de L. plantarum LP5 (p<0,01). En
la prueba de desplazamiento, si bien el biofilm producido por S. aureus, ejercio resistencia
frente a L. plantarum LP5 (p<0,01), los biofilms de STECy S. tiphymurium fueron reducidos
al incorporar el cultivo de L. plantarum LP5 (p<0,01). Por lo tanto, el efecto antagonico de
L. plantarum LP5 demostrado por la capacidad reductora de biofilms de bacterias patdgenas
involucradas en ETA lo convierte en una cepa con potencial aplicacion antibacteriana en la
industria alimentaria.

Palabras clave: Lactiplantibacillus plantarum, biofilms, patégenos, enfermedades transmi-
tidas por alimentos.

Abstract

Ruiz, M.J.; Garcia, M.D.; Padola, N.L.; Etcheverria, A.l.: Ability of Lactiplantibacil-
lus plantarum to reduce biofilms ofpathogens involved infoodborne diseases. Rev. Vet.
33: 1, 52, 2022. The use of L. plantarum LP5 with probiotic potential may be an alternative
approach to reduce the formation of biofilms of pathogens involved in foodborne diseases
in food industries. The objective of this study was to evaluate the reducing capacity of L.
plantarum biofilms on the biofilms of Shiga toxin-producing Escherichia coli, Salmonella
tiphymurium and Staphylococcus aureus. Three tests were carried out: competition, exclu-
sion and displacement. In the competition and exclusion tests, the production of biofilms of
STEC, S. tiphymurium and S. aureus were reduced by the antibacterial effect of L. plantarum
LP5 (p<0.01). In the displacement test, although the biofilms produced by S. aureus, exerted
resistance against L. plantarum LP5 (p<0.01), the biofilms of STEC and S. tiphymurium
were reduced when incorporating the culture of L. plantarum LP5 (p<0.01). Therefore, the
antagonistic effect of L. plantarum LP5 demonstrated by the reducing capacity of biofilms of
pathogenic bacteria involved in foodborne diseases makes it a strain with potential antibacte-
rial application in the food industry.
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INTRODUCCION Los biofilms estan estructurados principalmente
por grandes colonias de bacterias incrustadas en una
Las bacterias existen en la naturaleza bajo dos matriz polimérica extracelular 5%. La capacidad de
formas o estados: bacterias plancténicas -de libre flo- crear biofilms no parece estar restringida a ningin gru-
tacion- y bacterias que forman biofilms o comunida- po especifico de microorganismos y hoy se considera
des, que son aquéllas que cuando se enfrentan a una  que bajo condiciones ambientales adecuadas, todos los
superficie, se adhieren aellay a continuacion, elaboran  microorganismos son capaces de formarlos 9.
sefiales quimicas para coordinar dichas comunidades 6.
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Las bacterias patogenas tienen la capacidad de ad-
herirse y formar biofilms en diversos sistemas, inclu-
yendo superficies, equipos y/o utensilios de la industria
alimenticia, donde crean una fuente permanente de
contaminacion del alimento. La matriz organica de un
biofilm proporciona a los microorganismos una barrera
protectora extraordinaria frente a agresiones externas.

Se estima que los microorganismos presentes enun
biofilm pueden ser mil veces mas resistentes a los des-
infectantes convencionales que las bacterias en estado
planctonico. Esto puede conducir a la contaminacion
de los alimentos y al desarrollo de enfermedades, como
asi también a pérdidas econémicas debido al rechazo
del producto 1.

Ademas del riesgo de contaminacion, el desarro-
llo de biofilms puede interferir en diferentes procesos y
causar dafios en equipos. En sistemas de agua potable,
estas comunidades pueden obstruir las cafierias dismi-
nuyendo su velocidad y capacidad de transporte, origi-
nando un incremento en el consumo energético. En las
superficies metalicas pueden causar corrosion debido a
la produccion de acido por las bacterias 4.

Dichas contaminaciones pueden ser provocadas
por numerosas especies de microorganismos de dete-
rioro, como asi también patdgenos, entre los que se des-
tacan: STEC, Salmonellaspy S. aureus. Las bacterias,
sobre todo patogenas, pueden adherirse a casi cualquier
tipo de superficie, como plastico, metal, vidrio, madera,
particulas del suelo y productos alimenticios 1.

Por lo tanto, en la industria alimentaria resulta fun-
damental su tratamiento ya que podrian derivar en la
produccion de enfermedades transmitidas por alimen-
tos (ETA). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
determina que las ETA vinculan a biofilms y trastornos
digestivos debido a una posible contaminacion cruzada
durante el proceso de produccion de alimentos. De esta
manera, se puede establecer una relacion entre los mi-
croorganismos que habitan en una planta de produccion
y el alimento que se produce en la misma. Esto pone en
riesgo la salud de los consumidores y el renombre de la
empresa que ha expedido los alimentos en cuestion 7.

Por otro lado, se ha demostrado que las bacterias
acido lacticas (BAL) pueden formar biofilms sobre ma-
terial bidtico y abidtico para fines industriales o fun-
cionan como efectores antagonistas contra varios pa-
togenos transmitidos por los alimentos en el modo de
crecimiento plancténico o biofilms 7.

Lactobacillus sp es un género bacteriano amplia-
mente utilizado como probidtico. En los Gltimos afios,
el interés por los probidticos como complementos nu-
tricionales ha aumentado significativamente y el con-
cepto se esta aplicando en diferentes y variadas matri-
ces. Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum LP5)
tiene una gran capacidad para adaptarse a nichos am-
bientales y la particularidad de presentar capacidad an-
tibacteriana frente a diferentes bacterias patogenas 4.

El objetivo de este estudio fue evaluar el uso de L.
plantarum LP5 como método de control in vitro de la
formacion de biofilms por patégenos involucrados en

ETA como Escherichia coli productor de toxina Shiga
(STEC), Salmonella tiphymurium (S. tiphymurium) y
Staphylococcus aureus (S. aureus).

MATERIAL Y METODOS

Seleccidny condiciones de crecimiento de las cepas

Las cepas patogenas involucradas en la produccion
de ETA seleccionadas para los distintos tratamientos
fueron: STEC 0157:H7 (EDL933) aislada de un caso
clinico de sindrome urémico hemolitico (SUH) y S. Ti-
phymurium y S. aureus aisladas previamente de cria-
deros de cerdos y boca de expendio de carne de cerdo
respectivamente, en el Laboratorio de Inmunoquimica
y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de Buenos Aires 2. Las tres cepas patdgenas fueron ac-
tivadas en caldo Luria Bertani (LB, Britania, Argenti-
na) durante 24 h a 37°C en aerobiosis.

La BAL utilizada fue L. plantarum LP5 de origen
porcino identificada previamente por secuenciacion de
Sanger del 16S ribosomal y probada actividad antibac-
teriana in vitro contra patégenos involucrados en bro-
tes alimentarios: STEC, S. Typhimurium, S. aureusy C.
coli 3M4. L. plantarum LP5 fue activado en caldo Man
Rogosa Sharpe (MRS, Britania, Argentina) durante 24
h a 37°C en aerobiosis.

Las cepas patdgenas y L. plantarum LP5 fueron con-
servadas en caldo LB (Britania, Argentina), y MRS (Bri-
tania, Arg.) respectivamente, con 20% de glicerol a -0°C.

Evaluacion de reduccion de biofilms de bacteriaspa-
togenas

La capacidad de las BAL de reducir biofilms de las
bacterias patogenas se realizé con base en una técnica
descripta anteriormente 18 con modificaciones. Fueron
utilizadas placas de 24 pocillos de fondo plano conte-
niendo vidrios circulares de 1 mm de espesor, removi-
bles. Se realizaron tres ensayos:

Competencia: L. plantarum LP5 y las bacterias
patégenas fueron co-cultivadas en los pocillos. Una
concentracion de 105UFC/ml (unidades formadoras de
colonias/ml) de ambos cultivos (L. plantarum LP5 y
STEC, L. plantarum y S. Tiphymurium y L. plantarum
y S. aureus) fue colocada en diferentes pocillos. Las
placas se incubaron a 37°C durante 72 h en aerobio-
sis. Los vidrios fueron lavados conphosphate buffered
saline (PBS, NaHPO4 10 mM, KH204 1 mM, NaCl
140 mM, KCI 3 mM) pH 71 colocados en tubos con
5 ml de solucion fisiolégica (CINa 0,85%) y agitados
durante 2 h.

De cada tubo, fueron sembrados 100 I en placas
de MRS (Britania, Argentina) para recuento de L. plan-
tarum LP5 y MacConkey (Britania, Argentina) para
STEC, Salmonella-Shigella (S-S, Britania, Argentina)
para S. Tiphymurium y Agar Manitol Salado (AMS,
Britania, Argentina) para S. aureus. Los cultivos pa-
togenos fueron incubados a 37°C durante 24 h en ae-
robiosis y L. plantarum LP5 a 37°C durante 24 h en
anaerobiosis.
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Exclusidn: en cada pocillo fue colocado L. planta-
rum LP5 en una concentracion de 10, UFC/ml e incuba-
do a 37°C durante 72 h. Los vidrios fueron lavados con
PBS pH 7,1 (Na.HPO. 10 mM, KH.PO. 1 mM, NaCl
140 mM, KCI 3 mM) y colocados en nuevos pocillos.
Las bacterias patdgenas en una concentracion de 10,
UFC/ml fueron inoculadas sobre los pocillos con bio-
films de L. plantarum LP5.

Incubacidn. Las placas fueron incubadas a 37°C
durante 72 h en aerobiosis. Los vidrios fueron lavados
con PBS pH 71 "H P O . 10 mM, KH.PO. 1 mM,
NaCl 140 mM, KCI 3 mM), colocados en tubos con 5
ml de solucion fisioldgica (CINa 0,85%) y agitados du-
rante 2 h. De cada tubo, fueron sembrados 100 pl en los
medios y en las condiciones previamente mencionadas
para cada una de las bacterias buscadas.

Desplazamiento

En cada pocillo fueron colocadas las bacterias pa-
tégenas en una concentracion de 10 UFC/ml e incuba-
das a 37°C durante 72 h. Los vidrios fueron lavados
con PBS pH 71 ~H P O . 10 mM, KH.PO. 1 mM,
NaCl 140 mM, KCI 3 mM) y colocados en nuevos po-
cillos. L. plantarum LP5 en una concentracion de 10,
UFC/ml fue inoculado sobre los pocillos con biofilms
de los patdgenos.

Las placas fueron incubadas a 37°C durante 72 h
en aerobiosis. Los vidrios fueron lavados con PBS pH
71 (Na.HPO. 10 mM, KH.PO. 1 mM, NaCl 140 mM,
KCI 3 mM), colocados en tubos con 5 ml de solucién fi-
siolégica (CINa 0,85%) y agitados durante 2 h. De cada
tubo, fueron sembrados ... pl en los medios y en las
condiciones previamente mencionadas para cada una
de las bacterias buscadas.

Anélisis estadistico
Todos los experimentos se llevaron a cabo tres ve-
ces, con muestras triplicadas por ensayo, y los resul-

tados se expresaron como promedio. Las desviaciones
estandar fueron determinadas con el programa Excel
(Microsoft Corp., EEUU). Una prueba “t” en el inter-
valo de confianza del 95% con PASW Statistics SPSS
17 (IBM Co.) fue realizada para determinar la signifi-
cacion estadistica de los datos.

RESULTADOS

Reduccion de biofilms depatégenospor competencia

El ensayo de competencia mostr6 una cuantifica-
cién promedio de STEC y de L. plantarum LP5 més
STEC de 4,99 log" UFC/ml y 1,83 logwUFC/ml, res-
pectivamente; de S. Tiphymurium y de L. plantarum
LP5 méas S. Tiphymurium de 5,25 log" UFC/mly 1,74
log:.. UFC/ml, respectivamente; y de S. aureus y de L.
plantarum LP5 maés S. aureus de 5,29 log.. UFC/ml y
1,34 log:c UFC/ml, respectivamente.

Reduccidn de biofilms de patégenospor exclusion

El ensayo de exclusion mostré una cuantificacion
promedio de STEC y de L. plantarum LP5 mas STEC
de 4,96 log" UFC/ml y 1,42 log™ UFC/mI, respectiva-
mente; de S. Tiphymurium y de L. plantarum LP5 méas
S. Tiphymurium de 5,27 log.. UFC/mly 1,24 log.. UFC/
ml, respectivamente; y de S. aureus y de L. plantarum
LP5 més S. aureus de 501 log. UFC/mly 1,19 log.
UFC/ml, respectivamente. La produccién de biofilms
de STEC, S. Tiphymurium y S. aureus fue menor que la
produccidn de biofilms de cada patdégeno co-cultivado
con L. plantarum LP5 (p<0,01; Figura 1).

Reduccion de biofilms de patdgenos por desplaza-
miento

El ensayo de desplazamiento mostrdé una cuantifi-
cacion promedio de STEC y de L. plantarum LP5 més
STEC de 4,52 log. UFC/ml y 3,32 log.. UFC/ml, res-
pectivamente; de S. Tiphymurium y de S. Tiphymurium

Figura 1 Cuantificacion de bacterias patogenas y L. plantarum LP5 en los ensayos de competencia, exclusiony

desplazamiento.
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y de L. plantarum LP5 mas S. Tiphymurium de 3,90
logDUFC/ml y 1,44 logDUFC/ml, respectivamente; y
de S. aureus y de L. plantarum LP5 mas S. aureus de
2,07 logDUFC/mly 4,56 logDUFC/ml, respectivamen-
te (Figura 1).

La produccion de biofilms de STEC y de S. Tiphy-
murium fue menor que la produccion de biofilms de
los dos patdgenos cuando fue incorporado el cultivo
de L. plantarum LP5 (p<0,01; Figura 1). Por el contra-
rio, la produccién de biofilms de S. aureus fue mayor
que la produccién de biofilms de S. aureus cuando fue
incorporado el cultivo de L. plantarum LP5 (p<0,01,
Figura 1).

Las medias identificadas con letras diferentes in-
dican diferencias significativas (p<0,05) entre L. plan-
tarum LP5 y STEC, L. plantarum LP5 y S. Tiphymu-
riumy L. plantarum LP5y S. aureus para cada ensayo
(competencia, exclusiony desplazamiento). Las barras
indican la desviacion estandar.

DISCUSION

La presencia de biofilms representa una preocupa-
cién en la industria alimentaria porque las bacterias
pueden adherirse a casi cualquier tipo de superficie,
como plastico, metal, vidrio, particulas de suelo y pro-
ductos alimenticios de madera 7.

En el presente estudio in vitro fue demostrada la
caracteristica antagonica de L. plantarum LP5 frente a
bacterias patégenas sobre una superficie abiética como
el vidrio. Estos resultados concuerdan con quienes evi-
denciaron que bacterias del género Lactobacillus sp
presentan accion antibacteriana natural sobre biofilms
de bacterias patogenas adheridas a superficies como
poliestireno y acero inoxidable 12.

En otro estudio, la actividad de formacion de bio-
films se realizé in vitro en dos materiales: vidrio y po-
liestireno y la mayor actividad antagénica se mostro
contra S. aureus y STEC 19. Otros investigadores 7,
también obtuvieron resultados similares ante Listeria
monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 y Salmone-
lla Tiphymurium en placas de poliestireno utilizando
especies de BAL.

En el ensayo de competencia, mediante co-cultivo
de L. plantarum LP5 y cada uno de los patogenos, fue
observada una notable reduccién de los biofilms de
STEC, S. Tiphymurium y S. aureus. Estos resultados
son consistentes con los estudios reportados previa-
mente por investigadores que por competencia y/o pro-
duccién de metabolitos 13 ¥ confirmaron la capacidad
antibacteriana de Lactobacillus spy L. plantarum LP5,
respectivamente.

En el ensayo de exclusion, en el que sobre un bio-
film formado por L. plantarum LP5 se adiciona cada
cultivo patégeno, fue observada una inhibicién de la
formacion de biofilms de STEC, S. Tiphymurium y S.
aureus. Estos resultados coinciden con quienes evalua-
ron la capacidad de un aislado de Lactobacillus sp. para
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formar un biofilm fuerte, que proporcionaria el efecto
inhibidor contra varias bacterias patdgenas 811.

La capacidad de BAL para inhibir la formacién de
biofilms de Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, E.
coliy S. Tiphymurium podria estar mediada por la pre-
sencia de metabolitos antimicrobianos . Un estudio
de secuenciacion de genoma completo demostré que
L. plantarum LP5 presenta genes codificantes de plan-
ta ricinas (datos no publicados). Asi, la produccion de
compuestos proteinicos activos antimicrobianos, expli-
caria la capacidad protectora del medio, que impide la
formacion de biofilms por bacterias patogenas.

En el ensayo de desplazamiento, en el que sobre un
biofilm formado por cada patogeno, se adiciona la cepa
potencialmente probi6tica, los resultados variaron. So-
bre el biofilm formado por STECy por S. Tiphymurium,
L. plantarum LP5 produjo un efecto reductor.

La matriz establecida por los patogenos no fue lo
suficientemente consistente para resistir la capacidad
antimicrobiana de L. plantarum LP5. De esta forma,
la capacidad antimicrobiana de L. plantarum LP5 ha
superado la matriz establecida por los patégenos que
generalmente protege la region periférica del biofilm
patégeno 5.

Por otro lado, el biofilm formado por S. aureus, lo-
gré resistir el efecto antibacteriano de L. plantarum
LP5. Esta particularidad de S. aureus podria ser expli-
cada por el mecanismo de supervivencia por formacion
de biofilms que le otorga resistencia a los antimicro-
bianos. No obstante, la OMS lo ha incluido en la cate-
goria de “alta” prioridad de patdgenos resistentes a los
antibioticos que representan una amenaza para la salud
publica 5.

Woo y Ahn Bdemostraron la actividad inhibitoria
de diferentes Lactobacillus sp sobre biofilms a través
de mecanismos de competicion, exclusién y desplaza-
miento, similares a los del presente estudio. Otros 3han
evaluado probioticos comerciales para inhibir, compe-
tir y desplazar la adhesion de patdgenos potenciales,
siendo necesario evaluar cada BAL con el patdgeno
especifico.

Recientemente se informé que las BAL presenta-
ban caracteristicas potenciales como alternativas para
el control de la formacidn de biofilms de bacterias patd-
genas en la industria alimentaria, sin conferir un riesgo
a los consumidores 7.

En conclusién, este estudio demuestra que L. plan-
tarum LP5, disminuye en gran medida la formacion de
biofilms de STEC, S. Tiphymurium y S. aureus princi-
palmente por competenciay exclusién. Por lo tanto, el
uso de biofilms potencialmente probiéticos, puede ser
un enfoque alternativo para reducir la formacion de
biofilms de bacterias patdgenas involucradas en ETA
en las industrias alimentarias.
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