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1. RESUMEN

La leche constituye el medio ideal para el desarrollo de bacterias potencialmente deterioradoras de
las propiedades organolépticas del producto comercial. En ese contexto, estas bacterias poseen la
capacidad de potencialmente formar biopeliculas, condicién que les permite sobrevivir a distintas
etapas a lo largo procesamiento industrial de la leche. En Ecuador no existen estudios sobre la
capacidad formadora de biopeliculas de bacterias de crecimiento mesofilico y termofilico
provenientes de la leche. Por tal razon, el presente estudio tuvo evalud dicha capacidad en
superficies de poliestireno y acero inoxidable, mediante espectrofotometria y recuento en placa,
respectivamente. Adicionalmente, evalu6 el efecto del cloruro de magnesio (MgCl,) 5mM como
agente inhibidor y también la respuesta de microorganismos esporulados, en forma planctonica y
de biopelicula, al calor. Doce de las quince cepas mesofilicas, fueron capaces de formar
biopeliculas en placas poliestrieno. Asimismo, se observd que dos de los cuatro aislamientos
termofilicos también lo hicieron. Como respuesta a la presencia de MgCl, 5mM, la DOagonm de
todas las cepas se redujo considerablemente, aunque cuatro de ellas no fueron inhibidas.
Adicionalmente, todas las cepas que inicialmente formaron biopeliculas en placas de poliestireon,
también lo hicieron sobre acero inoxidable. Sin embargo, se pudo evidenciar que no
necesariamente una cepa con elevada capacidad formadora de biopeliculas en poliestireno, exhiba
la misma por acero inoxidable. Finalmente, no se observo variacion en el recuento de esporas en

los diferentes tratamientos térmicos (80 y 90 °C).

Palabras clave: bacterias, biopeliculas, cloruro de magnesio, esporas, microgota



2. ABSTRACT

The milk constitutes the ideal medium for the development of potentially deteriorating bacteria of
the organoleptic properties of the commercial product. In this context, these bacteria have the
ability to potentially form biofilms, a condition that allows them to survive through different stages
along the industrial processing of the milk. In Ecuador, there are no studies on the biofilm-forming
capacity of mesophilic and thermophilic bacteria from milk. For this reason, the present study
evaluated this capacity on polystyrene and stainless steel surfaces, using spectrophotometry and
plate counting, respectively. Additionally, it evaluated the effect of magnesium chloride (MgClI2)
5mM as an inhibitory agent, as well as the response of spore-forming microorganisms, both in
planktonic and biofilm form, to heat. Twelve of the fifteen mesophilic strains were able to form
biofilms on polystyrene plates. Additionally, it was observed that two of the four thermophilic
isolates also did so. In response to the presence of MgCl> 5mM, the ODag2nm Of all strains was
significantly reduced, although four of them were not inhibited. Additionally, all strains that
initially formed biofilms on polystyrene plates also did so on stainless steel. However, it was
evidenced that a strain with high biofilm-forming capacity on polystyrene does not necessarily
exhibit the same capacity on stainless steel. Finally, no variation was observed in spore counts
under different heat treatments (80 and 90 °C).

Key words: bacteria, biofilms, magnesium chloride, spores, microdroplets.



3. INTRODUCCION

Por su contenido nutricional y aporte energético, la leche es uno de los alimentos mas
ampliamente consumidos a nivel global por el ser humano, desde la infancia hasta la tercera edad
(Fernandez et al., 2015). Estas mismas propiedades, hacen que la leche sea un medio 6ptimo para
el desarrollo de microorganismos, entre los que se incluyen patdégenos y deterioradores.
Consecuentemente, la leche bovina cruda requiere de procesos térmicos industriales capaces de
eliminar esta microbiota y obtener un producto comercial apto para el consumo humano
(Fernandez et al., 2015). Uno de ellos es el tratamiento de ultra alta temperatura (UHT) que
consiste en someter el alimento liquido a elevadas temperaturas dentro de un rango de 132 a 155
°C por un tiempo de 1 a 5 segundos, con el proposito de reducir drasticamente la carga microbiana,
minimizando simultdneamente las pérdidas nutricionales y cambios organolépticos (Simpson et
al., 2000). Este procedimiento conduce a la obtencién de un producto comercialmente estéril con
una vida atil de aproximadamente seis meses (Lorenzen et al., 2011). Sin embargo, algunas
investigaciones han reportado que varias especies bacterianas han sido aisladas a partir de muestras
de leche UHT, sugiriendo la contaminacidn con estos microorganismos y su supervivencia durante
el procesamiento, envasado y almacenamiento del producto terminado (Kmiha et al., 2017;
Scheldeman et al., 2006). En conexion con esto, el recuento de mesofilos aerobios, es uno de los
pardmetros de calidad e higiene mas importantes de la leche cruda, pasteurizada y UHT. Un
recuento alto de estos microorganismos, podria indicar que la leche se produjo, almacend y procesé

en malas condiciones e inclusive que existe la presencia de patdgenos (Abd et al., 2014).

Las bacterias formadoras de esporas exhiben mayor tolerancia a las elevadas temperaturas
aplicadas durante el procesamiento de la leche y ocasionalmente pueden sobrevivir al mismo,
causando el deterioro en la calidad de los productos manufacturados (Abd et al., 2014; Reginensi
et al., 2014, Sadiq et al., 2017). Por lo tanto, merecen especial atencion entre los miembros de la
microbiota total de la leche (Abd et al., 2014). Entre las bacterias esporuladas, las especies de
crecimiento mesofilico y termofilico se asocian, de manera significativa, a la contaminacion
microbiana en diversas industrias procesadoras de alimentos en donde se ocupan temperaturas
superiores a 45 °C (Abd et al., 2014; Cempirkovéa, 2007). En conexién con esto, cuando este tipo
de organismos se exponen a condiciones de estrés como carencia de nutrientes, agentes biocidas,

radiacion UV y temperaturas elevadas, entre otras, se induce el proceso de esporulacion (Tany



Ramamurthi, 2014). Esto conduce a un estado de dormancia metabodlica y de deshidratacion parcial
del contenido de la endospora (Mckenney et al., 2013). Tal condicidn, junto con la estructura de
una robusta cubierta, formada por multiples capas de proteinas, constituyen factores relacionados
a la tolerancia incrementada a factores hostiles como los ya mencionados, incluyendo las
temperaturas caracteristicas del procesamiento industrial de leche UHT (Aguas-Mendoza et al.,
2016; Henriques y Moran, 2000). Bacillus subtilis, B. cereus, B. amyloliquefaciens, B. coagulans,
B. circulans, B. pumilus, B. sporothermodurans, B. thermoamylovorans, B. licheniformis,
Geobacillus, stearothermophilus, G. thermoleovorans, Paenibacillus odorifer, P. polymyxa, P.
amylolyticus y Lysinibacillus fusiformis, entre otras, son especies representativas de bacterias
esporuladas mesofilicas y termofilicas aisladas con mayor frecuencia de la cadena de
procesamiento de leche y del producto terminado (Beno et al., 2020; Lucking et al., 2013;
Scheldeman et al., 2006). En ese contexto, tales microorganismos son también considerados como

indicadores de la calidad microbioldgica del producto procesado (Burgess et al., 2010).

Por otro lado, la habilidad bacteriana de adherirse a las superficies tanto naturales como
sintéticas, es considerada como una estrategia de supervivencia a ambientes hostiles, siendo el
resultado de la union exitosa y el crecimiento de los microorganismos en una superficie (Sadiq et
al., 2017; Marchand et al., 2012). En conexion con esto, las bacterias formadoras de esporas
pueden adherirse a las superficies de acero inoxidable y otros materiales utilizados en el
procesamiento de la leche, formando biopeliculas (Ostrov et al., 2016). Es decir, comunidades
microbianas inmersas en una matriz protectora formada por exopolisacaridos (Donlan, 2002).
Dentro de una biopelicula, las bacterias son capaces de desarrollarse bajo anoxia ambiental y
limitacion de nutrientes al mostrar un metabolismo reducido, expresion génica y produccién de
proteinas, propios de esas condiciones, lo que puede conducir a una tasa de division celular
disminuida (Parkar et al., 2003). Asi, esta forma de vida promueve, ain mas, la supervivencia de
bacterias que pueden resultar patégenas y también asociarse a la descomposicion del producto
comercial, debido a la coagulacion de proteinas y la alteracion de sus propiedades organolépticas
(de Jonghe et al., 2010; Marchand et al., 2012; Burgess et al., 2010). La transicion de células en
estado planctonico a biopeliculas es desencadenada por una gran variedad de componentes, ya
sean ambientales o fisioldgicos, como el quorum sensing o bien la disponibilidad de nutrientes y

el estrés osmotico (Marchand et al., 2012). Factores que también determinaran el modelo de



biopelicula que se forme, dado que, existen diversas formas de biopeliculas e inclusive una sola
bacteria puede llegar de producir diferentes tipos de las mismas. Dentro de este contexto, el tipo
de biopeliculas que se forme puede verse influenciado por el material que entra en contacto con la
leche y del mismo modo, la composicién de la leche puede afectar la adhesién bacteriana (Cherif-
Antar et al., 2016).

De esta manera, la estructura de las biopeliculas no solo favorece la supervivencia de bacterias
esporuladas, sino también de especies que Unicamente forman células vegetativas. En relacion con
esto, el tiempo de transito de la leche durante su procesamiento suele ser inferior a 30 minutos.
Debido a las limitaciones de temperatura y/o viscosidad del flujo del producto, es poco probable
que las bacterias tanto mesofilas como termofilas se multipliquen en todos los pasos de la linea de
procesamiento. Por lo tanto, el nimero de estas bacterias no aumentara significativamente en el
producto procesado durante su manufactura, pero si se considera que la presencia y supervivencia,
se deriva de las biopeliculas en la linea de procesamiento (Abd et al., 2014). Por ejemplo, bacterias
sensibles a elevadas temperaturas como Pseudomonas spp. y Listeria spp., generalmente forman
biopeliculas en las tuberias y silos que anteceden a la pasteurizacion, mientras que, en las
superficies expuestas al calor, debido a la termorresistencia incrementada, estas comunidades estan
formadas por organismos mesofilicos o termofilicos como Bacillus spp. y géneros relacionados,
ademas de bacterias no esporuladas como miembros de la familia Enterobacteriaceae,
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., y bacterias del acido lactico como Lactobacillus spp.
Lactococcus spp., Leuconostoc spp. y Pediococcus spp. entre otras (Marchand et al., 2012). Por lo
tanto, la formacién de biopeliculas constituye un reservorio de células bacterianas, en su forma
vegetativa o esporulada y consecuentemente una fuente importante de contaminacion cruzada en

la linea de procesamiento del alimento (Huang et al., 2021).

Aunque dentro de las biopeliculas pueden coexistir multiples especies bacterianas, las
superficies de equipos en plantas de fabricacion de productos lacteos tienden a ser colonizadas por
las biopeliculas de una sola especie (Parkar et al., 2003). Este aspecto, sugiere que la
contaminacion bacteriana, se origina fundamentalmente a partir de biopeliculas formadas en las
superficies de los equipamientos requeridos para el procesamiento industrial de la leche (Parkar et

al., 2003). De ahi el énfasis en la limpieza in situ en la industria



La limpieza de los equipos en plantas de fabricacidn de lacteos es importante para eliminar las
biopeliculas, mantener la calidad del producto y reducir las pérdidas de energia que pueden ocurrir
debido a la colonizacion extensa de biopeliculas (Parkar et al., 2003). De manera similar, se conoce
la existencia de tratamientos que pueden reducir notablemente la formacion de biopeliculas. Por
ejemplo, se ha podido demostrar que la adicion de magnesio (Mg) a la leche inhibe la formacion
de biopeliculas por especies de Bacillus spp. y reduce significativamente el deterioro de los
productos lacteos (Ben-Ishay et al., 2017). Este fendmeno se fundamenta en la inhibicion
especifica de la transcripcion de genes involucrados en la formacion de biopeliculas mediante la

accion de iones magnesio (Ben-Ishay et al., 2017).

Si bien es cierto, el desarrollo de biopeliculas en las superficies de fabricacién de lacteos vy,
consecuentemente, las bacterias relacionadas a estas son indeseables, no todas conllevan a la
degradacion del producto. En tal contexto, en Ecuador no existen estudios publicados sobre la
capacidad formadora de biopeliculas de bacterias mesofilas y termofilas asociadas a la cadena
productiva de la leche UHT. Considerando, que dicha capacidad constituye un aspecto
fundamental relacionado al potencial de degradacion de los productos lacteos comerciales, la
presente propuesta de investigacion evalud la capacidad formadora de biopeliculas de distintas
bacterias mesofilas y termofilas aisladas de leche cruda, pasteurizada y procesada mediante
tratamiento de ultra alta temperatura (UHT), de una industria local. Adicionalmente, se investigod
la respuesta a cloruro de magnesio 5 mM, como agente inhibidor del desarrollo de biopeliculas.
Considerando que en esta investigacion se utilizaron aislamientos nativos de la industria local, los
resultados obtenidos permiten conocer la potencial capacidad de colonizar superficies de acero
inoxidable de las plantas de procesamiento, formando biopeliculas y constituyen una base
importante para el desarrollo de estrategias de prevencion de la formacion de biopeliculas en las
distintas superficies utilizadas en la industria lactea.

Por ello, esta propuesta de investigacion pretende responder a las siguientes interrogantes: i)
(todas las cepas estudiadas tienen la misma capacidad de formacién de biopeliculas? ii) ¢las
esporas, de las cepas estudiadas, provenientes de biopeliculas exhiben una respuesta diferente a
aquella de las esporas planctonicas, con respecto a la exposicion a elevadas temperaturas y iii) ¢la
adicion de cloruro de magnesio al medio de cultivo, inhibe o reduce la formacion de biopeliculas
por las cepas estudiadas?



4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Analizar la capacidad, in vitro, de formacién de biopeliculas de bacterias mesofilicas y
termofilicas, previamente aisladas de leche cruda, pasteurizada y procesada mediante tratamiento

de ultra alta temperatura (UHT).

4.2 ESPECIFICOS

a) Comparar la capacidad formadora de biopeliculas de los grupos bacterianos aislados de la
leche.

b) Evaluar la respuesta de esporas originarias de biopeliculas a la exposicion a elevadas
temperaturas.

c) Evaluar la respuesta, en términos de formacion de biopeliculas, de bacterias aisladas de

leche frente a compuestos inhibitorios como cloruro de magnesio.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 CEPAS BACTERIANAS

Las diecinueve cepas de bacterias, quince mesofilas y cuatro termdfilas, que se incluyeron en este
estudio, fueron proporcionadas por el laboratorio de Microbiologia de alimentos de la carrera de
Microbiologia de la PUCE. Estas fueron previamente aisladas a partir de muestras de leche cruda,
pasteurizada y procesada por ultra alta temperatura (UHT). A partir de cultivos crio preservados
en caldo BHI maés glicerol 20% (v/v) a -20 °C, las cepas seleccionadas fueron reactivadas en agar
nutriente, a la temperatura y tiempo de crecimiento optimo de cada aislamiento. La pureza de los
cultivos fue comprobada observando el desarrollo de un solo morfotipo colonial en el medio de
cultivo de reactivacion, ademas de las caracteristicas microscopicas exhibidas de manera uniforme.
Con el fin de construir una colecciéon de cultivos de trabajo, las cepas bacterianas fueron
propagadas en 5 mL de caldo BHI, bajo los pardmetros oOptimos de crecimiento.
Subsecuentemente, se adicioné glicerol hasta alcanzar una concentracion final de 20% (v/v) y

alicuotas de 1 mL fueron preservados a -20 °C (Huang et al., 2021).

5.2 TAMIZAJE DE LA CAPACIDAD FORMADORA DE BIOPELICULAS EN
MICROPLACAS DE POLIESTIRENO

Para determinar la habilidad de las cepas seleccionadas de formar biopeliculas, se utilizaron
placas translucidas de poliestireno, de 96 micropocillos con fondo plano. El ensayo se realizo en
tres réplicas por cada cepa microbiana. Para esto, en cada pocillo se colocaron 200 pL de caldo
BHI estéril y se adicionaron 20 pL de cultivo liquido, en fase logaritmica (18 — 24 h de incubacién)
de las bacterias seleccionadas. Esta suspension, fue incubada por 24 horas a 35° y 55 °C para
bacterias mesofilas y termofilas, respectivamente. Como control negativo, se dispensaron 220 pL
de medio BHI en tres pocillos individuales. Posteriormente, el contenido de los pocillos fue
descartado y estos se enjuagaron por 3 veces con agua Milli-Q. Las placas se dejaron secar a
temperatura ambiente y la biomasa formada fue fijada adicionando 220 pL de metanol puro que
se dejo reposar durante 10 minutos en los pocillos. Luego de descartar el liquido y secar los
pocillos, se colocaron 220 pL de solucién de cristal violeta 0.05% en cada pocillo y las placas

fueron incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. El colorante se descarté y luego del



secado, se enjuagaron los pocillos con agua Milli-Q. Nuevamente, las placas se secaron a
temperatura ambiente, para posteriormente, dispensar 220 uL de alcohol — acetona (50% - 50%
v/v) en cada pocillo e incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos (Figura 1). Esta solucion,
se trasvaso en una nueva placa de poliestireno y se midid, espectrofotométricamente, su densidad
Optica a 492nm (DOag2nm) de longitud de onda. El valor del punto de corte se definié por tres
desviaciones estandar por encima del promedio de la DOsg2nm de los pocillos correspondientes al
control negativo (Alonso et al., 2021; Sadiq et al., 2017).

5.3 FORMACION DE BIOPELICULAS EN PRESENCIA DE CLORURO DE
MAGNESIO COMO AGENTE INHIBIDOR

Las cepas que exhibieron la capacidad de formacion de biopeliculas fueron seleccionadas
para este ensayo. Para esto, se siguid la metodologia delineada en el apartado 5.2 con una Unica
variacion que consistio en la adicion de MgCl», con una concentracion final de 5mM, al medio de

cultivo.

5.4 ENSAYO DE ADHERENCIA A SUPERFICIES DE ACERO INOXIDABLE
SUMERGIDAS EN LECHE

Para el siguiente ensayo se utilizd la técnica descrita por Sadiq et al. (2017), mediante la
cual se pudo determinar la capacidad de las bacterias de formar biopeliculas en superficies de acero
inoxidable. Brevemente, frascos de vidrio con 100 mL de leche descremada estéril, fueron llevados
a bafo maria por 30 minutos a una temperatura de 90 °C, para asegurar su esterilidad.
Posteriormente, se inocularon, de forma individual, cultivos de las cepas bacterianas incubadas
durante la noche para alcanzar una concentracion final de 10%-10* UFC/ml. Se utilizaron placas de
acero inoxidable (grado 316; 1 cm?; acabado 2B), las cuales fueron previamente lavadas con
detergente para retirar cualquier residuo de grasa y posteriormente esterilizadas mediante
autoclave. Tres de estas placas fueron sumergidas en cada uno de los frascos de vidrio con
desarrollo de los aislamientos evaluados en leche descremada. Estos fueron llevados a incubacion
con agitacion por 24 horas a 100 rpm a temperaturas de 37 °C y 55 °C para mesofilos y terméfilos,

respectivamente.
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Subsecuentemente, se desagregaron las células adheridas a las placas de acero inoxidable.
Con este propdsito, de manera aséptica y con pinzas estériles, se retiraron las placas sumergidas
en leche y cada una de estas se enjuagd con agua MilliQ estéril (Figura 2). Estas fueron colocadas
individualmente en tubos cénicos de 50 ml que contenian 10 ml de tamp6n de fosfato (PBS) y 5 g
de perlas de vidrio estériles. Inmediatamente, esta preparacion se agité en un vortice a 3000 rpm
durante 2 minutos. El contenido de los frascos de vidrio con las células desprendidas se diluyo en
microtubos en agua peptonada al 0,1% y se realizé diluciones hasta 10*. Del mismo modo a partir
del cultivo en leche se realizo diluciones seriadas desde 10 hasta 107°. Estas suspensiones fueron
inoculadas, por separado, mediante el método de microgota en cajas Petri con medio TSA (Figura
2).

5.5 PREPARACION DE UNA SUSPENSION DE ESPORAS

Se siguio la metodologia descrita por Huang et al., (2021) con ligeras modificaciones.
Brevemente, las esporas de biopeliculas formadas, sobre la superficie de 4 placas de acero
inoxidable, como se indica en la seccion 5.4, se recolectaron después de 4 dias de incubacién
(Figura 5). Se recuperé una alicuota de leche de cada muestra para los experimentos subsecuentes.
Para recuperar la mayor cantidad de esporas, la biomasa de las biopeliculas, se retiré las placas de
acero inoxidable de manera aséptica con pinzas estériles y se enjuag6 cada una con agua Milli-Q,
tras el enjuague se las dejo secar por 5 minutos en placas Petri de vidrio estériles. Seguido de esto,
se coloco las cuatro placas de cada muestra en un tubo cénico con PBS y perlas de vidrio y se agito
mecanicamente con un vortice a 3000 rpm por 2 minutos. Por otra parte, las esporas planctonicas
fueron recuperadas a partir del desarrollo libre en el volumen de leche de los cultivos preparados
anteriormente. Las suspensiones obtenidas fueron recuperadas en nuevos tubos conicos y fueron
llevados a centrifugacion a 6500 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Subsecuentemente los sedimentos
se lavaron dos veces con PBS y la suspension de esporas se resuspendio en 1 ml de PBS y se

almaceno a 20 °C hasta la siguiente prueba.

5.6 RESISTENCIA DE LAS ESPORAS AL CALOR

En esta técnica se adicionaron cincuenta microlitros de suspensién de esporas de cultivo
de planctdnico o de biopelicula, de cada una de las cepas evaluadas, en microtubos conicos. Como

control positivo, se utilizé un microtubo adicional por cada muestra, el cual fue tomado como
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recuento inicial de esporas, y se calentd con ayuda de un termobloque a 80 °C por 10 minutos. Las
demas muestras se calentaron a intervalos regulares de 90 °C por 15 minutos de la misma manera
en un termobloque. Subsecuentemente, se realizaron diluciones seriadas con base 10 hasta 10
para las esporas de cultivo planctonico y desde 10 hasta 10 para espora recuperadas de
biopeliculas. Del mismo modo, que en el punto 5.4, 10 uL de estas diluciones se inocularon por el
método de microgota en cajas Petri con medio TSA 'y se incubaron a 30 °C por 3 dias. Finalmente
se realizo un recuento en UFC/mL para esporas planctonicas y en UFC/cm? para esporas de

biopeliculas.

5.7 ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los ensayos experimentales se realizaron por triplicado. La DOag2nm, en funcion de
la capacidad formadora de biopeliculas, de las cepas seleccionadas en ausencia y presencia de un
agente inhibidor, fue comparada estadisticamente mediante ANOVA unidireccional (prueba de
comparacion multiple de Tukey) para determinar si las diferencias entre los resultados de las
diferentes cepas fueron estadisticamente significativas (P < 0,05). EI mismo analisis estadistico se
aplico para comparar los resultados relacionados a las distintas cepas en los ensayos de desarrollo
plancténico y de biopeliculas en leche, ademas de la respuesta de diferentes cepas a la exposicion
a 90 °C. Por otra parte, la capacidad de formacion de biopeliculas de una misma cepa en ausencia
y presencia de un agente inhibidor fue comparada mediante la prueba t de Student, con un nivel
de significancia del 0.05%. Asimismo, la resistencia al calor de esporas planctonicas y
encapsuladas en biopeliculas también se compard mediante esta Ultima prueba.
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6. RESULTADOS

6.1 TAMIZAJE DE LA CAPACIDAD FORMADORA DE BIOPELICULAS EN
MICROPLACAS DE POLIESTIRENO Y FORMACION DE BIOPELICULAS
EN PRESENCIA DE CLORURO DE MAGNESIO COMO AGENTE
INHIBIDOS

Con base en el punto de corte (PC), cuyo valor para bacterias de crecimiento mesofilico se
establecio en 0,194, se determin6 que la DOug2nm de doce de las quince cepas evaluadas, fue
superior al mismo PC, y consecuentemente, fueron capaces de formar biopeliculas. Entre estas,
Staphylococcus pasteuri RE1.9, exhibi6 la mayor capacidad formadora de biopeliculas dentro de
este grupo, con una DOag2nm de 0,337 £ 0,027, teniendo diferencia estadisticamente significativa
frente a 10 cepas (Tabla 1), mientras que en comparacion con Pantoea conspicua P.40,
Pseudomonas azotoformans C8.30, Raoultella terrigena E7.12 y Enterococcus durans E12.33, no
hubo una diferencia significativa. La siguiente cepa con mayor capacidad de formar biopeliculas
fue Enterococcus durans E12.33, con una DOasgnm de 0,317 * 0,006, la misma que fue
significativamente mayor (P < 0.05) con respecto a la DO4g2nm de Pantoea conspicua P.39 y D.23,
Pantoea deleyi C11.35 (no formadora de biopeliculas), Staphylococcus epidermidis E3.6,
Enterobacter hormaechei E5.8, Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans P2.20, Enterococcus
durans E10.19 y Lactococcus lactis subsp. lactis D.24.

Del mismo modo, se observo que dos de las cuatro cepas termofilicas también exhibieron
capacidad de formar biopeliculas en los pocillos de poliestireno (Tabla 2). En este ensayo el PC
tuvo un valor de 0.264. Con base en esto, Bacillus licheniformis SDP.15, fue la cepa que mostro
mayor capacidad de formar biopeliculas, con una DOag2nm de 0.416 + 0.057. Este valor, presenta
una diferencia estadisticamente significativa frente a las tres cepas restantes. Es importante
destacar que, entre estas, Bacillus sonorensis C4.13 no exhibié capacidad formadora de
biopeliculas.

Con respecto a la inhibicion de biopeliculas en presencia de MgCl, 5 mM, solamente tres
de las doce cepas mesofilicas que anteriormente mostraron capacidad formadora de biopeliculas
(Tabla 1), no fueron inhibidas, ya que su DOag2nm fue superior al PC calculado para este ensayo
(0.208). Estas fueron Pseudomonas azotoformans C8.30, Dermacoccus nichinomiyaensis C1.1y

Raoultella terrigena E7.12 y, aunque estas presentaron una reduccion en la DOag2nm, Unicamente
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la absorbancia de la ultima exhibié una reduccién estadisticamente significativa en conexién con
la exposicion al agente inhibidor. Asimismo, entre las cepas termofilas, Bacillus licheniformis
SDP.15, no fue inhibida en presencia de MgCl, 5 mM (Tabla 2). No obstante, su DOag2nm fue
reducida significativamente. Adicionalmente, al comparar la DOasgnm de los aislamientos en
ausencia y presencia del inhibidor, se observé una reduccion estadisticamente significativa (P <
0.05) en la capacidad formadora de biopeliculas en siete cepas. Esto incluye a Pantoea conspicua
D.23, Pseudomonas azotoformans C8.30, Staphylococcus pasteuri RE1.9, Enterobacter
hormaechei EB8.16, Raoultella terrigena E7.12, Lactococcus lactis subsp. lactis D.24 y
Enterococcus durans E12.33.

Tabla 2 Capacidad formadora de biopeliculas en ausenciay presencia de MgCI2 5 mM de
bacterias termdfilas

Cepa DOug2nm DOug2nm Origen del
sin inhibidor con inhibidor aislamiento
Bacillus sonorensis C4.13 0,235 + 0,023 NF Leche cruda
Bacillus licheniformis xa 0,317 +0,006° Leche pasteurizada
SDP.15 0,416 £0,057 semidescremada
Enterococcus durans E1.4 0,284 + 0,072% 0,047 £0,002 Leche entera PT
Bacillus licheniformis E9.17 NF Leche entera PT

0,218 +0,074

Cada valor corresponde a la media + la desviacion estandar de la DOug2nm €n los tratamientos con y sin
inhibidor. * DO4g2nm superior al PC (0.264) = Cepas con capacidad formadora de biopeliculas. # Diferencia
estadisticamente significativa (P < 0.05) con todas las cepas. ? Diferencia estadisticamente significativa (P
< 0.05) con Bacillus licheniformis SDP.15. ¢ Cepa que no fue inhibida en presencia de MgCl, 5 mM. NF=

no se evalud por no ser formadora de biopeliculas. PT = Producto terminad
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6.2 ENSAYO DE ADHERENCIA DE BIOPELICULAS A SUPERFICIES DE
ACERO INOXIDABLE SUMERGIDAS EN LECHE

Con respecto a la concentracion de células plancténicas recuperadas a partir de leche, la
cepa que alcanzé el mayor recuento fue Pantoea conspicua P40, con un valor de 9 + 0.6 x108
UFC/mL. Por otra parte, la cepa con recuento mas elevando de células de biopeliculas recuperadas
a partir de las placas de acero inoxidable fue Staphylococcus epidermidis E3.6, con un valor de
6.45 + 1.8 x107 UFC/cm?, contrario al recuento de células plantonicas de esta misma cepa, el cual
fue uno de los mas bajos 4.9 + 0.9 x10® UFC/mL (Tabla 3). Por otra parte, en las cepas de
crecimiento termofilico, el recuento de células plancténicas de Enterococcus durans E1.4, es
significativamente mayor al de Bacillus licheniformis SDP.15. Sin embargo, en el recuento de

celulas de biopeliculas no existe diferencia estadisticamente significativa entre las cepas (Tabla 4).

Tabla 4 Recuento de células plancténicas en leche y de células de biopeliculas en placas de
acero inoxidable de bacterias termdfilas

C Recuento de células Recuento de células en
epa e . ;
plancténicas biopeliculas
UFC/ mL UFC/cm?
3 6
Bacillus licheniformis SDP.15 1.8 £0.05x10%* 4.8 £0.4x10
3.6 +0.05 x108 1.6 +0.07 x10°

Enterococcus durans E1.4

Los valores numéricos corresponden a la media del recuento de tres réplicas de células plancténicas y
células de biopeliculas + la desviacion estandar de los mismos. 2 Diferencia estadisticamente significativa
(P > 0.05) con Enterococcus durans E1.4.

6.3 RESISTENCIA DE LAS ESPORAS AL CALOR

En este ensayo, Bacillus sonorensis C4.13 y Bacillus licheniformis SDP.15, alcanzaron la
misma concentracion inicial de esporas a partir del cultivo en leche (8.6 x 10* UFC/mL). Sin
embargo, tras el tratamiento térmico a 90 °C, no hubo una diferencia estadisticamente significativa
para ninguna de las dos cepas. Del mismo modo, en los recuentos de esporas recuperadas a partir
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de las biopeliculas, tampoco se pudo observar una diferencia estadisticamente significativa luego

del tratamiento térmico (Tabla 5).

Tabla 5 Recuento de esporas bacterianas luego de tratamiento térmico a 80 0 90 °C

Cepa Recuento Recuento Recugnto control Recu_ento
control en leche tratamiento en leche en biopeliculas tratamiento en
80 °C 90 °C 80 °C biopeliculas 90 °C
UFC/mL UFC/mL UFC/cm? UFC/cm?
Bacillus 8.6 + 0.1 x104 9.3 +0.1 x10* 3.17 +£0.05x10° 4.08 +0.1 x10°
sonorensis
C4.13
Bacillus 8.6 £ 0.06 x10* 6 +0.1 x10* 3.33 £0.05 x10° 3.83+0.1 x10°
licheniformis
SDP.15

Los valores numéricos corresponden a la media del recuento de tres réplicas de esporas expuestas a 80 0
90 °C = la desviacion estandar de los mismos.
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7. DISCUSION

En este estudio, se evaluo la capacidad de formar biopeliculas en superficies de poliestireno,
con caldo BHI como medio de propagacion, y en placas de acero inoxidable sumergidas en leche
descremada. Para esto se utilizaron 19 cepas bacterianas, entre ellas 15 de crecimiento mesofilico
y 4 de crecimiento termofilico. Inicialmente, como se puede observar en la Tabla 1, se pudo
evidenciar gran variabilidad entre la capacidad formadora de biopeliculas de las distintas cepas
evaluadas. Esto se puede atribuir a varios factores como el medio de cultivo, el tipo de superficie,
la temperatura e incluso el tipo de pared celular, ya sea, Gram-positiva 0 Gram-negativa. En este
contexto, los acidos teicoicos son una clase importante de glicopolimeros de superficie que se
encuentran comunmente en la pared celular de las bacterias Gram-positivas (Hoong Teh et al.,
2015). Estas estructuras también desempefian un papel importante en la union celular y en la
formacion de biopeliculas, dado que la carga de la superficie celular creada por los acidos teicoicos
de la pared, es esencial para la union inicial de las bacterias a las superficies (Gross et al., 2001).
Con base en los resultados obtenidos, 12 de las 15 cepas de crecimiento mesofilico fueron capaces
de formar bioeliculas, de las cuales la mitad son Gram-positivas. En este grupo se incluye a
Staphylococcus  pasteuri RE1.9, Staphylococcus epidermidis E3.6, Dermacoccus
nishinomiyaensis C1.1, Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans P2.20, Lactococcus lactis
subsp. lactis D.24 y Enterococcus durans E12.33. En conexion con esto, Weber et al. (2019) indica
que la presencia de biopeliculas en materiales utilizados frecuentemente en la maquinaria de
ordefio y en las plantas de procesamiento de productos lacteos, como son el acero inoxidable y el

plastico, estan constituidas mayoritariamente por bacterias Gram-positivas.

Por otra parte, el origen de los aislamientos bacterianos, también se encuentra estrechamente
relacionado con la capacidad formadora de biopeliculas de cada cepa. Asi pues, algunos de los
microorganismos presentes en los silos de almacenamiento de leche cruda, tienen la capacidad
para producir enzimas proteoliticas y lipoliticas que pueden tener un efecto negativo en la calidad
del producto (Flach et al., 2014). En este contexto, entre las cepas de crecimiento mesofilico,
incluidas en la presente investigacion, tres son originarias de leche cruda, dentro de las cuales
unicamente Dermacoccus nishinomiyaensis C1.1 presentd capacidad formadora de biopeliculas,
en contraste con Pantoea deleyi C11.35 y Enterococcus durans E10.19 que no presentaron esta

propiedad. Del mismo modo, entre las cepas de crecimiento termofilico Bacillus sonorensis C4.13,



17

proveniente de leche cruda, tampoco exhibi6 capacidad formadora de biopeliculas. En relacion
con esto, una de las razones por la cual la adherencia en superficies de acero inoxidable es reducida,
puede deberse a que las células bacterianas plancténicas compiten con las proteinas del suero de
la leche, por los sitios de unién en este tipo de superficies (Hoong Teh et al., 2015). Por otra parte,
durante la pasteurizacion, las placas intercambiadoras de calor son un sitio ideal para el desarrollo
de biopeliculas, debido a que poseen una gran superficie y son zonas de temperatura apropiadas
para una amplia variedad de bacterias (Flint et al., 2020). En este estudio, Pantoea conspicua P.40
y Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans P2.20, bacterias de crecimiento mesofilico, aisladas
a partir de leche pasteurizada, presentaron capacidad formadora de biopeliculas, mientras que
Pantoea conspicua P.39 no mostr6 esta propiedad. Dentro de las cepas termofilicas, la Unica
proveniente de leche pasteurizada fue Bacillus licheniformis SDP.15. De forma interesante, esta
cepa presento la mayor capacidad formadora de biopeliculas dentro de este grupo. En relacion con
esto, las placas intercambiadoras de calor se describen como el sitio mas probable para la
formacion de biopeliculas, durante la linea de procesamiento de leche, y también se ha reportado

como una fuente de contaminacion por B. licheniformis (Flint et al., 2020).

Ademas, se pudo observar variabilidad entre la capacidad de formar biopeliculas entre
aislamientos de diferentes especies y ademas entre cepas de la misma especie. Por ejemplo,
Enterococcus durans E12.33 fue una de las cepas de crecimiento mesofilico con mayor capacidad
formadora de biopeliculas, en contraste con Enterococcus durans E10.19 que no present6 esta
caracteristica. Al mismo tiempo, Enterococcus durans E1.4, la cual fue catalogada como cepa de
crecimiento termofilico, también exhibié capacidad formadora de biopeliculas. Aunque estos
resultados ratifican la variabilidad de la capacidad evaluada, entre cepas de la misma especie, seria
conveniente analizar a todas las cepas individualmente a 35 y 55 °C, con el fin de corroborar que

este fendmeno sea influenciado por la temperatura.

También en esta investigacion, se evidencié que una elevada capacidad de formacion de
biopeliculas, de las cepas evaluadas, en las placas de poliestireno, no necesariamente se reflejé en
una alta concentracion de células adheridas en placas de acero inoxidable. Por ejemplo, se pudo
observar que Staphylococcus pasteuri RE1.9 y Staphylococcus epidermidis E3.6, exhibieron
capacidad formadora de biopeliculas sobre ambas superficies. Esto se ha demostrado en maltiples
estudios en los que muchas cepas de Staphylococcus spp., han presentan una capacidad, entre
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moderada a fuerte de formar biopeliculas, debido a que frecuentemente las especies de
estafilococos albergan genes ica, relacionados a la produccién de adhesina intercelular de
polisacaridos (PIA) y N-acetilglucosamina (PNAG), polimeros que participan en la formacion de
biopeliculas (O’Gara, 2007; Gutiérrez et al., 2012). No obstante, mientras Staphylococcus pasteuri
REZ1.9 exhibid la mayor absorbancia en las placas de poliestireno, no fue la cepa que alcanzé mayor
recuento obtenido a partir de las placas de acero inoxidable. Tomando en cuenta que, para el
desarrollo en las placas de poliestireno se utilizé caldo BHI, con una formula rica en nutrientes
(Cruzado-Bravo et al., 2018), mientras que para las placas de acero inoxidable se utilizé leche
descremada, la cual proporciond las condiciones apropiadas que pueden ser aprovechadas
facilmente por las bacterias. En ese sentido, es necesario considerar que las cepas utilizadas en el
presente estudio fueron aisladas de diferentes muestras de leche y en otras investigaciones se ha
descrito que la mayoria de las bacterias aisladas de esta matriz poseen numerosas enzimas que les
permiten adaptarse rapidamente a su entorno, facilitando asi la absorcion de nutrientes disponibles
(Cruzado-Bravo et al., 2018). Por lo tanto, aungque los medios de cultivo utilizados no representan
un inconveniente en el desarrollo bacteriano, las cepas probadas en este estudio podrian tener una
adaptacion especifica para desarrollarse en leche. En relacion con esto, la afinidad de cada cepa
por formar biopeliculas puede deberse a la desnaturalizacién y agregacion de las proteinas
presentes en el suero de la leche, que se da durante los tratamientos de calor por encima de los 65
°C, dando paso a una rapida adherencia de las proteinas, lo que puede provocar cambios en las
propiedades de la superficie del acero inoxidable, aumentando la probabilidad de que las bacterias
se adhieran a las mismas (Marchand et al., 2012). Ademas, la estructura quimica del
exopolisacarido varia entre los diferentes tipos de organismos y, al mismo tiempo, depende de las
condiciones ambientales, incluyendo las superficies con las que los microorganismos pueden

establecer contacto (Venter et al., 2014).

Segun Marques et al. (2007), el nimero de células adheridas y desarrolladas debe ser de 6 y 7 log
UFC/cm? para que ocurra la formacion de biopeliculas. Valores menores a esto indican Ginicamente
procesos de adhesion (Marques et al., 2007). En contraste con esto, la mayoria de las cepas de
crecimiento mesofilico analizadas en este estudio, alcanzaron un recuento de entre 3 y 5 log
UFC/cm?, con excepcion de Staphylococcus epidermidis E3.6, Enterobacter hormaechei E8.16,

Raoultella terrigena E7.12, Lactococcus lactis subsp. lactis D.24 y Enterococcus durans E12.33
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(Tabla 3), las mismas que tuvieron un recuento de 6 y 7 log UFC/cm?. En relacion con esto, los
recuentos con log menores a 6 UFC/cm? nos indican que, si bien existe un proceso de adherencia,
posiblemente un tiempo mas prolongado de incubacion, fomentaria la formacion y a su vez la
conformacién de biopeliculas mas complejas y resistentes. Del mismo modo, dentro de las cepas
de crecimiento termofilico, Bacillus licheniformis SDP.15 obtuvo un recuento de 6 log UFC/cm?,

mientras que, el de Enterococcus durans E1.4 fue de 5 log UFC/cm?.

Por otro lado, entre los resultados del estudio realizado por Ben-Ishay et al. (2017), se
reportd que la suplementacion de la leche con MgCl, 3 mM afectd ligeramente la formacion de
biopeliculas de Bacillus spp., mientras que las concentraciones de 5 mM y superiores inhibieron
completamente la formacion de tales comunidades por los mismos organismos.
Sorprendentemente, de las cuatro cepas que no fueron inhibidas por el MgCl, 5 mM, Bacillus
licheniformis SDP.15 fue la que presentd mayor resistencia al inhibidor. El efecto de esta sal, y su
fundamento, ha sido descrito Unicamente en biopeliculas de bacterias Gram positivas, formadoras
de esporas. Sin embargo, en la presente investigacion el efecto inhibitorio del MgCl, a una
concentracion de 5 mM, sobre la formacién de biopeliculas, pudo ser comprobado, no solamente
en las cepas Gram-positivas, sino también en aislamientos de bacterias Gram-negativas. Ademas,
en el estudio de Ben-Ishay et al. (2017) para confirmar que la inhibicion de la formacion de
biopeliculas, por los iones de Mgz, no se deba al estrés osmotico para las células bacterianas, se
probo el efecto de diferentes concentraciones en el analisis de la curva de crecimiento bacteriano.
De esta mnera, los resultados obtenidos sugirieron que no hubo un efecto significativo de los iones
Mg+ en el crecimiento bacteriano en las concentraciones probadas (Ben-Ishay et al., 2017). En
ese contexto, el porcentaje de MgCl utilizado en nuestro estudio fue de 0.048%, lo que se
considera relativamente bajo y consecuentemente, no afectaria el crecimiento bacteriano. En
relacion al efecto inhibitorio del MgCl>5 mM sobre biopeliculas de bacterias Gram-negativas, no
se registra una concentracion que influencie de manera significativamente negativa el desarrollo
de las bacterias por estrés osmotico. Sin embargo, se ha reportado que, cuando la concentracion
de sal supera una concentracion 1,25 M, las células no muestran proliferacién y la tasa de muerte
celular aumenta significativamente (Nepal y Kumar, 2020). Por lo tanto, concluimos que el
mecanismo de accion de los iones Mgx+ es particularmente relevante para la inhibicion de la

formacion de biopeliculas.
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Con respecto a la resistencia de las esporas al calor, no se reflejaron diferencias
estadisticamente significativas entre el recuento inicial a 80 °C y el recuento luego del tratamiento
térmico a 90 °C, en ninguna de las cepas estudiadas (Tabla 5). En conexién con esto, las esporas
de B. licheniformis pueden resistir la pasteurizacién, pero no parecen germinar ni crecer en las
lineas de procesamiento (Hoong Teh et al., 2015). Esto debido a que, por lo general las esporas de
las especies de Bacillus spp., requieren de activacion para lograr la maxima germinacién, esta
activacion es un tratamiento térmico subletal y, dependiendo de la especie, la temperatura éptima
es de 60-100 °C (Ghosh et al., 2009). Estas esporas también son muy tolerantes al calor himedo
y, por lo general, requieren temperaturas de 80 a 110 °C para inactivas rapidamente las esporas
(Ghosh et al., 2009). Cabe mencionar que, las bacterias formadoras de esporas son contaminantes
importantes dentro de la industria lactea, ya que pueden tener un impacto significativo en la calidad
y seguridad de los alimentos (Lucking et al., 2013).
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8. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se demostré que existe variabilidad en la capacidad de formar
biopeliculas, no solamente entre las distintas especies bacterianas, sino también entre cepas
de la misma especie.

Las cepas con capacidad formadora de biopeliculas, representan un riesgo, sobre todo en
la pasteurizacion, debido a las temperaturas manejadas en esta etapa.

Adicionalmente, el efecto inhibidor del MgCl.5 mM, que ha sido descrito, principalmente,
en especies de Bacillus spp., pudo ser comprobado en este estudio, inhibiendo la formacion
de biopeliculas, no solamente en cepas de bacterias Gram-positivas, sino también en Gram-
negativas, lo que sugiere que este compuesto podria aplicarse en las plantas de produccion
de leche como una estrategia de control frente a la contaminacién del alimento.

Por otra parte, una alta capacidad formadora de biopeliculas en superficies de poliestireno,
no reflejé esta caracteristica en una misma cepa sobre superficies de acero inoxidable. Por
lo que, la adherencia de cada cepa, dependera de su afinidad con superficies hidrofilicas o
hidrofobicas.

Un elevado desarrollo de células planctonicas en leche, no necesariamente refleja la
capacidad formadora de biopeliculas de una cepa sobre superficies de acero inoxidable en
contacto con esa matriz alimenticia.

Finalmente, las esporas de las cepas evaluadas en este estudio, mostraron elevada
supervivencia al calor independientemente de haber sido recuperadas de cultivo
plancténico en leche o de biopeliculas y, por lo tanto, se requeriria de una temperatura

superior a 90 °C para inactivarlas.
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10.FIGURAS

Figura 1 Extraccion de cristal violeta con solucion de alcohol-acetona en microplacas de

poliestireno de 96 pocillos para el tamizaje de la capacidad formadora de biopeliculas

Figura 2 Placa de acero inoxidable luego del enjuague con agua Mili-Q esteril, con adherencia

de biopelicula
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Figura 3 Crecimiento de colonias recuperadas de biopeliculas, sembradas por la técnica de
microgota en caja Petri con medio TSA

Figura 4 Crecimiento de colonias recuperadas de leche, sembradas por la técnica de microgota en

caja Petri con medio TSA, en el contador de colonias
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Figura 5 Cepas formadoras de esporas inoculadas en leche descremada estéril, en incubadora

con agitacion



11. TABLAS

Tabla 1 Capacidad formadora de biopeliculas en ausencia y presencia de MgCI2 5 mM de

bacterias mesofilas

30

Cepa DOug2nm DOug2nm Origen del
aislamiento
sin inhibidor con inhibidor

Pantoea conspicua P.39 0,183 + 0,005 NF Leche pasteurizada
Pantoea conspicua P.40 0,292 + 0,011*d 0,118 + 0,102 Leche pasteurizada
Pantoea conspicua D.23 0,221 + 0,008*"9 0,203 £ 0,011 Leche descremada PT
Pantoea deleyi C11.35 0,177 £ 0,004 NF Leche cruda
Pseudomonas azotoformans 0,277 +0,011*¢ 0,261 +0,009f Leche cruda
C8.30
Staphylococcus pasteuri 0,337 £ 0,027*29 0,199 + 0,009 Leche entera PT
RE1.9
Staphylococcus epidermidis 0,205 + 0,004* 0,205 + 0,008 Leche entera PT
E3.6
Enterobacter hormaechei 0,260 + 0,007*f 0,198 + 0,004 Leche entera PT
E8.16
Raoultella terrigena E7.12 0,306 + 0,002*¢9 0,271 £ 0,008 Leche entera PT
Enterobacter hormaechei 0,204 £ 0,007* 0,207 £ 0,004 Leche entera PT

E5.8
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Dermacoccus 0,250 + 0,015*f 0,235 +0,013f Leche cruda

nishinomiyaensis C1.1

Lacticaseibacillus paracasei 0,194 +0,006* 0,199 + 0,004 Leche pasteurizada
subsp. tolerans P2.20

Enterococcus durans E10.19 0,147 £ 0,089 NF Leche entera PT
Lactococcus lactis subsp. 0,202 £ 0,001*9 0,162 + 0,003 Leche descremada PT
lactis D.24

Enterococcus durans E12.33 0,317 + 0,006*"9 0,191 + 0,003 Leche entera PT

Cada valor es la media * la desviacién estandar de la DOug2im €n los tratamientos con y sin inhibidor.
*DOuag2nm superior al PC (0.194) = Cepas con capacidad formadora de biopeliculas (no consideradas en
analisis estadisticos). @ Diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) a todas las cepas con excepcion
de Pantoea conspicua P.40, Pseudomonas azotoformans C8.30, Raoultella terrigena E7.12 y Enterococcus
durans E12.33. P Diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) a Pantoea conspicua D.23,
Staphylococcus epidermidis E3.6, Enterobacter hormaechei E5.8, Lacticaseibacillus paracasei subsp.
tolerans P2.20, Lactococcus lactis subsp. lactis D.24. ¢Diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05)
a Pantoea conspicua D.23, Staphylococcus epidermidis E3.6, Enterobacter hormaechei E5.8,
Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans P2.20, Lactococcus lactis subsp. lactis D.24. ¢ Diferencia
estadisticamente significativa (P < 0.05) a Staphylococcus epidermidis E3.6, Enterobacter hormaechei
E5.8, Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans P2.20, Lactococcus lactis subsp. lactis D.24. ©
Diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) a Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans P2.20.
fCepas que no fueron inhibidas en presencia de MgCl. 5 mM. 9 Diferencia estadisticamente significativa
en presenciay ausencia de inhibidor. NF = no se evalu6 por no ser formadora de biopeliculas. PT = Producto

terminado.
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Tabla 3 Recuento de células plancténicas en leche y de células de biopeliculas en placas de

acero inoxidable de bacterias mesofilas

Cepa Recuento de células Recuento de células en
planctonicas biopeliculas
UFC/ mL UFC/cm?
Pantoea conspicua P40 9+0.6 x108 5 +0.6 x10°
Pantoea conspicua D23 5.4 +0.8 x108 1.17 £ 0.5 x10°
Pseudomonas azotoformans C8.30 8.4 +0.2 x108 4.25 +0.05 x10°
Staphylococcus epidermidis E3.6 4.9 +0.9 x108 6.45 + 1.8 x107
Staphylococcus pasteuri RE1.9 8.5 + 0.7 x108 9.16 +1.1 x10°
Enterobacter hormaechei E8.16 5.9 +0.6 x108 2.74 £ 1.0 x107
Raoultella terrigena E7.12 1.67 £0.05x 1072 1.33 £0.1 x10°
Enterobacter hormaechei E5.8 6.3 + 0.1x10° 2.83 £0.4 x10°

Dermacoccus nishinomiyaensis C1.1

Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans
P2.20

Lactococcus lactis subsp. lactis D.24

Enterococcus durans E12.33

6.47 + 0.8 x10°

547 £ 1.1x10°°¢

6.23 + 0.2 x10®

2.73 +0.05 x108°

2.33+0.3x10°

2.83+0.2x10°

1.63 +3.0 x10°

5.5 +2.4 x107

Los valores numéricos corresponden a la media del recuento de tres réplicas de células plancténicas y

células de biopeliculas * la desviacion estandar de los mismos. 2 Diferencia estadisticamente significativa



33

(P > 0.05) con todas las cepas a excepcion de Enterococcus durans E12.33. ® Diferencia estadisticamente
significativa (P > 0.05) con todas las cepas a excepcion de Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans
P2.20, Raoultella terrigena E7.12 y Staphylococcus epidermidis E3.6. ¢ Diferencia estadisticamente

significativa (P > 0.05) con Pseudomonas azotoformans C8.30 y Staphylococcus pasteuri RE1.9.
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