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RESUMEN 

 

 

La Inocuidad alimentaria es la ausencia de peligros biológicos, físicos y químicos en los 

alimentos que causan daños a la salud de los consumidores. La frecuencia de brotes 

de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s), ocasionadas por la ingesta de frutas y 

hortalizas contaminadas con microorganismos patógenos es un problema global. Por lo que una 

estrategia para reducir los brotes por ETA’s es la búsqueda de bacterias ácido-lácticas (BAL), las 

cuales producen metabolitos extracelulares antagonistas como el ácido láctico, ácidos grasos de 

cadena corta y sustancias proteicas denominadas bacteriocinas que inhiban el crecimiento de 

bacterias patógenas presentes en frutas y hortalizas. En este trabajo de investigación se logró la 

identificación de seis BAL aisladas de tomate Saladette, pertenecientes a los géneros bacterianos 

Pediococcus pentosaceus (T1OI 125, 221) y Enterococcus spp (T1OI 151, 227, 229 y 234). 

Capaces de producir compuestos antimicrobianos que inhiben el crecimiento de Listeria 

monocytogenes, debido a la presencia de compuestos de naturaleza proteica. Se determinó que una 

concentración ≥0.6 µg de proteína/ml del sobrenadante libre de células (SLC) son suficientes para 

reducir la densidad óptica (DO máx), e incrementar el efecto antagonista conforme se aumenta la 

concentración del SLC fase lag, y disminuir la tasa de crecimiento de Listeria monocytogenes. Los 

compuestos de naturaleza proteica, resultaron termoestables a 100 °C, así como a un ciclo de 

autoclave (121°C / 15psi), son resistentes a pH ácido y sensibles a proteasas. Lo anterior indica 

que el tomate Saladette es una fuente de microorganismos con potencial biotecnológico en el 

control de patógenos en los alimentos.  

 

 

Palabras clave: Inocuidad agroalimentaria, antagonismo bacteriano, péptidos antimicrobianos, 

bacteriocinas. 
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ABSTRACT 

 

 

Food safety is the absence of biological, physical and chemical hazards in food that cause 

damage to the health of consumers. The frequency of outbreaks of foodborne diseases ( ETA's) , 

caused by the ingestion of fruits and vegetables contaminated with pathogenic microorganisms , is 

a global problem. Therefore, a strategy to reduce FBD outbreaks is the search for lactic acid 

bacteria (LAB), which produce antagonistic extracellular metabolites such as lactic acid, short-

chain fatty acids, and protein substances called bacteriocins that inhibit the growth of bacteria 

pathogens present in fruits and vegetables. In this research work, the identification of six LAB 

isolated from Saladette tomato, belonging to the bacterial genera Pediococcus pentosaceus (T1OI 

125, 221) and Enterococcus spp (T1OI 151, 227, 229 and 234) was achieved. Capable of producing 

antimicrobial compounds that inhibit the growth of Listeria monocytogenes , due to the presence 

of compounds of a protein nature. It was determined that a concentration ≥0.6 µg of protein/ml of 

the cell-free supernatant (SLC) is sufficient to reduce the optical density (OD max), and increase 

the antagonistic effect as the concentration of the lag phase SLC increases, and decrease the growth 

rate of Listeria monocytogenes . The proteinaceous compounds were thermostable at 100 °C, as 

well as at an autoclave cycle (121 °C / 15 psi) , they are resistant to acidic pH and sensitive to 

proteases. This indicates that the Saladette tomato is a source of microorganisms with 

biotechnological potential in the control of pathogens in food. 

 

Keywords: Food safety, bacterial antagonism, antimicrobial peptides, bacteriocins 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

Cuando dos o más personas contraen la misma enfermedad por el mismo alimento o bebida 

contaminada, el evento se denomina brote de enfermedad transmitida por alimentos (ETA).  Más 

de 15 brotes por consumo de frutas y vegetales contaminados con bacterias patógenas se han 

documentado en los EEUU de 2010 a 2018, con más de 2500 casos de infecciones y más de 734 

hospitalizaciones, incluidas 50 muertes (CDC., 2018), sin embargo, durante los últimos años se 

han registrado aumentos significativos de la incidencia de enfermedades provocadas el consumo 

de hortalizas contaminadas con microorganismos patógenos como Salmonella spp, Escherichia  

coli (E. coli) O157:H7 y Listeria monocytogenes. En octubre del 2020 se registró un brote 

multiestatal de infecciones por E. coli O157:H7, en el cual se determinó que la cepa tenía 

correlación genética con el brote de E. coli O157:H7, relacionado con lechuga romana en 2019, el 

cual enfermó a 167 personas en California EE.UU. (FDA., 2020).  En diciembre del 2021 La FDA, 

junto con la CDC, informaron un total de 18 personas infectadas con la cepa del brote de Listeria 

monocytogenes en 13 estados de EE.UU., relacionado con las verduras de hojas verdes envasadas 

(FDA., 2021).   

Con relación a los productos hortícolas frescos, las prácticas de producción, con higiene inadecuada 

de las instalaciones, el empleo de agua de riego contaminada, el uso de desechos biológicos sólidos 

como fertilizante con tratamiento inapropiado, la presencia de animales en las áreas de cultivo, 

hasta la proximidad a zonas de acumulación de aguas residuales, incrementan la probabilidad de 

contaminar los alimentos (Castillo y col., 2009). Aunado a esto, cuando una hortaliza está expuesta 

a bacterias patógenas, la capacidad que tienen estas para adherirse y sobrevivir en la superficie de 

las frutas y hortaliza frescas, y entrar a los sistemas de suministro de alimentos, sigue siendo un 

problema de salud pública (Torres Armendáriz y col., 2016).  

Por otra parte, la mayoría de los países que pretenden exportar productos hortícolas para consumo 

humano requieren de certificaciones sanitarias que garanticen la inocuidad de sus productos y 

puedan asegurarles una participación competitiva y permanente en el mercado. Aunque se han 

establecido medidas de control para reducir o eliminar la contaminación biológica, durante la 

cadena de producción, cosecha y procesamiento, como el uso de agua potable en el manejo 

poscosecha, la desinfección de producto y cuidado en la higiene del trabajador agrícola, de las 
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instalaciones y el transporte (Martínez-Téllez y col., 2007), la incidencia de ETA´s se continúa 

presentando a nivel mundial. Por consiguiente, en las últimas décadas se ha optado por la 

implementación de alternativas, incluyendo el uso de bacterias no patogénicas con actividad 

antagonista contra patógenos humanos, dentro de estas bacterias destacan las bacterias acido 

lácticas (BAL) las cuales producen metabolitos extracelulares antagonistas como el ácido láctico, 

ácidos grasos de cadena corta y sustancias proteicas denominadas bacteriocinas. Estas últimas han 

sido estudiadas y aplicadas en la industria alimentaria, ya que ejercen actividad inhibitoria a 

patógenos que comparten su mismo hábitat (Inglis y col., 2013).   

Gutiérrez y col., (2005) encontraron actividad antagónica del extracto crudo producido por Lb. 

Plantarum sobre el crecimiento in vitro de Salmonella, E. coli y Listeria monocytogenes, 

demostrando el potencial bactericida de estos extractos sobre microorganismos de interés en 

alimentos, mientas que, en 2008 Molinos y colaboradores, determinaron que la enterocina AS-48, 

inhibió el crecimiento de Listeria monocytogenes en frambuesas enteras, en rodajas de fresas y 

moras almacenadas a bajas temperaturas. Sin embargo, solo la bacteriocina conocida como nisina 

ha sido comercializada y aceptada como aditivo alimentario en productos cárnicos y lácteos, por el 

FDA (Mondragón Preciado y col., 2013).  Lo anterior sugiere que la producción de bacteriocinas 

por bacterias ácido láctico y su aplicación en el manejo pre y poscosecha de frutas y hortalizas 

podría prevenir la contaminación biológica y contribuir en el aseguramiento de la inocuidad de los 

productos hortofrutícolas frescos. De modo que, el objetivo de la presente investigación tiene como 

propósito resaltar la importancia del antagonismo de bacterias acido lácticas y su aplicación como 

una alternativa sanitaria en los productos hortícolas. 
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2. ANTECEDENTES 

 

 

2.1. Inocuidad Agroalimentaria 

 

 

Inocuidad es la característica que tienen los alimentos de no causar daño a la salud al ser 

consumidos, por efecto de algún contaminante de tipo físico, químico o microbiológico. Mientras 

que los sistemas de inocuidad alimentaria, brindan seguridad en todas las etapas de producción de 

los alimentos, en las cuales se debe evitar cualquier posibilidad de contaminar el producto, tomando 

medidas anticipadas de control, en procesos que van desde la producción, selección, empaque, 

comercialización y consumo de los mismos (SADER., 2015). La inocuidad en los alimentos, cada 

día adquiere mayor vigencia en los ámbitos nacional e internacional. La disponibilidad de 

alimentos de buena calidad sanitaria es un requerimiento generalizado, cuya demanda aumenta a 

medida que la población gana conciencia de la importancia para la salud de consumir alimentos no 

contaminados por agentes patógenos o sustancias tóxicas (Avendaño y col., 2007). 

Actualmente los mercados nacionales e internacionales son cada vez más exigentes en el comercio 

de frutas y hortalizas para consumo humano, por lo cual necesitan contar con una certificación que 

garantice la inocuidad de sus productos y pueda asegurarles una participación competitiva y 

permanente en el mercado. Para esto existen organizaciones no gubernamentales a nivel mundial 

que trabajan para fortalecer las reglamentaciones para mejorar el control en los alimentos y así 

evitar casos de contaminaciones que tengan como consecuencias enfermedades y retiros de 

alimentos del comercio (FAO, 2016). No obstante, a nivel mundial el sector está siendo 

señalado debido a la frecuente presencia de brotes de enfermedades gastrointestinales, transmitidas 

por alimentos (ETA’s) derivadas de un manejo inadecuado de las frutas y hortalizas frescas 

(SENASICA, 2021) lo que requiere de mejorar las medidas de control de peligros biológicos en la 

producción de productos agrícolas frescos. 
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2.1.1. Enfermedades Transmitidas por Alimentos de Origen Vegetal. 

 

 

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA’s) reconstituyen un importante problema 

de salud a nivel mundial, estas pueden transmitirse por la ingestión de alimentos que contienen 

microorganismos perjudiciales para la salud, como virus, bacterias y parásitos, o por la ingestión 

de toxinas que se encuentran presentes en el alimento ingerido, producidas por hongos o bacterias. 

El consumo de frutas y verduras está asociado a un estilo de vida saludable, sin embargo, aunque 

este grupo de alimentos de origen vegetal no se considera la principal fuente de infecciones 

alimentarias, se ha producido en las últimas décadas un aumento de ETA’s relacionadas con su 

consumo, (OMS., 2020) ya que en su superficie suelen presentar una carga estática o tienen una 

textura microrugosa, lo cual incrementa la posibilidad de contaminación bacteriana debido a que 

facilitan la adhesión y establecimiento de la bacteria (Rivera y col., 2009). Actualmente las frutas 

y hortalizas, son vistas como un riesgo potencial para la salud de los consumidores, por infección 

alimentarias por patógenos como Salmonella spp., E. coli O157: H7 y Listeria monocytogenes 

(CDC, 2017) entre otras. 

La especie Salmonella spp pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae, que son bacterias Gram 

negativas, intracelulares facultativas, resistentes y pueden adaptarse a las condiciones ambientales 

extremas (Foster y col., 1995). Las cepas de Salmonella se dividen en grupos que se basan en la 

variabilidad de antígenos superficiales que se detectan mediante serotipificación (Hansen, 2005). 

Hasta ahora se han identificado alrededor de 2,501 serotipos de Salmonella, cuyo potencial 

patogénico está representado por Salmonella entérica (Barreto, 2016). Otro microorganismo 

perteneciente a la misma familia de las Enterobacteriaceae, es E. coli, el cual es un bacilo 

gramnegativo, anaeróbico facultativo que forma parte de la flora intestinal normal de los humanos 

y otros animales de sangre caliente. E. coli O157:H7 es la cepa más frecuente aislada en 

Norteamérica, ha estado asociada a la mayoría de los grandes brotes (Bavaro, 2012, Tzschoppe y 

col., 2012; Reineke y col., 2015). También, es el serotipo más frecuente asociado a diarrea 

hemorrágica, al síndrome urémico hemolítico (HUS, por sus siglas en inglés) y colitis hemorrágica 

(Ferens y col., 2011). Esta bacteria fue reportada por primera vez como un patógeno gastrointestinal 

en 1982 (Riley y col., 1983). 
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Por otra parte, Listeria monocytogenes, pertenece a la familia Listeriaceae, existen 13 

serovariedades, pero sólo tres de ellas (1/2a, 1/2b y 4b), han sido aisladas en más de 90% de los 

casos (Wellinghausen, 2011). Es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo, no esporulado, 

causante de la enfermedad conocida como listeriosis, la cual,  presenta síntomas similares a la gripe 

u otras enfermedades transmitidas por alimentos, como diarreas o fiebre que en muchos casos no 

suele ser diagnosticada, pero en ciertos grupos de riesgo como personas ancianas, 

inmunodeprimidas o mujeres embarazadas puede llegar a ser una enfermedad grave y producir 

septicemias o meningitis, presentando una mortalidad del 30 % (Lomonaco, 2015).  En 2013, la 

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) reportó la presencia de 1763 casos de 

listeriosis confirmada en humanos, en 27 estados miembros de la UE, lo que supone una incidencia 

de 0.44 casos por cada 100.000 habitantes (EFSA, 2015).   

La Organización Mundial de la Salud (OMS) en el informe: “Estimación de la carga mundial de 

las enfermedades de transmisión alimentaria 2015” indica que, en América 77 millones de personas 

enferman cada año al ingerir alimentos contaminados y más de 9000 mueren como consecuencia 

de estas enfermedades, siendo niños menores de 5 años los que corren un mayor riesgo. Mientras 

que a nivel mundial 1 de cada 10 personas enferman cada año y 420,000 mueren (OMS., 2015). 

Por lo que, la inocuidad alimentaria adquiere cada día mayor vigencia en los ámbitos nacional e 

internacional. La disponibilidad de alimentos de buena calidad sanitaria es un requerimiento 

generalizado, cuya demanda aumenta a medida que la población gana conciencia de la importancia 

para la salud de consumir alimentos no contaminados por agentes patógenos o sustancias tóxicas. 

En respuesta a estos sucesos la FDA (Food and Droug Administration de los EE.UU. por sus siglas 

en inglés) creo la red coordinada de evaluación y respuesta a brotes (CORE) la cual se encarga de 

las actividades de vigilancia y post-respuesta relacionadas con incidentes que involucran múltiples 

enfermedades relacionadas con alimentos para humanos (FAO., 2020). 

 

 

2.1.2. Brotes de Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes 

Relacionados con el consumo de Hortalizas. 

 

 

Callejo y col, (2012) reportaron que los brotes de enfermedades transmitidas por frutas y hortalizas 
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frescas siguen siendo frecuentes en la Unión Europea y en Estados Unidos. En dicha investigación 

se determinó que Salmonella fue la principal causa de brotes en productos hortícolas y agrícolas 

en varios estados en los Estados Unidos y fue el patógeno involucrado en la mayoría de los brotes. 

En el Cuadro 1 se muestran los brotes de enfermedades transmitidas hortalizas, según los reportes 

del Centro de Control de Enfermedades (CDC, 2021). 

 

 

Cuadro 1- Brotes de ETA´s relacionados a la ingesta de hortalizas. Se incluyen únicamente los 

brotes reportados por la CDC en los últimos 6 años en EE.UU. 

 
 

 

2.1.3. Medidas de Control para Evitar las ETA’s Relacionadas con Alimentos de Origen 

Vegetal 

 

 

En 2006, el Grupo Norteamericano de Trabajo en Comercio de Tomate (NATTWG, por sus siglas 

en inglés) publicó la primera edición de los Lineamientos de Inocuidad de los Alimentos 

Específicos para Tomate Fresco en la Cadena de Suministro. Se han generado varias iniciativas y 

medidas de control en todos los eslabones de la cadena de suministro de tomate fresco y hortalizas. 

Entre ellas se incluye La Ley de Modernización de la Inocuidad de los Alimentos de la FDA 

(FSMA, por sus siglas en inglés), cuyo u objetivo es garantizar que el suministro de alimentos de 

los Estados Unidos sea inocuo desplazando el enfoque dedicado a la respuesta a la contaminación 
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hacia la prevención (FDA, 2020). 

En la etapa poscosecha se han propuesto varias estrategias desde físicas como lavados o irradiación 

con luz ultravioleta, hasta químicas como lavados con diferentes sales u ozono gaseoso. Además, 

se ha propuesto la utilización de atmosferas modificadas, agua electrolizada oxidante, estricto 

manejo de temperatura y tiempos de almacenamiento, e incluso ha surgido como estrategia de 

desinfección la utilización de bacterias benéficas como las bacterias ácido lácticas (BAL) y algunos 

de sus metabolitos extracelulares como los péptidos antibacterianos (Wadamori y col., 2017). 

 

 

2.1.4. Buenas Prácticas de Higiene en la Industria Hortícola. 

 

 

Con el fin de no poner en riesgo la salud de los consumidores, los gobiernos de los países aplican 

regulaciones, acciones y normas estrictas para garantizar que la comercialización de productos 

hortícolas, cumplan con los más altos estándares de calidad e inocuidad. Las prácticas sugeridas se 

conocen en conjunto como Buenas Prácticas Agrícolas (BPA). Las BPA  junto con los principios 

de los programas de Análisis de Riesgos y Puntos Críticos de Control (HACCP, por sus  siglas en 

ingles), proporcionan orientación general en materia de inocuidad de los alimentos en etapas 

críticas de la producción en las que tal inocuidad podría verse comprometida durante el cultivo, 

cosecha, transporte, enfriamiento, empaque, almacenamiento de los productos frescos, uso de 

plaguicidas y fertilizantes, condiciones de sanidad del equipo calidad del agua e higiene del 

personal. 

Sin embargo, cuando es necesario, la FDA trabaja con los productores de alimentos para facilitar 

el retiro voluntario u obligatorio de productos potencialmente contaminados, bajo la Ley de 

Modernización de la Seguridad Alimentaria de la FDA (FSMA, por sus siglas en inglés), (FDA, 

2020). Como se mencionó anteriormente, el uso irracional de productos químicos ha causado la 

contaminación de suelos y aguas; los residuos de pesticidas permanecen en el medio ambiente 

ocasionando pérdidas de la biodiversidad debido a su acumulación, así como el uso excesivo de 

desinfectantes ha creado resistencia microbiana, además de intoxicaciones y otras enfermedades 

en los seres humanos. A pesar de las medidas de control, para eliminar la contaminación por 

bacterias patógenas, que se empezaron a implantar en las industrias alimentarias a partir de la 
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década de los 90, estas bacterias siguen siendo una causa importante de brotes transmitidos por 

alimentos (Buchanan, 2017).   

Por lo cual, es necesario utilizar alternativas eficaces para reducir los microorganismos patógenos 

contaminantes en frutas y hortalizas, sin deteriorar sus propiedades nutritivas. Para esto en los 

últimos años el uso de microorganismos antagonistas y sus metabolitos extracelulares, han sido 

estudiados como una alternativa que, en combinación con las prácticas habituales, puede reducir o 

prevenir el crecimiento de patógenos en productos frescos, mejorando su calidad microbiológica 

(Alegre Vilas, 2020). 

 

 

2.2. Metabolitos Extracelulares con Actividad Antibacteriana Producidos por Bacterias Ácido 

Lácticas (BAL) 

 

 

Las BAL constituyen un grupo extenso y heterogéneo de microorganismos filogenéticamente 

relacionados, notablemente versátiles, y, ampliamente distribuidos en la naturaleza cuya 

característica principal es la producir ácido láctico como metabolito final mayoritario de la 

fermentación de carbohidratos. Se caracterizan por ser bacterias Gram-positivas, inmóviles, no 

esporuladas, anaerobios aerotolerantes de morfología celular cocoide o bacilar de longitud variable, 

dispuestos en forma individual, de a pares, en tétradas o cadenas. Su característica principal es la 

de ser estrictamente fermentativas y producir como compuesto final de dicha fermentación ácido 

láctico, como producto único o mayoritario. Carecen de la enzima catalasa debido a su incapacidad 

para sintetizar compuestos porfirínicos, aunque en ciertas especies se encontró una pseudo-catalasa 

cuando crecen en condiciones de aerobiosis (Axelsson y col., 2004) y de citocromo oxidasa. Poseen 

peroxidasa y superóxido dismutasa que destruyen el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el ión 

superóxido (O2-) respectivamente. Forman colonias color blanco lechoso debido a la ausencia de 

citocromos. No poseen cadena transportadora de electrones responsable de la respiración 

(Axelsson y col., 2004) 

El efecto antimicrobiano de las BAL se debe principalmente a la síntesis y acumulación en el medio 

externo de una amplia variedad de metabolitos primarios y secundarios con propiedades 

antimicrobianas, como ácidos orgánicos, etanol, dióxido de carbono, peróxido de hidrógeno, 
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diacetilo, acetaldehído, benzoatos, isómero D- de algunos aminoácidos, algunos compuestos no 

proteicos de pequeño tamaño molecular como la reuterina y las bacteriocinas (Ouwehand, 1998). 

 

 

2.2.1. Modo de Acción de los Metabolitos Extracelulares Producidos por Bacterias Ácido 

Lácticas (BAL) con Actividad Antibacteriana 

 

 

El antagonismo se puede clasificar en dos grandes grupos: 1) antagonismo directo, que resulta del 

contacto físico, donde el patógeno tiene un alto grado de selectividad por el mecanismo que exprese 

el agente de control biológico y, 2) el antagonismo indirecto, en el cual no se necesita un contacto 

físico necesariamente entre patógeno y antagonista (Gardener y Fravel, 2002).  

En el caso de los ácidos orgánicos, como el láctico, acético y propiónico, la fracción no disociada 

de los mismos, ejerce la actividad antimicrobiana al interferir con funciones metabólicas esenciales. 

El dióxido de carbono es considerado un antimicrobiano de amplio espectro que actúa 

disminuyendo el pH extra e intracelular y desestabilizando las membranas celulares donde se 

acumula. Por su potente actividad antimicrobiana se utiliza como conservante de carnes, pescados, 

frutas, verduras y hortalizas refrigeradas, donde inhibe el crecimiento de microorganismos 

psicrótrofos, y en la fermentación de vegetales y ensilados para prevenir el desarrollo de mohos 

(Lindgren y Dobrogosz, 1990). 

Por otra parte, el peróxido de hidrogeno, presenta un potente efecto antimicrobiano, el cual junto 

al de las bacteriocinas merece ser destacado. Las BAL en condiciones de aerobiosis son capaces 

de producir peróxido de hidrógeno a partir de la forma reducida de la 

nicotinamidaadenindinucleotido (NADH), por acción de una flavoproteína NADH:H2O2 oxidasa, 

y aunque no poseen catalasa, se autoprotegen de los efectos del H2O2, liberándolo al medio donde 

se acumula (Condon, 1987). El efecto bactericida o bacteriostático del peróxido de hidrógeno es 

debido a su elevado poder oxidante, que provoca (i) la peroxidación de los lípidos de la membrana, 

incrementando de este modo la permeabilidad celular, y (ii) la inactivación de enzimas y coenzimas 

mediante la oxidación de sus grupos sulfhidrilo (Kong y Davidson, 1980). La elevada toxicidad de 

este compuesto también puede ser atribuida a su capacidad para destruir estructuras moleculares 

básicas como las proteínas y los ácidos nucleicos en los que es capaz de romper los enlaces 
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intercatenarios y de alterar las bases nitrogenadas, inhibiendo así la replicación cromosómica (Piard 

y Desmazaud, 1991). 

La mayoría de las bacteriocinas de las BAL inhiben el crecimiento de las bacterias mediante la 

formación de poros en la membrana celular, lo cual se inicia con la atracción de las bacteriocinas 

hacia la bacteria diana a través de fuerzas electrostáticas, debido a que las bacterciocinas están 

cargadas positivamente e interactúan con los fosfolípidos de la membrana de las bacterias que se 

encuentran cargadas negativamente. Además, la naturaleza anfipática de las bacteriocinas facilita 

aún más su distribución a lo largo de la superficie de la membrana celular de la bacteria (Cotter y 

col., 2005; Nishie y col., 2012; Yusuf y col.,, 2013). La unión de bacteriocinas con bacterias diana 

se da entre la región N-terminal de la bacteriocina (región hidrofílica) con la superficie polar de la 

membrana celular. Una vez unida la bacteriocina a la bacteria, la región C-terminal (región 

hidrofóbica) penetra hacia el interior no polar de la membrana celular, lo que resulta en la 

formación de poros en la membrana y como consecuencia se produce un vaciamiento intracelular, 

generando la pérdida de iones K, de energía en forma de ATP y en algunos casos, de aminoácidos 

y moléculas de bajo peso molecular (Bemena y col., 2014)  

Debido a esto, se ha incrementado el interés en este fenómeno como una aplicación tecnológica 

para la mejora de las medidas de control de patógenos en la agricultura. (Andrews y col., 1983; 

Atlas, y col., 2002). Por lo que se ha tratado de aprovechar las relaciones antagonistas entre las 

poblaciones microbianas, para controlar patógenos vegetales.  

 

 

2.3. Bacteriocinas Producidas a Partir de Bacterias Ácido Lácticas 

 

 

La primera bacteriocina identificada por Gratia en el año de 1925 como una proteína 

antimicrobiana, fue extraída de E.coli y fue llamada colicina (Pinheiro y col., 2013). Para el año de 

1988, otra bacteriocina llamada nisina, fue lanzada comercialmente, como un aditivo considerado 

seguro y aprobado por la FDA. En los años 90 se prestó atención hacia el desarrollo de alternativas 

para la sustitución de antibióticos, sobre todo tomando en cuenta el aumento de resistencia que se 

sigue presentando con el uso de antibióticos (Snyder y Worobo, 2014). Para el año de 1995, ya se 

conocían más de 100 bacteriocinas producidas por bacterias ácido lácticas (BAL). 
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Durante las últimas décadas, una gran cantidad de estudios se han enfocado a la detección, 

producción, forma de acción, caracterización bioquímica, propiedades bactericidas y 

microorganismos inhibidos por las bacteriocinas. A consecuencia de los resultados de estos 

estudios, es que surgió el término de bacteriogenicidad el cual se define como la capacidad 

bacteriana de sintetizar y secretar proteínas de actividad antagónica sobre otros microorganismos 

que comparten el mismo nicho biológico y están en constante competencia por nutrientes y espacio 

(Vásquez y col., 2009). 

 

 

2.3.1. Obtención de Bacteriocinas a partir de Bacterias Ácido Lácticas. 

 

 

Tras la fermentación de carbohidratos, las bacterias ácido lácticas producen sustancias 

antimicrobianas como el ácido láctico, ácido acético, peróxido de hidrógeno y péptidos de bajo 

peso molecular, llamados bacteriocinas (Casas y Dobrogosz, 2000). Estas sustancias pueden 

generar un cambio en la microbiota intestinal por la inhibición de patógenos. Las bacteriocinas de 

las BAL contienen residuos de aminoácidos tales como lisina, arginina e histidina, los cuales les 

confieren un carácter catiónico (pH neutro), y también contienen residuos de alanina, valina, 

leucina, isoleucina, prolina, metionina, fenilalanina y triptófano, lo que les proporciona su 

naturaleza hidrofóbica; además, las bacteriocinas también son de carácter anfipático (Diep y Nes, 

2002; Yusuf, 2013). 

 

 

2.3.2. Clasificación de Bacteriocinas 

 

 

Las bacteriocinas han sido agrupadas en cinco clases por Alvarez-Sieiro y coloboradores, 2016: 

Dentro de la clase I se encuentran proteínas con un peso molecular inferior a 10 kDa con 

modificaciones postraduccionales. Esta clase incluye aquellas proteínas que son propensas a sufrir 

algunas modificaciones a través de su biosíntesis, debido a la presencia de una secuencia de péptido 

señal que permitirá el reconocimiento, transporte y mantenimiento del péptido inactivo. Estas 
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bacteriocinas también se caracterizan por su termoestabilidad. En la clase II se encuentran proteínas 

con un peso molecular inferior a 10 kDa sin modificaciones postraduccionales. Esta clase está 

formada por proteínas que no tienen modificaciones inusuales y no requieren ningún efector para 

su transporte. Al igual que la clase I, estas bacteriocinas también son termoestables. 

Mientras que en la clase III se encuentran proteínas con un peso molecular superior a 10 kDa sin 

modificaciones postraduccionales. Estos pueden ejercer un mecanismo de acción lítico y no lítico. 

A diferencia de las bacteriocinas de clase I y II, las de clase III son termolábiles. 

Dentro de la clase IV están los péptidos grandes y de estructura compleja, ya que se encuentran 

asociados a carbohidratos (glicoproteínas) o lípidos (lipoproteínas), siendo la lactocina S una de 

las bacteriocinas de esta clase. Por último en la clase V se encuentran péptidos con una estructura 

circular que no posee modificaciones postraduccional, siendo la enterocina AS-48 un ejemplo de 

esta clase (Nes y col., 2007; Monroy y col., 2009; Zacharof y Lovitt, 2012; Balciunas y col., 2013).  

 

 

2.3.3. Usos y Aplicaciones De Las Bacteriocinas. 

 

 

De las bacteriocinas sintetizadas por bacterias ácido lácticas, la nisina es la única aplicada a nivel 

comercial, la cual se ha utilizado como bioconservador de alimentos en más de 50 países con una 

efectividad comprobada y además, es considerada como producto seguro con nivel GRAS 

(Generally Recognized As Safe por sus siglas en ingles) y con autorización para su aplicación por 

la FDA (Chen y Hoover, 2004). La adición de bacteriocinas en los alimentos representa una 

excelente estrategia para el control de bacterias patógenas perjudiciales para la salud humana como 

son Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Yersinia enterocolítica, Staphylococus 

aureus, E. coli, Salmonella Typhimurium y Bacillus cereus, entre otras (De la Fuente y col., 2010). 

Por otra parte, las características óptimas que debe poseer un antagonista microbiano útil en 

cultivos vegetales son las siguientes: ser genéticamente estable, eficaz a bajas concentraciones, 

hábil para sobrevivir condiciones adversas del medio ambiente, incluyendo refrigeración y 

almacenamiento controlado, efectivo para una amplia gama de microorganismos patógenos en una 

variedad de frutas y hortalizas, fácil de producir en medios de bajo costo, resistente a 

desinfectantes, compatible con procedimientos de procesos comerciales, poder establecerse con 
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rapidez para minimizar la destrucción realizada por la plaga, no ser patogénico en el hospedero y 

que no produzca metabolitos secundarios dañinos a la salud humana (Bautista, 2006). 
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3. HIPÓTESIS 

 

 

Algunas bacterias acido lácticas aisladas de la microbiota epífita de tomate Saladette 

secretan metabolitos extracelulares con actividad antibacteriana contra Salmonella Typhimurium, 

Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo General 

 

 

Identificar bacterias ácido lácticas aisladas de tomate con actividad antibacteriana sobre 

Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes. 

 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

 

1. Evaluar la actividad antibacteriana en placa, de metabolitos extracelulares de bacterias ácido 

lácticas aisladas de tomate Saladette contra Salmonella Typhimurium, Escherichia coli 

O157:H7 y Listeria monocytogenes. 

2. Determinar si el compuesto antagonista de las bacterias ácido lácticas con actividad 

antibacteriana es por la producción de ácidos orgánicos, peróxido de hidrogeno o compuestos 

proteicos. 

3. Identificar las cepas de bacterias ácido lácticas productoras de metabolitos extracelulares 

aisladas de tomate Saladette mediante análisis por PCR y secuenciación del gen 16S ribosomal. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Los experimentos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de Fisiología Vegetal 

del Centro de Investigación en Alimentos y Desarrollo (CIAD), ubicado en Hermosillo, Sonora, 

México. Las bacterias ácido lácticas (BAL) conservadas en glicerol al 80% a -80°C fueron aisladas 

previamente de tomate, el cual fue muestreado en las temporadas primavera e invierno 2012 en tres 

distintas localidades de Sonora: Guaymas, Benito Juárez y Costa de Hermosillo. 

Para evaluar la actividad bacteriocinogénica en placa, de bacterias ácido lácticas aisladas de tomate 

Saladette, se utilizaron los siguientes medios de cultivo comerciales: caldo y agar de Man Rogosa 

& Sharpe (MRS) y caldo de infusión cerebro-corazón (BHI), todos estos de Difco™ (Beckton 

Dickinson, E.U.A.).  Además, de las enzimas comerciales: catalasa, proteinasa K, proteasa y 

tripsina (Sigma-Aldrich, E.U.A).  

 

 

5.1. Reactivación de las Cepas y Condiciones de Cultivo 

 

 

Se descongelaron 180 aislados bacterianos obtenidos de tomate y conservados en glicerol a -80 ºC 

y se sembraron en caldo tripticasa soya (TSB) y en caldo MRS y se incubaron durante 24 h para su 

óptimo desarrollo. Las bacterias patógenas Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella 

entérica subsp. entérica serovariedad Typhimurium ATCC 14028 fueron donadas por el 

Laboratorio de Tecnologías Emergentes de la Coordinación de Tecnologías de Alimentos de 

Origen Vegetal del CIAD, A.C. Escherichia coli O157:H7 K3999 fue proporcionada por el Doctor 

Alejandro Castillo de la Universidad de Texas A&M. Para el crecimiento de las bacterias ácido 

lácticas se usó el medio de cultivo Man Rogosa & Sharpe (MRS) con una incubación a 37 °C por 

18-24 horas y para las bacterias patógenas se utilizó caldo de infusión cerebro-corazón (BHI) a 37 

°C por 18-24 horas. 
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5.2. Tinción Gram, Prueba de Catalasa y Oxidasa 

 

 

Posteriormente, se realizó tinción Gram para la identificación morfológica de los aislados 

antagonistas, donde se seleccionaron aquellos aislados bacterianos que presentaron tinción Gram 

positiva (cocos o bacilos color azul), ya que esta es una de las características principales de las 

BAL (Carr y col., 2002). 

 La prueba de catalasa, consistió en colocar una gota de H2O2 al 3% sobre un portaobjetos y luego 

se transferir una porción de colonia sobre el H2O2 realizando una emulsión. La prueba se reportó 

positiva al observarse la producción de burbujas en la emulsión (Seija, 2002). Mientras que para la 

prueba de oxidasa se tomó una colonia aislada con el asa y se colocó en un portaobjetos, donde se 

le agregó una gota de reactivo de Kovacs (5 g de pdimetilaminobenzaldehido en 75 mL de alcohol 

amílico además de 25 mL de 25 HCl concentrado) (Bailón y Cervantes, 2003). Esta prueba se 

utiliza para conocer si el microorganismo es productor de la enzima citocromo-c-oxidasa. Un 

resultado negativo (en el cual la biomasa bacteriana no presenta cambio de color a azul,) es 

esperado para las BAL ya que carecen de citocromos (Ramírez y col., 2011). 

 

 

5.3. Ensayo de Inhibición Célula -Célula  

 

 

La actividad antimicrobiana de las bacterias ácido lácticas aisladas de tomate Saladette se evaluó 

utilizando la técnica de difusión en agar BHI suave (Hernandez et al., 2005), las bacterias patógenas 

indicadoras mencionadas en el punto 5.1 se reactivaron en caldo tripticasa de soya (TSB) a 37 °C 

por 16 horas, pasado este tiempo se recuperó el pellet bacteriano mediante centrifugación por 10 

minutos a 10,000 x g a 4 °C. El pellet bacteriano se lavó en dos ocasiones con una solución 

amortiguadora de fosfatos de sodio 20 mM pH 6.5 ± 02, y se recuperó por centrifugación a las 

mismas condiciones anteriores. El pellet bacteriano lavado se homogeneizó en la solución 

amortiguadora ya mencionada y se ajustó a una DO600nm = 0.1 (DO600nm=0.1 equivale a 1x106 

UFC/mL determinado mediante una gráfica de relación DO vs UFC/mL) en un espectrofotómetro 

UV-visible BioSpec-1601 (Shimadzu, Japón). Cada una de las bacterias patógenas indicadoras se 
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inocularon a una concentración final de 1 x 105 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. Cada 

bacteria se mezcló por separado con el agar suave BHI y después se vaciaron 20 mL de la mezcla 

en placas Petri (90 mm de diámetro) alcanzando una altura de 5 mm al solidificarse el agar suave, 

después las placas se refrigeraron por 30 min a 4 °C. Posterior a la refrigeración, se procedió a 

realizar pocillos con un diámetro de 6 mm, los cuales se realizaron con pipetas Pasteur estériles, en 

cada uno de los pocillos se colocaron 30 µL de  las cepas ácido lácticas aisladas de tomate Saladette, 

previamente ajustadas a una DO600nm = 0.1 (DO600nm=0.1 equivale a 1x106 UFC/mm y  se incubó 

a 37°C por 18-20 horas. La actividad antimicrobiana fue determinada por la medición en 

milímetros de la zona clara alrededor del pocillo con un vernier. 

 

 

5.4. Obtención del Sobrenadante Libre de Células (SLC) 

 

 

Se obtuvo el SLC de las bacterias ácido lácticas aisladas de tomate Saladette mediante 

centrifugación (10,000 x g, 10 min, 4°C), descartando el pellet bacteriano, y posteriormente el SLC 

se filtró a través 0.22 μm (Durapore® Merck Millipore, Irlanda). El SLC filtrado se liofilizó 

utilizando un liofilizador Labconco Freezone 4.5 (EEUU). El SLC liofilizado se disolvió en una 

proporción de 1:10 p/v en buffer de fosfatos de sodio 20 mM pH 6.5 ± 0.2, en los momentos que 

sería utilizado. 

 

 

5.5 Búsqueda del Compuesto Antagónico del SLC 

 

 

Para la identificación de los compuestos antagonistas que son producidos por BAL y que están 

presentes en el Sobrenadante Libre de Células (SLC), se llevó a cabo con la técnica realizada por 

Cruz‐Guerrero y col., (2014). La técnica se basa en la búsqueda de tres componentes: ácidos 

orgánicos, peróxido de hidrógeno y compuestos proteínicos (bacteriocinas y/o péptidos 

antimicrobianos: 

Con el fin de encontrar si el antagonismo es por ácidos orgánicos se neutralizó el pH de 500 µL 
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del SLC utilizando hidróxido de sodio 0.1 M (NaOH 0.1 M). 

Para descartar el antagonismo por peróxido de hidrógeno, el pH del sobrenadante se neutralizó, se 

le adicionó catalasa e incubó por 90 minutos a 25 °C y 10 minutos a 65 °C. Cuando el antagonismo 

se mantuvo, al procedimiento anterior se agregó un paso donde se añadió proteinasa K, proteasa y 

tripsina (1 mg/mL), se incubó por 2 horas a 37 °C, y después se incubó 10 min a 65°C. Para evaluar 

cada SLC sometido a los diferentes tratamientos se siguió la técnica de difusión en agar suave con 

pocillos utilizando a Listeria monocytogenes como bacteria indicadora. 

 

 

5.6. Pruebas de Estabilidad Térmica. 

 

 

Se realizaron pruebas de estabilidad térmica a los SLC que contenían compuestos de naturaleza 

proteínica con actividad antibacteriana de acuerdo al método de Vaillancourt y col., (2015), con 

pequeñas modificaciones. Se tomaron alícuotas de 100 μL del SLC, los cuales se expusieron a 30 

55, 65 80, 100 °C durante 30 min, así como a un ciclo de autoclave (121°C / 15psi) por 15 min. 

Pasado el tiempo establecido, se realizó la prueba de antagonismo en placa frente a Listeria 

monocytogenes, aplicando 30 µL del patógeno en agar suave BHI y 30 µL del compuesto tipo 

bacteriocina en cada pocillo. Finalmente se tomó lectura de los halos de inhibición a las 24 horas. 

El procedimiento se realizó por triplicado. 

 

 

5.7. Identificación por Colorimetría Avanzada VITEK  

 

 

La identificación bacteriana de los aislados de tomate Saladette seleccionados, se llevó a cabo con 

el equipo VITEK® 2 Compact mediante servicio externo en el Laboratorio Bioquímico San José, 

Hermosillo Sonora. La identificación de las bacterias se basa en la inoculación de una suspensión 

de microorganismos en tarjetas con determinados paneles de reacciones bioquímicas. La 

sensibilidad antimicrobiana se lleva a cabo en forma similar a través de tarjetas que contienen 

diluciones estandarizadas de distintos antibióticos correspondientes a los puntos de corte de 
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sensibilidad establecidos por el NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards), 

por sus siglas en inglés (Jordá Vargas y col., 2005). 

 

 

5.8. Análisis por PCR Punto Final y Secuenciación del Gen 16S Ribosomal 

 

 

Se realizó la extracción de ADN genómico de los aislados T1IO 125, 151, 221, 226, 229, 234 y 

266 utilizando los reactivos comerciales QIA amp DNA mini kit, donde se siguieron las 

instrucciones del fabricante. El ADN genómico extraído fue utilizado como templado en una 

reacción en cadena de la polimerasa con los iniciadores universales sentido 519FW (5’-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y antisentido 1492RV (5' 

TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3'), además de los componentes mostrados en el cuadro 2. 

 

 

Cuadro 2-  Composición de la mezcla de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para 

amplificación del ADN. 

 
Cantidades utilizadas para una concentración de 200 ng de ADN 

*Dependerá de los μL’s de templado necesarios para tener la concentración de 200 ng de ADN. 

**Dependerá de la cantidad final del templado calculado. 

 

 

Las mezclas realizadas se colocaron en un termociclador Perkin-Elmer P15389 (Waltham, MA), 

programado con las condiciones necesarias para la amplificación de un fragmento aproximado de 

973 pb del gen 16S ARN ribosomal. Las condiciones del programa están descritas en el cuadro 3. 
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Cuadro 3- Etapas de la PCR. Ciclos, temperaturas y tiempos para la amplificación del gen 16S 

ARN ribosomal. 

 
* Repetir las etapas 2, 3 y 4 por 30 ciclos de reacción. 

 

 

Los productos de PCR obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % 

(Sigma Aldrich) durante 60 min a 60 volts constantes en una cámara de electroforesis (BIO-RAD 

Power Pac 300) utilizando un buffer TBE 0.5X. Pasado el tiempo se tiñó con Gel Red 3X 

(BIOTIUM) y se observó en un transluminador de luz ultravioleta UV (UVP). 

Por último, para la purificación de los productos de PCR se utilizó un juego de columnas 

comerciales illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) siguiendo las 

indicaciones del fabricante, después, se cuantificó la concentración de los productos en un 

espectrofotómetro Nanodrop 2000 y la pureza se determinó mediante la relación 260/280. Los 

productos de PCR purificados se secuenciaron en Macrogen Inc. (Seúl, Corea) y la identidad de 

las secuencias se determinó mediante comparación con las secuencias disponibles en el banco de 

genes GenBank (NCBI) utilizando la herramienta informática BLAST. 

 

 

5.9. Identificación Microbiológica por Fermentación de Carbohidratos Específicos 

 

 

La diferenciación entre dos cepas de bacterias ácido lácticas del mismo género y especie se llevó 

a cabo mediante la fermentación diferencial de azucares. Se utilizaron 10 mL de caldo MRS basal 

sin glucosa, para lo cual se reformuló el contenido de acuerdo a lo descrito por Saarella y col, 

(2003), suplementado al 1 % por los azucares sacarosa, trehalosa y ramnosa (Cuadro 4).  Se utilizó 

el indicador purpura de bromocresol para comprobar la producción de ácido, ya que esta vira de 

color azul a amarillo cuando se detecta la presencia de ácidos. El tubo con el caldo preparado 
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adicionado con el azúcar al 1% y el indicador se inoculó con la bacteria correspondiente y se incubó 

a 37 °C por 24 h. Se tomó como positivo aquel tubo que virara del color azul a amarillo y que 

además presentara turbidez por el crecimiento bacteriano (Aguilar y col., 2016). Los tubos que 

presentaron turbidez por el crecimiento bacteriano pero que no fueron amarillos se tomaron como 

negativos. 

 

 

Cuadro 4. Formulación del medio MRS modificado sin glucosa. Formulación para 1000 mL 

 
 

 

5.10 Efecto de los SLC en los Parámetros Cinéticos de Listeria monocytogenes y Cuantificación 

de Proteína 

 

 

El ensayo de inhibición de crecimiento en microplaca se realizó de acuerdo a de Lima Marques y 

col., (2017). Se utilizó una microplaca COSTAR de 96 pocillos. Cinco μL de una solución de 

Listeria monocytogenes a una concentración de 1 x 106 UFC/mL (0.1 unidades de absorbancia a 

600 nm determinado mediante una gráfica de relación DO vs UFC/mL) fueron utilizados para 

inocular el caldo BHI con 15, 30 y 45 μL del SLC para un volumen final de 300 μL en cada pocillo. 

Después de añadir cada solución en los pocillos, la microplaca fue colocada en un lector de 

microplaca FLUOstar Omega (BMG LabTech, Alemania) con una incubación de 37 °C, se 

realizaron lecturas de densidad óptica (DO) a 600 nm cada 30 min, con 10 segundos de agitación 

antes de cada lectura, por 24 horas. Para verificar la esterilidad, 3 pocillos fueron llenados con 

caldo BHI sin inocular y 3 pocillos con caldo BHI y SLC sin inocular. Los valores de densidad 

óptica fueron graficados contra el tiempo utilizando el software Sigma Plot 12.0 (Systat software, 

E.U.A.). 
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La cuantificación de proteína se llevó a cabo utilizando un kit comercial del método del ácido 

bicinconínico de Termo Fisher Scientific (Pierce® BCA Protein Assay Kit) (anexo 1), teniendo 

una curva de albumina sérica (0-2000 µg/mL) como referencia para extrapolar los valores de 

densidad óptica previamente obtenidas de las muestras evaluadas. 

Los valores de tasa de crecimiento (expresado como h-1), densidad óptica máxima de cultivo (DO 

max), tiempo de duplicación (min) y la duración de la fase lag de crecimiento, fueron calculados 

con el software GrowthRates 3.0 (Hall y col., 2014).  
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

6.1. Reactivación y Evaluación de la Actividad Antibacteriana, de las BAL Aisladas de Tomate 

Saladette. 

 

 

Se reactivaron 170 aislados bacterianos del tomate Saladette previamente almacenados a -80°C. 

Con el objetivo de favorecer el crecimiento de BAL se utilizó medio MRS. Cuarenta aislados de 

los 170 mostraron actividad antagonista célula-célula por el método de difusión en agar suave 

contra Listeria monocytogenes (Cuadro 5), considerando como positivos aquellos que produjeron 

un halo de inhibición mayor a 0.7 cm de diámetro (Figura 1), esto coincide con lo reportado por 

González y colaboradores, 2021, quienes obtuvieron antagonismo por metabolitos extracelulares 

de Pediococcus pentosaceus CM175 por el método de difusión en agar suave frente a Listeria 

monocytogenes. Sin embargo, para la actividad antagonista célula-célula contra Salmonella 

Typhimurium y Escherichia coli O157:H7, no se registró antagonismo célula-célula en el presente 

trabajo (cuadro 6). 

El efecto antagonista de los aislados bacterianos se debe a la producción de sustancias 

antimicrobianas, estas sustancias pueden ser peróxido de hidrogeno, ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC) y ácido láctico, por lo cual disminuyen el pH del medio provocando la muerte de la 

bacteria patógena; además también pueden competir por nutrientes (Casas y Dobrogosz, 2000; 

Hudault y col., 1997; Lievin y col., 2000), y producir péptidos antimicrobianos de bajo peso 

molecular y bacteriocinas. 
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Cuadro 5.  Actividad antagonista célula-célula por el método de difusión en agar suave y pruebas 

bioquímicas.  

Identificación 

del aislado 

bacteriano 

Halo de 

Inhibición (mm) 

frente a Listeria 

monocytogenes 

ATCC 7644 

Halo de 

Inhibición 

(mm) 

Salmonella 

Typhimurium 

ATCC 14028 

Halo de 

Inhibición 

(mm) 

Escherichia 

coli O157:H7 

K3999  

Tinción 

Gram  
Oxidasa Catalasa 

BAL TOMATE 01 OTOÑO- INVIERNO 

19 9 Nd Nd (+) (-) (-) 

21 9 Nd Nd (+) (-) (-) 

31 9 Nd Nd (+) (-) (-) 

59 12 Nd Nd (+) (-) (-) 

125 14 Nd Nd (+) (-) (-) 

138 14 Nd Nd (+) (-) (-) 

139 14 Nd Nd (+) (-) (-) 

145 9 Nd Nd (+) (-) (-) 

151 15 Nd Nd (+) (-) (-) 

157 14 Nd Nd (+) (-) (-) 

160 7 Nd Nd (+) (-) (-) 

190 11 Nd Nd (+) (-) (-) 

221 15 Nd Nd (+) (-) (-) 

223 10 Nd Nd (+) (-) (-) 

225 14 Nd Nd (+) (-) (-) 

226 8 Nd Nd (+) (-) (-) 

227 21 Nd Nd (+) (-) (-) 

229 15 Nd Nd (+) (-) (-) 

234 16 Nd Nd (+) (-) (-) 

235 11 Nd Nd (+) (-) (-) 

251 10 Nd Nd (+) (-) (-) 

266 11 Nd Nd (+) (-) (-) 

295 11 Nd Nd (+) (-) (-) 

BAL TOMATE 02 PRIMAVERA- VERANO 

3 11 Nd Nd (+) (-) (-) 

30 8 Nd Nd (+) (-) (-) 

56 11 Nd Nd (+) (-) (-) 

101 10 Nd Nd (+) (-) (-) 

110 14 Nd Nd (+) (-) (-) 

112 9 Nd Nd (+) (-) (-) 

129 7 Nd Nd (+) (-) (-) 

130 10 Nd Nd (+) (-) (-) 

133 8 Nd Nd (+) (-) (-) 

135 10 Nd Nd (+) (-) (-) 

145 14 Nd Nd (+) (-) (-) 

BAL 01 Benito Juárez PRIMAVERA- VERANO 

135 7 Nd Nd (+) (-) (-) 

139 11 Nd Nd (+) (-) (-) 

155 9 Nd Nd (+) (-) (-) 
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184 10 Nd Nd (+) (-) (-) 

187 10 Nd Nd (+) (-) (-) 

239 11 Nd Nd (+) (-) (-) 

Nd = halo de inhibición no detectado 
 

 

 
Figura 1. Antagonismo del Sobrenadante Libre de Células (SLC) Contra Bacterias Patógenas. A) 

Ensayo de antagonismo de BAL T1OI frente a Listeria monocytogenes. B) Ensayo de antagonismo 

de BAL T2PV frente a Listeria monocytogenes. 

 

 

Cuadro 6. Actividad antagonista célula-célula de las BAL aisladas de tomate Saladette 

BAL aisladas de 

tomate Saladette 

Halo de Inhibición (mm) 

Listeria monocytogenes 

ATCC 7644 

Halo de Inhibición (mm) 

Salmonella Typhimurium 

ATCC 14028 

Halo de 

Inhibición (mm) 

Escherichia coli 

O157:H7 K3999 

 BAL TOMATE 01 

OTOÑO- INVIERNO 

11.68± 3.52 Nd Nd 

 BAL TOMATE 02 

PRIMAVERA- 

VERANO 

9.83± 2.48 Nd Nd 

 BAL TOMATE 01 

PRIMAVERA- 

VERANO 

9.66± 1.50 Nd Nd 

 BAL TOMATE 02 

OTOÑO- INVIERNO 

Nd Nd Nd 

Los resultados están representados como media ± desviación estándar de 3 réplicas. Nd = halo de 

inhibición no detectado 
 

 

6.2. Búsqueda del Compuesto Antagonista de los SLC 

 

 

Para la identificación de los compuestos antagonistas que son producidos por BAL y que están 
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presentes en el sobrenadante libre de células (SLC), se procedió a determinar la naturaleza de los 

compuestos con actividad antagónica de los SLC obtenidos, frente a Listeria monocytogenes. Se 

realizó el ensayo de difusión en agar suave y se obtuvieron los resultados para los componentes 

ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno y compuestos proteínicos (bacteriocinas y/o péptidos 

antimicrobianos). 

Después de neutralizar el pH de los 40 SLC para eliminar el efecto de los ácidos orgánicos, 24 SLC 

conservaron la actividad inhibitoria frente a Listeria monocytogenes, y mantuvieron halos de 

inhibición alrededor de 15 ± 2 mm. Al descartar la presencia de ácidos orgánicos, se realizó el 

ensayo para eliminar al peróxido de hidrógeno y se obtuvieron 11 SLC que conservaron su 

actividad inhibitoria frente a Listeria monocytogenes, con halos de inhibición alrededor de 10 ± 2 

mm. Posteriormente se llevó a cabo la detección de aquellos aislados productores de compuestos 

antagonistas de naturaleza proteica, para lo cual se agregó proteinasa K, proteasa y tripsina. Los 

resultados de esta etapa mostraron que los 11 SLC evaluados perdieron su actividad antibacteriana 

contra Listeria monocytogenes por efecto del tratamiento con enzimas proteolíticas (Cuadro 7).  

 

 

Cuadro 7.  Detección de metabolitos con actividad antagonista 
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Algunas bacteriocinas producidas por L. graminis son estables ante distintos factores físicos y 

químicos como: solventes, metales, temperaturas extremas e hidrólisis por enzimas proteolíticas 

como proteinasa K (Aguirre y col., 2016). Por otra parte, Zapata y col., (2009) reportaron la 

caracterización de la cepa de Lactobacillus plantarum LPBM10, aislada de leche fermentada, que 

presenta propiedades probióticas y es productora de bacteriocinas. El sobrenadante libre de células 

de LPBM10 presenta actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas, 

presenta mayor actividad a pH ácido y su actividad no se ve afectada por la presencia de proteinasa 

K, ni por agentes quelantes y detergentes.  

Como se mencionó anteriormente, las bacterias acido lácticas T1OI 125, 151, 221, 226, 227, 229, 

234, 266, T2PV 110 y 145 y T1PV 239, aisladas de tomate Saladette presentaron una tinción Gram 

positiva con catalasa y oxidasa negativas y susceptibilidad a proteasas. Dentro de los géneros de 

BAL asociados a los alimentos se encuentran: Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, 

Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus y Weissella 

(Pal Singh., 2018).  

 

 

6.3 Estabilidad Térmica 

 

 

Los compuestos de naturaleza proteínica con actividad antibacteriana producidos por los aislados 

T1OI 125, 221, 226, 151, 227, 229 y 234 después de su exposición a los tratamientos térmicos, 

mantuvieron una actividad inhibitoria máxima del 80% y una mínima del 40% inversamente 

proporcional a la temperatura de la evaluación. En la Figura 2 se observa en el eje de las Y el 

porcentaje de inhibición que mantuvieron los SLC después de ser sometidas a 30 55, 65 80, 100 

°C durante 30 min, así como a un ciclo de autoclave (121°C / 15psi) por 15 min. Se observó un 

efecto antagonista frente a Listeria monocytogenes, es importante señalar que se logró mantener su 

actividad inhibitoria en un 50% después de haber sido sometidas a 100 y 121 °C.  

No obstante, los criterios de termoestabilidad de las bacteriocinas son difíciles de definir, pues 

dependen de su purificación y de factores tales como pH, fuerza iónica y presencia de moléculas 

protectoras (Moreira, 1993). Se descartaron los aislados T2PV 110 y 145 y T1PV 239 debido a que 

perdieron su efecto antagonista frente a Listeria monocytogenes después de ser sometidos a los 

tratamientos térmicos.  
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 Figura 2. Estabilidad térmica de la actividad antibacteriana de los SLC de los aislados 

bacterianos T1OI 125, 221 226 151, 227, 229 y 234 frente a Listeria monocytogenes  

 

 

Generalmente las bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas son termo resistentes, esto 

indica que su actividad puede recaer en estructuras pequeñas y poco complejas, con una alta 

probabilidad de carecer de una estructura terciaria (Sen y Nilsson 2012; Moreira., 1993). 

Al-Holy  y col., 2012 demostraron que el tratamiento con calor más la adición de nisina presentó 

un efecto sinérgico contra Listeria inocua, logrando eliminarla por completo después de seis días 

de almacenamiento. La resistencia térmica es una característica que hace de las bacteriocinas 

compuestos con potencial aplicación para la industria alimentaria como bioconservadores (Heredia 

y col., 2015),  

 

 

6.4 Identificación por VITEK® 2 Compact 

 

 

El análisis de las pruebas permitió identificar los 7 aislados antagonistas; 2 pertenecientes a 

Pediococcus pentosaceus, 1 perteneciente a Pediococcus acidilactici, 4 pertenecientes a 

Enterococcus faecium y (Cuadro 8). Se descartaron aquellos géneros no asociados a bacterias acido 

lácticas. 

Vallejo y col., 2013 lograron la caracterización parcial de enterocinas producidas por una cepa 
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de Enterococcus faecium aislada de leche ovina, E. faecium Tw6 mostró la mayor actividad 

antimicrobiana entre las cepas estudiadas frente a Listeria innocua ATCC 33090. Dentro de las 

BAL el género Enterococcus, se caracteriza por la alta producción de bacteriocinas, conocidas en 

forma general como enterocinas estos péptidos exhiben actividad antimicrobiana frente a especies 

de bacterias Gram positivas relacionadas, tanto de patógenas como de contaminantes de alimentos 

(Foulquié Moreno y col., 2001 y Ghrairi y col., 2008). Los resultados de la actividad antagónica 

obtenidos con los aislados bacterianos T1OI 151, 221, 229 y 234 son bastantes prometedores, ya 

que la actividad antagonista se presentó contra Listeria monocytogenes y fueron identificados 

dentro del género Enterococcus. 

Por otra parte, González y col 2021, aislaron e identificaron a Pediococcus pentosaceus CM175, 

una BAL epífita de melón cantaloupe, que inhibe el crecimiento de Salmonella enterica serovar 

Typhimurium ATCC 14028 y Listeria monocytogenes. 

 

 

Cuadro 8. Identificación por colorimetría avanzada VITEK® 2 Compact 

 
 

 

6.5. Identificación de los Aislados de BAL por Técnicas Moleculares 

 

 

Los aislados bacterianos T1OI 125, 221, 226, 151, 227, 229 y 234 fueron utilizados para construir 

un árbol filogenético con base en las secuencias del gen 16S ribosomal. El gen 16S ARNr se 

amplificó por PCR utilizando iniciadores específicos (Figura 4). Los productos de amplificación 

de aproximadamente 700 pb fueron secuenciados por Macrogen Inc., y las secuencias de los 

aislados bacterianos fueron analizadas y comparadas con las secuencias en la base de datos del 

GenBank para asignar su identidad (Figura 5). 
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR-ADN de los aislados bacterianos. 1= 

Marcador de peso molecular, 2= aislado T1OI 227, 3= aislado T1OI 226, 4= aislado T1OI 125, 5= aislado 

T1OI 221, 6= aislado T1OI 234, 7= aislado T1OI 229, 8= aislado T1OI 151, 9= Control - , 10= Control + 
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Figura 4. Árbol filogenético de los productos de amplificación de PCR del gen 16S ARN 

ribosomal. 

 

 

El análisis filogenético a partir del gen 16S ARNr de los aislados bacterianos permitió corroborar 

el género de las BAL, separando los aislados en dos principales ramas correspondientes a los 
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géneros Enterococcus spp (T1OI 229, 234, 151 y 221) y Pediococcus spp (T1OI 226, 227 y 125), 

de acuerdo con la alta identidad de las secuencias de estos aislados con las reportadas para estas 

especies en el banco de genes del NCBI. Pero no fue adecuado para conocer las especies, las cuales, 

podrían tratarse de E. faecium o E. lactis y P. acidilactici, P. pentosaceus o P. lolli, (Cuadro 9). Se 

ha reportado el aislamiento de cepas de P. pentosaceus en superficies de diferentes frutos y 

vegetales como ejote, tomates, pepinos, alcaparras, cerezas y repollo (Di Cagno y col., 2013). 

Debido a lo anterior, se llevó a cabo una fermentación diferencial de azucares específicos (Doi y 

col., 2009), a pesar de que las diferentes especies de Pediococcus tienen características muy 

conservadas, estas difieren en la capacidad de metabolizar diferentes carbohidratos. Estas 

particularidades metabólicas se deben a la presencia o ausencia de algunas enzimas del grupo 

pectolíticas y/o pectinasas (Davila-Zambrano, 1996). 

Los aislados T1OI 125 y 227 del presente estudio mostraron un comportamiento idéntico en la 

capacidad fermentativa de sacarosa, trehalosa y ramnosa (Cuadro 10), el cual coincide al reportado 

para P. pentosaceus y difiere a los de P. acidilactici y P. lolli (Doi y col., 2009), por lo que se 

asume que ambos aislados corresponden al microorganismo del género y especie Pediococcus 

pentosaceus. Por otra parte, el asilado bacteriano T1OI 226 presentó la capacidad de fermentar la 

sacarosa, trehalosa y ramnosa por lo que podría tratarse de otra especie cuyo perfil de fermentación 

selectiva de carbohidratos aún no haya sido caracterizado o de una posible transferencia horizontal 

de genes que haya permitido al aislado 226 tener una capacidad fermentativa inusual. 

 

 

Cuadro 9. Identificación VITEK® 2 V/s. identificación por Técnicas Moleculares 
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Cuadro 10. Fermentación diferencial de azucares entre cepas de Pediococcus epífitas de tomate 

Saladette. 

 
 

 

Los resultados de la actividad antagónica obtenidos con los aislados bacterianos T1OI 151, 221, 

229 y 234 son bastantes prometedores, ya que la actividad antagonista se presentó contra Listeria 

monocytogenes y fueron identificados dentro del género Enterococcus. En la actualidad, la 

clasificación más aceptada es la publicada por Franz y col., 2007, donde las enterocinas se agrupan 

en 4 clases principales. Las enterocinas de clase II son las más frecuentemente halladas en cepas 

de enterococos y se dividen en 2 subclases: las enterocinas relacionadas con la pediocina y las que 

se sintetizan sin péptido líder.  

Por otra parte, los aislados bacterianos T1OI 125 y 227 identificados como Pediococcus 

pentosaceus, también presentaron actividad antagonista contra Listeria monocytogenes. Sin 

embargo, existen pocos estudios de obtención y caracterización de péptidos antimicrobianos de 

BAL de vegetales. 

 

 

6.6 Evaluación del efecto antagónico del SLC contra Listeria monocytogenes y cuantificación de 

proteína 

 

 

Con el fin de comprobar la actividad antagonista de los SLC y su efecto sobre los parámetros de 

crecimiento de Listeria monocytogenes, se realizó la prueba de inhibición de crecimiento en 

microplaca de los SLC de Pediococcus pentosaceus (T1OI 125, 221) y Enterococcus faecium 

(T1OI 151, 227, 229 y 234). En la figura 3, se observa el efecto de los SLC sobre el crecimiento 

de Listeria monocytogenes, las líneas con rombos representan las curvas de crecimiento de Listeria 

monocytogenes sin la adición de los SLC, mientras que las otras líneas representan las curvas de 
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crecimiento con 15, 30 y 45 μL del SLC. En el Cuadro 11 se observó que a una concentración ≥0.6 

µg de proteína/ml son suficientes para disminuir la DO máx, incrementar el efecto antagonista 

conforme se aumenta la concentración de los SLC (fase lag) y disminuir la tasa de crecimiento de 

Listeria monocytogenes hasta 5 horas.  

 

 

 

 
Figura 5. Inhibición del crecimiento de Listeria monocytogenes en microplaca. A) Pediococcus 

pentosaceus (T1OI 125, 221), B) Enterococcus faecium (T1OI 151, 227, 229 y 234) 

 

 



52 
 

Cuadro 11. Valores cinéticos obtenidos de la curva de crecimiento de las bacterias patógenas tratadas 

con 15 µL de SLC  

Muestra 
Fase Lag 

(min) 

Tasa de 

crecimiento 

(h-1) 

D.O. max 

(λ 600 nm) 

µg de 

proteína/ml  

L. monocytogenes 58.6 1.69 3.696 - 

Pediococcus pentosaceus  

T1OI  221 360 0.37 1.274 

 

0.8 

Pediococcus pentosaceus  

T1OI  125 

540 0.371 1.543 0.9 

Enterococcus faecium 

T1OI  151 

540 0.371 1.142 0.9 

Enterococcus faecium 

T1OI  227 

360 0.477 1.84 0.6 

Enterococcus faecium 

T1OI  229 

360 0.701 1.069 0.6 

Enterococcus faecium 

T1OI  234 

360 0.919 1.338 0.6 
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7. CONCLUSIÓN 

 

 

Los aislados de bacterias ácido lácticas de tomate Saladette, T1OI 125, 221, 151, 227, 229 

y 234, presentaron actividad antagonista célula-célula frente a Listeria monocytogenes. Además, 

se identificaron siete aislados de BAL de los géneros Pediococcus y Enterococcus capaces de 

producir péptidos antimicrobianos y/o bacteriocinas que inhiben el crecimiento de este patógeno 

indicador. Lo anterior indica que el tomate Saladette es una fuente de microorganismos con 

potencial biotecnológico para las áreas de tecnología y microbiología de los alimentos. 
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8. RECOMEDACIONES 

 

 

Existen pocos estudios de obtención y caracterización de péptidos antimicrobianos de BAL 

de vegetales. Sin embargo, con la finalidad de maximizar el potencial de los antagonistas 

microbianos, aún falta profundizar en aspectos tales como el modo de acción, su compatibilidad 

con las prácticas comerciales poscosecha y el efecto en la fisiología del hospedero. (Bautista, 

2006). 
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10. ANEXOS 

 

 

10.1. Anexo 1: Protocolo de Cuantificación de Proteínas 
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