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RESUMEN

Los antimicrobianos naturales son una de las principales alternativas al uso
de antimicrobianos sintéticos, los cuales han sido recientemente relacionados
como causantes de intoxicaciones alimentarias y del desarrollo de
resistencias en los microorganismos. La capacidad de estos compuestos de
inhibicion del crecimiento de bacterias, tanto Gram positivas como Gram
negativas, en su forma vegetativa ha sido ampliamente evaluada en los
altimos afos. Sin embargo, pocos son los estudios que han analizado sus
efectos sobre otros contaminantes presentes en los alimentos como son las
bacterias esporuladas o los virus. En este trabajo se ha revisado el efecto de
los antimicrobianos naturales sobre estos dos contaminantes bioldgicos
encontrando que una elevada parte de los compuestos analizados han
presentado cierto efecto antiviral, asi como la capacidad de inhibir la
germinacion de esporas de varias especies bajo unas determinadas
condiciones. Estos resultados indican que el rango de acciéon de estos
compuestos frente a los microorganismos es muy amplio y tienen gran
potencial como alternativa al uso de antimicrobianos sintéticos.

PALABRAS CLAVE: aditivos, antimicrobianos naturales, antivirales,
esporas, inhibicion del crecimiento, seguridad alimentaria, virus

RESUM

Els antimicrobians naturals sén una de les principals alternatives a I'Us
d'antimicrobians sintétics, els quals han estat recentment relacionats com a
causants d'intoxicacions alimentaries i de el desenvolupament de resisténcies
en els microorganismes. La capacitat d'aquests compostos d'inhibicié de
I'creixement de bacteris, tant Gram positives com Gram negatives, en la seva
forma vegetativa ha estat ampliament utilitzada en els darrers anys. No
obstant aix0, pocs son els estudis que han analitzat els seus efectes sobre
altres contaminants presents en els aliments com son els bacteris esporulades
o els virus. En aquest treball s'ha revisat I'efecte dels antimicrobians naturals
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sobre aquests dos contaminants biologics trobant que una part elevada dels
compostos analitzats han presentat cert efecte antiviral, aixi com la capacitat
d'inhibir la germinacio d'espores de diverses espécies sota unes determinades
condicions. Aquests resultats indiqguen que el rang d'accié d'aquests
compostos enfront dels microorganismes és molt ampli i tenen gran potencial
com a alternativa a I'is d'antimicrobians sintetics.

PARAULES CLAU: Additius, antimicrobians naturals, antivirals, espores,
inhibicié del creixement, seguretat alimentaria, virus

ABSTRACT

Natural antimicrobials are one of the main alternatives to the use of
synthetic antimicrobials, which have recently been linked to cause food
poisoning and the development of resistance in microorganisms. The ability of
these compounds to inhibit the growth of bacteria, both Gram positive and
Gram negative, in their vegetative form has been widely used in recent years.
However, few are the studies that have analyzed its effects on other
contaminants present in food such as sporulated bacteria or viruses. In this
work, the effect of natural antimicrobials on these two biological pollutants has
been reviewed, finding that a high part of the compounds analyzed have shown
a certain antiviral effect, as well as the ability to inhibit the germination of
spores of various species under certain conditions. These results indicate that
the range of action of these compounds against microorganisms is very wide
and they have great potential as an alternative to the use of synthetic
antimicrobials.

KEY WORDS: Additives, natural antimicrobials, antivirals, spores, growth
inhibition, food safety, viruses



1. INTRODUCCION

A lo largo de los afios ha aumentado el numero de personas que exigen
productos alimentarios inocuos, saludables, de calidad y minimamente
procesados que mantengan en muchas ocasiones las caracteristicas propias
de los ingredientes que los forman. La industria alimentaria es consciente de
este auge e invierte cada afio millones de euros en mejorar sus procesos y
sacar al mercado productos alimentarios que cubran las necesidades de la
poblacidn. Uno de los aspectos mas importantes y donde mayor inversion se
realiza es en asegurar la inocuidad de los alimentos.

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que las intoxicaciones
alimentarias afectan cada afilo a 600 millones de personas y son las
responsables de aproximadamente unos 420.000 fallecimientos al afio. El
grupo de poblacién mas sensible a este tipo de intoxicaciones son los menores
de 5 afios, donde se estima que el 40% de la poblacion total ha enfermado
(WHO, 2020).

Un gran numero de las enfermedades transmitidas por alimentos son
ocasionadas por virus, siendo superior a los casos asociados a parésitos y
otras infecciones derivadas de la presencia de toxinas, pero inferior a las de
origen bacteriano, que lideran las listas de incidencia (Anderson, 2005). Entre
los principales virus causantes de intoxicaciones alimentarias se encuentran
norovirus, rotavirus, adenovirus, enterovirus y el virus de la hepatitis A (Fos-
Claver et al., 2000).

Los virus son microorganismos que estdn compuestos principalmente por
un &cido nucleico (DNA o RNA) y una capside (formada por subunidades
proteicas o capsémeros), presentando en algunos casos una cubierta de
lipopolisacéaridos que envuelve la cipside. Estos microorganismos requieren
de la infeccién de una célula huésped para que esta sintetice los componentes
necesarios para la generacion de nuevas particulas viricas, permitiendo asi
su proceso de replicacion. No se debe considerar la infeccibn como un
sinbnimo de enfermedad, ya que no siempre se producen dafios o
alteraciones en el huésped, incluso ante patégenos que presentan un elevado
potencial virulento (Alcami et al., 2006).

La principal sintomatologia asociada a una intoxicacion alimentaria de
origen virico es la gastroenteritis aguda, que puede estar acompafiada de
nauseas, vomitos, diarrea acuosa, febricula, cefalea y malestar general. En
los casos mas graves se han identificado casos de meningitis aséptica,
encefalitis e incluso la muerte del enfermo. Dependiendo del tipo de virus el
periodo de incubacién y del episodio pueden variar, siendo lo mas frecuente
un periodo de incubacion de 24-48 horas y un episodio de 3 a 5 dias, que se
puede prolongar a 7-10 dias en infecciones causadas por adenovirus (Fos-
Claver et al., 2000).

La gastroenteritis aguda es causa de una elevada mortalidad en nifios y
ancianos en paises en vias de desarrollo. En paises desarrollados se estima
gue actualmente son los virus los principales causantes de las gastroenteritis
agudas por encima de las de origen bacteriano y parasitologicos. Existe un
cierto temor a que los casos de morbilidad y mortalidad observados en
personas mayores a causa de los virus en los paises en vias de desarrollo se
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reproduzcan en paises desarrollados donde se observa una tendencia al
incremento de la poblacion mayor (Fos-Claver et al., 2000).

Las principales fuentes de contaminacion de los alimentos por virus son a
través de una contaminacion ambiental producida en alguna etapa previa a su
recoleccion o debido a una manipulacién inadecuada a través de practicas
higiénicas deficientes. En consecuencia, los virus transmitidos por los
alimentos se han convertido en una de las mayores preocupaciones tanto para
la industria alimentaria, como para los organismos reguladores. La creacion
de métodos de deteccion para virus ha ayudado a vincular un nimero mayor
de infecciones al consumo de alimentos contaminados (Bosch et al., 2018).

Los controles que se realizan en la industria alimentaria juegan un papel
clave en el aseguramiento de la inocuidad de los productos que llegan a los
consumidores. Los principales métodos utilizados para eliminar los
microrganismos patdgenos estan enfocados principalmente a la aplicacion de
meétodos fisicos, quimicos o la combinacion de ambos, basandose en datos
cientificos que aseguran la eliminacion de las formas de vida mas resistentes
ante condiciones externas adversas como son las esporas (Huesca-Espitia et
al., 2014).

Algunos microorganismos presentan la capacidad de esporular, lo que les
permite la supervivencia en medios hostiles mediante de la formacion de una
espora o endospora de alta resistencia a los agentes fisico-quimicos. Una vez
se han establecido condiciones favorables para su desarrollo se produce la
germinacion de la espora dando lugar a una célula vegetativa. Segun la
procedencia de las esporas, estas presentan unas determinadas
caracteristicas propias. Las esporas procedentes de bacterias presentan
funcion reproductora y protectora frente agentes externos, mientras que las
esporas de origen fangico Unicamente presentan funcién reproductora
(Macedo y Vola, 2008).

Los tratamientos térmicos en condiciones de esterilizacion son la
metodologia més utilizada para asegurar la eliminacién total de las formas de
vida presentes en los alimentos, incluidas las esporas. Pero estos
tratamientos ocasionan a su vez, la pérdida de componentes bioactivos de
gran interés nutricional y de prevencion de algunos tipos de enfermedades,
como son las vitaminas (Marsanasco et al., 2011) o componentes fendlicos
(Roy et. al., 2007, De Paepe et al., 2014), entre otros compuestos
termolabiles.

Las pérdidas de componentes con efectos saludables, junto con la
demanda de la poblacion de la salida al mercado de productos seguros, pero
con un menor contenido en conservantes quimicos ha ocasionado un fuerte
desarrollo de nuevas metodologias para el procesado de productos, asi como,
la sustitucion de sustancias quimicas sintéticas por otros compuestos inocuos,
como pueden ser los antimicrobianos de origen natural (Calo, 2015).

Abdelhamid y EI-Dougdoug (2020) consideraron que la aplicacion de
tecnologias fisicas no térmicas (irradiacion, altas presiones, ultrasonidos...)
en conjunto con antimicrobianos naturales podria ocasionar una alta letalidad
a la vez que podian preservar los compuestos termolabiles de los alimentos y
sus propiedades sensoriales.



Existe un elevado numero de estudios enfocados a demostrar los efectos
de los antimicrobianos naturales sobre gran variedad de bacterias vegetativas
presentes en los alimentos. Sin embargo, su efecto sobre otros
microorganismos causantes de enfermedades no ha sido tan estudiado. Es
por ello que su efecto antimicrobiano sobre otros contaminantes biologicos
como son los virus o las bacterias esporuladas no es tan conocida y requiere
de su andlisis.

2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue recopilar informacion y analizar el efecto de
los antimicrobianos naturales frente a contaminantes bioldgicos presentes en
los alimentos como son las bacterias esporuladas y los virus, mediante la
realizacion de una revision bibliografica de la documentacion cientifica
existente.

3. METODOLOGIA

La metodologia empleada para la realizacion de este trabajo se ha basado
en la busqueda de documentacion cientifica presente en bases de datos
cientificas (Science Direct, Scopus y SciELO), buscadores académicos
(Google Scholar y PoliformaT) o datos oficiales publicados por
organizaciones, tanto a nivel nacional como internacional (WHO).

Los conceptos empleados como palabras clave en la busqueda fueron los
siguientes: “natural antimicrobial” “virus” “spores” “bacteria” “antimicrobial
effect” “antimicrobial activity” “food poisoning” “enzymes” “additives”
“‘polisaccharides” “peptides” “phenolic compounds” “essential oils”
“bactericins” “aldehydes” “antiviral activity” y “antiviral effect’. Estos conceptos
fueron utilizados tanto en inglés como en espafiol segun la fuente a consultar.
Las busquedas se realizaron mediante el uso de un solo concepto o la
combinacion de varios, segun las necesidades de la busqueda.

Posteriormente, los resultados obtenidos fueron sometidos a tres procesos
de seleccion basados en el grado de relacién con la tematica a estudio, un
analisis del resumen y conclusiones del mismo y para finalizar una evaluacién
del contenido total del articulo.

4. RESULTADOS

4.1 Antimicrobianos naturales

Se conocen como antimicrobianos naturales a las sustancias que
presentan un efecto inhibidor del crecimiento bacteriano y que se encuentran
presentes por si mismas en plantas, animales o pueden ser sintetizados por
los propios microorganismos.



La gran mayoria de los antimicrobianos alimentarios presentan
exclusivamente actividad como bacteriostaticos o fungistéticos (inhibiendo el
desarrollo de los microorganismos), en lugar de bactericidas o fungicidas
(destruccion de los microorganismos). Esto ocasiona que, para asegurar la
correcta inocuidad de los microrganismos, se analice la posibilidad de
combinar el efecto de varios antimicrobianos (generalmente dos) o combinar
los antimicrobianos naturales con otras metodologias de conservacion de los
alimentos (este proceso ha sido denominado como “hurdle approach” o
“‘enfoque de obstaculos”), asegurando asi la inhibicion de microorganismos
resistentes a concentracion de las dosis utilizadas, si se emplean por
separado (Blanchard, 2000).

Los agentes antimicrobianos estan clasificados dentro del grupo de
aditivos alimentarios, por tanto, su utilizacion estd en manos de las leyes
establecidas en cada pais en el uso de estas sustancias. La gran mayoria de
antimicrobianos naturales estan reconocidos como seguros (GRAS), teniendo
en cuenta aspectos como su origen y la ausencia de efectos nocivos en forma
concentrada, pudiendo establecer limites en funcion de estas condiciones, la
posible modificacion de los atributos sensoriales en los que se adiciona, asi
como determinar un valor de ingesta diaria admisible (IDA) (Raybaudi-
Massinia et al., 2009).

La incorporacién de estas sustancias requiere de un proceso previo de
aislamiento, purificacion, estabilizacién e inclusion en el alimento con una
finalidad antimicrobiana demostrada cientificamente (Sauceda, 2011).

La utilizaciébn de antimicrobianos naturales presenta varias ventajas en
comparacion con el uso de antimicrobianos sintéticos. El uso de determinadas
sustancias quimicas como benzoatos, nitratos y nitritos o el anhidrido
sulfuroso (SO2), entre otras sustancias utilizadas frecuentemente como
conservantes, han sido relacionadas como causa de intoxicaciones
alimentarias, enfermedades de tipo degenerativo o cancer. Asi mismo, se ha
demostrado que ciertos microorganismos han sido capaces de adquirir
resistencias a determinados compuestos antimicrobianos Estos hechos han
llevado a la busqueda de alternativas que presenten alta efectividad como
antimicrobianos y sean compatibles con una gran variedad de alimentos,
siendo una de las alternativas mas estudiadas la sustitucion de conservantes
sintéticos por otros de origen natural (Sauceda, 2011).

Otro aspecto importante es el aumento de consumidores que exigen
alimentos saludables, frescos y seguros sin la necesidad de adicionar
conservantes quimicos sintéticos (Raybaudi-Massinia et al., 2009). Esto indica
que la sustitucion de aditivos sintéticos por compuestos naturales puede
otorgar un valor afiadido al producto, haciéndolo mas atractivo para el
consumidor.

4.2 Clasificacion de los antimicrobianos naturales
4.2.1 ANTIMICROBIANOS NATURALES DE ORIGEN ANIMAL

Diversos estudios han indicado que ciertas sustancias procedentes de los
animales y seres humanos presentan la capacidad para inhibir el crecimiento



bacteriano. Entre esas sustancias se pueden identificar enzimas (lisozima,
lactoperoxidasa...), péptidos (pleurocidina, lactoferrina, defensinas...),
polisacaridos (quitosano...), y acidos grasos libres (acido eicosapentaenoico,
acido docosahexaenoico...), entre muchas otras sustancias (Tiwari et al.,
2009).

La lisozima es una enzima que se puede extraer de la clara de huevo y
gue ha demostrado un efecto inhibitorio en un gran nimero de bacterias. Por
ejemplo, Tribs et al. (2017) indicé un efecto inhibitorio sobre Bacillus cereus y
Geobacillus stearothermophilus en conjunto a un tratamiento a alta presion.

Por lo que respecta a los péptidos, la lactoferrina presenta la capacidad de
desestabilizar la membrana celular de los microorganismos. En bacterias
Gram negativas incrementa la fragilidad de su membrana mediante la
liberacion de lipopolisacaridos, y en el caso de las bacterias Gram positivas,
a través de la liberacion de residuos cationicos e hidrofobos. Ademas, la
lactoferrina presenta la capacidad de inhibir competitivamente a patégenos
virales y bacterianos mediante su union a los lugares de adhesion de la célula
huésped (Embleton et al., 2013).

El quitosano, es un polimero resultante de la desacetilacion de la quitina,
presente en exoesqueletos de artrépodos, insectos y pared celular de algunos
hongos. Las caracteristicas que aporta este polisacarido en cuanto a su
biodegradabilidad, biocompatibilidad, no toxicidad y su abundancia (segundo
biopolimero tras la celulosa) hace que sea un componente adecuado para su
uso en la industria alimentaria (Valencia, 2015). Su actividad antimicrobiana
ha sido estudiada en varios estudios, por ejemplo, Fernandes et al. (2008)
observd la capacidad antimicrobiana del quitosano sobre Staphylococcus
aureus y Escherichia coli en distintas matrices alimentarias tanto sélidas como
liquidas.

4.2.2 ANTIMICROBIANOS NATURALES DE ORIGEN VEGETAL

Existen multitud de compuestos producidos por las plantas asociados a la
capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos. Dentro de estos, las
principales sustancias evaluadas por su poder inhibitorio han sido aceites
esenciales, compuestos fendlicos, aldehidos, especias y hierbas.

Los aceites esenciales son compuestos volatiles extraidos de varias
partes de las plantas aromaticas como cortezas, semillas, flores, cascaras,
frutos, raices, hojas, madera, frutos o plantas enteras (Sharma et al., 2020).

Estos metabolitos se forman en el citoplasma y plastidios de las células
vegetales mediante las vias del &cido maldnico, acido mevaloénico, y metil-d-
eritritol-4-fosfato, almacenandose en complejos secretores y llegando a estar
en las hojas, tallos, flores y frutos, corteza y raices de las plantas. Entre sus
componentes destacan la presencia de componentes bioactivos como
terpenos, terpenoides y fenilpropanoides (Winska et al., 2019).

El efecto antimicrobiano de los aceites esenciales ha sido ampliamente
estudiado. Oussalah et al. (2007) evaluo el efecto inhibidor de 28 aceites
esenciales sobre cuatro bacterias patégenas. Ribes et al. (2017) demostré
actividad antifingica de eugenol y timol sobre varias cepas de hongos. Arioli
et al. (2018) observo actividad antimicrobiana del timol y carvacrol sobre
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Listeria monocytogenes. Otro estudio destaco la capacidad del aceite esencial
de poleo como biocida ante plagas y microorganismos (Domingues y Santos,
2019), ademas de otros muchos trabajos de investigacion que han
evidenciado el efecto antimicrobiano de este tipo de compuestos.

La capacidad de inhibicion de estos compuestos esta asociada a procesos
de alteracion celular de los microorganismos, asi como a la fuga de iones y
del contenido citoplasmatico ocasionado por los componentes fendlicos
presentes en los aceites esenciales (Ruiz-Rico et al., 2017). Ademés de su
capacidad antimicrobiana, estos compuestos han sido relacionados con
propiedades anticancerigenas, antidiabéticas, antiinflamatorias,
antimutagénicas y antioxidantes (Pateiro et al., 2021).

Los compuestos fendlicos son considerados como el grupo mas amplio
de sustancias no energéticas presentes en los alimentos de origen vegetal.
Son originados por las propias plantas a través de su metabolismo secundario
desempefiando en muchos casos una funcidn esencial para la supervivencia
de la misma. Su estructura molecular esta caracterizada por la presencia de
al menos un anillo fendlico. Estos compuestos se pueden clasificar en varios
subgrupos en funcion del nimero de anillos fendlicos y de sus elementos
estructurales. Los principales grupos de polifenoles son: los acidos fendlicos,
estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Quifiones et al., 2012;
Lima et al., 2019).

Su biosintesis tiene lugar a través de dos rutas metabdlicas: la ruta del
acido siquimico y la ruta de los poliacetatos. La primera ruta ocasiona la
sintesis de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina) y la sintesis de
acidos cinamicos y derivados (fenoles sencillos, acidos fendlicos, ligninas...),
mientras que la segunda ruta ocasiona la formacién de quinonas y xantonas
(Quifiones et al. 2012).

Estos compuestos han despertado un gran interés ocasionado por el gran
namero de articulos que determinan los efectos beneficiosos para la salud,
relacionados a su elevada capacidad antioxidante. Ademas, la capacidad
antimicrobiana de estos compuestos también ha sido ampliamente estudiada.
Sorrentino et al. (2017) indicaron actividad antimicrobiana del acido galico
sobre distintas especies de Pseudomonas. Bostanghadiri et al. (2017)
recopilaron numerosos estudios en los que se establecian los efectos
antimicrobianos del resveratrol sobre diversos microrganismos como E. coli,
S. Typhimurium, L. monocytogenes, o0 S. aureus entre otros. Ma et al. (2019)
observaron como los antocianos y las catequinas eran capaces de inhibir el
crecimiento de E. coli y Salmonella.

Los aldehidos son compuestos liberados por el tejido vegetal a través de
la via de la lipoxigenasa tras sufrir algun tipo de dafio fisico. Aunque su modo
de accion no haya sido totalmente identificado, estos compuestos son buenos
candidatos como agentes antimicrobianos al considerarse GRAS para su uso
como aromatizante (Raybaudi-Massinia et al., 2009). Dentro de este grupo
destacan compuestos como vainillina y cinamaldehido, metabolitos vegetales
responsables de las propiedades aromatizantes de la vainilla y canela,
respectivamente (Fache et al., 2015). Ribes et al. (2019) evaluaron el efecto
antimicrobiano de la vainillina sobre E. Coli. Por otro lado, Shreaz et al. (2016)
analizaron la actividad antifungica del cinamaldehido.



4.2.3 ANTIMICROBINOS NATURALES DE ORIGEN MICROBIANO

El grupo mas importante de antimicrobianos de origen bioldgico esta
compuesto por las bacterias del acido lactico y sus metabolitos. La utilizacion
de estas bacterias en alimentos permite la formacion de acido lactico que
actla como conservante mediante un proceso de acidificacion controlada.
Entre los metabolitos de las bacterias lacticas mas importantes en cuanto a
su capacidad antimicrobiana se encuentran el peréxido de hidrogeno (H202),
el diacetilo, o un grupo de compuestos denominados bacteriocinas
(Abdelhamid y EI-Dougdoug, 2020).

Un ejemplo de bacteriocina es la nisina, un péptido producido por
Lactococcus lactis y que ha sido incluido por la U.S. Food and Drug
Administration (FDA) como un aditivo GRAS. Su inocuidad, en conjunto con
su termoestabilidad y su disponibilidad para su uso en diferentes productos lo
convierte en un aditivo de gran interés (Santos et al., 2018).

Ademas, su actividad antimicrobiana se ha demostrado sobre numerosas
bacterias patogenas Gram positivas como S. aureus y L. monocytogenes. Sin
embargo, no se ha identificado accion antimicrobiana contra bacterias Gram
negativas, hongos filamentosos o células de levadura (Bahrami et al., 2019).
Esto es ocasionado por su mecanismo de accion, que se basa en la formacién
de poros en la membrana citoplasmatica de los microorganismos,
ocasionando la pérdida de moléculas e iones intracelulares. La membrana
externa presente en las bacterias Gram negativas dificulta la entrada e
interaccion de la molécula con su lugar de actuacion ocasionando una menor
capacidad antimicrobiana (Tiwari et al., 2009).

Otro agente antimicrobiano a destacar es la reuterina (B-
hidroxipropionaldehido). Este compuesto es un producto de la fermentacién
del glicerol producido por varias especies de Lactobacillus (Dialé et al., 2010).
Este genera un gran interés como conservante alimentario debido a una alta
solubilidad en agua, elevada termorresistencia y una estabilidad en un amplio
rango de valores de pH (Gyawali y Ibrahim, 2014). La reuterina ha mostrado
un efecto antimicrobiano en bacterias Gram positivas y negativas. Por
ejemplo, Bian et al. (2010) indicaron una reduccion significativa de la
poblacién de S. aureus, L. monocytogenes, E. coliy S. Typhimurium al utilizar
reuterina obtenida a partir de L. reuteri.

4.3 Estudio de la capacidad antiviral de los antimicrobianos naturales

4.3.1 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN ANIMAL

Takahashi et al. (2016) analizaron la capacidad de lisozima
desnaturalizada para inhibir el crecimiento del norovirus murino (MNV-1) en
cuatro tipos de ensaladas. La adicion de lisozima desnaturalizada en una
concentracion del 1% ocasiono tras 5 dias de almacenamiento un descenso
en la infectividad de dos tipos de ensaladas (mil islas y vinagreta) en mas de
4,0 log PFU/g de producto y de 3,0 log PFU/g en la ensalada de col, no
observandose diferencias significativas en la dltima (ensalada de huevo).



Otro estudio analizo el uso de lisozima desnaturalizada como inhibidor del
desarrollo de MNV-1 y el virus de la hepatitis A en bayas. Se realizaron dos
ensayos, el primero indico un efecto antiviral de la lisozima sobre tres cepas
de virus de la hepatitis A. Este efecto aumenté a mayor concentracion de
lisozima y tiempo de tratamiento. El segundo ensayo incorpord lisozima al 1%
sobre bayas introducidas en soluciones con los virus a estudio y se observo
una reduccion de al menos 3,1 log MPN/g para el virus de la hepatitis A y de
4,1 log MPN/g para MNV-1 (dependiendo de las bayas analizadas) (Takahashi
et al., 2018).

Wakabayashi et al. (2014) realizaron una revision sobre el efecto de la
lactoferrina en el tratamiento o prevencion de infecciones virales comunes. Su
estudio estableci6 que la concentracion inhibitoria media maxima de
lactoferrina necesaria para inhibir el efecto citopatico del rotavirus oscilaba
entre valores de 12-58 ug/mL en estudios realizados in vitro. La administracion
via oral de cantidades de lactoferrina de entre 50-100 mg/kg/dia causé un
descenso de la gravedad de las gastroenteritis ocasionadas por rotavirus y del
volumen de diarrea, pero no se observo diferencias en su incidencia. Por lo
que respecta a norovirus, la ingesta de al menos 100 mg/kg/dia fue suficiente
para observar un descenso de su incidencia.

Un estudio elaborado por Davis et al. (2012) analizé la efectividad del
quitosano para inactivar sustitutos virales entéricos ante la imposibilidad de
cultivar norovirus. Para ello, se utilizaron cuatro sustitutos (calicivirus felino
(FCV), norovirus murino (MNV-1) y los bacteriéfagos M2 y phiX174) y cinco
moléculas de quitosano sintético purificado de distinto peso molecular (53,
222, 307, 421, ~1150 kDa) disueltos en agua, acido clorhidrico o acético. La
adicion de quitosano ocasioné una reduccion del numero de unidades virales
en los bacteriéfagos M2, phiX174 y FCV. Este ultimo compuesto, presento el
valor de reduccién mas elevado (4,31+0,41 log PFU/mL). No se observo
ningun efecto significativo sobre MNV-1. Con excepcion de los resultados
obtenidos para el bacteri6fago M2, el resto de resultados indicaron que el peso
molecular no interferia en la actividad antiviral del quitosano.

Fuller et al. (2013) evaluaron la capacidad antiviral de la fraccion lipidica
presente en las membranas de los globulos de grasa en rotavirus. Para ello,
realizaron una comparacion entre el contenido presente en las membranas sin
modificar (control) y dos muestras de suero de leche y queso a los que
eliminaron sus componentes no lipidicos y afadieron lipidos polares
procedentes de membranas de grasa bovinas para similar la fraccion lipidica
de las membranas. Los resultados mostraron una mayor actividad inhibitoria
en las muestras control (asociada a glucoproteinas bioactivas y glucolipidos),
obteniéndose valores de inhibicion similares entre las otras muestras con
porcentajes entre el 12%-70% dependiendo de la concentracién de lipidos
utilizada (0,2-10 mg/mL). Este resultado indica que la fraccion lipidica de las
membranas podria contener lipidos con actividad antiviral, aunque existen
otros componentes dentro de las membranas que también presentan dicha
actividad, como pueden ser glucoproteinas y glucolipidos.
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4.3.2 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN VEGETAL

Elizaquivel et al. (2013) evaluaron el efecto de tres aceites esenciales
como son el clavo, el orégano y la zataria sobre la infectividad de los sustitutos
del norovirus, como calicivirus felino (FCV) y norovirus murino (MNV). Las
concentraciones de aceites esenciales utilizadas fueron de 0,5-2% para el
orégano, entre 0,1-1% para el clavo y 0,01-0,1% para la zatalia, siendo
incubados durante 2 h a 4°C y 37°C. Los resultados indicaron que la adicion
de orégano, clavo y zataria ocasiond una reduccion de la carga viral de FCV,
siendo mas efectiva en los tratamientos a mayor concentracion (3,75; 3,75 y
4,51 logio TCIDso /mL respectivamente). No se observo efecto inhibidor de la
carga en los tratamientos realizados a 4°C. Por lo que respecta al tratamiento
en MNV, se obtuvo igualmente una reduccién de la carga viral en todos los
tratamientos a 37°C, pero esta reduccion fue menor en comparacion con el
resultado anterior (1,62; 0,67 y 0,54 logio TCIDso /mL, respectivamente). En el
tratamiento a 4°C se observd una ligera reduccion de la carga viral en los
tratamientos con clavo y zataria, en concentraciones mas altas.

Gandhi et al. (2016) realizaron una revision bibliografica sobre moléculas
naturales con actividad in vitro e in vivo frente al rotavirus. Los resultados
mostraron que determinadas especies de plantas, como Theobroma cacao
(Malvaceae), Aegle marmelos (Linn.) Correa (Rutaceae), Quillaja saponaria
Molina (Quillajaceae) o Psidium guajava (Myrtaceae), entre muchos otros, han
sido relacionadas con cierta actividad antiviral contra la infeccidn por rotavirus,
interfiriendo con la absorcién del virus e inhibiendo su replicaciéon. Por otro
lado, metabolitos secundarios de plantas como carvacrol, acido abiético,
determinadas proantocianinas o resveratrol, entre muchas otras, mostraron
de forma generalizada una elevada capacidad de prevenir la infectividad del
rotavirus mediante procesos que evitan la unién viral a la célula, inhiben la
replicacion viral, actividad inhibitoria hacia las proteinas de la capside y
presentan efectos supresores sobre la proliferacion viral y la sintesis de ARN
viral.

En un estudio realizado por Lipson et al. (2007) se evaluaron los efectos
antivirales del zumo de aradndanos, indicando que el rotavirus tratado con
zumo de arandano no fue capaz de ocasionar una infeccion productiva en los
cultivos de células, no observandose la presencia de unas determinadas
particulas de rotavirus que si eran visibles en las muestras control. Ademas,
se identifico actividad antiviral del zumo de arandanos al inhibir las reacciones
de hemaglutinaciéon en concentraciones al 20% (diluido con tampén fosfato
salino), reaccidn que si se observaba en concentraciones de zumo inferiores.
Este efecto fue asociado a modificaciones de la glicoproteina presente en los
rotavirus, dificultando su union a los receptores celulares. No se determino
gué compuestos presentes en el zumo de arandanos podrian estar
relacionados a la actividad antiviral observada.

Tomhé et al. (2019) analizd el potencial antiviral del acido ursoélico en
rotavirus mediante un ensayo del efecto virucida y citotoxico. Los resultados
no mostraron ningun efecto virucida en ninguno de los tratamientos realizados
(hasta 40 uM). Sin embargo, un estudio in vitro demostré que 10 uM de acido
ursélico era capaz de inhibir la replicacion del rotavirus, observandose una
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reduccion significativa del nimero y tamafo de los viroplasmas, dificultando
asi la maduracion de las particulas virales hasta 15 h después de la infeccion.

La capacidad antiviral de Erodium glaucophyllumes mediante extractos
obtenidos a partir de diferentes métodos de extraccién (convencional vs
extraccion asistida por ultrasonido) y disolventes de extraccion (acuoso e
hidroetandlico) sobre el virus de la hepatitis Ay MNV incubados a 25°C y 37°C,
fue analizada por Abdelkebir et al. (2019). Los resultados mostraron una
reduccion de la infectividad de ambos virus en todas las combinaciones
realizadas. El uso de disolventes hidroetandlicos permiti6 un efecto
antagonista mayor con reducciones superiores a 4,88 logio TCIDso /mL y 4,72
logio TCIDso /mL para MNV y virus de la hepatitis A, respectivamente a 37°C.
La actividad antiviral de Erodium glaucophyllumes ha sido vinculada a su
contenido en polifenoles.

4.3.3 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN MICROBIANO

Kim et al. (2018) estudiaron el efecto antiviral de los exopolisacaridos
producidos por Lactobacillus plantarum LRCC5310 en rotavirus, mediante un
estudio in vitro e in vivo. Los resultados in vitro mostraron que la presencia de
estos polisacaridos en una concentracion de 1,95 mg/mL permitia una mayor
reduccion logaritmica del nimero de copias de ARN viral en comparacion a
las muestras control. Asi mismo, el estudio in vivo mostré cémo la aplicacion
de 1 mg de exopolisacaridos por ratén durante 7 dias disminuyé de manera
significativa los casos de diarrea identificados en un 50%.

Lange-Starke et al. (2014) evaluaron el potencial antiviral de varios
compuestos procedentes de bacterias como son sakacin A, nisina y acido
lactico en virus como el norovirus murino S99 (MNV), virus de influenza A'y
calicivirus felino (FCV). El ensayo se basé en la incubacion de los virus en un
sobrenadante libre de células que contenia los metabolitos procedentes de las
bacterias al 10% durante tres dias a 24°C. No se observo efecto antiviral del
sakacin A ni de la nisina en ninguno de los virus objeto de estudio. Sin
embargo, el &cido lactico si que fue capaz de reducir el nimero de virus
presentes en un maximo de 3,25y 2,5 logio para MNV vy virus de la influenza
A respectivamente.

Becker et al. (2017) analizaron la capacidad virucida del peroxido de
hidrogeno en combinacién con ultrasonidos a través de tres métodos distintos,
donde principalmente se modificaba la concentracion (0,15-100%), el tiempo
de exposicion (30-300 s) y el medio donde se realizaba la prueba (agua, suero
fetal bovino). Se demostro una reduccion superior a 4 log 10 TCID so/ mL con
todos los métodos en los 3 tipos de virus utilizados (norovirus murino S99
(MNV), adenovirus y parvovirus murino.

Un estudio indicé que la concentracion necesaria de nisina era inferior a
otras cepas de Lactobacillus para inducir el gen de la B-glucuronidasa, que
permite producir la principal proteina antigénica del virus Norwalk utilizada en
vacunas (Martin et al., 2014). La administracion de Lactobacillus reuteri fue
capaz de producir de manera eficaz la colonizacion del tracto intestinal
reduciendo de manera significativa la duracion de la gastroenteritis aguda por
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rotavirus. La causa de esta reduccion fue asociada a la reuterina producida
por Lactobacillus reuteri (Sung et al., 2002).

4.4 Estudio de la capacidad antimicrobiana sobre organismos
esporulados

4.4.1 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN ANIMAL

Abdou et al. (2007) evaluaron la capacidad inhibitoria de péptidos de
lisozima en un total de 11 especies del género Bacillus. Una concentracion de
100 pg/mL ocasion6 la inhibicion completa de 9 especies de Bacillus,
mostrando B. cereusy B. stearothermophilus una mayor resistencia a la
lisozima. Por otro lado, se determind que una concentracién de al menos 10
pg/mL era capaz de inhibir el crecimiento de células vegetativas y esporas de
B. subtilis. Uno de los aspectos positivos del uso de péptidos de lisozima es
su elevada estabilidad tanto a altas temperaturas (95°C) como en amplios
rangos de pH (4,5-7).

Liceaga-Gesuald et al. (2001) analizaron la capacidad de inhibicion de la
lactoferrina a una concentracién de 5% p/v tras un proceso de digestién sobre
esporas de Penicillium sp. La digestion con pepsina (3% p/p) ocasioné la
formacién de péptidos en el hidrolizado. Las dos concentraciones a estudio de
la lactoferrina (60 y 300 pg/mL) inhibieron la germinacion de esporas y el
crecimiento del micelio durante 9 y 21 dias respectivamente.

4.4.2 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN VEGETAL

Corthouts y Michiels (2016) realizaron un ensayo de inhibicion de la
germinacion inducida por nutrientes y altas presiones (200 y 600 MPa) en
esporas de B. cereus por parte de aceites esenciales. En primer lugar, se
seleccionaron los 11 aceites esenciales del estudio en base a su
concentracion minima inhibitoria (MIC), seleccionando aceites tanto de MIC
bajo como alto. La gran mayoria de los aceites inhibieron la germinacion por
nutrientes, aunque se observd que una pequefa fraccion de esporas si que
pudo germinar. Por lo que respecta a las pruebas con altas presiones, no se
observo un efecto comun en todos los aceites esenciales estudiados, por lo
gue la capacidad de inhibir a una presion u otra fue propia de cada aceite. En
general, la gran mayoria de aceites esenciales presento la capacidad de
inhibir la germinacién por nutrientes y en alguno de los tratamientos a altas
presiones, pero esto puede ser un hecho contraproducente debido a la
necesidad de germinacion de las esporas para su eliminacibn mediante
procesos de altas presiones.

Otro estudio basado en aceites esenciales fue realizado por Haberbeck et
al. (2012), donde se evaluo la inactivacion de esporas de Bacillus coagulans
mediante la aplicacion de aceite esencial de orégano en combinacién con un
tratamiento térmico. A las esporas presentes en caldo de cultivo a 4°Brix y pH
4,2 se les adicion6 una concentracion entre 250 y 1000 upg/g y fueron
sometidas a un tratamiento térmico a aproximadamente 100°C. El tratamiento
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combinado tardo significativamente menos tiempo en reducir las esporas en
6 niveles logaritmicos. Posteriormente, se observo que la realizacion de una
emulsién de aceite de orégano mediante el uso de lecitina de soja, con la
finalidad de incrementar la solubilidad, ocasion6 un tiempo de inactivaciéon
menor en comparacion con el aceite de orégano puro.

Cai et al. (2019) analizaron la actividad antibacteriana del timol mediante
la estimacion de la concentracion minima de inhibicion (MIC) y la
concentracion bactericida minima (MBC) en células vegetativas y esporas de
Alicyclobacillus acidoterrestris. El estudio establecié un valor de MIC de 0,5
mg/mL y un valor de MBC de 1 mg/mL en las esporas. Asi mismo, posteriores
pruebas de SDS-PAGE y microscopia electrénica mostraron una pérdida de
proteinas solubles y un dafio morfolégico elevado, tanto en células como
esporas.

Palop et al. (1997) evaluaron el efecto de la intensidad de los tratamientos
térmicos sobre la capacidad del &cido lactico y citrico para inhibir el
crecimiento de esporas de Bacillus coagulans. Tras el periodo de incubacion
de 10 dias a 35°C, en la mayoria de los casos se observo un descenso del
namero de supervivientes. Tanto la intensidad del tratamiento térmico previo
(de 10 a 360 s) como el pH (rango 4,2-5,6) y el &cido utilizado (lactico o citrico
5 M) influyeron en gran medida en la efectividad de la reduccion de
supervivientes. De forma general, el acido citrico fue mas eficaz en las
muestras con un tratamiento previo inferior o igual a los 2 min, siendo el acido
lactico mas efectivo transcurrido ese tiempo.

Cetin-Karaca y Newman (2018) analizaron la eficacia antimicrobiana de
tres fitoquimicos como son el trans-cinamaldehido, el galato de
epigalocatequina y el [10]-gingerol (fitoquimicos derivados de la canela, el té
verde y el jengibre, respectivamente) para inhibir el crecimiento de B. cereus
y sus esporas en cereales infantiles reconstituidos con férmula infantil. El
trans-cinamaldehido mostro la mayor actividad antimicrobiana al establecer su
MIC para las esporas en 125 ppm, obteniéndose un valor de 250 ppm para el
resto de fitoquimicos contra B. cereus y sus esporas. Ademas, este fitoquimico
fue el Unico en conseguir una completa inhibicién del crecimiento de B. cereus
a 23°C, observandose un retraso en su crecimiento a 37°C.

4.4.3 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN MICROBIANO

Avila et al. (2014), analizaron la cantidad de lisozima, reuterina y nisina
necesaria para ocasionar la completa inhibicion de cuatro tipos distintos de
especies de Clostridium (C. sporogenes. C. tyrobutyricum, C. butyricumy y C.
beijerinckii). El estudio se realizé sobre células vegetativas y esporas de las
especies anteriormente nombradas cultivadas en medio reforzado y leche,
obteniéndose los resultados tras 7 dias de incubacién a 37°C.

La aplicacion de lisozima (antimicrobiano natural de origen animal) en
concentraciones de 0,2 a 400 yg/mL no fue capaz de inhibir el crecimiento de
ninguna cepa de C. sporogenes. Para el resto de sustancias estudiadas si que
se observo inhibicién del crecimiento dependiendo de la cepa y del medio de
cultivo, siendo por lo general, la concentracién requerida para la inhibicion
menor en células vegetativas y en medio reforzado, en comparacion con la
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leche, donde en alguna de las cepas analizadas no se observo inhibicion. Las
esporas de C. tyrobutyricum fueron la mas sensibles a la lisozima (1,57-400
pMg/mL en medio y 50 pg/mL a >400 pg/mL en leche) y las esporas de C.
butyricumy las més resistentes (200 ug/mL a >400 ug/mL en suero y no
produciéndose su inhibicidn en leche).

Por lo que respecta la reuterina, este compuesto en concentraciones de
0,06 a 32,5 mM ejercio actividad antimicrobiana contra todos los Clostridium
analizados, dependiendo su eficacia de la cepa y medio de cultivo. La gran
mayoria de las esporas objeto de estudio fueron inhibidas por una
concentracion de reutenina igual o inferior a 16,25 mM, a excepcion de una
cepa de C. sporogenes cultivada en leche (32,5 mM). En este caso, el medio
de cultivo fue clave para obtener unos mejores resultados de inhibicion
dependiendo de la especie de Clostridium y cepa a estudio.

Por ultimo, la nisina en concentracion entre 0,03-25 pg/mL mostré su
capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias y esporas de Clostridium. En
este caso, las esporas presentes en la leche necesitaron igual o mayor
concentracion (dependiendo de la cepa a estudio) para inhibir su crecimiento,
en comparacion con los resultados obtenidos en el medio de cultivo reforzado.
Una concentracion de nisina de 6,25 mM fue suficiente para inhibir el
crecimiento de todas las cepas de esporas en medio reforzado, aumentando
hasta los 25 mM para inhibir el crecimiento de una cepa de C. beijerinckii en
leche.

Otro estudio llevado a cabo con nisina indicd que la adicion en una
concentracion de 1,56 g/L de leche en combinacién con 2 tratamientos a alta
presion de 300 y 400 MPa, presentd un mayor efecto inhibidor de esporas de
B. cereus presentes en quesos elaborados con leche cruda. Este efecto no se
observé en concentraciones menores de nisina (0,05 mg/L) ni en lisozima
(22,4 mg/L) (Lopez-Pedemonte et al., 2003).

Fan et al. (2019) analizaron la eficacia inhibitoria de la nisina y el carvacrol
(adicion individual en concentraciones del 0,01% y 0,02% p/v) en combinacién
con un tratamiento con ultrasonidos (33 W/mL, 15 min) en esporas de Bacillus
subtilis presentes en medio de laboratorio y leche. El estudio indicé que la
combinacion de los tratamientos fue efectiva a la hora de inhibir la germinacion
de las esporas presentes en el medio de laboratorio, obteniéndose un
porcentaje de inhibicibn mayor en el tratamiento combinado de carvacrol con
ultrasonidos (67,3% carvacrol y 30,5% nisina)

Por ultimo, Meghrous et al. (1999) analizo las sensibilidades de varias
especies de células vegetativas y dos especies capaces de esporular a tres
bacteriocinas como la nisina A, nisina Z y pediocina. Los resultados indicaron
gue las MIC de las bacteriocinas variaron entre especies e incluso entre cepas
de la misma especie. Concentraciones de 23 pg/mL y 69 pg/mL de nisina Ay
nisina Z respectivamente, inhibieron el crecimiento de esporas de Bacillus y
Clostridium durante 10 dias. En contraposicion, la pediocina no fue capaz de
evitar la germinacién de las esporas de B. subtilis.
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5. CONCLUSIONES

La realizacion de este estudio confirmé que la evidencia cientifica sobre la
eficacia de los antimicrobianos naturales en virus o bacterias esporuladas es
muy limitada, en comparacién con la evidencia de su efecto sobre bacterias
vegetativas. Sin embargo, las investigaciones publicadas han sido suficientes
para evidenciar la capacidad de determinados antimicrobianos naturales
frente a estos contaminantes biolégicos.

Compuestos como lisozima, lactoferrina, quitosano, lipidos de membrana,
determinados aceites esenciales, metabolitos secundarios (carvacrol,
resveratrol...) y exopolisacaridos producidos por Lactobacillus plantarum,
entre otros, han demostrado en mayor o menor medida poder actuar como
agentes antivirales sobre virus como el norovirus o el rotavirus que presentan
una alta incidencia en intoxicaciones alimentarias. Cabe destacar los
resultados obtenidos con la nisina, que muchos autores catalogan como
agente antiviral, pero su adicion fue ineficaz para inhibir la proliferacion de
virus entéricos. Seria necesario la realizacion de mas estudios para
profundizar en el potencial antiviral de estos compuestos.

Por lo que respecta a las esporas, los estudios sobre su inhibicidn son muy
reducidos en antimicrobianos naturales de origen animal. En cambio, existen
bastantes estudios relacionados con la inhibicion o eliminacion de bacterias
esporuladas para aceites esenciales, compuestos fendlicos y bacteriocinas
como la nisina, por lo que en un futuro podria ser interesante realizar un
analisis en profundidad de alguno de estos compuestos.

El estudio del efecto de los antimicrobianos naturales sobre contaminantes
biolégicos como virus y formas esporuladas ha identificado determinados
compuestos naturales con un posible efecto antiviral, asi como la capacidad
de inhibir la germinacion y reducir el contenido en esporas de un determinado
medio. Este trabajo evidencia que muchos de los compuestos que se citan
tienen un gran potencial en la inhibicion de virus y esporas, y que se requieren
de mas estudios para poner a disposicion de la industria compuestos
naturales que permitan garantizar la seguridad de los alimentos frente a virus
y bacterias esporuladas.
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