


DESINFECTANTES, SU EFICACIA, Y LIMPIEZA DE SUPERFICIES 
HOSPITALARIAS: 

 
Características estructurales de las esporas y biofilms microbianos que confieren resistencia 

y persistencia a la desinfección 
 

NUEVAS ESTRATEGIAS 

 

 

 
 

Doctor Roberto Ricardo Grau 
Universidad Nacional de Rosario – Facultad de Ciencias Bioquímicas y Farmacéuticas 

Pew Latin American Fellow – Philadelphia- EE.UU. 
Fulbright International Scholar – Washignton – EE.UU. 

CONICET – Argentina 
Teléfonos: 54-341-4353377 /4804592 (INTERNO 286) 

Sitio Web: www.microbiologiarosario.org 
 
 

Hotel Ariston – Rosario – Junio 8 de 2018 
 

http://www.microbiologiarosario.org/








Ciertas estructuras microbianas como los biofilms 

y las esporas se ubican (junto a los priones) en el 

podio de los agentes infecciosos resistentes a la 

desinfección y esterilización. 



LAS BACTERIAS SON MUCHO MÁS QUE “BOLSITAS LLENAS DE 

ENZIMAS” SINO QUE SE COMPORTAN COMO “VERDADEROS” 

ORGANISMOS MULTICELULARES 













PLASMA 

TECHNOLOGIES 



PLASMA 

TECHNOLOGIES 

SIN EMBARGO, HAY QUE CONSIDERAR LA 

ALTA IMPERMEABILIDAD DEL BIOFILM A LOS 

LÍQUIDOS Y GASES 



ALTA IMPERMEABILIDAD DEL 

BIOFILM A LOS LÍQUIDOS Y 

GASES 





DESINFECTANTES DE NUEVA GENERACIÓN: 

AGENTES DISPERSANTES DEL BIOFILM, EN 

ESPECIAL GLICOSIDASAS COMO DISPERSINA B 









Las superficies contaminadas de un hospital son reservorios de patógenos que 

contribuye al aumento de las infecciones intrahospitalarias. 

 

En un hospital “limpio” deberían dismunuir las IAH (Infecciones Asociadas a la 

Hospitalización). 

 

La desinfección convencional (química) de una superficie NO PREVIENE la re-

contaminación de la misma (30 minutos). 

 

Como los biocidas, al igual que los antibióticos, afectan todo tipo de microbio 

sin discriminar entre “microbios buenos” y “microbios malos”, y tomando la idea 

del PROYECTO MICROBIOMA HUMANO: 

Una novedosa estrategia consiste en más que erradicar los patógenos ya 

presentes, reemplazarlos por microbios benéficos, por ejemplo bacterias 

probióticas. 

Principio de exclusión competitiva por bacterias probióticas 

Dentro de los probióticos, y a diferencia de los lácticos (todos ellos lábiles), 

ciertas especies no patógenas del género formador de esporas Bacillus (B. 

subtilis, B. coagulans) funcionan como excelentes probióticos para 

humanos. 
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En 10 hospitales de Bélgica e Italia, se utilizaron como estrategia de 

sanitización esporas probióticas de Bacillus subtilis durante 4 años. 

Al cabo del primer mes, el 70 % de las bacterias aisladas de las superficies 

eran B. subtilis. 

El tratamiento de higiene con probióticos fue un 90 % más efectivo que el 

tratamiento convencional con desinfectantes químicos (ES EFECTIVO). 

De 32.000 muestras biológicas de pacientes analizadas ninguna tuvo la 

presencia de B. subtilis (ES BIO-SEGURO). 

Permite disminuir el uso de detergentes y desinfectantes convencionales. 

Por lo tanto la utilización de probióticos en la sanitización ambiental es 

                                        ECO-SUSTENTABLE 



Muchas gracias! 
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Metal nanoparticles as a novel and safe 

strategy to fight pathogenic spores and 

antibiotic-resistant microbial biofilms 

Sebastián Cogliati, Francisco Marcos, Victoria Clementi, Celina Lobais, Victoria 

Boselli, Estanislao Porta, Virginia Roldán, Nora Pellegri, and Roberto Grau  
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THE FOUR 

HORSEMEN OF THE 

APOCALYPSE: 

1- DEATH 

2- THE WAR 

3- HUNGER 

4- THE PLAGUE 
Alberto Durero 1498 

Infectious diseases 

were always a cause 

for human concern 

Coming to modern 

times…. 



What is the 

current situation 

during XXI 

century about 

infectious 

diseases 

worldwide? 

During the 90’….. 



The global problem of 

the emergence of 

antibiotic resistance 

and its spread 

Antibiotics are used in human medicine (20%), veterinary 

(10%) and as supplements of animal feed (70%). 

As a consequence, also in developed countries…. 



Another problem in our battle against pathogenic bacteria is that ……. 



Bacteria, although they are unicellular beings (prokaryotes)…. 

They behave like multicellular beings because…. 



Bacteria construct multicellular three-dimensional structures in which there is a 

spatio-temporal regulation of gene expression (division of labor). These socially 

organized communities are named BIOFILMS or cities of microbes 







All these arguments make vital the development of new types of 

antibiotics with sporocice and anti-biofilm activities. 



IT IS VERY LOW 

UNDER THIS SCENARIO 





MICROBICIDE ACTIVITY OF Cu-NPs AGAINST PLANKTONIC (FREE-LIVING) MICROORGANISMS 

 

APTMS: 3-aminopropyltrimethoxysilane  

 



MICROBICIDE ACTIVITY OF Cu-NPs AGAINST PLANKTONIC (FREE-LIVING) MICROORGANISMS 

 

APTMS: 3-aminopropyltrimethoxysilane  

 



Spore
dormancy

Spore germination

SPORE PANSPERMIA

Spore outgrowth

INHIBITION OF SPORE GERMINATION BY Cu-NPs  

 



SPOROCIDE ACTIVITY OF Cu-NPs  

 



CuNP effect on biofilm formation
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INHIBITION OF LIQUID BIOFILM (PELLICLE) SYNTHESIS BY Cu-NPs  
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Pseudomonas aeruginosa 

Staphylococcus aureus 

Bacillus anthracis 

Cu-APTMS-NP (mM): 

INHIBITION OF LIQUID BIOFILM (PELLICLES) SYNTHESIS BY Cu-NPs  
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Cu-NPs inhibits the expression of genes involved in the synthesis of 

extracellular matrix components of the biofilm  
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extracellular matrix components of the biofilm  

 

CuNPs do not only inhibit the de novo biofilm synthesis but also… 

 



CuNPs triggers the disassembling of preformed biofilms 

 

- Biofilms (pellicles) are developed during 24 h at 37 °C 
 
- Addition of 5 µl of 1 mM Cu-NP carefully added by one side 

of one of the biofilms so as not to disturb its architecture  
 
- After another 24 h of incubation, addition  of 20 µl 

Methylene Blue on top of both types of biofilms 



CONCLUSIONS 

Metal-NPs constitute an efficient new class of 

microbicides to fight not only the vegetative 

(planktonic) forms of microbial pathogens, but also 

their spores and biofilms.   

 

 

THANKS FOR THE ATTENTION 
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INTERACCIÓN ENTRE LA FLORA 

INTESTINAL PROBIÓTICA Y EL 

SISTEMA INMUNOLÓGICO 

¿ QUÉ ENTENDEMOS POR  

PROBIÓTICO ? 



 Una definición reciente,  aceptada internacionalmente, 
indica que:  

“Los probióticos son microorganismos vivos que, 
ingeridos en una cantidad adecuada, deben 
llegar vivos a su sitio de acción (mucosas) y 
producir efectos beneficiosos sobre la salud del 
que los consume más allá del aporte nutricional 
intrínseco de esos microorganismos (por ejemplo 
ser fuente de aminoácidos y vitaminas” 

DEFINICIÓN DE PROBIÓTICO 



Patógenos 



 Lactobacillus: L. acidophilus, L. bulgaricus, L. 
casei, L. salivarius, L. plantarum, L. kefir. 

 Lactococcus: L. lactis, L. cremoris, L. diacetylactis. 

 Streptococcus: S. thermophilus, S. lactis. 

 Bifidobacterium: B. bifidum, B. longum, B. 
infantis, B. lactis, B. adolescentis. 

 Otros:Enterococcus spp., Sacharomyces 
cereviseae, Leuconostoc spp.   

EXISTE UNA GRAN PREDOMINANCIA 
DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS 

¿CUÁLES SON LOS 

MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS 

MÁS TRADICIONALES? 



¿CUÁLES SON LOS EFECTOS BENEFICIOSOS 

DE LOS MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS? 

Producción de compuestos antimicrobianos 

Estimulación de la inmunidad celular y 

humoral 

Actividad antimutagénica y anticancerígena 

Mejoramiento del metabolismo de la lactosa 

Reducción del colesterol sérico 

Control de diferentes tipos de diarreas y 

alergias 

Aumento de la proporción de  BAL y 

disminución de clostridios 

Sensación de bienestar general y aumento de 

la esperanza de vida (life-span). 

Etc. etc. etc….. 



ALGUNOS MICROBIOS 

SON MUY BUENOS COMPAÑEROS 



ALGUNOS MICROBIOS 

SON MUY BUENOS COMPAÑEROS 





POR LO TANTO ES MUY DIFÍCIL NO ESTAR A 

FAVOR DE LOS PROBIÓTICOS 

LAS BACTERIAS LÁCTICAS O LACTOBACILOS 

SON LOS PROBIÓTICOS MÁS COMUNES  



INTERACCIÓN ENTRE LA FLORA 

INTESTINAL PROBIÓTICA Y EL 

SISTEMA INMUNOLÓGICO 

¿ DE DÓNDE PROVIENEN LOS  

PROBIÓTICOS ? 



INTERACCIÓN ENTRE LA FLORA 

INTESTINAL PROBIÓTICA Y EL 

SISTEMA INMUNOLÓGICO 

¿ QUÉ ENTENDEMOS POR FLORA 

INTESTINAL  O COMENSAL? 

ESTÁ INTEGRADA PRINCIPALMENTE POR BACTERIAS 

                                   DE LAS “BUENAS” 

¿ CUÁNDO Y DESDE DÓNDE LA ADQUIRIMOS ? 



NEUROMICROBIOLOGÍA 

Microbiota intestinal y sus efectos 

sobre el sistema nervioso y 

longevidad 

 
          1 

DURANTE EL 

EMBARAZO 

NINGUNA 

BACTERIA 

               2 

EN EL MOMENTO DEL PARTO 

POR LA FLORA VAGINAL DE 

LA MADRE 

El parto por cesárea se asocia con 

problemas de salud a futuro: asma, alergias, 

enfermedad celíaca y eczemas 

    “Desde la 

placenta y el 

líquido 

amniótico”  



NEUROMICROBIOLOGÍA 

Microbiota intestinal y sus efectos 

sobre el sistema nervioso y 

longevidad 

 

             3 

LUEGO DEL 

NACIMIENTO 

ADQUIRIMOS 

PARTE DE LA 

FLORA A 

TRAVÉS DEL 

AMAMANTA-

MIIENTO 



NEUROMICROBIOLOGÍA 

Microbiota intestinal y sus efectos 

sobre el sistema nervioso y 

longevidad 

 
SON 4 FACTORES 

QUE AFECTAN 

LA FLORA  

INTESTINAL DEL  

INFANTE Y EL  

DESARROLLO  

TEMPRANO DEL  

SISTEMA  

INMUNOLÓGICO Y 

NERVIOSO 

      4 

POR ÚLTIMO 

DEL MEDIO 

AMBIENTE Y 

LOS 

ALIMENTOS 



         “5” 

    Desde 

        la 

placenta??? 

The placenta harbors a unique microbiome (Mayo de 2014) 

Humans and their microbiomes have coevolved as a physiologic community composed 

of distinct body site niches with metabolic and antigenic diversity. The placental 

microbiome has not been robustly interrogated, despite recent demonstrations of 

intracellular bacteria with diverse metabolic and immune regulatory functions. A 

population-based cohort of placental specimens collected under sterile conditions from 320 

subjects with extensive clinical data was established for comparative 16S ribosomal DNA-

based and whole-genome shotgun (WGS) metagenomic studies. Identified taxa and their 

gene carriage patterns were compared to other human body site niches, including the oral, 

skin, airway (nasal), vaginal, and gut microbiomes from nonpregnant controls. We 

characterized a unique placental microbiome niche, composed of nonpathogenic 

commensal microbiota from the Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, 

and Fusobacteria phyla. In aggregate, the placental microbiome profiles were most akin 

(Bray-Curtis dissimilarity <0.3) to the human oral microbiome. 16S-based operational 

taxonomic unit analyses revealed associations of the placental microbiome with a remote 

history of antenatal infection (permutational multivariate analysis of variance, P = 0.006), 

such as urinary tract infection in the first trimester, as well as with preterm birth <37 

weeks (P = 0.001). 

Comment on "the placenta harbors a unique microbiome". 

Y CONTINUA……… 

 



NEUROMICROBIOLOGÍA 

Microbiota intestinal y sus efectos sobre el sistema nervioso y 

longevidad 

 

 - LA DIETA DE LA PERSONA TAMBIÉN CUMPLE UN ROL CLAVE EN LA COMPOSICIÓN DE LA 

FLORA INESTINAL. 

- UNA DIETA RICA EN GRASAS Y POBRE EN FIBRAS PRODUCE UNA DISMINUCIÓN EN LA 

DIVERSIDAD MICROBIANA DE LA FLORA DE LA PERSONA. 

- ESTO SE ASOCIA FUERTEMENTE A UNA MENOR SALUD DEL INDIVIDUO 

- AFORTUNADAMENTE ESTO ES REVERSIBLE CAMBIANDO LA DIETA 

- SI LA DIETA NO SE CAMBIA, ESTA POBRE DIVERSIDAD MICROBIANA ES TRANSMITIBLE A LA 

DESCENDENCIA 





EL SER HUMANO NO ESTÁ CONFORMADO ÚNICAMENTE POR CÉLULAS 

HUMANAS SINO TAMBIÉN POR CÉLULAS BACTERIANAS: SOMOS UN 

HOLOBIONTE 

  



The intestinal microflora is a positive health asset that crucially influences the normal structural 

and functional development of the mucosal immune system. Mucosal immune responses to 

resident intestinal microflora require precise control and an immunosensory capacity for 

distinguishing commensal from pathogenic bacteria. In genetically susceptible individuals, some 

components of the flora can become a liability and contribute to the pathogenesis of various 

intestinal disorders, including inflammatory bowel diseases. It follows that manipulation of the 

flora to enhance the beneficial components represents a promising therapeutic strategy. The flora 

has a collective metabolic activity equal to a virtual organ within an organ, and the mechanisms 

underlying the conditioning influence of the bacteria on mucosal homeostasis and immune 

responses are beginning to be unravelled. An improved understanding of this hidden organ will 

reveal secrets that are relevant to human health and to several infectious, inflammatory and 

neoplastic disease processes. 

EXISTE UNA RELACIÓN ESTRECHA ENTRE LA FLORA COMENSAL  

Y EL SISTEMA INMUNOLÓGICO 



NEUROMICROBIOLOGÍA 

Microbiota intestinal y sus efectos sobre el 

sistema nervioso y la longevidad 

 



ALGUNOS MICROBIOS 

SON MUY BUENOS COMPAÑEROS 

- EXISTE UNA RELACIÓN ENTRE LA FLORA 

NORMAL Y EL SISTEMA INMUNOLÓGICO 

 

- EXISTE UNA RELACIÓN ENTRE EL SISTEMA 

INMUNOLÓGICO Y EL SISTEMA NERVIOSO 

 

- ENTONCES DEBE EXISTIR UNA RELACIÓN 

(DIRECTA O INDIRECTA) ENTRE LA FLORA NORMAL 

Y EL SISTEMA NERVIOSO 



DENTRO DE LA FLORA INTESTINAL ESTÁN LOS PROBIÓTICOS 



NEUROMICROBIOLOGÍA 

Microbiota intestinal y sus efectos sobre el 

sistema nervioso y la longevidad 

 

La flora intestinal puede interaccionar 

con el SNE y con el SNC 



- La OBESIDAD DURANTE EL EMBARAZO aumenta el riesgo de 

AUTISMO en ratones. Esto se correlacionaba con la flora intestinal de 

la madre y las crías. 

- Mezclando crías normales con aquellas con un comportamiento 

alterado, se normalizó la flora y el comportamiento de los animales. 

- Una sola especie bacteriana, Lactobacillus reuteri, fue suficiente para 

revertir el comportamiento anormal de los ratones. 

- L. reuteri producía y liberaba Oxitocina (rol importante en el 

comportamiento social y de vínculos interpersonales). 

- Transtornos del espectro autista (en EE.UU. 1 de cada 40 niños): 

autismo, syndrome de Asperger y transtornos generalizados 

del desarrollo. 



EL ESTRÉS NEONATAL PRODUCE CAMBIOS EN LA FLORA 

INTESTINAL QUE REPERCUTE EN EL FUNCIONAMIENTO CEREBRAL 

INDUCIENDO PROBLEMAS DE ANSIEDAD, DEPRESIÓN, 

TRANSTORNOS COGNITIVOS Y DE SOCIABILIDAD.  

ESTOS FENÓMENOS SE CORRELACIONARON CON LA AUSENCIA O 

ALTERACIONES DE LOS MICRO-ARNs EN AMÍGDALA (procesamiento 

de las emociones) Y EN EL CORTEX PRE-FRONTAL (rol en el control 

de las emociones impulsivas, planeamiento y comportamiento) DEL 

CEREBRO. 

CUANDO SE NORMALIZABA LA COMPOSICIÓN DE LA MICROBIOTA, 

SE NORMALIZARON LOS NIVELES DE LOS miRNAs Y LOS 

PROBLEMAS DE COMPORTAMIENTO DE LOS ANIMALES. 

SOLAMENTE EN EE.UU. HAY 40 MILLONES DE PERSONAS CON ESTE 

TIPO DE PROBLEMAS. 

 





LAS PERSONAS CON PARKINSON POSEEN UNA FLORA INTESTINAL 

ALTERADA. 

AÑOS ANTES DE QUE EL PARKINSON SE MANIFIESTE LÍNICAMENTE, 

LA PERSONAS MANIFIESTAN PROBLEMAS INTESTINALES.  

PERSONAS CON PARKINSON POSEEN UN MENOR CONTENIDO DE 

BACTERIAS DEL GÉNERO PREVOTELLA ¿ES ESTO CAUSA O 

CONSECUENCIA? 

EXISTE LA POSIBILIDAD DE QUE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 

COMIENCE FUERA DEL CEREBRO. Infección nasal y/o 

gastrointestinal, plegamiento incorrecto de la alfa-sinucleína, 

propagación por las neuronas, su agregación y muerte (cuerpos de 

Lewy). En EE.UU. SE SUMAN AL AÑO 100.000 PERSONAS CON 

PARKINSON. 

 

¿ESTÁN EL ALZHEIMER Y EL PARKINSON 

RELACIONADOS A LAS ENFERMEDADES  

PRIÓNICAS? 

 





Microbial colonization of mammals is an evolution-driven process that modulate host physiology, many of which 

are associated with immunity and nutrient intake. Here, we report that colonization by gut microbiota impacts 

mammalian brain development and subsequent adult behavior. Using measures of motor activity and 

anxiety-like behavior, we demonstrate that germ free (GF) mice display increased motor activity and reduced 

anxiety, compared with specific pathogen free (SPF) mice with a normal gut microbiota. This behavioral 

phenotype is associated with altered expression of genes known to be involved in second messenger pathways 

and synaptic long-term potentiation in brain regions implicated in motor control and anxiety-like behavior. GF 

mice exposed to gut microbiota early in life display similar characteristics as SPF mice, including reduced 

expression of PSD-95 and synaptophysin in the striatum. Hence, our results suggest that the microbial 

colonization process initiates signaling mechanisms that affect 



PROBIÓTICOS EN MEDICINA 

DENTRO DE LA FLORA COMENSAL ESTÁN LOS PROBIÓTICOS 



¿CUÁLES SON LOS EFECTOS BENEFICIOSOS 

DE LOS MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS? 

POR LO TANTO, ES MUY DIFÍCIL NO 

ESTAR A FAVOR DE LOS  

PROBIÓTICOS 

LA FLORA INTESTINAL CONSTITUYE LA CUARTA 

HERIDA AL NARCICISMO DE LA HUMANIDAD 



ACEPTABILIDAD DEL PRODUCTO 

 

COSTO (PRECIO) 

 

¿CUÁNTO PROBIÓTICO DEBO CONSUMIR? 

INFRAESTRUCTURA DE CADENA DE    

FRÍO 

VIDA MEDIA EN EL ESTANTE  

  (SUPERVIVENCIA DEL PROBIÓTICO) 

¿ CUÁLES SON ALGUNOS 

“INCONVENIENTES” DE LOS PROBIÓTICOS 

TRADICIONALES ? 



LA ERA DORADA DE LA 

MICROBIOLOGÍA  (SIGLO XIX) 



ESPORAS PROBIÓTICAS: 

SUS PRECURSORES (SIGLO XXI) 
  

Linc Sonenshein 

Tufts University 

Boston - USA 

Simon Cutting 

Royal Holloway University of London 

UK 



UNA NUEVA ALTERNATIVA: 

BACTERIAS FORMADORAS DE ESPORAS 

COMO PROBIÓTICOS DE NUEVA GENERACIÓN 

 BACILLUS SUBTILIS 



CÉLULA VEGETATIVA 

HAMBREADO 

DESARROLLO  ESPORA 

UNA NUEVA ALTERNATIVA: LAS BACTERIAS 

FORMADORAS DE ESPORAS COMO PROBIÓTICOS DE 

NUEVA GENERACIÓN 

                               BACILLUS SUBTILIS 

 





 Resistencia a las temperaturas extremas,  

 Resistencia a la desecación y la presión, 

 Resistencia a la radiación UV y solar, 

 Resistencia a los procesos industriales de fabricación,  

 Resistencia a los ataques por enzimas y detergentes, 

 Resistencia a los cambiosa de pH y salinidad, 

 Alta longevidad (las esporas bacterianas son prácticamente inmortales 
e indestructibles) 

ALGUNAS PROPIEDADES DE LAS ESPORAS BACTERIANAS 

 100% durmientes, metabolismo cero, agua cero, actividad enzimática cero, 





-TEORÍA DE OPARÍN Y HALDANE 





OTRA HIPÓTESIS 

 

LA LITOPANSPERMIA 





GERMINATION  

(MECHANICAL AND ENZIMATIC PROCESS) 

OUTGROWTH  

(METABOLIC REACTIVATION WITH DE NOVO SYNTHESIS) 



Spore
dormancy

Spore germination

SPORE PANSPERMIA

Spore outgrowth



ACEPTABILIDAD DEL PRODUCTO √ 

COSTO O PRECIO √ 

 

CADENA DE    FRÍO √ 

VIDA MEDIA EN EL ESTANTE √ 
  

INCONVENIENTES SOLUCIONADOS 



OTRAS PROPIEDADES 

DE LAS ESPORAS BACTERIANAS 

ADEMÁS  

 

B. SUBTILIS… 



¿CUÁLES SON LOS EFECTOS BENEFICIOSOS 

DE LOS MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS? 



¿CUÁLES SON LOS EFECTOS BENEFICIOSOS 

DE LOS MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS? 

B. subtilis / Sthaphylococcus aureus
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B. Subtilis inhibe competittivamente la adherencia  

de patógenos humanos a mucosas 



¿CUÁLES SON LOS EFECTOS 

BENEFICIOSOS DE LOS 

MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS? 

Producción de Gal-1
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B. Subtilis induce la producción de Galectina-1 en órganos 



¿CUÁLES SON LOS EFECTOS BENEFICIOSOS 

DE LOS MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS? 

B. SUBTILIS ACTIVA LAS TRES VÍAS DEL SISTEMA DEL 

COMPLEMENTO A TRAVÉS DEL REGULADOR MAESTRO DE LA 

EXPRESIÓN DE GENES LA PROTEÍNA Spo0A 
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Proteómica 

Metabolitos 
- peptide mass fingerprinting by MALDI-TOF-MS- peptide mass fingerprinting by MALDI-TOF-MS

Metabolómica 

ADN 

Genómica 

bioinformática 

¿Qué podría posiblemente  

ocurrir ? 

¿Qué ha ocurrido 

aparentemente? 

¿Qué es lo que hace 

que esto ocurra? 

¿ Qué ha ocurrido? 

CONOCIMIENTO Y DOMINIO DE TODAS LAS OMICAS 
DE B. SUBTILIS 

DENTRO DE UNA PERSPECTIVA FISIOLÓGICA 



ALGUNAS OTRAS PROPIEDADES DE LAS ESPORAS 

 LAS PROTEÍNAS DE LA CUBIERTA 



ADSORCIÓN DE VIRIONES INACTIVADOS DE H5N1 

EN ESPORAS  

Esporas-FICT NIBRG-14-TMR  Superposición 

Virus H5N1 

50 nm (0.05 μm )  

3.0 μm 

1.0 μm 

20 
60 

5600 virus / espora 

Song, Cutting et al., Vaccine: 2012 

ESPORAS COMO VACUNAS MUCOSALES CON PROPIEDADES ADYUVANTES INTRÍNSECAS 

                                                            CONTRA INFLUENZA 



1- Espora viva 

2- Espora viva 

3- Espora viva 

4- Espora muerta 

5- Espora muerta 

o viva con el 

antígeno 

adsorbido 

ESPORAS PROBIÓTICAS COMO ADYUVANTES, 

INMUNOPOTENCIADORES, INMUNOMODULADORES Y 

COMO VACUNAS NO-REFRIGERADAS MUCOSALES 

Antígeno expresado en la membrana de la  Célula Vegetativa 

Antígeno expresado en la superficie de la espora 

Antígeno expresado tanto en la espora como en la célula vegetativa 

Antígeno expresado en la superficie de la espora 



VACUNACIÓN POR VÍA NASAL CON ESPORAS 

RECOMBINANTES Ó CON ANTÍGENO 

ADSORBIDO 

Vacunación contra  Anthrax 
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Espora recombinantee 

(amyE::cotB-GST-Cpa 

-          -           -           +           - 

-          -           +           -           - 

-          -            -           -           + 

Adaptado de Huang, Cutting 

et al., 2010 

IgG 

IgG1 

IgG2a 

sIgA (pulmón) 

Producción de Ac 

específicos contra  PA 

Ruta intranasal 



Adaptado de Song M., Cuttings S.M. et al 

Vaccine: 2012 
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Días post-infección 

Experimento de protección contra desafíos con dosis letales (20 x LD50) de influenza 

(H5N2) 

IMMUNIZACIÓN CONTRA INFLUENZA (H5N1) 

CON ESPORAS CON Ag ADSORBIDOS 

NIBRG-14 inactivado 

Y / o esporas 



Protección brindada por esporas desnudas contra (5 x LD50) de virus H5N2 

Días post-desafío 
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%
) 

IMMUNIZACIÓN CONTRA INFLUENZA (H5N2) 

CON ESPORAS SOLAMENTE 

LA IMPORTANCIA DE LA ESTIMULACIÓN DE LA INMUNIDAD INNATA 

 PARA PREVENIR INFECCIONES 

 



Las esporas 

también inducen - Maduración de las Dc   

                    - Reclutamiento de  células NK en las vías aéreas 

  - Expresión de TLRs (TLR2, TLR4)   

  - Proliferación celular en las Placas de Peyer 

  - Desarrollo del Tejido Linfoideo Asociado a Intestino (GALT) 

  - Diversificación somática de los genes IgM VDJ -Cµ de células B  

Línea celular de macrófagos murinos 

Raw blue de INVITROGEN 

INDUCCIÓN TLR (“Toll-Like Receptor”) 

DEPENDIENTE DE NF-KB POR ESPORAS 



¿CUÁLES SON LOS EFECTOS BENEFICIOSOS 

DE LOS MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS? 

Y AÚN MÁS… 



¿CUÁLES SON LOS PRINCIPALES MIEDOS 

DE LAS PERSONAS? 



MIEDO A LA MUERTE MIEDO AL ENVEJECIMIENTO Y 

LAS ENFERMEDADES 

ASOCIADAS AL MISMO 

MILÓN DE 

CROTONA 



¿POR QUÉ MUERE LA GENTE? 

DEJANDO DE LADO LAS MUERTES VIOLENTAS POR 

ACCIDENTES, GUERRAS, ASESINATOS, ATENTADOS…. 

LA MUERTE NATURAL SE PRODUCE POR DOS CAUSAS: 

1- MORIMOS PORQUE NOS ENFERMAMOS 

2- MORIMOS PORQUE ENVEJECEMOS 

¿PUEDEN LOS PROBIÓTICOS CONTRIBUIR PARA ENVEJECER MÁS LENTAMENTE 

Y ASÍ ALCANZAR UNA MAYOR LONGEVIDAD? 











¿CUÁLES SON LOS EFECTOS BENEFICIOSOS 

DE LOS MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS? 

Y AÚN Y MÁS,MÁS Y 

MUCHO MÁS… 



PROBIOTIC Bacillus subtilis PREVENTS ALFA-SYNUCLEIN 

AGGREGATION AND EXTENDS THE HEALTHY LIFESPAN IN 

PARKINSON DISEASE MODEL Caenorhabditis elegans 

Dr. Roberto Ricardo Grau and Marcos Francisco  

 

Departamento de Microbiología. Facultad de Bioquímica y Farmacia, Universidad Nacional de 

Rosario. 

CONICET – Rosario 

www.microbiologyrosario.org 

ARGENTINA 
 

Universidad Nacional de Rosario Consejo Nacional de Investigaciones 



The number of microbes contained in  

1 mL of intestinal juice represents 

100,000 times the total human 

population. 



THE GUT FLORA IS VERY IMPORTANT FOR THE BRAIN FUNCTIONS, AND PROBIOTICS 

CONSTITUTE AN IMPORTANT COMPONENT OF THAT FLORA 



Probiotics are live microorganisms (mainly 

bacteria) that, when consumed in adequate 

amounts and arrive to the mucosa, produce 

beneficial health effects on host.  
 

 

WHAT IS A PROBIOTIC? 
 

 



Spore
dormancy

Spore germination

SPORE PANSPERMIA

Spore outgrowth

WHAT BACTERIA DO WE USE AS A PROBIOTIC? 

 

 

  PROBIOTIC 

EFFECTS 

Bacillus subtilis 



WHAT MODEL ORGANISM DO WE USE TO STUDY THE 

PROBIOTIC EFFECT ON PARKINSON DISEASE? 

 

 

The Genetics of Caenorhabditis elegans, 1973 



• Bacillus subtilis colonizes the gut of C. elegans and extends its longevity 

Strain DG101 OP50 JH642 

B. subtilis delays aging and improves healthy lifespan, 

 

and delaying aging is neuroprotective in PD.            

 

Then,  does B. subtilis protect against PD? 
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Strain % Slowing + SEM 

N2 OP50 52,674 ± 2,633 

N2 NCBI3610 

wt 
53,846 ± 2,692 

VC1024 OP50 16,161 ± 0,808 

VC1024 

NCBI3610 wt 
54,144 ± 2,707 

NL5901 OP50 21,428 ± 1,071 

NL5901 

NCBI3610 wt 
37,007 ± 1,850 
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body bends( − 𝐹𝑜𝑜𝑑)
 

 

Bacillus subtilis restores dopamine-dependent 

behaviors 

- NL5901: over-expresses human PARK1 (alpha-synuclein) 

- VC1024: Pdr1 (PARK2) mutant  

OP50: no probiotic E. coli strain 

3610: Probiotic B. subtilis strain DG101 
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Oxidative Stress Response 

Food behavior 

Constipation 

Movement Deficits 

Fecundity Danger Avoidance 

Bacillus subtilis restores most of dopamine-dependent 

behaviors 



B. subtilis prevents degeneration of dopaminergic neurons 

UA57 fed on 
DG101 

UA57 fed on OP50 

DOPA-neurons express GFP and also overporduce dopamine that accelerates their death. Arrows indictae 

dendritic gaps and ampoules. 



Bacillus subtilis prevents α-synuclein aggregation 

NL5901 fed with DG101 
(wt) 

NL5901 fed with OP50 NL5901 fed with 

ΔbslA 

Alpha-synuclein is overexpressed and is fused to GFP. Arrows indicate LB formation. 

The BslA B. subtilis mutant is deficient in biofilm formation and produces a partial probiotic effect compared with the wt DG101 



B. subtilis extends the healthy longevity of Parkinson 

disease model worm strains 
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- NL5901: over-expresses human PARK1 (alpha-synuclein) 

- VC1024: Pdr1 (PARK2) mutant  

Arrows indicate that Parkinsonian worms fed on B. 

subtilis live normally without signs of Parkinson 

disease.  



CONCLUSIONS 

1. Probiotic B. subtilis delays aging and improves healthy lifespan. 

2. Probiotic  B. subtilis restores dopamine-dependent behaviors. 

3. Probiotic B. subtilis prevents α-synuclein aggregation. 

4, Probiotic B. subtilis prevents degeneration of dopaminergic neurons. 

5. Probiotic B. subtilis extends the healthy longevity of Parkinson disease 
model worm strains. 

6. Probiotic B. subtilis, as a gut monoflora,  stops the start of Parkinson 
disease in animal model. 

7. All these responses depend on the biofilm formation proficiency of B. 
subtilis and are transduced through the ISS of the host (data not shown). 

8. IDEA: B. subtilis would be co-administered with anti-PD/anti-AD drugs 
to improve the prognosis and life quality of the patient.  

9. TAKE HOME MESSAGE: Could DG101 prevent/retart the start of 
Parkinson and Alzheimer diseases? We are working on that direction (Are 
you interested to join us?) 

 

 

 

THANKS FOR THE ATTENTION 



¿ QUÉ BUSCAMOS? 



AUMENTO DE LA LONGEVIDAD EN HUMANOS 

BACILLUS SUBTILIS  

PRODUJO UN AUMENTO   

DEL 55 % SOBRE LA 

LONGEVIDAD DEL 

ANIMAL MODELO DE 

ESTUDIO AFECTANDO 

DE MANERA POSITIVA 

LOS MISMOS GENES  

RESPONSABLES DE LA  

LONGEVIDAD DE LOS 

HUMANOS 

CENTENARIOS QUE  

VIVEN EN LA 

ACTUALIDAD. 

EXTENDER LA 

EXPECTATIVA 

DE VIDA DE LOS 

HUMANOS DE 80 AÑOS 

A 120 AÑOS! 



 

- Yogures deshidratados - Leche en polvo 

- Yerba mate - Café - Té  

- Sopas instantáneas Frutas  

- Pastas - Helados 

- Bebidas - Chocolates 

- Galletitas Cereales 

-  Aguas 

- Etc. Etc. Etc. 



DE ESTA MANERA CONSUMIENDO ALIMENTOS Y BEBIDAS CON 

ESPORAS PROBIÓTICAS ESTAREMOS CONSIGUIENDO 

AUMENTO DE LAS 

DEFENSAS 

INMUNOLÓGICAS 

PREVENCIÓN DE   

ACVs 

PREVENCIÓN DE ENFERMEDADES 

NEURODEGENERATIVAS 

PARKINSON Y ALZHEIMER 

EFECTOS 

ANTITUMORALES 

AUMENTO DE LA 

LONGEVIDAD 



1 3 9 16 30 130 54 69 93 

AÑOS DE VIDA 

¿ QUÉ BUSCAMOS? 


