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DESCRIPCION
Procedimiento de control bioldgico contra las Listeria
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento de control biolégico contra las Listeria y, en particular,
Listeria monocytogenes, asi como a una nueva composicion destinada al control de la proliferacion de Listeria
monocytogenes.

Estado de la técnica

La Listeria monocytogenes es una bacteria gram positiva que pertenece a la familia de las Listeriaceae. En seres
humanos, esta bacteria es responsable de la listeriosis con un prondstico frecuentemente mortal (10). En los
supervivientes se observan con frecuencia secuelas graves. La bacteria patdgena puede atravesar la barrera
intestinal y la barrera placentaria, pudiendo provocar, por tanto, infecciones del feto, del recién nacido, o nacimientos
prematuros. La Listeria monocytogenes es también la causa principal de la infeccion neuroinvasiva con una
prevalencia en aumento a lo largo de estos ultimos afios (5) (10). Asimismo, la vigilancia y la prevencion de la
listeriosis constituyen una preocupacion cada vez mas importante.

La Listeria monocytogenes es una bacteria de diseminacién/distribucion ubicua: esta presente en el suelo, el agua,
en epifitas sobre las plantas, etc. Muy resistente a los tratamientos de limpieza y desinfeccién, puede persistir
también en las unidades de produccién de la industria agroalimentaria, por ejemplo, o en las redes de distribucion de
agua o de aire acondicionado, por ejemplo.

De forma general, y a pesar de la importancia médica de esta bacteria, los conocimientos sobre la ecologia de las
Listeria siguen siendo relativamente limitados (1). No obstante, se sabe que en el medio ambiente, la Listeria
monocytogenes presenta una diseminacion ubicua (15), ya que esta bacteria se ha aislado del suelo, de aguas
residuales o de aguas residuales industriales (4), caracteristica que comparte con las amebas libres. Asimismo, la
capacidad de resistencia de la Listeria monocytogenes frente a la destruccion por los macréfagos humanos ha
permitido a ciertos cientificos formular la hipétesis de que esta bacteria patégena podria resistir a las amebas libres
en el medio ambiente, por analogia con los conocimientos adquiridos sobre las relaciones entre bacterias parasitas y
hospedadores amebianos (6). Asi, Ly y Miller han sugerido que las Listeria podrian ser resistentes a las amebas
libres (6, 9). Estas hipotesis se han podido verificar ya que estos autores han demostrado que la Listeria
monocytogenes era capaz de proliferar en presencia de amebas libres pertenecientes al género Acanthamoeba (9)
(6). Ademas, se ha demostrado un efecto citotdéxico de la Listeria monocytogenes sobre sus hospedadores
amebianos ya que se ha observado un enquistamiento de Acanthamoeba cuando estas ultimas se colocan en co-
cultivo con la bacteria patégena (6, 9). Zhou et al. han podido demostrar también que la Listeria monocytogenes
presentaba la facultad de resistir a las amebas libres de Acanthamoeba castellanii: (16). Se ha demostrado también
que la Listeria monocytogenes es capaz de crecer en presencia de material bioldgico liberado por las amebas
durante su enquistamiento o su lisis (1). Los autores de esta observacion habian sugerido que estos factores podian
proporcionar las condiciones favorables a las Listeria para su mantenimiento y/o proliferacion en el medio ambiente
(1). Otras observaciones realizadas por Pushkareva y Ermolaeva han permitido demostrar en otro protozoo libre
(Tetrahymena pyriformis) que la Listeria monocytogenes era internalizada eficazmente (11). La infestacion del
Tetrahymena pyriformis por la Listeria monocytogenes induce el enquistamiento del protozoo (11). Los datos
obtenidos por estos investigadores han demostrado también que las Listeria monocytogenes internalizadas en estos
quistes de protozoos permanecen viables, conservan su virulencia y son capaces de causar infecciones en modelos
animales (11).

Por tanto, parece claramente que los protozoos y las amebas libres constituyen un elemento importante de la
ecologia de la Listeria monocytogenes, favoreciendo su mantenimiento, su crecimiento en el medio ambiente y
favoreciendo la emergencia de las caracteristicas de virulencia bacteriana. Asimismo, la capacidad de la Listeria
para infectar a los protozoos y para sobrevivir en sus formas quisticas (11) es un indicador poderoso de que los
protozoos son factores que favorecen la resistencia de las Listeria frente a los tratamientos biocidas actualmente
utilizados. Los quistes de las amebas presentan, en efecto, una gran resistencia a los tratamientos biocidas quimicos
y/o fisicos actualmente empleados (7, 8, 14). Los tratamientos biocidas actualmente empleados para prevenir el
riego de Listeria no son satisfactorios ya que, ademas del desarrollo de resistencias intrinsecas a la bacteria per se
(12, 13), las bacterias presentes en el interior de los protozoos y en las biopeliculas (2) estan relativamente
protegidas y, por tanto, seguiran proliferando/colonizando su medio.

En este contexto, los inventores han puesto en evidencia, de forma totalmente inesperada, que el género de amebas
Willaertia magna erradica las bacterias Listeria monocytogenes. A este efecto biocida se afiade a la capacidad de
depredacion ya mostrada por las Willaertia magna frente a otros agentes amebianos que pueden servir de vector a
la Listeria monocytogenes (3).

Objeto de la invencidn
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Asi pues, en primer lugar la presente invencion tiene por objeto un procedimiento de control de la proliferacién de las
Listeria y, en particular, la Listeria monocytogenes, que usa protozoos del género Willaertia magna. Los
procedimientos de acuerdo con la invencion no incluyen los métodos de tratamiento aplicados al cuerpo humano o
animal. En el procedimiento de acuerdo con la invencion, lo mas frecuente es una corriente liquida o gaseosa que se
trata con protozoos del género Willaertia magna y, en particular, de la especie Willaertia magna.

Para los fines de la invencion, por "Listeria" se entiende cualquier especie de Listeria y, en particular, Listeria
monocytogenes.

El procedimiento de acuerdo con la invencion se puede utilizar particularmente en la desinfeccién de redes de
distribucién de aguas sanitarias o de aguas industriales, de circuitos de refrigeracion de instalaciones industriales, o
de redes de aire acondicionado, o como desinfectante de superficies. Los protozoos podran afiadirse directamente a
las aguas o liquidos que circulan en las tuberias o redes que se han de tratar. También es posible pulverizarlos, por
ejemplo, en forma de una solucibn acuosa en aerosol, en las redes, chimeneas, instalaciones y superficies
industriales que se van a desinfectar.

De forma ventajosa, los protozoos utilizados en el contexto de la invencion corresponden a la cepa depositada el 26
de agosto de 2006 con el numero PTA 7824 en la ATCC, o la cepa depositada el 26 de agosto de 2006 con el
numero PTA 7825 en la ATCC, habiéndose depositado ambas cepas a nombre del CENTRO NACIONAL PARA LA
INVESTIGACION CIENTIFICA (CNRS) - 3 rue Michel Ange -75794 PARIS CEDEX 16 / FRANCIA - y la
UNIVERSIDAD DE LYON 1 CLAUDE BERNARD - 43 Boulevard du 11 Novembre 1918 - 69622 VILLEURBANNE
Cedex / FRANCIA.

Los protozoos, que pertenecen al género Willaertia que corresponden a la cepa depositada con el nimero PTA 7824
en la ATCC, o a la cepa depositada con el numero PTA 7825 en la ATCC, forman parte integrante de la invencion.
Dichas cepas depositadas PTA 7824 y PTA 7825 se describen también en la publicacion de la solicitud internacional
PCT W0O2008/043969.

Por tanto, tales protozoos se podran utilizar en agentes desinfectantes, destinados, en particular, a la eliminacién de
bacterias Listeria y, en particular, Listeria monocytogenes, y al control de la proliferacion y la contaminacién por
listeriosis.

De forma ventajosa, el agente desinfectante de acuerdo con la invencion se presenta en forma de una solucion o
una suspension acuosa, por ejemplo en agua destilada. El agente desinfectante se podra presentar en forma
pulverizable, por ejemplo en aerosol o cualquier otro medio de aplicacion.

La actividad de los protozoos del género Willaertia y, en particular de la especie Willaertia magna, que inhiben la
proliferacion de Listeria monocytogenes, ha sido demostrada por los inventores comparando la replicacion de
Listeria monocytogenes en los géneros Acanthamoeba y Hartmannella usados como modelos amebianos con la
observada en el género de amebas Willaertia.

Dado el papel esencial que desempefian las amebas en la proliferacion y mantenimiento de las Listeria vy,
particularmente, las Listeria monocytogenes en el medio exterior, elementos que condicionan la epidemiologia de la
listeriosis puesto que no existe transmisién entre humanos, el procedimiento y el desinfectante de acuerdo con la
invencion presentan numerosas ventajas, en términos de coste, eficacia y respeto por el medio ambiente, en
particular.

Los siguientes ejemplos permiten ilustrar la invencion si bien no tienen ningun caracter limitativo.
Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la evolucion espontanea de poblaciones respectivas de amebas Hartmannella, Acanthamoeba
y Willaertia tras ponerlas en co-cultivo con Listeria monocytogenes en una proporcion inicial amebas/bacterias de 10.

Las diferentes amebas libres se ponen en co-cultivos (tiempo 0 horas) con Listeria monocytogenes en una
proporcion de 10 (10 bacterias / 1 ameba) tal como se describe en la seccion de materiales y métodos. Se toman
después alicuotas de las suspensiones celulares cada 3 horas tras la colocacién en el co-cultivo y se determina el
porcentaje de amebas vivas mediante un ensayo de exclusion con azul de tripano y observacion microscépica
utilizando una célula de Malassez. Los datos se expresan en % de células vivas, negativas en el ensayo de
exclusioén con azul de tripano.

La Figura 2 muestra las cinéticas comparadas del desarrollo de Listeria monocytogenes obtenido en co-cultivo con
diferentes géneros de amebas, entre ellos el género Willaertia.

Las diferentes amebas libres se ponen por separado en co-cultivos (tiempo 0 horas) con Listeria monocytogenes en
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una proporcion de 10 (10 bacterias / 1 ameba). Se toman después alicuotas de las suspensiones celulares cada 3
horas tras la colocacion en el co-cultivo y se determinan las concentraciones de Listeria monocytogenes tal como se
describe en la seccion de materiales y métodos.

La Figura 3 muestra el efecto biocida de las Willaertia magna sobre una biopelicula formada por Listeria
monocytogenes. Esta figura muestra también la ausencia de efecto de las amebas libres Acantlvameoba castellanii y
Hartmanella vermiformis.

Las Listeria monocytogenes se inocularon sobre agar TSA, que se incuba a 30 °C durante 48 horas a fin de
asegurar la formacion de una biopelicula densa de bacterias sobre el agar. Después, 1 x 10° amebas
(Acanthamoeba castellanii, panel A; Hartmarzella vermiformis, panel B; Willaertia magna, paneles C y D)
resuspendidas en 100 yl de agua desionizada estéril se inoculan en el centro del agar. Al cabo de 24 horas a 30 °C
se examinan los agares bajo el microscopio a fin de determinar el aspecto de las amebas y la influencia de estas
sobre la biopelicula. A: las flechas blancas indican el aspecto de los grupos de quistes formados por Acanthamoeba
castellanii en presencia de Listeria monocytogenes (L. m.). No6tese la ausencia de placas de lisis en la capa
bacteriana alrededor de los grupos de quistes amebianos. B: Nétese la presencia de numerosas formas quisticas de
Hartmanella vermiformis, algunos ejemplos de las cuales se indican mediante las flechas blancas. Notese también la
muy alta densidad de Listeria monocytogenes que rodea a los quistes de Hartmarzella vermiformis y la ausencia
total de placas de lisis de la biopelicula bacteriana. C: Efecto de las Willaertia magna sobre la biopelicula formada
por Listeria monocytogenes. Las flechas blancas indican grupos de trofozoitos de Willaertia magna situados delante
de una placa de lisis de la biopelicula. Nétese la ausencia de pelicula bacteriana (zona delimitada por el circulo
blanco en la esquina izquierda inferior de la fotomicrografia) mas arriba de los grupos de Willaertia magna y la
pelicula densa bacteriana (indicada mediante las iniciales L. m.) mas abajo de los grupos de amebas (esquina
derecha superior de la fotomicrografia). D: otra fotomicrografia que muestra la formacién de placas de lisis de la
biopelicula formada por Listeria monocytogenes. Noétense los grupos de Willaertia magna y los frentes de las placas
de lisis (indicados mediante las puntas blancas) de la biopelicula bacteriana.

Descripcion detallada de la invencién

1. Material y métodos

1.1. Cepas usadas:

Listeria monocytogenes: la cepa usada es la cepa CL 3970 (Oxoid, Francia).

- Se mantiene sobre agar TSA (agar tripticasa de soja) (ref. PO 5012, Oxoid, Francia) a razén de un subcultivo
por semana. La cepa se inocula en lineas anchas sobre la caja de agar TSA y se incuba durante 2 dias a 30 °C.
- Amebas: las cepas usadas pertenecen a tres especies amebianas diferentes:

o Hartmannella vermiformis,
o Acanthamoeba castellanii, cepas depositadas en la ATCC con el n.° 30010
o Willaertia magna (cepas depositadas en la ATCC con los n.° PTA 7824 y PTA 7825),

Estas tres cepas se cultivan axénicamente, en presencia de un 10 % de suero fetal bovino, sobre medio SCGYEM
(Medio de Suero, Caseina, Glucosa, Extracto de levadura), distribuido en tubos FALCON® (3033) en una proporcion
de 3 ml por tubo. Durante el mantenimiento, las formas vegetativas se subcultivan cada 8-9 dias. Para los co-
cultivos, se usan subcultivos de 3 a 4 dias de modo que se disponga de trofozoitos en plena fase de crecimiento
exponencial.

El medio SCGYEM se obtiene tal como sigue:

Caseina (MERCK 1.02244.010) 1049
NazHPO4 1,325¢g
KH2PO4 08g
Glucosa 25¢g
Extracto de levadura (DIFCO 0127-17-9) 5g
Agua destilada 900 ml
Suero fetal bovino 100 mi

A 900 ml de agua destilada se afiaden 2,5 ml de NaOH (1 N) y después Na2HPO4 y KH2PO4. Se calienta ligeramente
sobre una placa calefactora y después se afiade progresivamente la caseina con agitacién magnética. Después de
la disolucion de la caseina, se incorpora la glucosa y el extracto de levadura.

Tras disolver por completo, se filtra sucesivamente sobre fibra de vidrio (SARTORIUS SM 6513400), y después
sobre una membrana de 1 ym (WHATMAN 7190 004). A continuacion, se transfieren alicuotas del medio a frascos
de vidrio. Los frascos se esterilizan en la autoclave durante 20 minutos a 120 °C. Antes del uso definitivo y de la
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distribucion del medio, se afiade el suero fetal bovino en condiciones estériles, en una campana de flujo laminar, en
una proporcion del 10 % del volumen final.

1.2 Co-cultivo monoamebiano de Listeria monocytogenes.

1.2.1 Preparacion del inoculo bacteriano:

A partir de un cultivo de 2 dias sobre agar TSA, se prepara una suspension de Listeria monocytogenes en agua
destilada de manera que se obtenga 1 unidad de densidad optica a 550 nm, es decir, una concentracion de 10° UFC
(unidades formadoras de colonias) / ml.

1.2.2. Preparacion de los co-cultivos monoamebianos

Los co-cultivos se llevan a cabo en tubos para cultivos celulares (FALCON® 3033) que contienen 3 ml de agua
esterilizada mediante autoclave. La inoculacion de los tubos se efectlia en una proporciéon de 1 x 105 amebas/ml, a
partir de una suspensién amebiana axénica contada previamente sobre un hematimetro de Malassez. La infestacion
de las amebas con Listeria monocytogenes se efectlia fijando una proporcién de Listeria monocytogenes / ameba de
10, es decir, de 1 x 108 bacterias / ml de medio de incubacién. Inmediatamente después de la infestacion, se
centrifugan los tubos de co-cultivo a baja velocidad (760 g durante 10 min) para favorecer el contacto entre amebas
y bacterias. Al cabo de 10 min, los tubos se vuelven a poner en suspension de forma manual y se incuban, en
posicion inclinada, en una estufa a 30 °C.

Los destinos de las amebas y de la Listeria monocytogenes puestas en co-cultivo se determinan del siguiente modo:

Se contindan los co-cultivos durante 9 horas tras la infestacién bacteriana. A cada intervalo de tiempo (cada 3
horas), los tubos de co-cultivo se retiran y se examinan tanto desde el punto de vista amebiano como del
bacteriano tras agitacion vigorosa en un agitador vorticial a fin de despegar las amebas de las paredes. Para
cada tubo examinado:

— Elrecuento de las amebas se efectua directamente sobre la célula de Malassez.

— La determinacion de las concentraciones de Listeria monocytogenes se efectia mediante extension directa
en placa del medio de cultivo sobre agar TSA tras diluciéon en serie con un factor de diluciéon de 10 en agua
destilada estéril, en microtubos Eppendorf. Cada dilucién se extiende por triplicado sobre agar TSA en una
proporcion de 100 ul por caja. Las cajas se incuban después a 30 °C durante 48 horas como minimo. Se
efectla una primera lectura de los agares TSA 24 horas después de la extension en placa mediante recuento
de las colonias; a esta le sigue una segunda lectura el 2° dia para confirmacién. Las concentraciones de
Listeria monocytogenes se expresan en UFC / ml de medio de incubacion teniendo en cuenta el factor de
diluciéon y suponiendo que cada colonia corresponde a 1 bacteria inicialmente presente en la suspension
diluida.

Para cada género de ameba, se representan las curvas de crecimiento de Listeria monocytogenes en funcion del
tiempo.

Asimismo, el posible efecto citotdxico de Listeria monocytogenes sobre las diferentes especies de amebas se
determina del modo siguiente:

« contando la proporcién de amebas que dan positivo en el ensayo de exclusién con azul de tripano. Este ensayo
se realiza bajo el microscopio mediante recuento, en la célula de Malassez, del numero de células positivas al
azul de tripano / numero de células totales.

» determinando la propension de las amebas a enquistarse en presencia de Listeria monocytogenes.

1.3 Efecto de Willaertia magna sobre la biopelicula de Listeria monocytogenes.

Las biopeliculas de Listeria monocytogenes se forman del modo siguiente: se deposita una cantidad determinada de
Listeria monocytogenes en 100 ul de agua estéril y se extiende sobre un agar TSA. Los agares se colocan a 30 °C
durante 48 horas de modo que permitan el desarrollo de una pelicula bacteriana densa y uniforme sobre el conjunto
de la superficie del agar. A continuacién se depositan 1 x 105 amebas (Acanthamoeba castellanii, Hartmarzella
vermiformis o Willaertia magna) en el centro del agar que se ha colocado durante 24 horas a 30 °C. Los agares se
observan seguidamente bajo el microscopio 6ptico (aumento x 400) a fin de detectar la formacion de posibles placas
de lisis de la capa bacteriana.

2. Resultados

2.1. Willaertia magna presenta una resistencia frente a Listeria monocytogenes.

El efecto de la Listeria monocytogenes sobre la supervivencia de distintas especies de amebas ensayadas se ha
determinado mediante un ensayo de exclusion con azul de tripano. Muy rapidamente tras la colocacién en el co-
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cultivo de la Acanthamoeba castellanii con la bacteria, aparece un efecto citotoxico considerable en esta especie
amebiana, con una disminucion de ~ un 50 % de la viabilidad después de 3 horas de co-cultivo (véase la Figura 1).
Por el contrario, este efecto nunca se ha observado cuando se pone la Willaertia magna en co-cultivo con la Listeria
monocytogenes, que incluye hasta 9 horas de incubacion con una viabilidad que se mantiene cerca del 100 %
(Figura 1). Al igual que la Willaertia magna, la ameba libre Hartmanella vermiformis no presenta reduccién en
términos de viabilidad determinada mediante el ensayo de exclusién con azul de tripano (Figura 1). Sin embargo, el
examen microscopico de los co-cultivos ameba-Listeria monocytogenes muestran una gran propensiéon al
enquistamiento en la Hartmanella vermiformis y en las formas viables de Acanthamoeba castellanii (véase la Figura
1). Este fendomeno del enquistamiento nunca se ha observado en la Willaertia magna cuando se pone en co-cultivo
con la bacteria patdgena (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la Listeria monocytogenes sobre la inducciéon de formas quisticas en las diferentes
especies de amebas libres.

Tiempo en co-cultivo (horas)
0 3 6 9
Harmanella vermiformis ND + ++ ++
\lAcanthamoeba castellanii ND ND + +++
Willaertia magna ND ND ND ND

Las amebas libres se ponen en co-cultivos (tiempo 0 horas) con Listeria monocytogenes en una proporcion de 10
(10 bacterias / 1 ameba) tal como se describe en la seccion de materiales y métodos. Se toman después alicuotas
de las suspensiones celulares cada 3 horas tras la colocacidon en el co-cultivo tal y como se indica en la tabla
anterior. La densidad de los quistes amebianos se expresa del modo siguiente: ND: quistes no detectados;

+: presencia de quistes (proporcién inferior al 10 % de las formas viables);

++: presencia de quistes (proporcién comprendida entre el 10 % y el 30 % de las formas viables);

+++: presencia de quistes (proporcién superior al 30 % de las formas viables).

El conjunto de estas observaciones (no enquistamiento y no toxicidad inducida por Listeria monocytogenes)
demuestran claramente que la Willaertia magna, al contrario que las otras especies amebianas, presenta la facultad
original de resistir frente a la Listeria monocytogenes.

2.2. Depredacion de la Listeria monocytogenes por la Willaertia magna

Los resultados de los co-cultivos de Listeria monocytogenes realizados en presencia de amebas que pertenecen a
los géneros Hartmannella y Acanthamoeba demuestran una importante multiplicacién de la bacteria en presencia de
estos dos géneros de amebas ya que se observa un aumento que alcanza ~ 3 log de las concentraciones
bacterianas en 9 horas (véase la Figura 2). Por el contrario, si bien los co-cultivos se realizan en condiciones
estrictamente idénticas, se constata en presencia de la ameba Willaertia magna la desaparicion total de las Listeria
monocytogenes detectables (véase la Figura 2). La disminucion medida de las concentraciones de Listeria
monocytogenes es de ~ 6 log en 3 horas, demostrando un efecto masivo de depredacién de las Willaertia magna
frente a Listeria monocytogenes.

Este efecto de las Willaertia magna sobre las Listeria monocytogenes se ilustra adicionalmente en la Figura 3. Asi, al
cabo de 24 h en presencia de las Willaertia magna, aparecen muy claramente superficies del agar en las que la capa
bacteriana ha desaparecido (estas zonas se denominan en el presente documento placas de lisis de la
capa/biopelicula bacteriana). EI examen microscopico muestra también que las Willaertia magna se concentran en el
limite de esta placa de lisis; este efecto se ilustra en la Figura 3, panel C. La destruccion de la capa bacteriana por
las Willaertia magna se ilustra también en el panel D de la Figura 3 en el que se distinguen claramente grupos de
amebas rodeados de una capa bacteriana destruida o que esta en proceso de destruccién. Por el contrario, en
presencia de Acanthamoeba castellanii o de Hartmarzella vermiformis, este fenédmeno nunca se ha podido observar.
El examen microscépico de los agares muestra que las amebas Acanthamoeba castellanii y Hartmanella vermiformis
se enquistan rapidamente cuando se depositan sobre la pelicula de Listeria monocytogenes. Este fendbmeno se
ilustra en los paneles A y B de la Figura 3. Se observa también la ausencia total de placas de lisis de la capa
bacteriana alrededor de los quistes de Acanthamoeba castellanii y de Hartmanella vermiformis, al contrario del
fenomeno observado con la Willaertia magna. El conjunto de estos datos y observaciones muestran claramente el
efecto de depredacion de la Willaertia magna frente a la bacteria patdégena Listeria monocytogenes.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de control de la proliferaciéon de Listeria monocytogenes, a excepcion de los métodos de
tratamiento aplicados al cuerpo humano o animal, caracterizado por que utiliza protozoos de la especie Willaertia
magna.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que se trata una corriente liquida o
gaseosa, o una superficie sélida, con protozoos de la especie Willaertia magna.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que estos protozoos corresponden a la
cepa depositada con el nimero PTA 7824 en la ATCC, o a la cepa depositada con el niumero PTA 7825 en la ATCC.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que se aplica para la
desinfeccion de redes de distribucion de aguas sanitarias o de aguas industriales, de circuitos de refrigeracion de
instalaciones industriales, o de redes de aire acondicionado, o de cualquier superficie industrial.

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que se aplica para el control
de la formacién de biopeliculas en las tuberias de agua, en las superficies que estan en contacto o no con productos
de alimentacién humana o animal.

6. Utilizacion de un agente desinfectante que contiene protozoos de la especie Willaertia magna, como biocida sobre
las Listeria a excepciéon de una utilizacion para el tratamiento aplicado al cuerpo humano o animal.

7. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizada por que los protozoos corresponden a la cepa
depositada con el nimero PTA 7824 en la ATCC, o a la cepa depositada con el nimero PTA 7825 en la ATCC.

8. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, caracterizada por que se presenta en forma de una solucién o
de una suspensién acuosa.
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