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RESUMEN. Se evaluó el efecto de diferentes tipos de cultivos
probióticos en yogurt sobre poblaciones conocidas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y
Salmonella enteritidis. Los tres tipos diferentes de yogurt comercial
utilizados fueron: sin probióticos adicionados, con probióticos CHR
HANSEN® (Lactobacillus casei CRL_431 y L. acidophilus
CRL_730) y otro con los mismos probióticos mencionados
anteriormente, adicionado con cultivo de Lactobacillus rhamnosus
(LR-35). Se inoculó aproximadamente 109 UFC/mL de cada bacteria
potencialmente patógena en los diferentes tipos de yogurt, se mantuvo
en refrigeración a 4ºC durante la vida útil de cada uno de estos
alimentos (aproximadamente 30 días) y se realizó un recuento
bacteriano cada cuatro días incluyendo el mismo día de la inoculación.
Los resultados obtenidos demuestran que, existe diferencia en cuanto
a inhibición entre los yogures sin probióticos y el yogurt comercial
con probióticos, observándose un efecto inhibitorio evidente, por
parte del segundo sobre las poblaciones de S. aureus, E. coli O157:H7
y L. monocytogenes. Con respecto a los yogures comerciales con
probióticos más L. rhamnosus, no se observó alguna diferencia con
respecto al efecto inhibitorio que poseen los yogures con probióticos
L. casei y L. acidophilus . En los yogures en que se evaluó S.
enteritidis se obtuvo la muerte de ésta al cabo de cuatro días. El
presente estudio confirma el efecto antagónico que poseen los cultivos
probióticos sobre bacterias potencialmente patógenas para el ser
humano y animales que pueden estar contenidas en los alimentos.
No obstante, el uso del  probiótico Lactobacillus rhamnosus  no
ejerce un efecto inhibitorio adicional.
Palabras clave: Probióticos, yogurt, L. rhamnosus, bacterias
patógenas.

SUMMARY. Evaluation of the effect of Lactobacillus rhamnosus
probiotic culture added to yogurt over Staphylococcus aureus,
Escherichia coli  O157:H7, listeria monocytogenes and Salmo-
nella enteritidis populations. The effect of different types of
probiotics present in yogurt over known populations of Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes
and Salmonella enteritidis  was evaluated. The three types of yogurt
used were:  without added probiotics, with added probiotics (Lacto-
bacillus casei CRL_431 and L. acidophilus CRL_730 CHR
HANSEN®) and another one with the same probiotics mentioned
above and Lactobacillus rhamnosus (LR-35) culture.  About 109 CFU/
mL of each potentially pathogenic bacteria was added to each type
of yogurt tested, and kept in refrigeration at 4ºC during its shelf life,
about 30 days.  Bacterial count was done the initial day and every
four days.  Results obtained show  that there is a difference in the
inhibition between yogurts without added probiotics and the com-
mercial yogurt with added probiotics; there is a clear inhibitory ef-
fect of the last one over S. aureus, E coli O157:H7 and Listeria
monocytogenes.  The yogurt with added probiotics and L. rhamnosus
did not show any additional inhibitory effect over the bacteria tested
when compared with the yogurt with added probiotics. S. enteritidis
could not be evaluated because it was not detectable in any  yogurt
samples evaluated four days after its inoculation. This study con-
firms the antagonic effect of probiotic cultures over potentially patho-
genic bacteria for human beings and animals that may be present in
food. Nevertheless, the use of  L.  rhamnosus did not produce any
additional inhibitory effect.
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INTRODUCCION

Hoy en día los cultivos probióticos poseen gran relevancia
a nivel mundial, debido a que mediante numerosos estudios
se ha logrado demostrar diversos efectos benéficos para el ser
humano, tales como el favorecimiento del equilibrio de la
microflora intestinal, estimulación del sistema inmune,
competencia contra patógenos, entre otros (1).

 Con respecto a este último punto, la producción de áci-
dos orgánicos, compuestos carbanílicos y bacteriocinas po-
dría explicar el mecanismo por el cual los probióticos ejercen
su efecto antagónico sobre otras bacterias (2).  Pero la hipóte-
sis que tiene mayor vigencia establece que las bacterias
probióticas se instalan en la mucosa intestinal y ahí producen
las sustancias inhibitorias que combaten la acción de las bac-
terias toxigénicas (3).
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Lactobacillus rhamnosus es un componente principal de
la población de lactobacilos que habitan naturalmente el tracto
gastrointestinal de humanos y animales (4). Este organismo
ha sido estudiado extensamente y se ha encontrado que posee
un número de propiedades que constituyen las bases para
implementar su uso en salud y en investigación clínica (5).

Dentro de las características asociadas a esta bacteria, se
encuentra que no posee actividad antimicrobiana contra otras
bacterias ácido lácticas y posee una buena adhesión a las
glicoproteínas del ileon humano y a los productos con fibra
de la dieta (6). También, es tolerante al pH bajo y a los fluidos
pancreáticos y biliares.

Por otro lado, diversos estudios han demostrado actividad
antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus y Clostridium perfringens in vitro; así
como una actividad antilisteria cuando es aplicada como cul-
tivo iniciador bioprotector de carne en embutidos secos, en
etapas iniciales del proceso de maduración (7).

Esta bacteria es aerotolerante, posee excelente viabilidad
en yogurt durante cuatro semanas de almacenamiento a 4ºC y
es útil en su producción, ya que es capaz de crecer durante la
fermentación y además proporciona buenas propiedades
organolépticas (8).

Mediante la presente investigación, se pretende comparar
los efectos del yogurt tradicional sin probióticos adicionados,
yogurt tradicional con probióticos adicionados (Lactobacillus
acidophilus y L. casei) y yogurt tradicional adicionado con
probióticos y  Lactobacillus rhamnosus sobre la multiplica-
ción  de cuatro bacterias potencialmente patógenas:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes y Salmonella enteritidis, en condiciones nor-
males de almacenamiento del producto, con el fin de determi-
nar si hay diferencias importantes entre ellos en lo que respec-
ta a la reducción de poblaciones bacterianas patógenas.

MATERIAL Y METODOS

Localización del proyecto
El estudio se llevó a cabo en el Laboratorio de Microbio-

logía de Alimentos y Aguas de la Facultad de Microbiología
de la Universidad de Costa Rica, durante los meses de Abril a
Noviembre del 2005.

Cepas utilizadas
Las cepas evaluadas fueron: Salmonella enteritidis ATCC

13076, Listeria  monocytogenes ATCC 19116, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli O157:H7 de origen
clínico.

Yogurt
Se utilizó yogurt sin cultivos probióticos (Yogurt A), yogurt

con cultivos probióticos adicionados (Lactobacillus casei
CRL_431 y L. acidophilus CRL_730) Christian Hansen (CHR
HANSEN®) (Yogurt B) y yogurt con probióticos CHR
HANSEN® (idéntico al anterior) pero adicionado con la cepa
Lactobacillus rhamnosus (Yogurt C). El probiótico
Lactobacillus rhamnosus (LR-35) fue obtenido de la casa
comercial Christian Hansen en forma de “pellets” y se agre-
gó en una concentración de 1011 UFC/g a cada yogurt. Los
tres tipos de yogurt eran pasteurizados y  poseían como culti-
vo tradicional iniciador el YC 180, el cual contiene una mez-
cla de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus.

Definición de los sistemas
Se conformaron doce sistemas para analizar que se resu-

men en la Tabla 1.

TABLA 1
Definición de los diferentes sistemas utilizados

Sistema Yogurt Bacteria patógena

1 A S. aureus
2 A E. coli  O157:H7
3 A L. monocytogenes
4 A S. enteritidis
5 B S. aureus
6 B E. coli  O157:H7
7 B L. monocytogenes
8 B S. enteritidis
9 C S. aureus

10 C E. coli  O157:H7
11 C L. monocytogenes
12 C S. enteritidis

Inoculación de bacterias patógenas en el yogurt
Durante tres ocasiones diferentes, se preparó una

suspensión de aproximadamente 109 UFC/mL de cada bacteria
patógena. De esta suspensión, se tomaron 25 mL para inocular
1L de yogurt de fresa para cada sistema. Cada uno de estos
sistemas se almacenó en refrigeración a 4oC durante la vida
útil del yogurt (30 días).

Medición de las poblaciones de bacterias patógenas y
bacterias lácticas

El recuento bacteriano se realizó en diversos  medios
selectivos: para Listeria monocytogenes se utilizó agar Oxford,
para Escherichia coli agar MacConkey + Sorbitol, para
Salmonella enteritidis agar XLD, para Staphylococcus aureus
agar Baird Parker y para las bacterias lácticas se utilizó agar
MRS (9).
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De cada uno de los sistemas, se realizaron diluciones
decimales seriadas hasta 10-9 en agua peptonada estéril 0.1%
(APE). Luego cada una de éstas se inoculó por esparcimiento
en el respectivo medio selectivo. Las placas de MRS se
incubaron en atmósfera incrementada de CO2 a 25 ºC por 4
días. Las placas de los otros medios se incubaron a 37 ºC, en
atmósfera normal durante 4 días. Luego de la incubación, las
poblaciones se monitorearon durante 24-28 días, cada 4 días.
(10).

Medición del pH
Se determinó a todos los sistemas, utilizando un pHmetro

Cole–Parmer, durante cada día de determinación de las po-
blaciones bacterianas.

Todos los procedimientos descritos anteriormente se rea-
lizaron por duplicado y se utilizó el promedio de las medicio-
nes como valor final para interpretar los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los últimos años en diversas investigaciones se ha de-
mostrado el efecto antagónico que poseen varias especies de
probióticos sobre microorganismos de deterioro de alimentos
y de patógenos intestinales (11). Este efecto se pudo compro-
bar  en este trabajo al evaluar los diferentes sistemas de yogurt
con cultivos probióticos adicionados inoculados con bacte-
rias patógenas a través del tiempo, tal y como se presenta en
las Figuras 1 y 2.

En la Figura 1 se presenta el comportamiento de las bacte-
rias Gram positivas evaluadas según el tiemo de almacenaje.
Se evidencia la rápida disminución de la población de
Staphylococcus aureus ante la presencia de lactobacterias, in-
dependientemente de si se trata del yogurt comercial original
compuesto por Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus
o del yogurt adicionado con Lactobacillus rhamnosus.   En el
yogurt sin probióticos adicionados, S. aureus tardó 16 días en
llegar a niveles no detectables, en los yogurts con probióticos,
tardó únicamente 12 días. No se observó un efecto adicional
en esta inhibición debido a la presencia de L. rhamnosus.

De la misma manera, Listeria monocytogenes muestra un
comportamiento similar. El sistema sin probióticos adiciona-
dos alcanza el conteo mínimo a los 20 días, mientras que en
los sistemas con probióticos se alcanza el día 12.

En la Figura 2, se muestra el comportamiento de
Escherichia coli O157:H7 y Salmonella enteritidis.  Con res-
pecto a  Escherichia coli,  la población de disminuyó a nive-
les no detectables en 20 días para el sistema sin probióticos,
y en ocho días en los sistemas con probióticos, sin haber dife-
rencias entre ellos.

FIGURA 1
Comportamiento de bacterias gram positivas en yogurt

FIGURA 2
Comportamiento de bacterias gram positivas en yogurt

Cabe destacar que el pH de los sistemas evaluados fue de
4,5 constante, mas éste no es un factor inhibitorio para el cre-
cimiento de S. aureus o E. coli, pues ambas bacterias son via-
bles en  ámbitos de pH amplios.  También, este pH resulta
despreciable para L. monocytogenes, pues diversos estudios
documentan su supervivencia incluso a pH de 3.87, debido a
su adaptación a condiciones ácidas, mediante el fenómeno de
respuesta ácido tolerante (ATR) (12).

También, es importante destacar que el número de bacte-

Tiempo (días)

0 5 10 15 20

U
FC

/g
100

101

102

103

104

105

106

107

108

S.aureus en yogurt A 
S.aureus en yogurt B
S.aureus en yogurt C 
L.monocytogenes en yogurt A 
L.monocytogenes en yogurt B
L.monocytogenes en yogurt C 

Tiempo (días)

0 5 10 15 20

U
FC

/g
100

101

102

103

104

105

106

107

108

Tiempo (días)

0 5 10 15 20

U
FC

/g
100

101

102

103

104

105

106

107

108

S.aureus en yogurt A 
S.aureus en yogurt B
S.aureus en yogurt C 
L.monocytogenes en yogurt A 
L.monocytogenes en yogurt B
L.monocytogenes en yogurt C 

Tiempo (días)

0 5 10 15 20

U
FC

/g

100

101

102

103

104

105

106

107

108

E.coli 0157:H7 en yogurt A 
E.coli 0157:H7 en yogurt B
E.coli 0157:H7 en yogurt C 
S. enteritidis en yogurt A 
S. enteritidis en yogurt B
S. enteritidis en yogurt C 

Tiempo (días)

0 5 10 15 20

U
FC

/g

100

101

102

103

104

105

106

107

108

Tiempo (días)

0 5 10 15 20

U
FC

/g

100

101

102

103

104

105

106

107

108

E.coli 0157:H7 en yogurt A 
E.coli 0157:H7 en yogurt B
E.coli 0157:H7 en yogurt C 
S. enteritidis en yogurt A 
S. enteritidis en yogurt B
S. enteritidis en yogurt C 



54 CALDERON et al.

rias lácticas presentes en los diferentes sistemas de yogurt fue
constante a través del tiempo, ya que se mantienen en un ran-
go de 107 - 108 UFC/g, siendo este el necesario para ejercer
acción bactericida in vitro, además de ser el número recomen-
dado por la OMS como la cantidad de bacterias necesaria para
que ejerzan efectos benéficos sobre el organismo.

Salmonella enteritidis presentó un comportamiento total-
mente diferente a los descritos anteriormente (Figura 2) , ya
que llegó a números no detectables durante los cuatro prime-
ros días de ensayo.

Lo anterior resulta contradictorio al comportamiento nor-
mal de esta bacteria,  ya que se considera que es sumamente
resistente a condiciones extremas, tanto de pH como de tem-
peratura una vez que se adapta a éstas (13).  El anterior com-
portamiento se puede explicar con base a que esta bacteria fue
adicionada a un medio considerablemente ácido sin darse una
adaptación progresiva. Jacobsen et al.  (1999) describen re-
sultados similares, ellos detallan  que algunas cepas de
Lactobacillus rhamnosus (271, LGG, Lc 705, 19020-8, 19070-
2, CHCC2100 y CHCC 2099) inhiben ampliamente a las bac-
terias Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Escherichia
coli y Yersinia enterocolitica, mientras que para Salmonella
typhimurium y Shigella flexneri la inhibición del crecimiento
fue débil o prácticamente nula (14).

Al comparar bacterias Gram positivas con Gram negati-
vas, se observa que la disminución del número de estas últi-
mas  es más rápida que la de  Gram positivas. En varias inves-
tigaciones se afirma que las bacterias Gram negativas son poco
sensibles a bacteriocinas, debido a la estructura de la mem-
brana externa y a la constitución de su pared.  Esta diferencia
de comportamiento puede ser debida al efecto de las diversas
sustancias producidas por las bacterias ácido lácticas además
de las bacteriocinas, como ácidos orgánicos (ácido láctico y
ácido acético), peróxido de hidrógeno,  dióxido de carbono;
así como la producción de otros compuestos antimicrobianos
como el diacetilo, el ácido piroglutámico, etc. (6). Se ha com-
probado que el diacetaldehido es más efectivo contra bacte-
rias Gram negativas, levaduras y hongos que contra bacterias
Gram positivas (15).

Es importante destacar que los sistemas libres de
probióticos adicionados también presentaron una paulatina dis-
minución en el número de bacterias inoculadas.  Esta puede
deberse al agotamiento de nutrientes en el medio, la acumula-
ción de metabolitos o bien a la generación de sustancias
bactericidas por parte del cultivo iniciador YC 180 por sí solo
(S. thermophilus y L. bulgaricus). Diversos estudios han de-
mostrado la presencia de proteasas extracelulares generadas
en leche por Lactobacillus bulgaricus, así como la produc-
ción de proteasas intracelulares por parte de S. thermophilus
(16).

Por otro lado, como se demuestra a través de los resulta-
dos obtenidos, aún cuando el probiótico Lactobacillus

rhamnosus posee efectos beneficiosos tanto en la producción
de alimentos lácteos como en aspectos terapéuticos y
nutricionales, su adición al yogurt comercial con probióticos,
no ejerce un efecto adicional sobre los microorganismos
patógenos que podrían encontrarse en estos productos.

Los resultados obtenidos  con respecto a la actividad de
los probióticos en general, demuestran nuevamente la capa-
cidad que tienen los cultivos probióticos de eliminar y com-
petir contra ciertos patógenos intestinales, de ahí el gran po-
tencial que representan para la industria alimenticia (17),
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