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RESUMEN. Se estudi6 el efecto de cultivos probiéticos sobre
Listeria monocytogenes 'y Escherichia coli O157:H7 inoculados en
yogurt durante su aimacenamiento. En tres ocasiones diferentes,
dos distintas marcas comerciales de yogurt, una con probiéticos
adicionales (Lactobacillus caseiy L. acidophilus) fueron inoculadas
con una poblacién conocida (10° UFC/g) de L. monocytogenes o E.
coli 0157:H7 y almacenadas a 5°C por 32 dias. Cada cuatro dfas se
realiz6 un recuento de bacterias lacticas, de los patégenos agregados
y se determind el pH, de acuerdo a la metodologia descrita en el
Bacteriological Analytical Manual. El niimero de bacterias lacticas
y el pH se mantuvieron constantes durante el periodo de evaluacién.
El yogurt con probidticos adicionales redujo la poblacién de L.
monocytogenes a niveles no detectables en 8 dias de almacenamiento,
la poblacién de E. coli 0157:H7 en 16 dias; el yogurt sin probidticos
adicionales tard6 20 dias en reducir la poblacién de L. monocytogenes
aniveles no detectables y atin después de 28 dias de almacenamiento,
se pudo cultivar la E. coli O157:H7. En este trabajo, se confirma de
nuevo los efectos beneficiosos de los cultivos probiéticos adicionales
en yogurt.
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INTRODUCCION

Se define probiético como todo microorganismo vivo, cuya
ingestién en cierto niimero confiere beneficios a la salud mas
alla de sus beneficios nutricionales inherentes (1).

En los tltimos tiempos estos productos han adquirido una
gran relevancia como complemento alimentario dada la gran
cantidad de cualidades que se les atribuyen. Se ha observado
que los probiéticos tienen efectos mas alla del valor nutritivo
del alimento, incluyendo la exclusién, antagonismo e
interferencia con microorganismos patégenos, la
inmunoestimulacién e inmunomodulacién, actividades
anticarcinogénicas y antimutagénicas, alivio de los sintomas
de intolerancia a la lactosa, reduccién de colesterol sérico,
reduccién de la presién arterial, disminucién en la incidencia
y duracién de diarrea (CL difficile, rotavirus y ETEC),
prevencién de vaginitis y mantenimiento de la integridad de
las mucosas entre otras (1). Otros beneficios incluyen la
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SUMMARY. Evaluation of the effect of probiotic cultures added
to commercial yogurt over a known population of Listeria
monocytogenes and Escherichia coli O157:H7. The effect of
probiotic cultures over Listeria monocytogenes and Escherichia coli
0O157:H7 during yogurt storage was evaluated. Two different yo-
gurt brands, one with additional probiotic cultures (Lactobacillus
casei and L. acidophilus) were inoculated with known populations
(108 UFC/g) of either L. monocytogenes or E. coli O157:H7 in three
different times and stored for 32 days at 5°C. Every four days the
count of lactic bacteria, the added pathogens and pH was evaluated,
according to the methodology described in the Bacteriological Ana-
lytical Manual. The pH and lactic bacteria population were constant
during the testing period. Yogurt with additional probiotic cultures
reduced the population of L. monocytogenes in 8 days, the popula-
tion of E. coli O157:H7 in 16; yogurt with no additional probiotics
took 20 days to reduce L. monocytogenes to non-detectable levels
and even after 28 days of storage, E. coli O157:H7 was cultured.
In this work, the beneficial effects of additional probiotic cultures in
yogurt is confirmed again.

Key Words: Yogurt, probiotics, Listeria monocytogenes, Escheri-
chia coli O157:H7.

estimulacién de la sintesis de vitaminas y produccién de
enzimas, estabilizacién de la microflora, y reduccién del riesgo
de cancer de colon (2).

Son muchos los microorganismos utilizados como
probidticos tanto en animales como en humanos, incluyendo
los géneros Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Saccha-
romyces, Aspergillus, Enterococcus, Pediococcus y, €l mas
utilizado de todos, Lactobacillus (3).

El interés por los cultivos probi6ticos y su uso en de los
productos lacteos fermentados ha crecido en los dltimos afios
(4). Tradicionalmente la produccién de yogurt estd basada en
la adicién de fermentos de Streptococcus salivarius
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii bulgaricus. Hoy dia,
la introduccién de microorganismos probiéticos ha permitido
no sélo mejorar la produccién de éste (por ejemplo para
disminuir la postacidificacién), sino también el que actde
como agente terapéutico, causando efectos beneficiosos en
las personas que los ingieren (5).
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Por otra parte, de acuerdo con las ultimas estadisticas
presentadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
las enfermedades de transmisién alimentaria son actualmente,
de 300 a 350 veces mds frecuentes de lo indicado en reportes
anteriores y entre los principales patégenos involucrados en
estas enfermedades se encuentran Escherichia coli O157:H7
y Listeria monocytogenes (6).

De acuerdo con estudios realizados en Canadd y Estados
Unidos, la Escherichia coli O157:H7 ocupa el segundo lugar
entre los enteropatégenos bacterianos asociados a diarrea no
especifica y es el agente més frecuente en casos de diarrea
sanguinolenta (7). Por otro lado, Listeria monocytogenes es
el agente bacteriano asociado a enfermedad alimentaria con
un 20-30% de letalidad.

El efecto de cultivos probiéticos sobre estos dos patégenos
ha sido estudiado, no obstante, los resultados obtenidos han
sido divergentes, dada la variacién en los cultivos y sistemas
utilizados (8-11).

El objetivo del presente estudio es el evaluar el posible
efecto inhibitorio que puedan ejercer las bacterias licticas
presentes en dos marcas comerciales costarricenses de yogurt
sobre los patégenos anteriormente mencionados y su
conservacién durante el tiempo de almacenaje.

MATERIAL Y METODOS

Localizacién del proyecto
El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de
.Microbiologia de Alimentos y Aguas de la Facultad de
Microbiologia, Universidad de Costa Rica; durante los meses
de mayo a setiembre del 2001.

Materiales _

Cultivo de Listeria monocytogenes, cepa WS 2247 (112
UCR), suministrada por el Laboratorio de Bacteriologfa,
Facultad de Microbiologia, UCR.

Cultivo de Escherichia coli O157:H7, cepa de origen
clinico, Hospital Nacional de Nifios.

Yogurt A. Yogurt de fresa, presentaciéon de un litro,
conteniendo Lactobacillus acidophillus (CRL 730) y Lacto-
bacillus casei (CRL 431) como cultivos probiéticos. Como
cultivo tradicional se utiliz6 cultivos licticos YC 180 (CHR
HANSEN®), que contiene una mezcla de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus.

Yogurt B. Yogurtde fresa, presentacién de un litro. Como
cultivo tradicional presenta cultivos licticos YC 180 (CHR
HANSEN®), que contiene una mezcla de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus. No contiene
probiéticos adicionales.
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Metodologia

Definicion de los sistemas

Se conformaron cuatro sistemas: yogurt A + E. coli, yo-
gurt B + E. coli, yogurt A + L. monocytogenes, yogurt B + L.
monocytogenes.

Lo anterior se resume en la siguiente Tabla.

TABLA 1
Diferentes tratamientos segiin el sistema empleado
Sistema Yogurt Bacteria patogena
1 A L.monocytogenes
2 A E. coli O157:H7
3 B L. monocytogenes
4 B E.coli O157:H7

Inoculacién de los sistemas

Durante tres ocasiones diferentes, se preparé una
suspensién de aproximadamente 108 UFC/mL de Listeria
monocytogenes y otra de Escherichia coli O157:H7. Se utilizé
25 mL de esas suspensiones para inocular, respectivamente,
1 L de yogurt de fresa de cada una de las 2 distintas marcas a
estudiar. Se almacend cada sistema a 4°C por 32 dias.

Medicién de las poblaciones :

Las poblaciones iniciales de bacterias lacticas, L.
monocytogenes y E. coli fueron medidas por recuento total
(UFC/g) en cada uno de los sistemas mencionados y luego se
monitorearon estas poblaciones durante 32 dias o hasta la
desaparicién del patégeno agregado, haciendo mediciones
cada 4 dias Se utiliz6 la técnica de recuento total (UFC/g)
para las bacterias mencionadas, exceptuando el monitoreo
de E. coli que se realiz6 por la técnica de Nimero Méas Prob-
able (NMP/g), utilizando Series de tres tubos. Al mismo
tiempo, durante esos 32 dias se determinaron las variaciones
de pH utilizando un pHmetro de la casa Cole-Parmer.

Recuento total de Bacterias Lacticas

Se realiz6 tomando alicuotas de 25g del yogurt y se coloc
en 225 mL de agua peptonada estéril (APE) (10"). A partir de
esta dilucién se hicieron diluciones consecutivas decimales
que se inocularon en agar MRS, segiin el procedimiento para
la determinacién de bacterias licticas descrito por Vanderzant
& Splittstoesser (12).

Recuento total de L. monocytogenes

Se realiz6 utilizando las diluciones descritas anteriormente
las cuales fueron inoculadas en agar Oxford, por
esparcimiento, e incubadas a 35°C por 48 horas.
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NMP de E. coli O157:H7

Se realiz6 utilizando las diluciones descritas anteriormente
las cuales fueron inoculadas en series de 3 tubos de caldo EC
e incubadas a 35°C por 24 horas (fase de enrriquecimiento).
Los tubos positivos por turbidez y formacién de gas fueron
rayados en agar McConkey Sorbitol, el cual se incubé a 35°C
por 24 horas (fase selectiva).

RESULTADOS Y DISCUSION

Diversas investigaciones han demostrado que varias
especies de probidticos presentan una accién antagénica en
contra de patgenos intestinales y de deterioro de alimentos
(2,13). Esta accién es constatada al evaluar cada sistema de
yogurt inoculado a través del tiempo, los cuales presentaron
una disminucién en la poblacién de los microorganismos
patégenos agregados. En la Figura 1 se describe el
comportamiento de L monocytogenes inoculada en los yogures
A y B. Para el sistema 1, (yogurt A inoculado con L.
monocytogenes), la desaparicién de esta Gltima se dio al oc-
tavo dia. Para el sistema 3 (yogurt B inoculado con L
monocytogenes), la desaparicion de esta bacteria se dio hasta
el dia 20 de almacenamiento. Por otro lado, la poblacién de
bacterias licticas permanecié en 102 UFC/g durante las
mediciones, mientras que el pH se mantuvo entre 3,6 y 4 (el
pH original del producto es 4,1).

El descenso en el pH del medio es considerado como un
factor importante para controlar el crecimiento de patégenos,
pues muchos se ven inhibidos a pH bajos. La L.
monocytogenes es una bacteria que ha demostrado, en diversos
estudios, su resistencia tanto a pH 4cido, asi como su capacidad
de multiplicacién a bajas temperaturas. Estudios efectuados
con L. monocytogenes revelan que ésta puede crecer en un
dmbito de pH entre 5,0 y 9,6, siendo su pH 6ptimo de
crecimiento alrededor de 7,0, aunque le favorece una ligera
alcalinidad (14). Por su parte, Brackett (9) establece que el
dmbito de pHen el cual L. monocytogenes puede crecer es de
5,6 a 9,8. Es importante destacar que Sorrels et al (13)
reportaron que la bacteria puede crecer a pH 4,4, un valor
considerablemente inferior de lo anteriormente reportado. Por
otro lado, Gahan et al (15) reporta la adaptacién de esta bac-
teria a condiciones 4cidas, mediante el fenémeno de respuesta
icido tolerante (ATR), logrando sobrevivir a pH de 3,87 in-
clusive.

Dadas las anteriores aseveraciones, es muy probable que
la disminucién en nimero sufrida por esta bacteria en los
yogures A y B sea por un efecto independiente del grado de
pH alcanzado pero asociado a las bacterias lacticas presentes
0 a sus productos metabdlicos.

Datos similares fueron obtenidos por Ziiiiga y
colaboradores (16), donde una concentracién de 10° UFC/
mL de L.monocytogenes fue inoculada en leche fermentada
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con cultivo iniciador para yogurt (L. bulgaricus y S.
thermophilus), disminuyendo en pocas horas y para una
concentracién de 107 UFC/mL desapareci6 al cabo de 32 dias.

En la Figura 2 se describe el comportamiento de E. coli
O157:H7 inoculada en los yogures A y B. Para el sistema 2,
(yogurt A inoculado con E. coli 0157:H7), la desaparicién de
esta tltima se dio al décimo sexto dia de almacenamiento.
Para el sistema 4 (yogurt B inoculado con E. coli O157:H7),
hubo deteccién de esta bacteria atin luego del dia vigésimo
octavo de almacenamiento. Por otro lado, al igual que en los
sistemas anteriores, la poblacién de bacterias licticas
permanecié en 108 UFC/g durante las mediciones, mientras
que el pH se mantuvo entre 3,6 y 4.

FIGURA 1
Comportamiento de Listeria monocytogenes en yogurt
con y sin prebi6ticos adicionados a través del tiempo
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FIGURA 2
Comportamiento de Escherichia coli 0157:H7 en yogurt
con y sin prebi6ticos adicionados a través del tiempo
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Los estudios realizados por Arias et al. (17) en leche
pasteurizada inoculada con este patégeno demuestran que éste
posee una importante resistencia a bajas temperaturas y €s
capaz de reproducirse a pH 4cido.
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Segiin los datos obtenidos y dadas las condiciones de
almacenamiento y acidez del producto, se puede aducir a los
cultivos probiéticos adicionados en el yogurt A una importante
accién en ladisminucién de 12 E. coli O157:H7. En el sistema
4, laleve y tardia disminucién de E. coli O157:H7 puede
deberse al efecto de sus propios desechos o al agotamiento de
nutrientes dado que no hay probiéticos adicionales.

A partir de los datos obtenidos, se podria concluir que el
yogurt A es més eficiente en la inhibicidn in vitro de las bac-
terias patégenas adicionadas que el yogurt B; ya que inhibe a
L. monocytogenes en un periodo de 8 dias y a E. colien 16
dias; mientras que el yogurt B lo logra en 20 y mds de 28 dias,
respectivamente. La efectividad del yogurt A se puede expli-
car basado en el hecho de que éste tiene, ademads del cultivo
iniciador tradicional (S. thermophilus y L. bulgaricus), las
cepas probidticas mejoradas (Lactobacillus acidophillus (CRL
730) y Lactobacillus casei (CRL 431). La produccién de 4ci-
dos orgénicos, compuestos carboxilicos y bacteriocinas como
la acidofilina, acidolina, lactocidina y bactericina son algunas
de las posibilidades planteadas para explicar la accién de los
probidticos.

Sin embargo, el cultivo iniciador por si sélo (S.
thermophilus y L. bulgaricus) también genera sustancias que
pueden actuar como bactericidas, lo cual explicaria la dismi-
nucién de las bacterias pat6genas que también ocurre en el
caso del yogurt B. En estudios realizados por Gallardo et al,
1988, se aislaron proteasas extracelulares que presentan ac-
cién en leche a partir de Lactobacillus bulgaricus, y se purifi-
caron proteasas intracelulares de Streptococcus thermophilus,
lo cual explicaria la accién del yogurt B (18).

La eficiencia de los probiéticos en inactivar L.
monocytogenes mis rapido que E coli O157:H7 puede expli-
carse con+ base a la accién de bacteriocinas producidas por
algunas especies de probiéticos. Las bacteriocinas produci-
das especialmente por lactococos y lactobacilos demuestran
una actividad bactericida dirigida hacia bacterias Gram posi-
tivas (19-21). En condiciones normales, las bacterias Gram
negativas son poco sensibles a bacteriocinas (21-24), debido a
la membrana externa y constitucién de su pared.

Los niveles necesarios para que las bacterias probi6ticas
ejerzan su accién contra bacterias patégenas in vivo dependen
de una dosis minima por porcién de 2 x1Q°¢ bacterias/g. En
este trabajo se midieron poblaciones in vitro de 10® UFC/g,
las cuales al llegar al sistema digestivo se veran afectadas por
una acidez estomacal de rango menores a los que estas bacte-
rias toleran, sin embargo, se ha encontrado que pueden liberar
sustancias al medio logrando un efecto “bufferizante” de los
alrededores, aumentando el pH y manteniendo su
sobrevivencia (25). ’

En este trabajo se comprob6 el beneficio de los probiéticos,
especialmente el proveniente de cepas especializadas que en
los dltimos tiempos se afiaden a los alimentos con el fin de
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conferir mayores beneficios. No obstante, se comprueba tam-
bién que las bacterias patdgenas pueden sobrevivir al bajo
pH y a las temperaturas de refrigeracion por un tiempo signi-
ficativo, existiendo la posibilidad de que si contaminaran
productos lacteos después de la pasteurizacién, podrian so-
brevivir el tiempo necesario para infectar a alguna persona.
Esto resalta la importancia de un buen manejo durante la pro-
duccién y almacenamiento del yogurt.
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