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BACTERIAS LACTICAS BIOPROTECTORAS
CAPACES DE MITIGAR ESCHERICHIA COLI
0157:H7 EN CARNE. ESTUDIOS IN VITRO

E IN SITU

Este trabajo recibi6 la Mencion de Honor en el
VI Simposio Latinoamericano de Inocuidad

Alimentaria organizado por la IAFP

INTRODUCCION

En el siglo XXI, las enfermedades transmitidas por ali-
mentos (ETA) siguen constituyendo uno de los princi-
pales desafios para la salud publica. Segln la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ETA cons-
tituyen uno de los problemas de salud mas relevantes,
tanto en paises desarrollados como en vias de desarro-
llo, siendo las mas frecuentes aquellas ocasionadas por
contaminacion bioldgica.

Entre los patégenos bacterianos emergentes
se destaca Escherichia coli productora de la toxina
Shiga (STEC), un patégeno zoongtico cuyo serotipo
mas frecuente es 0157:H7, aunque hay mas de 150
serotipos que poseen un potencial patogénico similar.
La habilidad de las cepas STEG para causar enfermedad
esta relacionada con su capacidad para secretar las
toxinas shiga Stx1, Stx2 y sus variantes, responsables
del dafio al endotelio vascular. Dentro del patotipo
STEC, el subgrupo enterohemorrdgico de E. coli (ECEH)
presenta ademas una isla de patogenicidad cromosomi-
ca, LEE (del inglés, locus of enterocyte effacement),
donde se encuentran codificados factores bacterianos
responsables de la lesion tipica a nivel intestinal.

La infeccion humana por STEC se produce a
través de la ingestion de alimentos contaminados, en
especial carnicos. Esta infeccion zoondtica puede origi-
nar el desarrollo de trastornos intestinales, como dia-
rrea acuosa o con sangre. Por otra parte, el 5-10% de
los pacientes infectados con STEC puede desarrollar el
sindrome urémico-hemolitico (SUH), enfermedad
extraintestinal severa que puede dar lugar a la insufi-
ciencia renal cronica. En la Argentina es la causa mas
comun de insuficiencia renal aguda y la segunda causa
de insuficiencia renal crénica y de trasplante renal en
nifios y adolescentes, por lo que constituye un proble-
ma critico para la salud publica.
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Esta problematica tiene también un gran impacto en el
sector carnico industrial, siendo una de las principales
causas de retiro de productos del mercado y ocasionan-
do por lo tanto grandes pérdidas econémicas. Por otra
parte, las exigencias de los consumidores por alimentos
mas seguros, mas naturales, menos elaborados y con
menor cantidad de conservantes y aditivos quimicos
son cada vez mayores. Este contexto pone de relieve
que E. coli entehemorragico es una seria amenaza para
la salud publica y una gran preocupacion para la soste-
nibilidad de la industria carnica, asi como para toda la
cadena de produccion, por lo que se precisan urgentes
soluciones biotecnoldgicas para limitar y prevenir ries-
gos futuros.

En este sentido, las Bacterias Lacticas (BL) son
ubicuas y estan presentes de forma natural en la carne.
Estas bacterias son reconocidas como microorganismos
seguros (GRAS, del inglés Generally Regarded As Safe)
(Wessels et al., 2008); son capaces de producir distintos
tipos de metabolitos antimicrobianos, por lo que constitu-
yen una estrategia bioldgica como biopreservantes en ali-
mentos. Ademas, algunas cepas producen bacteriocinas,
péptidos de sintesis ribosomal con actividad antimicrobia-
na hacia bacterias relacionadas filogenéticamente, desem-
pefiando un papel importante en la conservacion de ali-
mentos. Las bacteriocinas de BL son activas contra
microorganismos Gram positivos deteriorantes y/o pat6-
genos tales como Listeria monocytogenes'y Brochothrix
termosphacta (Woraprayote et al., 2016). Debido a estas
propiedades, el uso de BL es un sustituto interesante para
los conservantes quimicos y/o fisicos, y hacen de ellas
candidatas ideales para el desarrollo de agentes biopro-
tectores.



La capacidad del patégeno para adherir, colonizar y for-
mar biofilms asegura su persistencia en los alimentos y
en superficies de fabricacion en contacto con alimentos
y equipos (Giaouris, 2015). En efecto, E. coli 0157:H7
tiene la capacidad de adherirse a las fibras musculares
como al tejido conectivo asociado (Chen et al., 2007).
Se observd que la adhesion de estas bacterias al mus-
culo es debida principalmente a la interaccion con el
colageno presente en la matriz extracelular (MEC) de
las fibras musculares (Chagnot et al., 2013). Las BL
también tienen la capacidad de unirse a la MEC median-
te proteinas especificas (Yadav ef al., 2015). La compe-
tencia directa entre BL y E. coli 0157:H7 por la adhe-
sion a la matriz extracelular puede ser una estrategia en
la prevencion de contaminacion en productos carnicos
con dicho patdgeno. Por lo que uno de los objetivos
abordados en este trabajo fue la evaluacion de la capa-
cidad de adhesion de BL y ECEH a proteinas de la MEC.

Para avanzar hacia la elaboracion de un cultivo
bioprotector eficiente como estrategia alternativa de
control contra ECEH en carne es necesario contar con
cepas altamente competitivas contra el patégeno.
Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron la
accion inhibitoria de BL sobre ECEH. Se us6 un sistema
carnico modelo liquido donde fue inoculada una cepa
de BL junto con E. coli 0157:H7 NCTG12900. Se eva-
luaron cuatro cepas lacticas seleccionadas por sus pro-
piedades tecnoldgicas y/o capacidad para producir bac-
teriocinas con actividad antilisteria. Los resultados
mostraron que Enterococcus (Ent.) mundtii CRL35 y L.
plantarum CRL 681 aceleraban en mayor medida la fase
de muerte de E. coli0157:H7, produciendo la reduccion
total del patdgeno entre las 48-96 h de incubacion
(Orihuel et al., 2018b). Estos avances fueron los que
motivaron el presente estudio.

OBJETIVOS

1. Evaluar la capacidad inhibitoria de Enterococcus
munatii CRL35 sobre EHEC mediante estudios in situ
(carne molida) para corroborar los resultados obteni-
dos previamente in vitro.

2. Analizar el potencial de adhesion de Enterococcus
mundtii CRL35 y de E. coli 0157:H7 NCTC 12900 a la
matriz extracelular carnica (MEC).

3. Evaluar in vitro el efecto sinérgico de Lactobacillus
plantarum CRL681 y Ent. mundtii CRL35 sobre la inhi-
bicion de EHEC en un sistema experimental carnico.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos utilizados

Bacterias Lacticas

Enterococcus mundtii CRL35 (coleccion de CERELA,
cepa productora de bacteriocina (Saavedra et al., 2004;
Salvucci et al., 2007). Optima performance en ambien-
tes carnicos (Orihuel et al., 2018a). Buena capacidad
para inhibir ECEH en medio carnico modelo (Orihuel et
al., 2018b). Su genoma fue secuenciado y analizado
(Bonacina et al., 2014, 2016).

Lactobacillus plantarum CRL 681 (coleccion CERELA,
origen carnico). Excelente actividad metabdlica y creci-
miento en sistemas carnicos (Fadda ef al.,1998, 1999).
Su genoma fue recientemente secuenciado
(www.nchi.nlm.nih.gov/nuccore/Q0SF00000000).
Efecto positivo en la conservacion de carne fresca
(Fadda et al., 2008). Excelente capacidad para inhibir
ECEH en medio carnico modelo (Orihuel et al., 2018a).
Ambas cepas son compatibles entre si.
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TABLA 1 - Composicién microbiana de cada lote de carne molida
N° lote Lotes Inéculo (log UFC/gr)
1 Control Sin inéculo
2 ECEH crecimiento individual 4
3 Ent. mundtii crecimiento individual 7
4 Ent. mundtii + ECEH cocultivo (ECEH— ;Z munati

Escherichia coli

Por razones de seguridad bioldgica, se selecciond E.
coli 0157:H7 NCTC12900 (National Culture Type
Collection, Colindale, London). Esta cepa es aislamiento
natural realizado en 1992 en Austria que no produce un
enterotoxinas Stx1y Stx2 (Best et al., 2003). Esta cepa
Si bien es atoxigénica, posee intactos los demas facto-
res de virulencia.

Procesado y obtencion de carne molida

Se compr6 en carniceria una pieza de 5 kg aproximada-
mente de carne vacuna (semimembranosus). El proce-
sado de la carne se realizo en condiciones asépticas, en
flujo laminar utilizando guantes. Previo a su utilizacion,
tanto la superficie de los materiales utilizados como la
superficie de la pieza de carne fueron rociadas con alco-
hol 96° y secadas en flujo laminar. Luego se sometieron
a radiacion ultravioleta durante 15 minutos. Se descart6
la capa superior de carne (aproximadamente 2 cm). La
pieza de carne restante se cortd con bisturi en pequefios
trozos, que fueron triturados en una procesadora pre-
viamente desinfectada con alcohol 70°. La carne tritura-
da de coloco en bolsas de muestreo estériles. Se com-
probo la carga microbiana de la carne molida obtenida
mediante plaqueo en PCA. Finalmente las bolsas con
carne molida fueron selladas bajo vacio y almacenadas
a -20°C hasta su utilizacion.

Estudios fisiol6gicos en el sistema experimental
Carne Molida (CM)

Cada bolsa con 50 g de carne, previamente descongela-
da, fue inoculada con 5 ml de solucion fisioldgica con-
teniendo el indculo (log UFC/g carne) correspondiente
segun la condicion a estudiar (Tabla 1). Ademas, a cada
lote se agreg6 5 ml de solucion de glucosa para obtener
una concentracion de 0,5% (p/v) final. Se mezclé ade-
cuadamente para permitir una buena homogeneizacion
del inoculo microbiano y la glucosa en la matriz carnica.
Los diferentes lotes fueron incubados a 16°C durante
72 h. En los tiempos T 0, 7, 24, 48, 72 h se tomaron
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asépticamente 5 g de carne de cada lote y se colocaron
en una nueva bolsa estéril, agregando solucion fisiolo-
gica hasta lograr dilucion 1/10. Cada muestra luego se
proceso en Stomacher Blender (UK) en dos ciclos de un
minuto cada uno. Se tomaron 3 ml de la muestra homo-
geneizada, se colocaron en recipiente adecuado y se
realizd medicion de pH en pHmeter Altronix TPX |
(Nueva York, EE. UU.). A partir del homogenato (el cual
constituye la primera dilucion de la muestra) se realiza-
ron diluciones 1/10 en solucion fisiol6gica. Diluciones
adecuadas se sembraron por duplicado en medios de
cultivos agarizados. Los medios de cultivo selectivos
utilizados fueron agar Mac Conkey sorbitol para ECEH,
MRS para Ent. mundtii y PCA como control para el
recuento de mesafilos totales. Las placas fueron incu-
badas a 30°C durante 24-48 h. Se realiz6 finalmente
recuento bacteriano que se expresé como log UFC/g de
carne. En la tabla 1 se detalla la composicion microbia-
na de cada lote de carne molida estudiado.

Ensayos de unién a Matriz Extracelular

(MEC) (BL + ECEH)

Se analizd la capacidad de adhesion de Enf. mundtii
CRL35 y EGEH a proteinas claves de la matriz extrace-
lular carnica (MEC), segdn la metodologia de Chagnot y
col. (2013). Para ello se utilizé colageno tipo IV (C6745,
Sigma Aldrich) y laminina (L2020, Sigma Aldrich). Las
condiciones a estudiar fueron las siguientes:

* Unién de ECEH a colageno IV

e Unidn de Ent. mundtii a colageno 1V

e Union de ECEH + Ent. mundtii a colageno IV

* Uni6n de ECEH a laminina

e Union de Ent. mundtii a laminina

e Unidén de ECEH + Ent. mundtii a laminina

Se prepar6 una solucion 50 pg/ml de cada proteina en
buffer carbonato 0,1M pH 9,6. El ensayo se llev6 a cabo
utilizando una microplaca de poliestireno de 96 pocillos,
en la cual los pocillos se cubrieron con 250 pl de la
solucion de proteina de MEC correspondiente y los



pocillos control con el mismo volumen de solucion de
BSA (Alblimina Sérica Bovina) 1%. Se permitio la incu-
bacion de la microplaca durante toda la noche a 4°C
para lograr tapizar el fondo del pocillo con las proteinas
utilizadas. Luego se lavaron los pocillos con buffer
PBST (buffer PBS + Tween 0,05%, v/v) y fueron satura-
dos con 250 pl de solucion de BSA al 1% (w/v) en
PBST. Se incubd durante 2 horas a 37° y se lavaron. A
continuacion, se prepard una suspension 8 log UFC/ml
de cada microorganismo (Ent mundtii y ECEH) a partir
del cultivo correspondiente en fase exponencial. Se
agreg6 a cada suspension bacteriana cloranfenicol 90
pg/ml. Se adicion6 en los pocillos 200 pl de la suspen-
sion bacteriana 8 log UFC/ml de Ent. mundtii o ECEH
cuando se estudié su capacidad de adhesion de forma
individual. En aquellas condiciones donde se estudio la
capacidad de adhesion en co-cultivo se colocé 100 pl
de la suspension 8 log UFG/mI de Ent. mundtiiy 100 pl
de la suspension de igual concentracion de ECEH. Se
incub6 durante 2 h a 30 °C. Luego se lavo cada pocillo
tres veces con TS (agua triptona) y fueron tratados con
250 pL de Triton X-100 0,05% (v/v) para desorber las
bacterias y recuperar de esa forma las células adheri-
das. Se incubé 30 minutos a temperatura ambiente.
Luego se extrajo 100 pL de cada pocillo y realizaron
diluciones seriadas al décimo (1:10). Las diluciones
fueron sembradas en placas de agar (MRS y/o LB
segln corresponda) para recuento bacteriano (18-24 h
a 30°C). El porcentaje de células adheridas se calculd
en funcion de las células totales colocadas, es decir,
considerando la cantidad de células colocadas como el
100% de adhesion. Cada condicion evaluada se realizd
por triplicado y el ensayo cuenta con tres replicas bio-
logicas.
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Co-cultivos bacterianos en el Sistema Carnico
Modelo (SCM)

El SCM se elabord a partir de 5 g de carne diluida al
décimo con agua destilada y procesada en Stomacher
Blender (UK) durante ocho minutos, segtn Fadda y col.
(1998). EI homogenato obtenido fue centrifugado a
10.000 rpm durante 20 min a 4°C. El sobrenadante, con
las proteinas carnicas solubles junto a otros metaboli-
tos, fue filtrado a través de filtros tipo Whatman. El fil-
trado se suplemento con glucosa (0,5 % p:v) y se este-
rilizd por filtracion usando membranas de 0.2 pm
(Steritop GP, Biopore, Buenos Aires, Argentina).
Finalmente el Sistema Carnico Modelo fue suplementa-
do con tween 80 estéril (0,01% v:v) y conservado a
-20°C hasta el momento de su uso.

Los cultivos mixtos de ambas cepas de BL y de
ellas con ECEH se llevaron a cabo en 50 ml del SCM,
donde se inocularon con aproximadamente 6 log
UFG/ml de BLy 4 log UFC/mI de ECEH, se incubaron en
condiciones estaticas a 30°C durante 72 h. Se tomaron
muestras alas 0, 3, 6, 8, 24, 48 y 72 h de incubacién a
partir de las cuales se realiz determinacion de pH 'y
andlisis de viabilidad utilizando medios agarizados
selectivos: agar MRS para L. plantarum, agar Mac
Conkey (Britania, Buenos Aires, Argentina) para ECEH y
agar KCA para el recuento selectivo de Ent. mundtii en
co-cultivo con L. plantarum (Gemelas et al., 2013). Se
incubaron a 30°C durante 24-48 h. Las mediciones de
pH se determinaron usando pHmeter Altronix TPX |
(Nueva York, EE. UU.). Se llevaron a cabo tres réplicas
biologicas independientes para cada cultivo (mixto e
independientes).
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RESULTADOS

Desempeiio de Enf. mundtii y ECEH en carne molida:
estudios fisioldgicos

Se disefid un sistema experimental constituido por carne
molida con el objetivo de evaluar la accion bioprotectora
de Ent. munaltii en escenario real y analizar comparativa-
mente los estudios realizados in vitro. En presencia de la
BL, E. coliNGTC12900 detuvo su crecimiento exponencial
luego de 24 h de incubacion a 16°C, alcanzando luego de
48 h, 2 log UFC/g menos de crecimiento que en ausencia
de la BL (Figura 1 A). Al estudiar el crecimiento de Ent.
mundtii en carne molida, se observo que esta BL logro
mantener su viabilidad inicial a través del tiempo de incu-
bacion (7 log UFC/g) no observandose descenso del pH,
que se mantuvo constante en valores cercanos a 5,5
durante las 48 h de incubacion. Ent. mundtii se comportd
de manera similar tanto cuando creci6 de forma individual
como cuando se encontrd en co-cultivo con ECEH (Figura
1 B). Por lo tanto, podemos inferir que la presencia del
patdgeno no interfiere en el desempefio de Ent. munaltiien
carne molida en las condiciones ensayadas.

Por su parte ECEH, al crecer en forma individual, ingre-
s0 en fase exponencial luego de seis h de incubacion,
manteniéndose en ella hasta el final del periodo de incu-
bacion llegando a 7,4 log UFC/gr a las 48 h, sin embar-
go, cuando el patégeno crecié en co-cultivo con Ent.
mundtii, su fase exponencial de crecimiento se detuvo a
las 30 h con 5,62 log UFC/gr, permaneciendo constante
hasta las 48 h, logrando reducir 2 unidades log con res-
pecto a su crecimiento individual en esta fase. De mane-
ra que Ent. mundtii CRL35 ejercié un efecto bacterios-
tatico sobre EHEC en carne molida (a 16°C, 48h). Se
prevén ensayos tecnoldgicos adicionales para optimizar
la accion bioprotectora de esta cepa en escenario real.

Estudios de adhesion: capacidad de union a
proteinas de la matriz extracelular carnica (MEC)
Se realizo ensayo en microplaca para evaluar la capaci-
dad de adhesion de Ent. mundtii'y ECEH a colageno IV
y laminina, principales constituyentes de la matriz extra-
celular carnica (MEC). Se permitié su adhesion indivi-
dualmente y de forma conjunta en iguales proporcio-
nes. Los resultados obteni-

Figura 1 - Crecimiento individual (linea azul) y en cocultivo (linea naranja) en carne | 40S Ppermitieron demostrar

molida a 16°C durante 48 h de incubacion de (A) E. co/iNCTC12900 y que Ent. mundtii presenta
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Figura 2 - Porcentaje de adhesion (células adheridas/células colocadasx100) a
Colageno IV y Laminina de Ent. mundtiiy ECEH en forma individual o en cocultivo
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Ent. mundtii individual

ECEH individual

m Ent. mundtii en cocultivo

M ECEC en cocultivo

Crecimiento de

Ent. mundtii CRL35 y

L. plantarum CRL 681 en
medio carnico

Ambas cepas de BL presentan
buen crecimiento cuando fueron
cocultivadas en SCM, evolucio-
nando ambas de manera similar
durante las 72 h evaluadas.
Durante su crecimiento individual,
L. plantarumy Ent. munadftii, pre-
sentaron una cinética similar,
especialmente a partir de las 48 h,
aunque la viabilidad final fue
mayor (entre 6,5y 7,2 log UFC/ml,
respectivamente). Sin embargo,
durante el cocultivo, el pH logré
descender de 5,5 a 3,9, alcanzan-
do una acidificacion de igual mag-

Laminina

presencia de Ent. mundti, alcanzando alrededor de un
54% de adhesion a ambas proteinas con respecto a las
células colocadas (Figura 2). La adhesion diferencial de
las cepas en estudio a las proteinas de la MEC sugiere
una ventaja competitiva de Ent. mundtii sobre el feno-
meno de adhesion/colonizacion del alimento en presen-
cia del patdgeno.

Co-cultivos bacterianos en el Sistema Carnico
Modelo (SCM)

Al conocer el desempefio de Ent. mundtiiy L. planta-
rum en medio carnico creciendo de forma individual,
asi como la capacidad de inhibicion de cada una de
ellas contra ECEH, se decidio estudiar el rendimiento de
ambas cepas lacticas en cultivo mixto en el mismo sis-
tema experimental para evaluar su capacidad de inhibi-
cion del patdgeno en forma conjunta.

:%aa&a:fod

Patagonia.

nitud a la observada cuando cada
cepa crecid individualmente (datos no mostrados).

Crecimiento de Enf. mundtii CRL35, L. plantarum
CRL681 y E. coli 0157:H7 NCTC12900

Si bien la cinética de crecimiento de ambas cepas lacticas
junto al patdgeno presentd variaciones con respecto al cre-
cimiento de cada una de ellas con ECEH, mantienen su via-
hilidad a lo largo del tiempo de incubacion, mostrando un
desempefio adecuado en este sistema (datos no mostra-
dos). Méas adn, el cultivo bioprotector mixto constituido por
ambas cepas lacticas logrd una potenciacion del efecto inhi-
hitorio sobre el patégeno, agudizando la fase de muerte y
produciendo su eliminacion total ya a las 48 h de incubacion
como se muestra en la Figura 3. Por lo tanto, la combinacion
de ambas cepas lacticas logré combatir con mayor eficiencia
al patdgeno, reflejando asi un efecto de mayor magnitud que
la inhibicion causada por cada cepa lactica (Figura 3).
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Figura 3 - Crecimiento de E. coli 0157:H7 NCTC12900 en el sistema carnico
modelo a 30°C durante 72 h, en crecimiento individual (linea azul) y en cocultivo
con: Ent. mundtii CRL35 (linea naranja); con L. plantarum CRL681 (linea gris)
y con ambas cepas lacticas (linea amarilla).

tes ajustes para lograr un
efecto mas contundente
sobre ECEH en el alimento.
Ademas, cabe destacar que,
de estar presente en carne, el
S, namero de células de ECEH
es significativamente menor a
la utilizada en este trabajo (4
log UFC/g), por lo cual la BL
estaria en una importante
ventaja competitiva en el ejer-
cicio de su efecto inhibitorio.
Concretamente, en este tra-
bajo se logré una reduccion
de 2 unidades log de ECEH
cuando crecié en co-cultivo
con Ent. mundtii en carne.

Tiempo (h)

Por otro lado, el efecto bio-
protector de Ent. mundtii
podria ser combinado y forta-

DISCUSION

En el presente trabajo se desarrollaron ensayos tendien-
tes a comprobar la actividad antagonista de ciertas BL
contra E. coli enterohemorrdgico 0157:H7 tanto in vitro
como in situ. Se realizaron estudios de adhesion a cola-
geno y laminina, constituyentes de la MEC, a fin de ana-
lizar la posible competencia entre BL y ECEH. En efecto,
se sabe que muchas BL poseen una proteina especifica
de unidn al colageno (CBP). La caracteristica sobresa-
liente de las CBPs es que pueden actuar en la interac-
cion de BL con patdgenos, del tipo de E. coli, mediante
desplazamiento por competencia de los sitios de unién
a coldgeno (Hsueh et al., 2010; Yadav et al., 2015). La
competencia directa entre BL y ECEH por la adhesion a
la matriz extracelular podria ser utilizada como una
estrategia en la prevencion en productos carnicos. Los
resultados obtenidos indicarian una ventaja competitiva
de la BL sobre ECEH en la adhesion y por lo tanto en la
colonizacion sobre el alimento carnico. Por otra parte,
se realizaron ensayos en escenario real co-inoculando
Ent. mundtii CRL35 con EHEC en carne molida. Si bien
se observd una accion antagénica de Ent. mundtii
CRL35 sobre E. coli 0157:H7 NCTG12900, los resulta-
dos obtenidos evidencian un efecto de menor magnitud
que el observado durante los ensayos in vitro (Orihuel
et al., 2018b). Esto podria relacionarse con las condi-
ciones tecnologicas evaluadas (16°C, 48 h), que difie-
ren a las aplicadas in vitro (mayor temperatura y tiempo
de incubacion, 30°C, 96 h) que posiblemente exacerba-
ron el fendmeno de interaccion entre ambos microorga-
nismos. Sin embargo, estos ensayos requieren diferen-
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lecido con otras estrategias
de control del patdgeno, como el agregado de agentes
naturales como ciertas especias (orégano, pimienta, etc),
lograndose un efecto sinérgico o complementario entre
ellas, de acuerdo a la teoria de las barreras que contribui-
rian a la destruccion del patdgeno (Leistner, 2000). En
nuestro laboratorio contintian los ensayos destinados a
ajustar las condiciones a fin de superar la actividad anta-
gonista anti ECEH obtenida, hasta conseguir su elimina-
cion completa. En este sentido, y debido a los resultados
favorables obtenidos en los ensayos in vitro con los culti-
vos mixtos de Ent. mundti CRL35 y L. plantarum
CRL681, se pretende profundizar los estudios de interac-
cién entre éstos y el patdgeno, y evaluar la potenciacion
de la actividad inhibitoria en escenario real para optimizar
la estrategia bioprotectora propuesta.

CONCLUSION

En este trabajo se abordan estudios de interaccion entre
una BL y un patégeno como E. coli enterohemorrdgica,
constituyendo un importante aporte a la tecnologia de
alimentos. La adhesion diferencial de las cepas en estu-
dio a colageno y laminina sugiere una ventaja competi-
tiva de Ent. mundtii sobre adhesion/colonizacion del ali-
mento. Los resultados en escenario real demostraron
tener la misma tendencia a la observada in vitro aunque
de menor magnitud, evidenciando un efecto de tipo
bacteriostatico de Ent. munadtii sobre ECEH en las con-
diciones ensayadas que requeriran un ajuste tecnologi-
co para su aplicacion en la industria. Los ensayos in
vitro mostraron que L. plantarum CRL681 aumento sig-



nificativamente el efecto inhibitorio de Ent. mundtii
CRL35 durante el co-cultivo, confirmandose el efecto
sinérgico de ambas cepas lacticas. Un cultivo biopro-
tector constituido por ambas cepas lacticas, activo con-
tra EHEC y Listeria monocytogenes, podria tener un
impacto eco-sustentable concreto en la industria carni-
ca nacional.
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