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ARTICULO DE INVESTIGACION

Control de crecimiento de Listeria
monocytogenes en co-cultivo con Lactobacillus plantarum

Juan P. Garcia**, John E. Gil**, Sebastidn Botero***, Francia E. Valencia G.*

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v20n2.77064

RESUMEN

Listeria monocytogenes (Lm) es un patégeno emergente causante de enfermedades transmitidas por alimentos de consumo masi-
vo principalmente carnicos y lacteos. Actualmente se buscan diferentes estrategias para su control, entre ellas compuestos natura-
les producidos por otros microorganismos como 4acidos organicos y otros compuestos como lactoferrina, lisozima y bacterioci-
nas, estas dltimas producidas por especies de bacterias como Lactobacillus plantarum (Lp). El objetivo de esta investigacion fue
determinar el efecto de cepas de Lp aisladas de suero costefio sobre el control de crecimiento de L. monocytogenes inoculada en
co-cultivos. Se realizaron curvas de crecimiento para Lm, Lp 60-1 y Lp 62-1 y co-cultivos de cada Lp con Lm. La cinética de creci-
miento fue evaluada determinando la viabilidad durante 24h en agares selectivos. La tasa de crecimiento de L. monocytogenes
inoculada como control en leche UHT y en co-cultivos, presentaron diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos, evi-
denciando que el control alcanzé un valor promedio de tasa de crecimiento mayor (umax =0,65 h'), que el obtenido para los co-
cultivos con Lp 60-1y Lp 62-1 (umax =0,22 h' y umax =0,27 h'respectivamente). La mayor diferencia fue alcanzada en el co
cultivo con Lp 60-1, obteniendo el menor valor promedio de tasa de crecimiento de Lm. Los resultados demuestran la eficiencia
de las cepas de Lp (60-1 y 62-1) para el control de crecimiento de Lm en leche UHT comercial, siendo esta una alternativa para
reducir el uso de aditivos quimicos durante la produccién de lacteos.

Palabras clave: Patégenos transmitidos por alimentos, capacidad Inhibitoria, tasa de crecimiento bacteriano.
ABSTRACT

Listeria monocytogenes (Lm) is an emerging pathogen causing foodborne diseases especially in dairy products and meat. No-
wadays are sought different strategies to their control for example natural compounds produced by microorganisms, such as orga-
nic acids and other compounds as lactoferrin, lysozyme and bacteriocins, the latter produced by bacterial species as Lactobacillus
plantarum (Lp). The main objective of this research was to determine the effect of Lp strains isolated from "Suero costefio" inocula-
ted in co-culture over the L. monocytogenes growth. There where made growth kinetics for Lm, Lp 60-1 and Lp 62-1 and co-
cultures of each Lp with Lm. The growth kinetic was evaluated establishing the viability during 24h in selective culture media. The
growth rate of L. monocytogenes inoculated in UHT milk and in co-culture, showed a significative difference (p<0,05) between
the treatments, demonstrating that the control reach an average value of growth rate higher (umax =0,65 h') than the one obtai-
ned for the co-culture with Lp 60-1 and Lp 62-1 (umax =0,22 h" and pmax =0,27 h' respectively). The higher difference between
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the last two treatments was given by the treatment with Lp 60-1, obtaining the lowest average value for the Lm growth. The results
showed the efficiency of the Lp strains (60-1 y 62-1) for the growth control of Lm in UHT commercial milk, being an alternative to
reduce the use of chemical additives during the production of dairy products.

Key words: Foodborne pathogens, inhibitory capacity, bacteria rate growth.
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INTRODUCCION

Listeria monocytogenes es un microorganismo patégeno
transmitido principalmente por el consumo de alimen-
tos, este patégeno es causante de la listeriosis humana,
una enfermedad grave que puede provocar meningitis,
encefalitis, septicemia y abortos en mujeres gestantes,
presentando tasas de mortalidad considerables
(Abdollahzadeh et al., 2016). La dosis infecciosa repor-
tada para causar listeriosis en adultos sanos por el con-
sumo de L. monocytogenes en alimentos varia entre 10°
y 10° UFC/g, para individuos susceptibles incluso con-
centraciones de menos de 100 UFC/g puede causar
problemas de salud (Sip et al., 2012).

La incidencia de brotes producidos por L. monocytoge-
nes en la década de los 80 en diferentes partes del
mundo, llevaron a que las autoridades sanitarias previ-
nieran la aparicién de enfermedades transmitidas por el
consumo de alimentos contaminados con este paté-
geno, pues estas especies de microorganismos presen-
tan una alta tasa de mortalidad (20-30%) y han sido
asociadas en el 99% de los casos de enfermedades
transmitidas por el consumo de alimentos contamina-
dos. (Mufoz et al., 2002).

L. monocytogenes es una bacteria bacilar gram-positiva,
anaerobia facultativa, que no forma esporas, ni contie-
ne capsula y se encuentra distribuida ampliamente en el
suelo, agua, y numerosos alimentos (Galan et al., 2006).
Posee la capacidad para sobrevivir durante largos perio-
dos de tiempo en condiciones adversas, tales como
temperaturas de refrigeracion, presencia en matrices
con baja actividad de agua, altas concentraciones de sal
(10%), y un amplio rango de valores de pH (4.1 - 9.6),
ademas, puede proliferar en equipos para el procesa-
miento de alimentos listos para el consumo, debido a
su capacidad para formar biopeliculas (Abdollahzadeh
etal., 2016).

Gran cantidad de estudios han evidenciado la presencia
de L. monocytogenes en frutas, hortalizas, peces, pro-
ductos de mar y, entornos de procesamiento de alimen-
tos, aunque las carnes crudas y los productos lacteos
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han sido considerados los alimentos mas susceptibles
de contaminacion con este patégeno y presentan una
mayor amenaza para la salud publica. Estos alimentos
pueden contaminarse, incluso, durante la manipulacién
realizada por el consumidor final (Abdollahzadeh et al.,
2016; D’Ostuni et al., 2016). Colombia no cuenta con
una regulacion en la deteccion de L. monocytogenes en
alimentos a pesar del deterioro que pueden causar las
enfermedades producidas por este microorganismo
patégeno en la salud humana. En nuestro pais se ha
reportado una mortalidad del 26% debido a enfermeda-
des transmitidas por alimentos contaminados con L.
monocytogenes, aunque es un porcentaje bajo compa-
rado con otros paises (38-40%) (Del Pilar et al., 1999).
La alta prevalencia de L. monocytogenes en los produc-
tos lacteos ha llevado a la busca de alternativas para la
prevencion de la contaminacién y proliferacion para el
aumento de la vida dtil de estos productos. En muchos
alimentos esta prevencion se hace mediante la utiliza-
cion de conservantes quimicos, que ha sido cuestiona-
da debido a sus efectos potencialmente téxicos y can-
cerigenos (Woraprayote et al., 2016), lo que ha llevado
a que actualmente, exista la tendencia hacia el uso de
aditivos alimentarios naturales, impulsando exploracién
de compuestos antimicrobianos naturales como una
alternativa a los aditivos alimentarios sintéticos
(Woraprayote et al., 2016).

Entre los antimicrobianos naturales se han reportado
acidos organicos y péptidos como la lactoferrina, la
lisozima y la nisina, esta dltima es una sustancia extrace-
lular diferente a los antibidticos, que es producida de
forma natural por algunas especies bacterianas como
Lactobacillus plantarum y ha sido reconocida como bac-
teriocina, las cuales exhiben una actividad inhibitoria
frente a diferentes especies microbianas alterantes o
patégenas. L. plantarum es un fermentador por naturale-
za y uno de los microorganismos probidticos mas estu-
diados alrededor del mundo, tiene una serie productos
metabodlicos de gran interés que se estan investigando y
aplicando, a los cuales se les ha logrado demostrar
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de microorganis-
mos patégenos (Kozak et al., 2017; Woraprayote et al.,
2016; Concha-Meyer et al., 2011).
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Esta investigacion buscé determinar el efecto sobre la
tasa de crecimiento de L. monocytogenes cuando es
inoculada en co-cultivos con diferentes cepas de bacte-
rias acido lacticas (BAL) aisladas de suero costeno utili-
zando leche ultrapasteurizada (UHT) comercial como
medio de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y materiales. L. monocytogenes
ATCC 19118 fue obtenida del banco de reserva del
Grupo Biotransformacién de la Escuela de Microbiolo-
gia y las cepas de bacterias acido lacticas (Lactobacillus
plantarum 60-1 y Lactobacillus plantarum 62-1) son mi-
croorganismos nativos aislados de suero costefio pro-
ducido en la region caribe colombiana obtenidos en
investigaciones previas y que se encuentran en la colec-
cion de cepas del Grupo de Biotransformacion, estos
dltimos microorganismos fueron aislados e identificados
mediante la amplificacion y secuenciacion del gen 16S
rRNA, la identidad taxonémica de las cepas, fue deter-
minada empleando el programa BLAST y el Proyecto de
Base de Datos Ribosomal (Motato et al, 2017). Los
medios de cultivo empleados para la activacion y re-
cuentos de los microorganismos fueron caldo infusién
cerebro corazon (siglas en inglés BHI) (MERCK- Alema-
nia), caldo y agar para lactobacillus segiin De Man, Ro-
gosa y Sharpe (MRS) (marca MERCK- Alemania) y el
agar Listeria Selective Agar Base (Oxford formulation,
marca Sigma- USA) suplementado con Listeria Selective
Supplement (Oxford formulation, marca Sigma- USA) y
la leche liquida entera UHT lote 1497070810 fue adqui-
rida en un mercado local.

Activacion de células. La cepa de L. monocytogenes
crioconservada fue activada, sembrada por agotamien-
to en Listeria Selective Agar Base (Oxford formulation,
marca Sigma- USA) suplementado con Listeria Selective
Supplement (Oxford formulation, marca Sigma- USA) e
incubada a 37+2 °C por 48 horas, pasado este tiempo
se seleccion6 una colonia con un asa estéril y se inocu-
[6 en 7 mL de caldo BHI, estos tubos fueron incubados
a 37%2 °C por 15-18 horas (cultivo overnight), a partir
de los cuales se hicieron los diferentes ensayos.

Cepas crioconservadas de L. plantarum (60-1) y L. plan-
tarum (62-1) fueron activadas adicionando 50uL del
cultivo congelado atemperado en agar MRS (marca
MERCK- Alemania) y sembradas individualmente por
agotamiento. Las cajas fueron llevadas a incubacion a
37+2°C por 48 horas. Pasado este tiempo se verifico la
pureza de cada cepa y se realiz6 una coloracién de
gram. Posteriormente, se seleccioné una colonia con
un asa estéril que se inoculé en 7 mL de caldo MRS

(marca MERCK- Alemania) llevando los tubos a incuba-
cién a 372 °C por 18 horas. Otra siembra similar fue
realizada para obtener una segunda activacién y a par-
tir de esta se midi6 la densidad 6ptica del cultivo a 600
nm en un espectrofotémetro ESPECTRONIC®GENESYS
2PC. La densidad optica (DO) fue ajustada a 0,8 DO
a partir de esta concentracion celular se realizaron los
diferentes ensayos.

Curva de calibracion entre unidades formadoras de
colonias y densidad optica para L. monocytogenes. Al
cultivo overnight de L. monocytogenes (18- 24h) se le
hizo el recuento de microorganismos y le fue medida
de manera simultdnea la DO a 600nm en un espectro-
fotometro ESPECTRONIC®GENESYS 2PC y a partir de
esta suspencion celular fueron preparados asépticamen-
te, las diluciones 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 y 1/64 con
un volumen final de 5mL, estas diluciones fueron lleva-
das a cabo con agua peptonada. A cada dilucién le fue
realizado el recuento de microorganismos y simultanea-
mente les fue medida la DO a 600nm.

Validacion de la técnica de recuento de microorganis-
mos por microgota con la técnica de extension en
caja. Para comparar los dos métodos de siembra y defi-
nir con cudl trabajar, cada dilucion obtenida para la
curva fue nuevamente diluida seriadamente hasta 107,
empleando TmL de la diluciéon y 9mL de agua peptona-
da al 1%. Un volumen de 0,1TmL de las dltimas cuatro
diluciones preparadas fueron sembradas por la técnica
de extension en agar BHI o MRS por duplicado. Todas
las cajas se llevaron a incubacién por 24 horas a 37+2°
C. Las mismas diluciones preparadas y sembradas en la
siembra por extension en caja fueron inoculadas por
microgota y fueron puestas sobre la superficie de agar
BHI, colocando las cuatro muestras sobre una misma
caja de agar con BHI, estas muestras fueron hechas por
duplicado. Todas las cajas se llevaron a incubacién por
24 horas a 37£2 °C.

Tratamiento de la leche UHT. Las cajas leche UHT em-
pleadas para la experimentacion con los microorganis-
mos fueron limpiadas con alcohol etilico al 75% vy so-
metidas a luz UV por 10 minutos antes de ser abiertas,
posteriormente, 7mL de leche fueron pipeteados de
manera aséptica en cada uno de los 75 tubos Falcon de
10 mL dispuestos para ello. Después de servir los tubos,
a esta leche le fue realizado un control de esterilidad
sembrando un 0,1TmL en agar BHI.

Cinéticas de crecimiento de los microorganismos. Se-
ries de 24 tubos Falcon estériles que contenian 7 mL de
leche entera UHT fueron inoculados con un 2% (v/v)
de cada cultivo overnight (simulando concentraciones
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de uso de cultivos estarter en productos lacteos): L.
plantarum 60-1, L. plantarum 62-1. Los tubos Falcén
fueron incubados a 37£2°C, durante la incubacion fue-
ron tomados triplicados de cada muestra en los tiem-
pos: 0,2, 4,6,8,10,12 y 24 horas para realizar la cur-
va de crecimiento. A cada muestra se le realizé el re-
cuento de células viables (UFC/mL) por la técnica de la
microgota.

Para las curvas de L. monocytogenes fueron preparados
27 tubos con leche UHT que fueron inoculados con
100uL de una suspension de células que contenia una
concentraciéon aproximada de 10* células/100uL, obte-
nida con la ecuacién de la curva de calibracién, Absor-
bancia= 0,0190289 + 6,04645x10"°x Concentracion
(LogUFC), a las curvas de crecimiento para este micro-
organismo, se les tomé una muestra de mas a las 14
horas.

Cinéticas de crecimiento en co-cultivo. A 24 tubos
Falcon estériles adicionados con 7 mL de leche entera
UHT previamente tratada fueron inoculados con un 2%
(v/v) del cultivo overnight de BAL y 100uL de una sus-
pensién de células aproximada de 10* células de Listeria
monocytogenes. Los tubos Falcon fueron incubados a
37+2 °C y se tomaron 3 tubos en diferentes tiempos: 0,
2,4,6,8, 10,12, 14 y 24 horas. A cada muestra se les
realizé el recuento de células viables (UFC/mL) de cada
uno de los microorganismos adicionados. Se realizé la
curva de crecimiento para cada cepa BAL en co-cultivo
con L. monocytogenes. El cambio en el pH para cada co
-cultivo se registrd en los diferentes tiempos de la cinéti-
ca usando un pH-metro multiparamétrico PH-201l Cii y
electrodo HANNA, con un sistema de adquisicién de
datos elaborado por el Centro de Instrumentacion Inter-
facultades UdeA.

Calculo de parametros cinéticos. Los datos del Log
natural de los recuentos de las unidades formadoras de
colonias (UFC) por mililitro (Log UFC/mL) fueron em-
pleados para graficar las curvas de crecimiento en leche
UHT para los diferentes microorganismos: L. plantarum
60-1, L. plantarum 62-1 y L. monocytogenes, estas cur-
vas iniciales fueron utilizadas como control de creci-
miento de los microorganismos en mezclas en el sustra-
to empleado. Los datos obtenidos fueron empleados
para calcular la velocidad especifica de crecimiento (),
la cudl fue calculada empleando la ecuacion 1, para las
diferentes condiciones evaluadas (monocultivos y co-
cultivos). El tiempo de duplicacién fue obtenido a partir
de la velocidad especifica de crecimiento (Diaz, 2012).

X
Ecu. 1. s

n=—

Recuento de células viables. Para las cepas BAL se lle-
v6 a cabo en agar MRS mediante la técnica por micro-
gota, donde el rango de diluciones empleados para la
inoculacién iba de 102 a 10, esto segtn el tiempo de
muestra e incubandolas a 372 °C por 48 horas. Para L.
monocytogenes el recuento se realizé en Listeria Selec-
tive Agar Base suplementado con Listeria Selective
Supplement sembrado por microgota la muestra de
forma directa hasta la dilucién 107 segin el tiempo de
muestra y se incubaron a 37+2 °C por 48 horas. Pasado
el tiempo de incubacién para ambos microorganismos
se realizé el conteo de las UFC para cada tiempo vy el
logaritmo de las unidades formadoras de colonias fue
calculado (Log UFC), con estos datos fueron construi-
das las curvas de crecimiento. Estos recuentos se lleva-
ron a cabo mediante la ecuacién:

Ecu. 2. N:L
Vx1,1xd

Dénde:

>'c es la suma de las colonias contadas en las dos cajas
provenientes de dos diluciones sucesivas;

V es el volumen de indculo puesto en cada caja en mili-
litros;

d es la diluciéon correspondiente a la primera dilucién
seleccionada, d=1 cuando el producto no fue diluido

Andlisis Estadistico. Los datos fueron procesados em-
pleando el software SPSS para la correlacion mediante
la prueba no paramétrica de Rho Spearman y el softwa-
re Statgrafics Centurion 17.2.00, empleando ANOVA y
prueba de comparacion de medias LSD de Fischer con
5% de significancia.

RESULTADOS

Curva de calibracion L. monocytogenes. El andlisis del
modelo ajustado para la curva de calibracion de los
datos de la absorbancia (DO) vs logaritmo del recuento
de microorganismos (Log UFC) y los valores estimados
para el intercepto y la pendiente se presentan en la
figura 1.

El andlisis de regresion lineal muestra una alta correla-
cion lineal positiva (0,98) para las variables Absorbancia
y concentracién Log UFC. Esta ecuacion permitié ajus-
tar la concentracién de células de L. monocytogenes
para la realizacién de las curvas de crecimiento en DO
0,02 (Log UFC= 3,5).

Para la correlacién estadistica entre las técnicas de mi-
crogota y extension, se encontré que los datos no se
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Figura 1. Gréfico de correlacién DO vs Log UFC/mL.
Extension Microgota
Coeficiente de correlacion. 1 0,775**
Extension Sig. bilateral - 0
Rho de
N 28 28
Spearman
Coeficiente de correlacion 0,775** 1
Microgota Sig. bilateral 0 -
N 28 28
Tabla 1. Prueba no paramétrica Rho de Spearman.
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Figura 2. Cinética de crecimiento Lactobacillus plantarum 60-1, Lactobacillus plantarum 62-1'y
L. monocytogenes en monocultivo.
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Tabla 2. Andlisis de contraste para grupos homogéneos.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
BALBO-1 - BALB2 0363333 00554955
BAL &0-1 - Contral 421667 00554955
BAL&2-T - Contral L385333 00554955

* indica una diferencia significativa.

ajustan a una distribucién normal, por lo tanto, se reali-
z6 la prueba no paramétrica en la cual se evidencia una
fuerte correlacion entre los resultados como se muestra
en la tabla 1. Por lo que se decidi6 utilizar el método
de la microgota para la realizacion de los recuentos de
microorganismos.

Crecimiento monocultivo de L. plantarum 60-1, L.
plantarum 62-1 y L. monocytogenes. La cinética de
crecimiento de los diferentes microorganismos inocula-
dos en la leche UHT, durante 24 horas de incubacién
se presentan en la figura 2.

Las bacterias L. plantarum 60-1 y L. plantarum 62-1 par-
ten de una concentracion inicial de 6.46 y 6.51 Log
UFC/mL respectivamente, presentando una fase de
adaptacion corta y una fase logaritmica que alcanza el
mayor crecimiento a las 8h de incubacion. Después del
tiempo de incubacion de 24 horas ambas cepas alcan-
zan una concentracion maxima de 8.69 y 8.65 Log
UFC/mL. Para L. monocytogenes, el Logaritmo de la
concentracién inicial de UFC es de 3.72 Log UFC/mL,
el crecimiento maximo es alcanzado a las 14 horas de
incubacion y permanece constante hasta las 24h, tiem-
po final hasta el cual se realizé la experimentacion
(8.01 Log UFC/mL).

Curvas de crecimiento de L. monocytogenes inocula-
das en co-cultivo. La cinética de las curvas de creci-
miento de L. monocytogenes inoculadas en co-cultivos
con L. plantarum 60-1 y L. plantarum 62-1 y de la L. mo-
nocytogenes inoculada en monocultivo (control) en la
leche UHT se presentan en la figura 3.

La figura 3 muestra el crecimiento de la cepa de L. mo-
nocytogenes durante un periodo de 24 horas, ademas
del comportamiento del pH del medio a medida que se
produce el crecimiento de las BAL y L. monocytogenes.
Se puede ver que durante las primeras 6h de crecimien-
to, bajo las condiciones 6ptimas de incubacién para L.
monocytogenes, no se observan diferencias significati-
vas entre los tratamientos y el control, mientras que
durante este lapso de tiempo se presenta el mayor cam-

bio en el pH del medio partiendo desde 6,39 y 6,38
hasta 4,84 y 4,57 para las cepas 62-1 y 60-1 respectiva-
mente. Después de este punto se observan diferencias
entre el crecimiento de L. monocytogenes cuando esta
inoculada en monocultivo, con los de L. monocytoge-
nes en co-cultivos con las dos cepas de L. plantarum (60
-1 y 62-1). En los co-cultivos, después de 12 horas de
incubacion, la concentracion de L. monocytogenes no
presentan una variacion significativa y no se da un cam-
bio representativo del pH (3,8-4,0) hasta el tiempo final
de seguimiento (24h), alcanzando concentraciones de
5.95 Log UFC/mL de L. monocytogenes en ambos trata-
mientos, disminuyendo el crecimiento en aproximada-
mente 2,4 Log UFC/mL en comparacién con el mono-
cultivo.

Los valores medios y los intervalos LSD (Diferencia me-
nos significativa) de Fisher para la tasa de crecimiento
(U maxima) de L. monocytogenes sola (control) y en co-
cultivo se presentan en la figura 4.

El andlisis de varianza de una via muestra para la tasa
de crecimiento para los tres tratamiento muestra que
existe diferencias estadisticas (p<0,05), claramente se
muestran dos grupos homogéneos, donde el tratamien-
to control forma un grupo con un valor promedio de
tasa de crecimiento mayor, (umax=0,65), y el otro gru-
po homogéneo esta conformado por los tratamientos
en co-cultivo con las BAL Lp 60-1 (umax=0,22) y Lp 62-
1 (umax=0,27). La mayor diferencia entre este grupo
homogéneo fue presentada por el tratamiento con BAL
Lp 60-1 que obtuvo significativamente el menor valor
promedio (-0,42) comparado con el tratamiento control
(tabla 2).

DISCUSION

El desarrollo de tecnologias alternativas para disminuir o
tener bajo control la concentracion de microorganis-
mos patdégenos en alimentos, incluye el enfoque de
biopreservacion, en la cual se utilizan cepas de bacte-
rias 4cido lacticas para controlar estos patégenos. La
biopreservacién tiene como finalidad aumentar la vida
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de almacenamiento y mejorar la seguridad de los ali-
mentos que utilizan la microbiota natural o sus produc-
tos antimicrobianos (Angmo et al., 2016).

Las cepas de BAL y de L. monocytogenes utilizadas en
este estudio iniciaron su fase exponencial desde su ino-
culacién, esto era de esperarse debido a que se realiza-
ron in6culos previos para hacerlas més activas metabé-
licamente. En nuestro caso se logré evidenciar en célu-
las bacterianas activas el cambio en la velocidad de
crecimiento (pmax) para L. monocytogenes, cambio que
se presenta posiblemente debido a la presencia de los
microorganismos (Lp60-1 y Lp62-1) o por la produccion
de metabolitos generados del metabolismo de las BAL.
La capacidad antagénica para estos microorganismos
ha sido reportada por Motato et al. (2016), quienes
lograron evidenciar el antagonismo de las cepas de L.
plantarum 60-1 y L. plantarum 62-1 aisladas de sueros
costenos de productos autéctonos colombianos
(Motato et al., 2016) y mostraron que estos microorga-
nismos pueden presentar hasta 5 mm de halo de inhibi-
cién contra L. monocytogenes en medios convenciona-
les, efecto que logré evidenciarse en la leche UHT. Esta
capacidad inhibitoria ha sido reportada por otros auto-
res. (Zeng et al., 2014; Dubourg et al., 2015; Malheiros
etal., 2016).

El rapido crecimiento de las BAL genera una mayor pro-
duccién de metabolitos entre ellos acido lactico, acido
propidnico y acido acético generados del metabolismo
heterofermentativo del microorganismo (Ganzle, 2015),
esta produccién de acidos es evidenciada por la dismi-
nucién del pH en el medio de cultivo, variando las con-
diciones 6ptimas de crecimiento para L. monocytoge-
nes, las cuales son reportadas con un pH optimo entre
(4.1 -9.6) (Jay et al., 2005).

Algunos autores han evidenciado la produccién de bac-
teriocinas tipo clase lla, que pueden inducir efectos
letales al actuar sobre la membrana citoplasmica de L.
monocytogenes (Woraprayote et al., 2016); Wang et al.,
2018). Resultados similares han sido reportados por
Sakaridis et al. (2012), donde se evalué la potencial acti-
vidad antagonista de 7 aislados de BAL contra cepas de
Salmonella spp. y L. monocytogenes, en la cual todos
presentaron una posible actividad inhibitoria contra Sal-
monella y Listeria, ademas de las caracteristicas psicrotré-
ficas necesarias para su uso como cultivos protectores.

En otro estudio de tipo experimental, se evalud la capa-
cidad de aislados de BAL en el biocontrol de L. mono-
cytogenes aislada de granos de cerveza, encontrando
que todas las cepas de BAL analizadas mostraron activi-
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dad antagonista contra L. monocytogenes por produc-
cién de compuestos tales como acidos organicos, bac-
teriocinas, peréxido de hidrégeno, entre otros, este
trabajo coincide con los resultados obtenidos en nues-
tra investigacion, pero utilizando las BAL en una matriz
lactea (Asurmendi et al., 2015).

Este trabajo mostr6 que el efecto antagénico de las BAL
empleadas contra la inhibicién de L. monocytogenes, se
presenta después de las 6 primeras horas de co-cultivo,
tanto en el tratamiento con la cepa Lp 60-1 como con
Lp 62-1, evidenciando una disminucién hasta de 2 log
UFC/mL en las tasas de crecimiento para L. monocyto-
genes después de las 24h de cultivo, esto nos permite
plantear la hipotesis que la baja en pH del medio de
cultivo sumado a los demas mecanismo como la com-
petencia por nutrientes, produccion de acidos, bacterio-
cinas y mecanismos de contacto célula a célu-
la influyeron en dicha reduccion de la concentracion
de L. monocytogenes como lo plantea Giello et al.
(2018), ademas estos resultados son consistentes con
Campagnollo et al. (2018), quienes evaluaron el efecto
antagoénico de cepas BAL contra L. monocytogenes en
quesos, obteniendo como resultado una reduccién del

crecimiento de L. monocytogenes de aproximadamente
4 log UFC/g cuando estos fueron inoculados con cepas
de BAL, los autores atribuyeron esto a los diferentes
mecanismos de inhibicion producidos por las BAL.

Al comparar la velocidad de crecimiento del patégeno
evaluado, no se encontraron procedimientos experi-
mentales realizados en condiciones equivalentes, ya
que los estudios difieren en tiempos experimentales,
temperatura o matriz empleada para el crecimiento.
Augustin et al. (2005), menciona que las curvas de cre-
cimiento de L. monocytogenes dependen especifica-
mente de los alimentos, los procesos y las condiciones
donde se evaldan. Su estudio mostré que el valor me-
dio para la imax obtenida de 186 cinéticas de creci-
miento analizadas para L. monocytogenes, tuvo un pro-
medio de imax=0,742 h', donde estos autores evalua-
ron diferentes parametros y utilizaron diversos modelos
de calculo, dando como resultado un grupo de cinéti-
cas de crecimiento heterogéneo para productos lacteos
liquidos donde se encuentran la leche y el suero de
leche. Para nuestro caso el haber obtenido una
imax=0,65 h'para el crecimiento de L. monocytogenes
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en leche UHT comercial se aproxima a lo descrito por
estos autores.

CONCLUSIONES

El presente estudio ha mostrado la eficacia para dismi-
nuir el crecimiento de L. monocytogenes en leche UHT
al ser inoculada en co-cultivos con cepas de bacterias
acido lacticas L. plantarum (60-1 y 62-1), aisladas de
productos autéctonos como lo es el Suero Costefio.

Los resultados obtenidos en esta investigacion presen-
tan una opcién para la aplicacién de estas cepas como
cultivos adjuntos en el control de L. monocytogenes
durante la produccién de lacteos fermentados, con po-
sibilidad de convertirse en una medida alternativa para
mejorar la vida dtil, el almacenamiento y la seguridad
de dichos productos reduciendo el uso de aditivos qui-
micos.
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