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1. RESUMEN 

Las cepas de Escherichia coli enterohemorrágica (ECEH) componen un subgrupo de 

bacterias patógenas capaces de causar síndrome urémico hemolítico (SUH) en humanos. El 

SUH es un desorden multisistémico que afecta especialmente a niños y es la principal causa 

de insuficiencia renal aguda en esta población. La mayoría de los pacientes afectados por 

esta patología logran recuperarse con terapia de apoyo, aunque entre un 2 y 5% de los 

pacientes mueren y entre un 12 y 30% sufren secuelas graves. E. coli O157:H7 es el 

serotipo más frecuentemente aislado en casos de SUH, sin embargo son varios los 

serotipos capaces de causar la enfermedad. La aplicación de microorganismos probióticos, 

específicamente miembros del género Lactobacillus, o de las sustancias antimicrobianas 

producidas por estos microorganismos, se presenta como una valiosa herramienta para el 

biocontrol de ECEH. El objetivo de este trabajo fue determinar la mínima concentración de 

las sustancias tipo bacteriocinas de Lactobacillus fermentum L23 y L. rhamnosus L60 

necesaria para inhibir y eliminar a E. coli O157:H7 y no O157:H7, así como valorar el tipo de 

interacción entre dichas sustancias antimicrobianas. Se evaluó y cuantificó la actividad 

antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células puros (SLC) y los sobrenadantes 

neutralizados (SLCN) conteniendo las bacteriocinas de ambos lactobacilos mediante la 

técnica de difusión en pozos. Luego, para evaluar las interacciones entre ambas sustancias 

se llevó a cabo la técnica de checkerboard. Como paso preliminar, se evaluó la CIM de 

ambas bacteriocinas sobre una cepa de E. coli mediante la técnica de microdilución en caldo 

y se determinó además su modo de acción. Mediante la técnica de difusión en pozos se 

observó que los sobrenadantes mantenían la mayor parte de la actividad antimicrobiana 

luego de ser neutralizados, la cual se atribuyó a las bacteriocinas contenidas en ellos. 

Incluso a bajas concentraciones ambas sustancias fueron capaces de inhibir el crecimiento 

de ECEH, observándose que la CIM de la bacteriocina L23 se encontró en un rango 

comprendido entre 40 y 80 UA ml-1, mientras que la CIM de L60 presentó valores de entre 

40 y 160 UA ml-1 para todas las cepas ensayadas. Posteriormente, mediante la técnica de 

microdilución en caldo se determinó que ambas bacteriocinas presentaban una CIM de    

160 UA ml-1 sobre ECEH y un modo de acción bacteriostático. Finalmente, utilizando la 

técnica de checkerboard, se observó que estas sustancias antimicrobianas presentaban una 

interacción sinérgica sobre ECEH. En conclusión, ambas bacteriocinas podrían representar 

una estrategia alternativa promisoria para el biocontrol de este microorganismo patógeno. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Bacterias ácido lácticas 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son un grupo heterogéneo de bacterias Gram 

positivas con metabolismo fermentativo productoras de ácidos orgánicos, siendo el ácido 

láctico su principal producto. Son cocos o bacilos Gram positivos, inmóviles, que carecen de 

porfirinas y citocromos, no llevan a cabo fosforilación oxidativa y por lo tanto obtienen su 

energía exclusivamente mediante fosforilación a nivel de sustrato. Poseen además 

necesidades nutricionales complejas que incluyen aminoácidos, vitaminas, purinas y 

pirimidinas. Este grupo de bacterias se divide en base a los productos que generan como 

consecuencia de la fermentación de azúcares en homofermentadores, heterofermentadores 

obligados y heterofermentadores facultativos. Las diferencias observadas entre estos 

subgrupos se deben a la presencia o ausencia de la enzima aldolasa, clave en la glucólisis 

(Madigan y col. 2009, Salvetti y col., 2013).  

Las BAL comprenden varios géneros como Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Pediococcus, Oenococcus, entre otros, y se han utilizado por siglos en la producción de 

alimentos fermentados. Se encuentran distribuidas ampliamente en la naturaleza y han sido 

aisladas de tierra, materia vegetal en descomposición, alimentos (frutas, productos lácteos, 

carnes y pescados fermentados, jugos y vegetales encurtidos), aguas residuales y 

ensilados. Son además importantes componentes de la microbiota de los epitelios de la 

mucosa vaginal y del tracto gastrointestinal de humanos y animales (Madigan y col. 2009; 

Behnsen y col., 2013; Álvarez-Sieiro y col., 2016; Mokoena, 2017).  

 

1.1.2. Género Lactobacillus 

 El género Lactobacillus comprende más de 200 especies caracterizadas de bacilos 

Gram positivos, no esporulados, inmóviles, catalasa negativos. Son microorganismos 

anaerobios facultativos o microaerófilos, cuyo crecimiento se ve favorecido en atmósferas 

con baja presión de oxígeno (5-10% de CO2). Los lactobacilos pueden presentar un rango 

de temperaturas de crecimiento entre 2 y 53°C, siendo óptimo su desarrollo a temperaturas 

entre 30 y 40°C. Son microorganismos acidúricos, con un pH óptimo de crecimiento entre 

5,5 y 6,2 (Vos y col., 2009; Duar y col., 2017). 

 Los microorganismos de este género presentan diversos requerimientos 

nutricionales, que pueden variar de acuerdo a las diferentes especies. Requieren para su 

crecimiento una fuente de carbohidratos fermentables, ácidos grasos o ésteres de ácidos 
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grasos, aminoácidos, péptidos, vitaminas, derivados de ácidos nucleicos y sales minerales. 

El medio más utilizado para su desarrollo es el medio MRS, diseñado por de Man, Rogosa y 

Sharpe, ya que provee todos los nutrientes necesarios para el desarrollo de estos 

microorganismos (Vos y col., 2009). 

 Los lactobacilos están ampliamente distribuidos en la naturaleza, se los ha aislado 

de fuentes muy diversas como suelo, agua, productos lácteos, carnes, pescados, bebidas 

fermentadas, frutas, entre otros. Además forman parte de la microbiota de la cavidad bucal, 

el tracto gastrointestinal y vaginal humano y de muchos animales (Vos y col., 2009; Duar y 

col., 2017). 

 Las especies del género Lactobacillus presentan un metabolismo fermentativo. En 

base a esto es posible clasificarlos en tres grupos metabólicos (Vos y col., 2009; Salvetti y 

col., 2012; Duar y col., 2017): 

 Grupo A: lactobacilos homofermentativos obligados, fermentan las hexosas liberando 

ácido láctico por medio de la vía de Embden-Meyerhof-Parnas o glucólisis. No 

fermentan pentosas ni gluconato. 

 Grupo B: lactobacilos heterofermentativos facultativos, fermentan las hexosas a 

ácido láctico por la vía de Embden-Meyerhof-Parnas. En condiciones limitantes de 

glucosa, pueden fermentar pentosas y gluconato debido a la acción de una 

fosfocetolasa inducible produciendo ácido láctico, ácido acético, etanol y ácido 

fórmico. 

 Grupo C: lactobacilos heterofermentativos obligados, carecen de la enzima aldolasa 

por lo que metabolizan hexosas y pentosas por medio de la vía del fosfogluconato, 

produciendo ácido láctico, etanol y CO2. 

 

Muchos miembros del género Lactobacillus son considerados como microorganismos 

probióticos. Los probióticos son definidos como “microorganismos vivos que cuando son 

administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del hospedador” 

(FDA, 2006). Para que un microorganismo sea considerado probiótico debe cumplir con una 

serie de requisitos, entre los que se destacan (Huys y col., 2013): 

 Identificación taxonómica a niveles de género, especie y cepa 

 Carácter GRAS (“Generally Regarded As Safe”: generalmente reconocido como 

seguro para la salud) 

 Ser microbiota normal y provenir de individuos sanos 

 No presentar resistencia a antibióticos 

 Ensayos in vitro e in vivo que demuestren el/los efecto/s probiótico/s adjudicado/s 
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 Resistencia a la acidez gástrica, bilis y a la lisozima 

 Capacidad de adherirse y colonizar la mucosa epitelial 

Entre los beneficios más importantes otorgados por los microorganismos probióticos se 

encuentran: 

 Antagonismo sobre microorganismos patógenos 

Las cepas probióticas pueden disminuir la invasión de microorganismos patógenos a las 

células de los epitelios en los que se encuentren al liberar productos antimicrobianos como 

bacteriocinas, peróxido de hidrógeno y ácidos orgánicos, y la adhesión al liberar 

biosurfactantes (Ceresa y col., 2015; Patel y DuPont, 2015). 

 Exclusión competitiva de microorganismos patógenos 

Estas cepas compiten por nutrientes y sitios receptores con otros microorganismos. La 

capacidad de un probiótico para adherirse o interactuar con el epitelio genera un 

impedimento para la colonización por parte de microorganismos patógenos (Borges y col., 

2013, Patel y DuPont, 2015; Gómez y col., 2016). 

Los probióticos también estimulan, modulan y regulan el sistema inmune mediante la 

activación de genes específicos en las células del huésped. Tienen también un rol 

significativo en la angiogénesis intestinal, lo cual reduce la inflamación aguda y crónica 

causada por enfermedades inflamatorias intestinales. Además son capaces de reducir la 

intolerancia a la lactosa mediante la producción de la enzima β-galactosidasa, necesaria 

para su metabolismo. Otros de sus beneficios son la reducción de los niveles de colesterol 

en sangre, la prevención del desarrollo de tumores y la normalización del tránsito intestinal 

en pacientes que padecen cuadros de diarrea o constipación (Dicks y Botes, 2010; Cano-

Garrido y col., 2015; George Kerry y col., 2018). 

 

1.1.2.1 Metabolitos antimicrobianos producidos por Lactobacillus spp. 

 Los metabolitos antimicrobianos producidos por cepas de lactobacilos son sustancias 

que se liberan al medio e inhiben el crecimiento de otros microorganismos potencialmente 

patógenos. En general las especies del género Lactobacillus tienen la capacidad de producir 

diversas sustancias antimicrobianas, tales como ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno, 

biosurfactantes y bacteriocinas. 
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1.1.2.1.1 Ácidos orgánicos 

 Los ácidos orgánicos producidos por los lactobacilos disminuyen el pH del medio en 

el cual se encuentran, por lo que producen un efecto inhibitorio sobre bacterias Gram 

positivas y Gram negativas. La acumulación de ácidos orgánicos en el medio disminuye el 

pH, en estas condiciones dichas moléculas se encuentran en forma no disociada por lo que 

tienen afinidad por la membrana lipídica de las células bacterianas y pueden difundir 

libremente a través de la misma hacia el citoplasma. Una vez en el interior de las células, las 

moléculas de ácidos se disocian en protones cargados y aniones. Estos no pueden volver a 

difundir a través de la membrana hacia el exterior, por lo cual la acumulación de protones 

produce una disminución del pH intracelular llevando a una desnaturalización de las 

proteínas celulares, daño oxidativo, disminución de la fuerza protón-motriz y del transporte 

de nutrientes, e inhibición de la vía glucolítica con la consiguiente disminución de la 

producción de ATP. Por otra parte, la acumulación de aniones dentro de la célula interrumpe 

muchas funciones metabólicas y genera un aumento de la presión osmótica. Todos estos 

factores llevan a una inhibición del crecimiento bacteriano y finalmente la muerte del 

microorganismo. Los lactobacilos son capaces de sobrevivir y desarrollar a valores 

relativamente bajos de pH debido a que poseen una ATPasa translocadora de protones que 

cataliza el movimiento de iones hidrógeno a través de la membrana, resultando en el 

mantenimiento del pH intracelular (Theron y Lues, 2010; Wang y col., 2013). 

 

1.1.2.1.2. Peróxido de hidrógeno 

 Algunos lactobacilos son capaces de producir y liberar al medio peróxido de 

hidrógeno (H2O2). La actividad antimicrobiana de este metabolito se atribuye a su efecto 

oxidante en la célula bacteriana, causando daños en el ADN, desnaturalizando proteínas y 

alterando los lípidos de la membrana celular. Su principal efecto antimicrobiano es debido a 

la desnaturalización de las enzimas de la vía de la glucólisis. El transporte de glucosa, la 

actividad de la hexoquinasa y de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa son inhibidos 

debido a la oxidación de sus grupos sulfhidrilo (Dicks y Botes, 2010). 

 

1.1.2.1.3. Biosurfactantes 

 Los biosurfactantes son metabolitos anfipáticos producidos por una amplia variedad 

de microorganismos, que poseen tanto grupos hidrofílicos como hidrofóbicos dentro de la 

misma molécula, como glucolípidos, fosfolípidos, lipopéptidos y compuestos poliméricos. La 

adsorción de estas moléculas a una superficie es capaz de reducir su hidrofobicidad, 
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interfiriendo con la adhesión microbiana. Su acción antimicrobiana se debe a la producción 

de alteraciones en la permeabilidad de la membrana citoplasmática de las células sensibles 

(Sharma y col., 2014; Ceresa y col., 2015). 

 

1.1.2.1.4. Bacteriocinas 

 Las bacteriocinas son metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana 

producidos por bacterias, que presentan un núcleo proteico al cual se pueden unir otras 

moléculas como glúcidos, lípidos, ADN y otros. Presentan un espectro de acción tanto sobre 

especies relacionadas como no relacionadas filogenéticamente (Yang y col., 2014; Ruíz y 

col., 2015; Álvarez-Sieiro y col., 2016). 

 La capacidad de producir bacteriocinas representa una ventaja adaptativa para la 

bacteria productora, ya que constituye una estrategia para el mantenimiento de la población 

y la reducción del número de microorganismos potencialmente patógenos (Yang y col, 

2014). Muchas de estas sustancias naturales tienen un importante potencial biotecnológico 

tanto en la industria farmacéutica, alimentaria, medicina humana y veterinaria. Esto se debe 

principalmente a su amplio rango de actividad antimicrobiana y a la ausencia de resistencia 

cruzada con antibióticos (Ruíz y col., 2015). Los lactobacilos productores de bacteriocinas 

son de especial interés debido a la amplia utilización que estos microorganismos han tenido 

en la producción de alimentos a lo largo de la historia y debido a que son reconocidos como 

GRAS (Álvarez-Sieiro y col., 2016). 

 

1.1.3. Bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas 

 Generalmente las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas son 

metabolitos antimicrobianos de bajo peso molecular. Dentro de las bacterias Gram positivas, 

las BAL son las principales productoras de bacteriocinas, las cuales presentan una variedad 

de tamaños, estructuras, propiedades fisicoquímicas y espectros de inhibición (Yang y col., 

2014). Su modo de acción puede ser bacteriostático o bactericida. El primero implica un 

efecto inhibitorio del crecimiento microbiano sin afectar la viabilidad celular. Un efecto 

bactericida, en cambio, produce muerte celular, que puede causar lisis bacteriana o no. El 

modo de acción depende de varios factores tales como concentración y grado de 

purificación de la bacteriocina, estado fisiológico de los microorganismos sensibles y de las 

condiciones experimentales, como temperatura, pH o presencia de otros compuestos 

antimicrobianos (Bali y col., 2016). 
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 Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas son clasificadas de 

acuerdo a diferentes características como su estructura química, peso molecular, 

susceptibilidad a la acción de enzimas, termoestabilidad, mecanismo de acción, actividad 

antimicrobiana y modificaciones post-traduccionales. En base a dichas características, Heng 

y col. (2007) las agrupan en cuatro clases. La figura 1 muestra la clasificación de las 

bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas según dicha clasificación y se 

destacan los ejemplos más representativos de cada clase. 

 

Figura 1: Clasificación de bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas propuesta 

por Heng y col. (2007) 

 

 Clase I: lantibióticos, pequeños péptidos de menos de 5 kDa compuestos por 19 a 

34 aminoácidos, termoestables. Contienen residuos de aminoácidos inusuales como 

lantionina, β-metil lantionina y aminoácidos deshidratados. Las bacteriocinas de clase I a su 

vez se subdividen en: 

Bacteriocinas de bacterias Gram Positivas 

Clase I Clase II Clase III Clase IV 

Tipo Ia: 
lineales, ej. 

nisina 

Tipo Ib: 
globulares, ej. 

mutacina II 

Tipo Ic: multi-
componentes, 

ej lacticina  

Tipo IIa: de un 
componente, ej. 
pediocina PA-1 

Tipo IIb: multi-
componentes, 
ej. plantaricina 

Tipo IIc: 
misceláneas 

Tipo IIIa: 
lisinas 

Tipo IIIb: no 
líticas 

Péptidos 
cíclicos, ej. 
enterocina 

AS-48 
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  Clase IA: moléculas de estructura lineal que producen poros en la membrana 

de células sensibles. 

  Clase IB: péptidos globulares aniónicos o neutros que reaccionan con las 

enzimas celulares. 

  Clase IC: incluye a los lantibióticos cuya estructura está compuesta por más 

de una molécula.  

 Clase II: péptidos no lantibióticos de menos de 10 kDa, contienen de 37 a 58 

aminoácidos, con alto contenido de glicina. Son termoestables y no están modificados. Se 

insertan en la membrana de la célula bacteriana causando permeabilización, 

despolarización debido a la pérdida de iones y disminución de la concentración intracelular 

de ATP. Se subdividen en: 

  Clase IIa: bacteriocinas tipo pediocina, pequeñas de un componente. 

  Clase IIb: bacteriocinas que dependen de la actividad complementaria de dos 

péptidos para formar un complejo de formación de poro. 

  Clase IIc: abarca aquellas bacteriocinas de la clase II cuya peculiaridad 

impide clasificarlas en ninguno de los tipos anteriores. 

 
 Clase III: proteínas termolábiles de alto peso molecular (>10 kDa), se subdividen en 

dos tipos: 

  Tipo IIIa: es el grupo de las bacteriolisinas, como la enterolisina A y la 

zoocina A. Son endopeptidasas que escinden las uniones interpeptídicas de la pared de 

bacterias Gram positivas, causando la lisis de las bacterias sensibles. 

  Tipo IIIb: estas bacteriocinas matan a las células blanco por medio de 

métodos no líticos, como la disipación de la fuerza protón motriz, que lleva a la disminución 

de los niveles de ATP y a la muerte celular. 

 Clase IV: agrupa a las bacteriocinas cíclicas, las cuales luego de ser sintetizadas 

ribosomalmente sufren una modificación post-traduccional de manera que el primer y último 

aminoácido del péptido son unidos covalentemente. Su estructura circular les confiere 

resistencia a la degradación proteolítica y les brinda mayor resistencia a altas temperaturas 

y diferentes valores de pH. La enterocina AS-48 fue la primer bacteriocina descripta de este 

grupo y es la más estudiada. 
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1.2. Escherichia coli: características generales 

E. coli es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Es un bacilo 

Gram negativo recto y de extremos redondeados que presenta movilidad por flagelos 

peritricos. Es un microorganismo anaerobio facultativo, oxidasa negativo y capaz de producir 

ácido y gas a partir de la fermentación de azúcares (Lim y col., 2010).  

Forma parte de la microbiota del tracto gastrointestinal de los animales de sangre 

caliente, incluido el ser humano. La mayoría de las cepas de E. coli no son patógenas y 

residen en el colon sin causar ningún daño. Sin embargo, algunos serotipos juegan un papel 

importante tanto en enfermedades intestinales como extraintestinales. La capacidad de 

estas cepas de causar enfermedades se atribuye a la adquisición de genes de virulencia 

que pueden estar localizados en islas de patogenicidad, bacteriófagos integrados y/o 

plásmidos (Fernández y Padola, 2012; Eichhorn y col., 2015; Lim y col., 2010). 

 

1.2.1. Escherichia coli productoras de diarreas 

 Las cepas de E. coli aisladas de procesos infecciosos intestinales han sido 

agrupadas en cinco categorías basadas en evidencia epidemiológica, características 

fenotípicas, manifestaciones clínicas y factores de virulencia específicos. Estas categorías 

de E. coli productoras de diarreas incluyen a E. coli enteropatogénica (ECEP), E. coli 

enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEAg) y 

E. coli enterohemorrágica (ECEH) (Gomes y col., 2016). Algunos autores consideran 

además una sexta categoría de E. coli patógenas, llamada E. coli de adherencia difusa 

(ECAD) (Winn y col., 2008; Castro-Rosas y col., 2012). En la figura 2 se muestra la 

clasificación de las cepas de E. coli productoras de diarrea según su mecanismo de acción 

propuesta por Gomes y col. (2016) y ejemplos de serotipos pertenecientes a cada categoría. 
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Gomes y col. 2016 

Figura 2: Escherichia coli productoras de diarreas 

Dentro de estas categorías, las cepas de E. coli enterohemorrágica (ECEH) 

componen un subgrupo de bacterias patógenas productoras de toxinas Shiga (Stx) capaces 

de causar colitis hemorrágica y síndrome urémico hemolítico (SUH) en humanos (Lim y col., 

2010; Fernández y Padola, 2012).  

En animales, el principal reservorio de ECEH está constituido por el ganado bovino. 

Aproximadamente la mitad de los casos de infección por ECEH están relacionados al 

consumo de alimentos de origen bovino, a la contaminación de fuentes de agua con las 

heces de estos animales, o al contacto directo entre humanos y rumiantes. Debido a esto, la 

carne y sus productos derivados constituyen el principal vehículo de ECEH al ser humano. 

Particularmente, la carne fresca presenta elevado riesgo de contaminación cuando se 

efectúan prácticas inadecuadas durante la faena del animal, sumado a una abundante 

cantidad de agua, nutrientes y un pH favorable para el desarrollo microbiano. Por otra parte, 

ECEH puede presentarse como contaminante de diferentes tipos de alimentos, siendo 

aislada también de vegetales, lácteos, agua, entre otros (Fernández y Padola, 2012; Brusa y 

col., 2012; Rigobelo y col., 2015; Woraprayote y col, 2016).  

Si bien el serotipo más estudiado del grupo de ECEH es el O157:H7, otros serotipos 

son capaces de generar SUH, como los serotipos O130:H11, O178:H19, O145:NM y 

O104:H4 (Rumi y col., 2012; Fernández y col., 2013; Mele y col., 2014, Miko y col., 2014). 

En nuestro país, estudios realizados acerca de la presencia de cepas de ECEH serotipos 

Escherichia coli productoras de diarrea 

Mecanismo invasivo Productoras de toxinas Otros mecanismos 
patógenos 

Toxinas 
citotónicas 

Toxinas 
citotóxicas 

ECEI 

ECET ECEH ECEP ECEAg 

O55 

O142 

O157:H7 

O26:H11 

O6 

O25 

O28 
O112 

O125 
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O157:H7 y no-O157:H7 en muestras de carne vacuna revelaron que en un 25,5% de las 

muestras de carne había presencia de ECEH O157:H7, mientras que un 52,2% de los casos 

se observó la presencia de serotipos de ECEH no-O157:H7 (Brusa y col., 2013). 

 

1.2.2. Factores de virulencia de Escherichia coli enterohemorrágica 

Los principales factores de virulencia de ECEH son sus citotoxinas denominadas 

verotoxinas o toxinas Shiga, las cuales se encuentran codificadas en el genoma de profagos 

integrados en el cromosoma bacteriano. Existen dos tipos de Stx: Stx1 y Stx2, estando la 

segunda asociada a los casos clínicos más severos. Estas toxinas pertenecen al grupo de 

las toxinas AB. La subunidad B se une a los receptores que se expresan en la superficie de 

la célula hospedera y la subunidad A presenta acción RNA N-glicosidasa sobre la subunidad 

ribosomal 28S, lo que causa una inhibición de la síntesis de proteínas. Los receptores son 

glucoesfingolípidos presentes en las células endoteliales microvasculares de los riñones, 

intestino y cerebro. Además, posee una resistencia intrínseca a la acidez, lo que le permite 

sobrevivir al pasaje por el estómago. La resistencia a la acidez está asociada con la 

disminución de la dosis infectiva de los microorganismos enteropatogénicos, en el caso de 

ECEH la dosis infectiva es de entre 10 y 100 unidades formadoras de colonias. Su 

capacidad para adherirse al epitelio está mediada por la expresión de la adhesina “intimina”, 

codificada por el gen cromosomal eae, y por un sistema de secreción bacteriano tipo III 

codificado en una isla de patogenicidad. Estos factores generan lesiones que causan la 

pérdida de las microvellosidades de los enterocitos y permiten la colonización bacteriana. 

Otros factores de virulencia observados son una enterohemolisina plasmídica y, en cepas 

que carecen del gen eae, una adhesina autoaglutinante (Saa) que está involucrada en la 

adhesión de estas cepas (Etcheverría y Padola, 2013; Cordonnier y col., 2016). 

 

1.2.3. Manifestaciones clínicas de las infecciones por Escherichia coli 

enterohemorrágica 

 En el ser humano, los síntomas clínicos asociados a la infección por ECEH aparecen 

luego de 3 a 5 días de ingerir la bacteria. El curso de la infección por este microorganismo 

se muestra en la figura 3. 

 Las manifestaciones gastrointestinales comienzan con una diarrea acuosa, dolor 

abdominal y, en ocasiones, náuseas y vómitos. En uno o dos días la diarrea puede 

progresar a una colitis hemorrágica, caracterizada por dolores abdominales, sangre en 

materia fecal y, ocasionalmente, fiebre. En la mayoría de los casos, los síntomas 
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desaparecen luego de una semana sin dejar secuelas evidentes. Sin embargo, pueden 

ocurrir complicaciones como el síndrome urémico hemolítico, púrpura trombocitopénica en 

adultos mayores, insuficiencia renal aguda y muerte (Fernández y Padola, 2012, Cordonnier 

y col., 2016). 

 

Fernández y Padola, 2012 

Figura 3: Desarrollo de la enfermedad causada por Escherichia coli enterohemorrágica 

 

1.2.4. Síndrome urémico hemolítico 

 El síndrome urémico hemolítico (SUH) es un desorden multisistémico que afecta 

principalmente a niños de entre 6 meses y 5 años. Está caracterizado por la presentación de 

una insuficiencia renal aguda, anemia hemolítica microangiopática y trombocitopenia, con 

microangiopatía (daño en endotelio de vasos sanguíneos de pequeño calibre) de 

localización renal y manifestaciones de lesión isquémica en sistema nervioso central, retina, 

miocardio, páncreas e intestino (Fernández y Padola, 2012). La acción patogénica de ECEH 

en el intestino delgado se muestra en la figura 4. La adhesión de ECEH al epitelio de las 

porciones más distales del intestino delgado provoca la pérdida de las microvellosidades. 

Una vez establecida la colonización bacteriana, se desencadena una reacción inflamatoria 

caracterizada por la producción de citoquinas pro-inflamatorias y quimiotácticas. Además, en 

esta etapa comienza la liberación de la Stx, la cual cruza la barrera epitelial y viaja por vía 

sanguínea hacia los riñones y el sistema nervioso central (Cordonnier y col., 2016). 
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Cordonnier y col., 2016 

Figura 4: Patogenia de Escherichia coli enterohemorrágica 

 

Actualmente, no existe tratamiento para las infecciones por ECEH. La terapia 

antibiótica no es generalmente recomendada debido a que no aporta beneficios o incluso 

resulta contraproducente, incrementando particularmente el riesgo de SUH en pacientes 

tratados con antibióticos durante el período inicial de diarrea. Un posible mecanismo por el 

cual los antibióticos aumentan el riesgo de desarrollo de SUH es el incremento de la 

producción y/o liberación de Stx. Esto ocurre por medio de la inducción de profagos que 

contienen genes que codifican para la toxina. Dicha inducción promueve la transcripción, 

producción de Stx y liberación de la misma mediante lisis bacteriana mediada por fagos. Sin 

embargo, los efectos de diferentes clases de antibióticos en la producción in vitro de Stx 

difieren y son dependientes de la concentración de antibiótico y la naturaleza de la cepa de 

ECEH (por ejemplo, del serotipo o el tipo de Stx). En estudios realizados con ECEH 

O157:H7, fluoroquinolonas, trimetoprima-sulfametoxazol y ampicilina incrementaron 

significativamente la producción de Stx2, mientras que macrólidos, carbapenemes, 

aminoglucósidos, rifampicina, rifaximina y fosfomicina no tuvieron efecto en la producción de 
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Stx2 o fueron capaces de suprimirla. Estos resultados in vitro concuerdan con experimentos 

realizados en modelos animales (Bielaszewska y col., 2012; Etcheverría y Padola, 2013). 

La mayoría de los pacientes afectados por el SUH logran recuperarse con terapia de 

apoyo, que generalmente incluye control de fluidos y electrolitos, control de la hipertensión, 

uso de diálisis y transfusiones de sangre. Sin embargo, entre un 2 y 5% de los pacientes 

mueren y entre un 12 y 30% sufren secuelas graves y, a veces, permanentes, incluyendo 

insuficiencia renal, hipertensión, o manifestaciones a nivel de sistema nervioso central como 

hemorragias y convulsiones (Ibarra y col., 2008; Fernandez-Brando y col., 2011; López y 

col., 2012).  

 

1.2.4.1. Epidemiología del síndrome urémico hemolítico 

El SUH fue descripto por primera vez en Suiza, en 1955. Posteriormente, se 

reportaron casos en Europa, Norteamérica, Sudamérica, Sudáfrica, Australia, India y Japón. 

Gran cantidad de los casos reportados de SUH a nivel mundial provienen de Sudamérica, 

especialmente de Argentina, donde esta enfermedad es endémica y presenta una incidencia 

mayor respecto a la incidencia a nivel mundial (Mele y col., 2014). 

En nuestro país, según el Boletín Integrado de Vigilancia Epidemiológica N° 392 del 

mes de enero de 2018, a la semana 48 del 2017 se notificaron 326 casos de SUH, con una 

tasa acumulada de 0,75 casos cada 100.000 habitantes. Con respecto a los menores de 5 

años, se notificaron 251 casos, siendo la tasa acumulada de 6,68 casos cada 100.000 

menores de 5 años. Respecto del estudio etiológico de los casos, en el 43,3% se identificó a 

E. coli productora de toxina Shiga como agente causal. De éstos, el 51,1% correspondieron 

al serotipo O157, el 29,1% presentaron serotipo No-O157, y el 19,9% restante presentaron 

aislamientos negativos. En las figuras 5 y 6 se muestran el número de casos y tasas 

notificados de SUH cada 100.000 habitantes y cada 100.000 niños menores de 5 años, 

respectivamente, en nuestro país entre los años 2010 y 2017 (Boletín Integrado de 

Vigilancia Epidemiológica N° 392, enero 2018). 
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Boletín Integrado de Vigilancia Epidemiológica N° 392, enero 2018 

Figura 5: Casos y tasas (cada 100.000 habitantes) notificados de SUH en Argentina entre 

2010 y 2017 

 

Boletín Integrado de Vigilancia Epidemiológica N° 392, enero 2018 

Figura 6: Casos y tasas (cada 100.000 niños menores de 5 años) notificados de SUH en 

Argentina entre 2010 y 2017 

La prevalencia de diferentes serotipos de ECEH además del O157:H7 en productos 

cárnicos, sumada a la gravedad de las patologías que pueden ocasionar y a la ausencia de 

tratamientos específicos, hacen imprescindible encontrar alternativas naturales para el 

control de estos microorganismos patógenos. La aplicación de microorganismos como 



 
 

INTRODUCCIÓN | Christian Emmanuel Zavala 
 

16 
 

estrategias de biopreservación, específicamente miembros del género Lactobacillus, o de 

sus metabolitos antimicrobianos, se presenta como una valiosa herramienta para el 

biocontrol de ECEH en cortes de carne bovina. 

 

1.3. Aplicación de lactobacilos o sus metabolitos como método de biopreservación de 

alimentos 

 El uso de métodos tradicionales de conservación de alimentos tales como el 

congelado, la refrigeración, los procesos térmicos o los conservantes químicos no garantiza 

la inocuidad de los alimentos. Debido a ello, en los últimos tiempos se incorporó la utilización 

de agentes antimicrobianos, principalmente químicos, como método de inactivación de 

microorganismos alteradores y patógenos. Sin embargo, hoy en día los consumidores 

demandan alimentos mínimamente procesados y sin conservantes químicos. Esto ha 

llevado a la búsqueda de métodos naturales para la conservación de los alimentos 

(Woraprayote y col., 2016). 

 La biopreservación surgió como una estrategia para reducir el uso de conservantes y 

la intensidad de los tratamientos térmicos. Se entiende por biopreservación a la extensión de 

la vida útil de los productos alimenticios usando microorganismos o compuestos 

antimicrobianos naturales (Singh, 2018). La aplicación de bacteriocinas o de 

microorganismos productores de bacteriocinas, tales como los lactobacilos, como método de 

biopreservación  de alimentos constituye entonces una alternativa valiosa para este fin. 

Muchos de estos microorganismos producen bacteriocinas capaces de tolerar procesos 

térmicos, mantener actividad a diferentes rangos de pH y actuar en bajas concentraciones 

sin alterar las características organolépticas del alimento (Favaro y Todorov, 2017). 

 Actualmente, la nisina es la única bacteriocina aprobada internacionalmente para la 

biopreservación de alimentos. Ésta es normalmente aplicada sola o en combinación con 

otros compuestos tales como nitritos, especialmente en productos cárnicos. Sin embargo, la 

nisina tiene un espectro de acción que abarca sólo a bacterias Gram positivas y es activa 

solamente a valores de pH ácidos, lo que reduce la gama de alimentos en los cuales se 

puede aplicar (Pattanayaiying y col., 2014; Rai y col., 2016). Por lo cual la búsqueda de 

nuevas bacteriocinas para el control de microorganismos patógenos presentes en alimentos 

resulta relevante en la industria alimentaria. 

 Es de destacar que uno de los requerimientos más importantes para evaluar la 

capacidad antagónica de una sustancia antimicrobiana es ser efectiva a bajas 

concentraciones. Por ello, la determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) de 
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una bacteriocina sobre un microorganismo de interés permite cuantificar su actividad 

biológica. 

En la actualidad, existe un gran interés en la aplicación de combinaciones de 

bacteriocinas que actúen de forma sinérgica sobre bacterias patógenas en los alimentos a 

fin de obtener un mayor efecto inhibitorio aplicando dosis inferiores de cada bacteriocina. 
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2. HIPÓTESIS 

• Las sustancias tipo bacteriocinas producidas por lactobacilos presentan actividad 

inhibitoria y bactericida a diferentes concentraciones sobre Escherichia coli O157:H7 y no 

O157:H7.   
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general 

 

 Investigar la mínima concentración de las sustancias tipo bacteriocinas de 

lactobacilos necesaria para inhibir y eliminar a E. coli O157:H7 y no O157:H7. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 Determinar la mínima concentración de las sustancias tipo bacteriocinas producidas 

por cada lactobacilo que produzca inhibición del crecimiento de E. coli O157:H7 y no 

O157:H7. 

 Estudiar la concentración bactericida mínima de cada sustancia tipo bacteriocinas 

sobre las cepas de E. coli patógenas. 

 Valorar las interacciones entre bacteriocinas producidas por distintas especies de 

lactobacilos 

 Calcular las concentraciones inhibitorias fraccionarias (CIF) de las bacteriocinas 

sobre E. coli patógenas. 

 Evaluar y analizar los resultados estadísticamente. 

 



MATERIALES Y MÉTODOS | Christian Emmanuel Zavala 
 

20 
 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Cepas de lactobacilos utilizadas: Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus 

rhamnosus L60 

 Se trabajó con dos cepas de lactobacilos aislados e identificados previamente por el 

grupo de investigación del área de Bacteriología de la Universidad Nacional de Río Cuarto 

(Pascual y col., 2008,a,b). Ambas cepas fueron identificadas como Lactobacillus fermentum 

y L. rhamnosus mediante las pruebas bioquímicas sugeridas por el Manual Bergey de 

Bacteriología Sistemática (Vos y col., 2009), el sistema API 50 CHL (BioMèrieux, Inc, 

Francia) y análisis de ADNr 16S (Pascual y col., 2008b; Pascual y col., 2010). Las 

secuencias de ADNr de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 fueron depositadas en la 

base Gen Bank de secuencias génicas, bajo los números GQ 455406 y EF 495247, 

respectivamente. Ambos lactobacilos son productores de ácidos orgánicos y bacteriocinas, 

siendo L. rhamnosus L60 también productor de peróxido de hidrógeno. Estas cepas de 

lactobacilos han sido extensivamente estudiadas en sus características probióticas y 

bacteriocinogénicas. La producción de bacteriocinas por estos microorganismos les permite 

inhibir el crecimiento de gran variedad de géneros bacterianos como Staphylococcus, 

Enterobacter, Neisseria, Listeria, entre otros (Pascual y col. 2006; Pascual y col., 2008 a,b; 

Ruiz y col., 2012; Ruiz y col., 2015; García y col.; 2015). 

 Las cepas de lactobacilos fueron sembradas en caldo y agar Man Rogosa Sharpe 

(MRS) e incubadas a 37°C durante 18 - 24 h en microaerofilia con un 5% de CO2. Para 

comprobar la identidad de estas cepas se realizó tinción de Gram y las pruebas bioquímicas 

de género sugeridas por el Manual de Bergey de Bacteriología Sistemática (Vos y col., 

2009), que se detallan a continuación: 

 Prueba de la catalasa: Se colocó una ansada del microorganismo a ensayar sobre 

una gota de peróxido de hidrógeno en un portaobjetos. La reacción positiva es 

evidenciada por el desprendimiento de burbujas debido a la liberación de oxígeno 

por acción de la enzima catalasa. 

 Prueba de la enzima gelatinasa: Se inoculó el microorganismo en estudio en un 

caldo MRS con gelatina al 15% previamente disuelto en baño María. Se incubó a 

37°C durante 24 h. Posteriormente se refrigeró durante 2 h. El resultado positivo se 

evidencia por la licuación de la gelatina por acción de la enzima gelatinasa.  

 Producción de SH2: El microorganismo en estudio fue sembrado en un tubo con 

medio semisólido SIM (Britania), luego se incubó a 37°C por 24 h. La producción de 

SH2 se evidencia por la formación de un precipitado negro (sulfuro de hierro). 
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 Producción de indol: Se inoculó el microorganismo en estudio en un tubo con medio 

semisólido SIM, luego se incubó a 37°C por 24 h. Posteriormente, se agregaron 2 

gotas del reactivo de Kovacs, la producción de un halo rosa en la parte superior del 

medio es indicativo de una reacción positiva. 

 Movilidad: Se sembró por punción con ansa en punta el microorganismo en estudio 

en un tubo con medio semisólido SIM, luego se incubó a 37°C por 24 h. Una 

reacción positiva se evidencia por una turbidez general de todo el medio, mientras 

que una reacción negativa se caracteriza por el crecimiento en la línea de punción. 

 Reducción de NO3: Se inoculó el microorganismo en un tubo con caldo nitrato y se 

incubó a 37°C por 24 h. Posteriormente, se agregó el reactivo revelador compuesto 

por α-naftilamina al 1%, ácido sulfanílico al 10% y ácido tartárico al 89%. La reacción 

positiva se evidencia por la aparición de un color rojo luego de 1 a 2 minutos. 

 Citocromo oxidasa: Se preparó una suspensión densa del microorganismo en 

estudio en 0,2 ml de agua destilada y se colocó un disco comercial del reactivo N-N-

tetrametil p-fenilendiamina. La producción rápida de un color rosado evidencia una 

resultado positivo debido a la oxidación del reactivo por la enzima citocromo C 

oxidasa. 

4.2. Cepas de Escherichia coli enterohemorrágicas 

Se trabajó con 10 cepas de E. coli enterohemorrágica (ECEH), de las cuales seis 

presentaron el serotipo O157:H7 y las cuatro restantes fueron ECEH no O157:H7 (Tabla 1). 

Estas cepas pertenecen al cepario del área de Bacteriología de la Universidad Nacional de 

Río Cuarto, habiendo sido aisladas de procesos infecciosos humanos y animales, y a partir 

de alimentos. Las mismas fueron previamente identificadas y caracterizadas 

serológicamente. Para este trabajo, las cepas de ECEH fueron sembradas en caldo 

Tripticasa-Soya (CTS) y luego de 18 h de incubación a 37°C se aislaron en agar Tripticasa-

Soya (ATS) utilizando las mismas condiciones de incubación. 
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Tabla 1: Cepas de Escherichia coli enterohemorrágica utilizadas 

Cepa de 

ECEH 
Serotipo 

Toxina 

Shiga 

producida 

LAMA 627 O157:H7 Stx2 

LAMA 649 O157:H7 Stx2 

LAMA 682 O157:H7 Stx2 

LAMA 684 O157:H7 Stx2 

LAMA 686 O157:H7 Stx2 

LAMA 798 O157:H7 Stx2 

LAMA 637 O174:H8 Stx1 

LAMA 641 O174:H21 Stx1/Stx2 

LAMA 651 O8/O60:H19 Stx1/Stx2 

LAMA 772 O178:H19 Stx2 

 

Se confirmó la identificación de las cepas de ECEH mediante las pruebas 

bioquímicas que se detallan a continuación: 

 Prueba de la catalasa: Se realizó mediante la metodología detallada en el punto 4.1. 

 Reacción de rojo de metilo: Se inoculó una colonia aislada del microorganismo a 

ensayar en el medio de Clark y Lubs y se incubó durante 24 h a 37°C. Luego se 

agregaron unas gotas de rojo de metilo. La reacción positiva causa viraje del medio 

al color rojo debido a la disminución del pH producida por bacterias que realizan 

fermentación ácido-mixta. 

 Reacción de Voges-Proskauer: Se inoculó una colonia aislada del microorganismo a 

ensayar en 2 ml del medio de Clark y Lubs y se incubó a 37°C por 24 h. Se 

agregaron 2 gotas de α-naftol y 2 gotas de hidróxido de potasio, luego se incubó a 

37°C durante 30 minutos. La reacción positiva se evidencia por el cambio de color 

del medio a rosado por bacterias que realizan fermentación butilenglicólica.  

 Reducción de nitratos: Se realizó mediante la metodología detallada en el punto 4.1. 

 Prueba de TSI: el microorganismo a ensayar se sembró por punción y en superficie 

en agar TSI, luego se incubó a 37°C por 18 h. El viraje del color del medio a amarillo 

señala su acidificación por la fermentación de azúcares, mientras que un color rojo 

indica alcalinización por utilización de peptonas. La presencia de burbujas o 
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desplazamiento del agar indica producción de gas H2, mientras que la presencia de 

un precipitado negro indica la producción de ácido sulfhídrico. 

 Producción de indol: Se realizó por la metodología detallada en el punto 4.1. 

 Movilidad: Se llevó a cabo mediante la metodología detallada en el punto 4.1. 

 Prueba de oxidasa: Se realizó por la metodología detallada en el punto 4.1. 

 Utilización de citrato: Se sembró el microorganismo a ensayar en superficie en un 

tubo inclinado con agar Citrato de Simmons, incubándolo a 37°C por 24 h. La 

reacción positiva se evidencia por un cambio de color del medio de verde a azul. Las 

bacterias capaces de utilizar citrato de sodio como única fuente de carbono y fosfato 

monoamónico como única fuente de nitrógeno producen una alcalinización del 

medio, lo que causa el viraje del indicador de pH. 

 Prueba de ureasa: Para detectar la presencia de esta enzima, se sembró el 

microorganismo a ensayar en el medio BAM (Britania) y se incubó a 37°C por 24 h. 

La reacción positiva se evidencia por un viraje del color del medio de verde a azul.  

 Fermentación de hidratos de carbono: A partir de un cultivo de 24 h de incubación se 

inoculó el microorganismo a estudiar en tubos conteniendo 2 ml de medio base OF 

con el agregado de cada hidrato de carbono ensayado a una concentración final del 

1%. Los hidratos de carbono a ensayar fueron: lactosa, sacarosa, manitol, dulcitol, 

salicina, adonitol, inositol, sorbitol, arabinosa, xilosa, rafinosa y ramnosa. El tubo se 

selló con vaselina estéril y se incubó a 37°C por 24 – 48 h. El ácido resultante del 

proceso de fermentación produce una disminución del pH del medio, que se traduce 

en un cambio de color del mismo de verde a amarillo por el viraje del indicador. 

4.3. Conservación de los microorganismos utilizados 

 La conservación de las cepas de lactobacilos se llevó a cabo mediante un cultivo de 

cada una en caldo MRS (18 h a 37°C con un 5% de CO2). A dichos cultivos se les adicionó 

30% de glicerol estéril como crioprotector y se conservaron a -20°C. 

 En el caso de las cepas de ECEH, se sembraron en caldo CTS y se incubaron a 

37°C durante 24 h en aerobiosis. Posteriormente, se agregó a cada cultivo un 30% de 

glicerol estéril y se conservó a -20°C. 
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4.4. Estudio de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas producidas por las 

cepas de lactobacilos sobre cepas de Escherichia coli enterohemorrágicas 

4.4.1. Estudio de la actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de células y 

sobrenadante libre de células neutralizado de Lactobacillus fermentum L23 y                       

L. rhamnosus L60 mediante la técnica de difusión en pozos 

La determinación de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de 

células (SLC) y los sobrenadantes libres de células neutralizados (SLCN) de ambos 

lactobacilos sobre cepas de ECEH se realizó mediante una adaptación de la técnica de 

difusión en pozos descripta por García y col. (2015). 

A partir de cultivos de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 en caldo MRS de 18 – 

24 h de incubación a 37°C en microaerofilia,  se inocularon 2 ml en tubos con 8 ml de caldo 

MRS y se incubó durante 18 h en las mismas condiciones. Posteriormente, los tubos fueron 

centrifugados a 7500 rpm durante 25 min a 4°C. Los SLC fueron recolectados en placas 

estériles y expuestos a vapores de cloroformo durante 20 min. Luego, los SLC fueron 

trasvasados a viales estériles y neutralizados utilizando una solución de hidróxido de sodio 

1N. De esta manera se eliminó la actividad antimicrobiana debida a los ácidos orgánicos 

presentes y se obtuvieron los SLCN que contienen las bacteriocinas L23 y L60 en cada 

caso. 

Posteriormente, a partir de una suspensión de cada cepa de E. coli realizada en CTS 

con una densidad óptica equivalente al tubo 0,5 en la escala de McFarland (1,5x108 

UFC/ml), se hisopó en varias direcciones una placa de ATS con una concentración de agar 

del 1,2%. Luego, se realizaron pozos en el agar y se inoculó cada uno con 100 µl del SLC o 

del SLCN de los diferentes lactobacilos. Las placas fueron incubadas durante 18 h a 37°C. 

Se observó la presencia de halos de inhibición del crecimiento de ECEH alrededor de cada 

pozo y se midieron en milímetros. 

 

4.4.2. Determinación de la concentración inhibitoria mínima de las bacteriocinas L23 y 

L60 sobre cepas de E. coli O157:H7 y no O157:H7 mediante la técnica de difusión en 

pozos 

 Para realizar la cuantificación de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas L23 

y L60 contenidas en los SLC y SLCN de ambos lactobacilos sobre cepas de E. coli 

patógenas se realizó una adaptación de la técnica de difusión en pozos descripta por García 

y col. (2015). 
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Estudios previos demostraron que los SLC y SLCN de ambas cepas de lactobacilos 

sin diluir presentan una concentración de bacteriocina de 640 UA ml-1 (Pascual y col., 

2008a,b). Los SLCN de ambos lactobacilos fueron obtenidos utilizando la metodología 

descripta previamente. Los mismos fueron diluidos al medio de forma seriada en caldo MRS 

estéril para obtener las distintas concentraciones de bacteriocina (1/2: 320 UA ml-1; 1/4: 160 

UA  ml-1; 1/8: 80 UA ml-1; 1/16: 40 UA ml-1, 1/32: 20 UA ml-1). Posteriormente, a partir de una 

suspensión de cada una de las 10 cepas de E. coli con una densidad óptica equivalente al 

tubo 0,5 en la escala de McFarland (1,5x108 UFC/ml), se hisopó una placa de ATS con una 

concentración de agar del 1,2%. Luego, se realizaron pozos en el agar y en ellos se 

depositaron 100 µl de cada dilución de SLCN. En cada ensayo se incluyeron controles de 

actividad antimicrobiana de los SLC y SLCN sin diluir (fig. 7). Las placas fueron incubadas 

durante 18 h a 37°C y luego se observó la presencia de halos de inhibición del crecimiento 

de E. coli alrededor de los pozos. La concentración inhibitoria mínima (CIM) de ambas 

bacteriocinas fue definida como la inversa de la máxima dilución que mostró inhibición del 

crecimiento del microorganismo patógeno y fue expresada en unidades de actividad por 

mililitro (UA ml-1). 

 

Figura 7: Esquema de la determinación de la concentración inhibitoria mínima de los 

sobrenadantes neutralizados conteniendo las bacteriocinas L23 y L60 por la técnica de 

difusión en pozos 

Referencias: 1: SLC (Control); 2: 640 UA ml
-1

 (SLCN); 3: 320 UA ml
-1

; 4: 160 UA ml
-1

; 5: 80 UA ml
-1

; 6: 40 UA   

ml
-1

; 7: 20 UA ml
-1

. 

 5 
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4.4.3 Determinación de la concentración inhibitoria mínima y concentración 

bactericida mínima de las bacteriocinas L23 y L60 sobre Escherichia coli 

enterohemorrágica mediante la técnica de microdilución en caldo 

 Los SLCN conteniendo las bacteriocinas L23 y L60 fueron obtenidos mediante la 

metodología anteriormente descripta y diluidos al medio de forma seriada en caldo MRS. En 

una microplaca de 96 pocillos estéril se colocaron alícuotas de 100 µl de cada dilución de 

SLCN como se muestra en la figura 8. Luego, se sembraron 75 µl de una suspensión de E. 

coli con una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland. Se realizaron 

controles positivos por duplicado adicionando 100 µl de caldo MRS estéril y 75 µl de la 

suspensión del microorganismo patógeno. De forma similar, como control negativo, se 

inocularon dos pocillos con 175 µl de SLCN sin diluir. Posteriormente, se incubó la 

microplaca a 37°C durante 3,5 h. Luego del período de incubación se adicionaron 10 µl de 

una solución de resazurina al 1% (p/v) en todos los pocillos y se incubó durante 1 h a 37°C 

en oscuridad, controlando el viraje del indicador cada 15 minutos. La CIM fue determinada 

como la máxima dilución de cada SLCN en donde no se observó cambio de color del 

indicador de azul a rosa y se expresó en UA ml-1. La resazurina es un indicador de óxido-

reducción utilizado para la evaluación del crecimiento celular, que vira desde un color azul 

en su forma oxidada a rosa cuando es reducida a resorufina por las oxidorreductasas de 

células viables (Sarker y col., 2007). 

 

Figura 8: Esquema de la determinación de la concentración inhibitoria mínima de los 

sobrenadantes neutralizados conteniendo las bacteriocinas L23 y L60 

Referencias: los valores representados en cada pocillo corresponden a las diluciones de cada bacteriocina 

expresados en UA ml
-1

. C+: control positivo; C-: control negativo 

 A continuación, se determinó la concentración bactericida mínima (CBM) de las 

bacteriocinas L23 y L60. Para ello, a partir de los pocillos que permanecieron azules, se 

extrajo una alícuota de 20 µl y se sembró en placas de ATS. Las placas se incubaron 
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durante 18 h a 37°C. La CBM fue definida como la mínima concentración de bacteriocina 

capaz de matar el 99,9% de un inóculo preestablecido de bacterias en un lapso de tiempo 

determinado. 

 

4.4.4 Evaluación de la interacción entre las bacteriocinas L23 y L60 por la técnica de 

checkerboard 

 Con el objetivo de evaluar las interacciones entre las sustancias antimicrobianas 

producidas por ambas cepas de lactobacilos sobre una cepa de E. coli enterohemorrágica 

se realizó la técnica de checkerboard o de tablero de ajedrez (Ruiz y col. 2012).   

La técnica de checkerboard o tablero de ajedrez se realizó en una microplaca estéril 

de 96 pocillos. Para ello, se utilizaron concentraciones de cada bacteriocina de al menos el 

doble del valor de la CIM obtenido mediante la técnica de microdilución en caldo. La 

obtención de los SLCN conteniendo las bacteriocinas L23 y L60 se realizó mediante la 

metodología ya descripta anteriormente. Se inocularon 75 µl de las diferentes diluciones de 

los SLCN de L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 a lo largo del eje de abscisas y 

ordenadas respectivamente, como se esquematiza en la figura 9. De esta forma se 

obtuvieron diferentes combinaciones de las concentraciones de bacteriocinas L23 y L60. 

Luego, se sembraron 25 µl de una suspensión de E. coli en caldo CTS con una turbidez 

equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland. Se realizaron controles positivos y 

negativos por duplicado. Los controles positivos se realizaron inoculando dos pocillos con 

150 µl de caldo MRS estéril y 25 µl del microorganismo patógeno. En el caso de los 

controles negativos, los pocillos se inocularon con 175 µl de SLCN sin diluir. La microplaca 

fue incubada a 37°C durante 3,5 h. A continuación, se adicionaron 10 µl de resazurina al 1% 

(p/v) en cada pocillo y se continuó la incubación a 37°C en oscuridad durante 18 h. 
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Figura 9: Esquema de las diferentes combinaciones de diluciones del sobrenadante 

neutralizado conteniendo las bacteriocinas L23 y L60 utilizadas para la determinación de la 

concentración inhibitoria fraccionaria mediante la técnica de checkerboard 

Referencias: los valores representados en cada pocillo corresponden a las concentraciones de las bacteriocinas 

L23 (rojo) y L60 (azul) expresados en UA ml
-1

. C+: control positivo; C-: control negativo. 

 

Posteriormente, se analizaron las interacciones de las combinaciones de ambas 

bacteriocinas y se calculó la concentración inhibitoria fraccionaria (CIF), obteniéndose de 

esta forma un índice de CIF. Dicho índice se calculó realizando el cociente entre la CIM de 

la sustancia antimicrobiana en la combinación y la CIM de esa sustancia sola, frente al 

microorganismo ensayado, de la siguiente manera: 

 

 

 

Donde A y B representan, en este caso, a las dos bacteriocinas L23 y L60 a evaluar y 

AB se refiere a la combinación de ambas. Para evaluar las interacciones de las sustancias 

con actividad antimicrobiana se adoptaron los siguientes criterios: 

 Sinergismo, cuando el índice CIF resultó menor a 1 (CIF<1) 

 Adición, cuando el valor de CIF es igual a 1 (CIF=1) 

CIF=    CIM A en AB  +  CIM B en AB 
                 CIM A                  CIM B 
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 Indiferencia, cuando CIF se presentó con valores mayores a 1 y menores a 2 

(1<CIF<2) 

 Antagonismo, cuando el índice CIF resultó mayor o igual a 2 (CIF≥2) 

 

4.5. Análisis estadístico 

 Todos los datos fueron sometidos al análisis de varianza (ANOVA) usando el 

programa InfoStat, versión 2017,  (Universidad Nacional de Córdoba, Córdoba, Argentina). 

Cuando éste resultó estadísticamente significativo, se usó el test múltiple de comparación de 

LSD de la mínima diferencia (LSD) de Fisher (Quinn y Keough, 2002). 
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4.6. Medios de cultivo utilizados 

Medios para el aislamiento de Escherichia coli. 

Caldo Tripticasa Soya (Britania) 

Tripteína 17,00 g 

Peptona de soya 3,00 g 

Cloruro de sodio 5,00 g 

Fosfato dipotásico 2,50 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 7,3 ± 0,2 

 

Agar Tripticasa Soya (Britania) 

Tripteína 15,00 g 

Peptona de soya 5,00 g 

Cloruro de sodio 5,00 g 

Agar 12,00 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 7,3 ± 0,2 

 

Medios para el crecimiento de Lactobacillus spp.  

Caldo Man Rogosa Sharpe (Britania) 

Proteosa peptona N° 3 10,00 g 

Extracto de carne 8,00 g 

Extracto de levadura 4,00 g 

Glucosa 20,00 g 

Monoleato de sorbitán 1 ml 

Fosfato dipotásico 2,00 g 

Acetato de sodio 5,00 g 

Citrato de amonio 2,00 g 

Sulfato de magnesio 0,20 g 

Sulfato de manganeso 0,05 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 6,4 ± 0,2 
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Agar Man Rogosa Sharpe (Britania) 

Proteosa peptona N° 3 10,00 g 

Extracto de carne 8,00 g 

Extracto de levadura 4,00 g 

Glucosa 20,00 g 

Monoleato de sorbitán 1 ml 

Fosfato dipotásico 2,00 g 

Acetato de sodio 5,00 g 

Citrato de amonio 2,00 g 

Sulfato de magnesio 0,20 g 

Sulfato de manganeso 0,05 g 

Agar 13,00 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 6,4 ± 0,2 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. Aislamiento e identificación de cepas de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus 

rhamnosus 

 Las colonias de L. fermentum y L. rhamnosus se observaron pequeñas, circulares, 

convexas, claras y con bordes definidos en agar MRS. La tinción de Gram reveló la 

presencia de bacilos Gram positivos de longitud variable (fig. 10). Se confirmó la identidad 

de ambas cepas mediante las pruebas bioquímicas que se muestran en la tabla 2. 

 

Figura 10: Morfología de una cepa de Lactobacillus (1000x) 

 

Tabla 2: Pruebas bioquímicas utilizadas para la identificación del género Lactobacillus 

Prueba bioquímica Resultado 

Catalasa Negativo 

Gelatinasa Negativo 

Producción de SH2 Negativo 

Producción de indol Negativo 

Movilidad Negativo 

Reducción de NO3 Negativo 

Citocromo Negativo 
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5.2. Aislamiento e identificación de las cepas de Escherichia coli enterohemorrágicas 

La tinción de Gram reveló la presencia de bacilos Gram negativos cortos (fig. 11). 

Los resultados de las pruebas bioquímicas realizadas permitieron confirmar la identidad de 

estas cepas bacterianas como E. coli (fig. 12 y tabla 3). 

 

Figura 11: Observación microscópica de una cepa de Escherichia coli (1000x) 

 

Figura 12: Fotografía de algunas pruebas bioquímicas para Escherichia coli  

Referencias: 1: TSI; 2: Indol-movilidad; 3: Citrato, 4: Ureasa 

 

 

 

1 2 3 4 
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Tabla 3: Resultados de las pruebas bioquímicas para la identificación de Escherichia coli 

Pruebas bioquímicas Resultados 

Catalasa (+) 

Rojo de metilo (+) 

Voges-Proskauer (-) 

Reducción de nitratos (+) 

Producción de SH2 (-) 

Producción de gas (+) 

Oxidasa (-) 

Indol (+) 

Movilidad (+) 

Citrato (-) 

Ureasa (-) 

Fermentación de: 

Lactosa (+) 

Sacarosa (+/-) 

Manitol (+) 

Dulcitol (+) 

Salicina (+) 

Adonitol (-) 

Inositol (-) 

Sorbitol (+/-) 

Arabinosa (+) 

Xilosa (+) 

Rafinosa (+) 

Ramnosa (+) 
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5.3. Estudio de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas producidas por las 

cepas de lactobacilos sobre cepas de Escherichia coli patógenas 

5.3.1. Estudio de la actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de células y el 

sobrenadante libre de células neutralizado de Lactobacillus fermentum L23 y              

L. rhamnosus L60 mediante la técnica de difusión en pozos 

La determinación de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de 

células (SLC) y los sobrenadantes libres de células neutralizados (SLCN) de ambos 

lactobacilos fue llevada a cabo sobre 10 cepas de E. coli enterohemorrágica mediante la 

técnica de difusión en pozos. Los halos de inhibición del crecimiento de ECEH se muestran 

en la tabla 4. 

Los resultados mostraron que tanto los SLC como los SLCN de L. fermentum L23 y 

L. rhamnosus L60 produjeron inhibición del crecimiento de todas las cepas de E. coli 

ensayadas. Los halos de inhibición producidos por el SLC de la cepa L23 estuvieron 

comprendidos en un rango entre 19,50 mm y 32,00 mm, con un valor promedio de 24,20 ± 

1,20 mm. Cuando se eliminó la actividad antimicrobiana de los ácidos orgánicos en el SLCN 

la actividad biológica disminuyó levemente. El SLCN de L23 produjo halos de inhibición del 

crecimiento comprendidos entre 14,50 mm y 24,00 mm, con un diámetro promedio de   

19,05 ± 0,56. 

Los valores obtenidos por el SLC de la cepa L60 variaron entre 18,00 mm y        

34,00 mm, con un promedio de 25,80 ± 1,13 mm. Mientras que el SLCN produjo halos con 

un diámetro de entre 14,00 mm y 22,50 mm, observándose un promedio de 18,25 ± 0,71 

mm. 

Los halos de inhibición del crecimiento de E. coli producidos por el SLCN de ambas 

cepas de lactobacilos se debe a la presencia de otros metabolitos antimicrobianos diferentes 

a los ácidos orgánicos. En estudios previos del grupo de investigación (Pascual y col. 

2008a,b), se informó que los metabolitos presentes en el SLCN de L. fermentum y               

L. rhamnosus son las bacteriocinas L23 y L60, respectivamente. Aunque la cepa L60 

también produce peróxido de hidrógeno, la acción antimicrobiana producida por este 

metabolito es muy escasa (Pascual y col., 2008b). Por ello, la actividad inhibitoria del SLCN 

de L60 sobre ECEH se atribuyó principalmente a la bacteriocina L60.  
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Tabla 4: Halos promedio de inhibición de crecimiento de cepas de Escherichia coli 

producidos por los sobrenadantes libres de células y los sobrenadantes neutralizados de 

Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 

 

Halos promedio de inhibición del crecimiento (mm ± SD) 

Escherichia coli 

Lactobacillus fermentum L23 Lactobacillus rhamnosus L60 

SLC SLCN SLC SLCN Cepa Serotipo 

LAMA 627 O157:H7 32,00 ± 0,71
 

24,00 ± 0,00
 

34,00 ± 0,00
 

21,00 ± 0,71
 

LAMA 649 O157:H7 20,50 ± 0,71
 

14,50 ± 0,71 26,50 ± 0,71
 

18,50 ± 0,71
 

LAMA 682 O157:H7 19,50 ± 2,12
 

15,50 ± 0,71
 

25,50 ± 0,71
 

20,00 ± 0,00
 

LAMA 684 O157:H7 26,00 ± 2,83
 

20,00 ± 0,00
 

25,50 ± 3,53
 

22,50 ± 0,71
 

LAMA 686 O157:H7 25,00 ± 1,41
 

20,00 ± 0,71
 

22,50 ± 0,71
 

17,00 ± 0,00
 

LAMA 798 O157:H7 30,00 ± 1,41
 

22,00 ± 0,71
 

31,00 ± 0,00
 

16,00 ± 0,71
 

LAMA 637 O174:H8 24,50 ± 0,71
 

23,50 ± 0,71
 

25,50 ± 2,12
 

21,00 ± 1,41
 

LAMA 641 O174:H21 21,00 ± 0,00
 

19,50 ± 0,71
 

23,50 ± 2,12
 

18,00 ± 1,41
 

LAMA 651 O8/O60:H19 22,50 ± 0,71
 

16,50 ± 0,71 18,00 ± 1,41
 

14,50 ± 0,71
 

LAMA 772 O178:H19 21,00 ± 1,41
 

15,00 ± 0,00
 

26,00 ± 0,00
 

14,00 ± 0,71
 

Promedio 24,20 ± 1,20
 

19,05 ± 0,56
 

25,80 ± 1,13
 

18,25 ± 0,71
 

Referencias: SLC: sobrenadante libre de células; SLCN: sobrenadante libre de células neutralizado. 

  

Cuando se compararon los halos de inhibición promedio producidos por los SLC de                 

L. fermentum L23 y L. rhamnosus L60 no se observaron diferencias significativas (p≤0,05) 

entre los diámetros de los halos producidos por los sobrenadantes de cada cepa. En el caso 

de los halos promedio producidos por los sobrenadantes conteniendo solamente las 

bacteriocinas L23 y L60, tampoco se halló diferencia estadísticamente significativa (p≤0,05) 

entre los diámetros de los halos obtenidos con cada sobrenadante. 

Es importante destacar que los halos de inhibición obtenidos en este trabajo fueron 

muy superiores a los reportados en investigaciones realizadas por otros autores. Campana y 

col. (2017), quienes evaluaron la actividad antimicrobiana del SLCN de cinco cepas de 

lactobacilos, observaron que solamente dos de dichas cepas inhibieron el crecimiento de   

E. coli O157:H7 con halos comprendidos entre 10 y 11 mm de diámetro, los cuales son muy 

inferiores a los obtenidos en este estudio. 

 En la figura 13 se muestran los halos de inhibición del crecimiento de una cepa de 

Escherichia coli producidos por los SLC y SLCN de L fermentum L23 y L. rhamnosus L60. 
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Figura 13: Halos de inhibición del crecimiento microbiano de una cepa de Escherichia coli 

producidos por los sobrenadantes libres de células sin neutralizar y neutralizados de 

Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 

Referencias: A: Lactobacillus fermentum L23; B: Lactobacillus rhamnosus L60; 1: sobrenadante libre de células 

sin neutralizar; 2: sobrenadante libre de células neutralizado 

Los resultados de este trabajo son muy importantes ya que en la bibliografía 

consultada son muy pocas las bacteriocinas descriptas con actividad biológica sobre ECEH. 

Sólo en la investigación realizada por Rumjuankiat y col. (2015) se describieron dos 

bacteriocinas con actividad antimicrobiana sobre E. coli O157:H7. Mientras que en el 

presente trabajo la actividad de las bacteriocinas L23 y L60 fue ensayada sobre 10 cepas de 

ECEH, demostrando una inhibición del crecimiento del 100%. A diferencia de este trabajo, 

los autores antes mencionados sólo probaron la actividad de las bacteriocinas sobre una 

cepa de E. coli O157:H7.  

Los resultados de este estudio difieren con los obtenidos por Pattanayaiying y col. 

(2014), quienes reportaron ausencia de inhibición de la bacteriocina nisina Z sobre E. coli 

O157:H7. De forma similar, Sharma y col. (2014), al estudiar la actividad antimicrobiana de 

los SLC de 31 cepas de lactobacilos, descubrieron que si bien estos producían la inhibición 

de varios microorganismos patógenos, ninguno fue capaz de inhibir a E. coli.  

A 

B 

1 

1 2 

2 
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Si bien los análisis de varianza ANOVA mostraron una diferencia estadísticamente 

significativa (p≤0,05) entre los halos de inhibición promedio de los SLC y SLCN de ambos 

lactobacilos sobre E. coli, se observó que la mayor parte de la actividad antimicrobiana era 

producida por las bacteriocinas producidas por estas cepas. El 78,72% de la inhibición del 

crecimiento bacteriano producido por L. fermentum L23 se debió a la bacteriocina L23 y sólo 

el 21,28% a los ácidos orgánicos (fig. 14). En el caso de L. rhamnosus L60, el 70,74% de la 

actividad antimicrobiana se atribuyó a la bacteriocina L60 y el 29,26% a los ácidos orgánicos 

(fig. 15). 

 

Figura 14: Porcentaje de la actividad inhibitoria causada por las diferentes sustancias 

anticrobianas producidas por Lactobacillus fermentum L23 sobre Escherichia coli 

enterohemorrágica 

 

Figura 15: Porcentaje de la actividad inhibitoria causada por las diferentes sustancias 

anticrobianas producidas por Lactobacillus rhamnosus L60 sobre Escherichia coli 

enterohemorrágica 

 

21,28% 

78,72% 

Ácidos orgánicos Bacteriocina L23

29,26% 

70,74% 

Ácidos orgánicos Bacteriocina L60
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En contraste con los resultados de este trabajo, Davoodabadi y col. (2015) reportaron 

el hallazgo de cepas de L. fermentum y L. rhamnosus con actividad inhibitoria sobre E. coli 

O157:H7 que no se debía a la producción de bacteriocinas sino a los ácidos orgánicos y 

peróxido de hidrógeno contenidos en el sobrenadante libre de células. De igual manera, 

Bian y col. (2015) estudiaron el efecto inhibitorio de una cepa de L. helveticus sobre E. coli 

O157:H7, observando que dicho efecto era debido a la acción de los ácidos orgánicos 

producidos por los lactobacilos. Arena y col. (2016) informaron que los ácidos orgánicos 

producidos por las cepas de lactobacilos estudiadas en su trabajo eran los responsables de 

la mayor parte de la actividad antimicrobiana que presentaban sobre E. coli O157:H7. De 

forma similar, Oliveira y col. (2017) observaron que el SLC de la cepa bacteriocinogénica    

L. rhamnosus L156.4 perdía actividad inhibitoria sobre ECEH cuando era neutralizado, por lo 

que dicha actividad se debía principalmente a los ácidos orgánicos presentes en el 

sobrenadante y no a la bacteriocina. 

 

5.3.2. Determinación de la concentración inhibitoria mínima de las bacteriocinas L23 y 

L60 sobre cepas de E. coli O157:H7 y no O157:H7 mediante la técnica de pozos en el 

agar 

 La concentración inhibitoria mínima (CIM) de los SLCN conteniendo las bacteriocinas 

L23 y L60 fue determinada sobre 10 cepas de ECEH serotipo O157:H7 y no O157:H7 

mediante la técnica de difusión en pozos. 

 Los valores de CIM de las bacteriocinas L23 y L60 se muestran en las tablas 5 y 6, 

respectivamente. Además, en las mismas tablas se muestran los halos promedio de 

inhibición del crecimiento de cada cepa de E. coli producidos por las diferentes 

concentraciones de bacteriocinas. Los valores de CIM de la bacteriocina L23 estuvieron 

comprendidos entre 40 y 80 UA ml-1. Mientras que la CIM de la bacteriocina L60 estuvo en 

un rango de entre 40 y 160 UA ml-1 para todas las cepas de E. coli ensayadas.  Estos 

resultados demostraron que muy bajas concentraciones de las bacteriocinas L23 y L60 

fueron capaces de inhibir el crecimiento de ECEH. 

En la bibliografía consultada se encontraron pocos reportes donde se informen cepas 

de BAL capaces de generar halos de inhibición de un tamaño similar a los observados en 

este estudio. Geremew y col. (2015) hallaron cepas de BAL que producían halos de 

inhibición del crecimiento de una cepa de E. coli con diámetros de entre 5 y 8 mm. Por otra 

parte, Arena y col. (2016) reportaron el hallazgo de cepas de Lactobacillus capaces de 

generar halos de inhibición del crecimiento de una cepa de E. coli O157:H7 con un diámetro 

máximo de 11 mm. En ambos trabajos de investigación, esta técnica fue realizada utilizando 
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los SLC sin neutralizar y posteriormente se demostró que la actividad antimicrobiana se 

debía únicamente a la acción de ácidos orgánicos. Por esta razón, es importante destacar 

los resultados obtenidos en este estudio, ya que el 100% de las cepas de ECEH ensayadas 

fueron inhibidas con una CIM de la bacteriocina L23 comprendida entre 40 y 80 UA ml-1, lo 

cual corresponde a una dilución de 1:16 y 1:8, respectivamente. Mientras que la bacteriocina 

L60 inhibió al 70% de las cepas con el mismo valor de CIM. 
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Tabla 5: Concentración inhibitoria mínima de la bacteriocina L23 sobre cepas de Escherichia coli 

Cepa de E. coli Serotipo 

Halos de inhibición de crecimiento de Escherichia coli en presencia de bacteriocina L23 (mm ± SD) CIM 

640 UA ml
-1

 320 UA ml
-1

 160 UA ml
-1

 80 UA ml
-1

 40 UA ml
-1

 20 UA ml
-1

 UA ml
-1

 

LAMA 627 O157:H7 24,00 ± 0,71 18,00 ± 0,00 16,00 ± 0,00 14,00 ± 0,71 - - 80 

LAMA 649 O157:H7 14,50 ± 0,71 15,00 ± 1,41 14,00 ± 2,81 15,00 ± 0,00 - - 80 

LAMA 682 O157:H7 15,50 ± 0,71 14,00 ± 2,83 14,00 ± 0,00 13,50 ± 0,71 - - 80 

LAMA 684 O157:H7 20,00 ± 0,00 16,00 ± 1,41 17,50 ± 0,71 13,50 ± 0,71 - - 80 

LAMA 686 O157:H7 20,00 ± 0,71 15,00 ± 1,41 14,00 ± 0,71 13,5 ± 0,71 12,50 ± 0,71 - 40 

LAMA 798 O157:H7 22,00 ± 0,71 18,00 ± 0,71 15,00 ± 0,00 13,00 ± 0,71 - - 80 

LAMA 637 O174:H8 23,50 ± 0,71 15,50 ± 2,12 13,50 ± 0,71 12,00 ± 0,71 - - 80 

LAMA 641 O174:H21 19,50 ± 0,71 11,50 ± 0,71 12,00 ± 0,00 11,00 ± 1,41 - - 80 

LAMA 651 O8/O60:H19 16,50 ± 0,71 13,50 ± 0,71 12,50 ± 0,71 11,00 ± 0,00 11,00 ± 0,00 - 40 

LAMA 772 O178:H19 15,00 ± 0,00 13,00 ± 0,71 13,00 ± 1,41 12,00 ± 0,71 10,50 ± 0,71 - 40 

Referencias: UA ml
-1

: Unidades de Actividad por mililitro; (-): no presenta actividad inhibitoria; CIM: concentración inhibitoria mínima de bacteriocina 
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Tabla 6: Concentración inhibitoria mínima de la bacteriocina L60 sobre cepas de Escherichia coli 

Cepa de E. coli Serotipo 

Halos de inhibición de crecimiento de Escherichia coli en presencia de bacteriocina L23 (mm ± SD) CIM 

640 UA ml
-1

 320 UA ml
-1

 160 UA ml
-1

 80 UA ml
-1

 40 UA ml
-1

 20 UA ml
-1

 UA ml
-1

 

LAMA 627 O157:H7 21,00 ± 0,71 14,00 ± 0,71 15,00 ± 0,71 12,00 ± 0,71 - - 80 

LAMA 649 O157:H7 18,50 ± 0,71 15,50 ± 0,71 13,00 ± 2,83 - - - 160 

LAMA 682 O157:H7 20,00 ± 0,71 15,00 ± 0,00 11,00 ± 0,00 10,50 ± 0,71 - - 80 

LAMA 684 O157:H7 22,50 ± 0,71 15,5 ± 0,71 14,50 ± 0,71 - - - 160 

LAMA 686 O157:H7 17,00 ± 0,71 14,00 ± 1,41 13,5 ± 0,71 12,5 ± 0,71 11,50 ± 0,71 - 40 

LAMA 798 O157:H7 16,00 ± 0,71 12,00 ± 0,71 12,00 ± 0,71 - - - 160 

LAMA 637 O174:H8 21,00 ± 1,41 13,50 ± 0,71 13,00 ± 0,71 11,5 ± 0,71 - - 80 

LAMA 641 O174:H21 18,00 ± 1,41 12,00 ± 0,71 11,50 ± 0,71 11,00 ± 0,71 - - 80 

LAMA 651 O8/O60:H19 14,50 ± 0,71 16,00 ± 0,00 14,00 ± 1,41 12,00 ± 0,71 11,00 ± 0,71 - 40 

LAMA 772 O178:H19 14,00 ± 0,71 14,00 ± 0,71 13,50 ± 3,53 11,00 ± 0,71 13,50 ± 3,53 - 40 

Referencias: UA ml
-1

: Unidades de Actividad por mililitro; (-): no presenta actividad inhibitoria; CIM: concentración inhibitoria mínima de bacteriocina 
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En la figura 16 se observan los halos de inhibición de crecimiento de E. coli 

producidos por diferentes concentraciones de las bacteriocinas L23 y L60 y la CIM de cada 

bacteriocina.  

 

 

Figura 16: Concentración inhibitoria mínima de las bacteriocinas L23 y L60 sobre una cepa 

de E. coli 

Referencias: 1: sobrenadante libre de células sin neutralizar (640 UA ml
-1

); 2: sobrenadante libre de células 

neutralizado (640 UA ml
-1

); 3: 320 UA ml
-1

; 4: 160 UA ml
-1

; 5: 80 UA ml
-1

; 6: 40 UA ml
-1

; 7: 20 UA ml
-1  

 

Tabla 7: Porcentaje de cepas de Escherichia coli sensibles a diferentes 

concentraciones inhibitorias mínimas de las bacteriocinas L23 y L60 

Escherichia coli 
CIM 

(UA ml-1) 

Porcentaje de cepas sensibles 

L23 L60 

E. coli O157:H7 

(n=6) 

160 - 50 

80 83,33 33,33 

40 16,67 16,67 

E. coli no-O157:H7 

(n=4) 

80 50 50 

40 50 50 

 

Referencias: UA ml
-1

: Unidades de Actividad por mililitro; CIM: concentración inhibitoria mínima de bacteriocina. 
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En la tabla 7 se muestran los porcentajes de cepas de E. coli sensibles a las 

diferentes concentraciones de las bacteriocinas L23 y L60. En el caso de la bacteriocina 

L23, todos los serotipos de E. coli fueron sensibles con concentraciones de bacteriocina 

entre 40 y 80 UA ml-1, observándose una CIM de 80 UA ml-1 para el 83,33% de las cepas de 

E. coli O157:H7 y una CIM de 40 UA ml-1 para el 16,67% restante. En el caso de la 

bacteriocina L60, se observó que el 50% de las cepas correspondientes al serotipo O157:H7 

fueron sensibles a una CIM de bacteriocina de 160 UA ml-1, un 33,33% a 80 UA ml-1 y el 

16,67% restante a 40 UA ml-1. Los valores de CIM para las bacteriocinas L23 y L60 

estuvieron comprendidos entre 40 y 80 UA ml-1 para las cepas de E. coli no O157:H7, siendo 

el 50% de las cepas sensibles a cada una de dichas concentraciones. Estos resultados 

demuestran que, incluso utilizando las bacteriocinas muy diluidas, tienen una efectiva 

actividad antimicrobiana in vitro. 

Si bien la técnica de pozos en el agar es útil tanto para evaluar la actividad 

antimicrobiana de sustancias antimicrobianas sin diluir como para determinar la CIM de las 

mismas, no se encontraron otros estudios acerca de la CIM de otras bacteriocinas capaces 

de inhibir el crecimiento de E. coli O157:H7 mediante esta técnica en la bibliografía 

consultada. 

 

5.3.4. Determinación de la concentración inhibitoria mínima y concentración 

bactericida mínima de las bacteriocinas L23 y L60 sobre Escherichia coli 

enterohemorrágica mediante la técnica de microdilución en caldo 

 La técnica de microdilución en caldo fue realizada para evaluar la CIM de las 

bacteriocinas L23 y L60 sobre la cepa de E. coli LAMA 627 serotipo O157:H7.  La figura 17 

muestra los resultados hallados, observándose que ambas bacteriocinas presentaron una 

CIM de 160 UA ml-1. Este valor de CIM corresponde al último pocillo de la microplaca que no 

presentó crecimiento bacteriano, evidenciado por el color azul del medio el cual indica que 

no hay bacterias metabólicamente activas capaces de reducir la resazurina. La diferencia 

con el valor de CIM obtenido mediante la técnica de difusión en pozos para la misma cepa 

de E. coli puede deberse a diferencias experimentales de cada técnica. El valor de CIM 

hallado por la técnica de microdilución en caldo fue utilizado como dato preliminar para la 

realización de la técnica de checkerboard, en la cual se utilizaron concentraciones iniciales 

de cada bacteriocina correspondientes al doble de la CIM. 
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Figura 17: Concentración inhibitoria mínima de las bacteriocinas L23 y L60 sobre una cepa 

de Escherichia coli O157:H7 

Referencias: C+: control positivo; C-: control negativo; las concentraciones de bacteriocina se encuentran 

expresadas en UA ml
-1

.  

 

A partir de los pocillos en donde no se observó crecimiento bacteriano, se sembraron 

placas de ATS para determinar la concentración bactericida mínima (CBM). Luego del 

tiempo de incubación se observó desarrollo microbiano en las placas sembradas. Estos 

resultados permitieron demostrar que el modo de acción de las bacteriocinas L23 y L60 es 

bacteriostático, es decir, inhiben el crecimiento bacteriano sin producir la muerte del 

microorganismo patógeno. De forma similar, en estudios previos, García (2017) describió un 

efecto bacteriostático de estas bacteriocinas sobre Listeria monocytogenes.  

 Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por Jena y col. (2013), quienes 

describieron una bacteriocina producida por una cepa de L. helveticus que ejercía un efecto 

bactericida sobre una cepa de E. coli no O157:H7. Por otra parte, Trivedi y col. (2013) 

reportaron el hallazgo de una bacteriocina producida por una cepa de L. brevis con actividad 

bacteriostática sobre dos cepas de E. coli uropatógenas. 

Es de destacar la importancia del presente trabajo de investigación debido a que en 

la bibliografía consultada no se encontraron estudios donde se informe la CIM de 

bacteriocinas necesaria para inhibir cepas de E. coli por esta metodología. 

 

 

 

 

CIM 
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5.3.5. Evaluación de la interacción entre las bacteriocinas L23 y L60 por la técnica de 

checkerboard 

 Con el objetivo de estudiar el tipo de interacción entre los SLCN conteniendo las 

bacteriocinas L23 y L60 se llevó a cabo la técnica de checkerboard o tablero de ajedrez 

utilizando la cepa E. coli LAMA 627 serotipo O157:H7. 

Los resultados obtenidos mediante la técnica de checkerboard demostraron que la 

combinación de las bacteriocinas L23 y L60 produjo una disminución de la CIM de cada 

bacteriocina respecto a la observada cuando cada bacteriocina fue ensayada de forma 

independiente. De manera que cuando actuaron de forma conjunta la CIM de L23 se redujo 

a la mitad, mientras que la CIM de L60 disminuyó cuatro veces en comparación al valor 

observado cuando actúa de forma independiente (tabla 8). Teniendo en cuenta los criterios 

establecidos para la evaluación de las interacciones entre sustancias antimicrobianas de 

acuerdo al valor CIF, se comprobó que las bacteriocinas L23 y L60 inhibieron de forma 

sinérgica el crecimiento de ECEH ya que el valor de CIF hallado fue inferior a 1 (tabla 8). 

 

Tabla 8: Concentración inhibitoria mínima y concentración inhibitoria fraccionaria de las 

bacteriocinas L23 y L60 

 Escherichia coli LAMA 627 

CIM de A (UA ml
-1

) 160 

CIM de B (UA ml
-1

) 160 

CIM de A en AB (UA ml
-1

) 80 

CIM de B en AB (UA ml
-1

) 40 

CIF 0,75 

 

 Referencias: A: bacteriocina L23; B: bacteriocina L60; AB: combinación de bacteriocinas L23 y L60; CIM: 

concentración inhibitoria mínima; CIF: concentración inhibitoria fraccionaria. 

En la figura 18 se muestran los resultados de la técnica de checkerboard sobre E. 

coli LAMA 627. El pocillo marcado indica la CIF de L23 y L60 en la combinación de 

bacteriocinas que fue capaz de inhibir al microorganismo patógeno en estudio. 
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Figura 18: Concentración inhibitoria fraccionaria de las bacteriocinas L23 y L60 sobre E. coli 

enterohemorrágica 

Referencias: C+: control positivo; C-: control negativo; UA ml
-1

: unidades de actividad por mililitro. 

 Es de destacar que los resultados de este estudio son novedosos, ya que en la 

bibliografía consultada no se encontraron trabajos referidos a la interacción sinérgica de dos 

bacteriocinas utilizando la técnica de checkerboard sobre ECEH. La utilización de dos 

sustancias antimicrobianas en combinación que actúen de forma sinérgica sobre un 

microorganismo patógeno disminuye la dosis necesaria de cada sustancia para inhibirlo. Por 

ello, el hecho de que las bacteriocinas L23 y L60 fueron capaces de inhibir de modo 

sinérgico a E. coli O157:H7 representa un antecedente importante para considerar su 

potencial aplicación como compuestos biocontroladores de estos microorganismos 

patógenos en la industria alimentaria. 
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6. CONCLUSIONES 

 

 Las cepas probióticas de Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus 

L60 presentaron actividad antimicrobiana sobre todas las cepas de Escherichia coli 

enterohemorrágica ensayadas 

 La mayor parte de la actividad antimicrobiana producida por L. fermentum L23 y      

L. rhamnosus L60 se debe a las bacteriocinas L23 y L60, respectivamente 

 Las bacteriocinas L23 y L60 en bajas concentraciones presentaron actividad 

antimicrobiana sobre E. coli enterohemorrágica 

 Las bacteriocinas producidas por ambos lactobacilos probióticos presentaron 

actividad bacteriostática sobre las cepas de E. coli enterohemorrágica ensayadas 

 Las bacteriocinas L23 y L60 presentaron interacción sinérgica sobre E. coli 

enterohemorrágica 
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Este estudio permitió demostrar que a bajas 

concentraciones, las bacteriocinas producidas 

por Lactobacillus fermentum L23 y                     

L. rhamnosus L60 son capaces de inhibir a 

cepas de Escherichia coli enterohemorrágica, de 

ejercer un efecto bacteriostático sobre las 

mismas y de interaccionar  sinérgicamente 

cuando se las aplica en combinación. Estos 

hallazgos representarían un antecedente 

promisorio para la posible aplicación de estos 

lactobacilos productores de bacteriocinas como 

biocontroladores de microorganismos patógenos 

en la industria alimentaria. 
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8. ANEXO 

Inhibición de Escherichia coli producida por el SLC de cada cepa de Lactobacillus 

spp. 

 

Inhibición de Escherichia coli producida por el SLCN de cada cepa de Lactobacillus 

spp. 

 

Halos de inhibición promedio de cepas de Escherichia coli producidos por el SLC y 

SLCN de Lactobacillus fermentum L23 

  

Halos de inhibición promedio de cepas de Escherichia coli producidos por el SLC y 

SLCN de Lactobacillus rhamnosus L60 

 

 

 

 


