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Introducción
En nuestra región resulta especialmente importante
controlar la diseminación de enterobacterias patógenas
productoras de enfermedades transmitidas por alimen-
tos (ETA), tales como Shigella spp, Salmonella spp y E.
coli enteropatógena y shigatoxigénica, entre otras. Los
patógenos transmitidos por los alimentos, especialmen-
te en carnes y productos lácteos, son los responsables de
importantes brotes en todo el mundo (Mead y col.,
1999; DeWaal y col., 2009; EFSA, 2010; Farrokh y col.,
2012). El potencial terapéutico de los bacteriofagos ha
sido explorado desde que éstos fueron descubiertos por
Félix d`Hérelle (Summers, 1999). Respecto de su poten-
cial aplicación en el biocontrol de patógenos contami-
nantes de alimentos, la ventaja de los bacteriofagos es
que son las unidades autorreplicantes más abundantes
en nuestro medio ambiente y están presentes en núme-
ros significativos en el agua y alimentos (Sulakvelidze &
Barrow 2005). En carnes frescas y otros productos cár-
nicos se pueden detectar más de 108 bacteriofagos via-
bles por gramo, por lo que son consumidos habitual-

mente en una gran cantidad (Kennedy & Bitton 1987).
Además, la especificidad de los bacteriofagos puede ser
una característica ecológicamente favorable para el
control de cepas de E. coli patógenas en alimentos, dado
que permite aplicar el fago en un producto lácteo o cár-
nico sin comprometer la calidad de éste o la viabilidad
de la microflora normal intestinal. Adicionalmente, su
introducción en un producto cárnico constituiría un
enfoque menos agresivo que las tecnologías actualmen-
te aplicadas. Además, los fagos se pueden utilizar como
una alternativa ecológica o en complemento para redu-
cir el uso de compuestos químicos tóxicos para la des-
contaminación de superficies sólidas, como mesadas de
trabajo y equipamiento de procesado de alimentos
empleados en la industria cárnica. Tomando en conside-
ración la creciente resistencia a los antibióticos de algu-
nos patógenos, la estrategia natural de control biológi-
co por medio de bacteriófagos -debido a su capacidad
de actuar constantemente, incluso durante la fabrica-
ción y el almacenamiento de alimentos- se convierte en
una herramienta muy interesante para ser considerada.
El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad
lítica de los bacteriofagos en medio líquido frente a
cepas patógenas de E. coli, así como determinar la efi-
ciencia de biocontrol de cócteles fágicos para eliminar
patógenos contaminantes en superficies sólidas de pro-
cesamiento de productos cárnicos.

Materiales y métodos
Bacterias y fagos
La cepa E. coli DH5α fue empleada como receptora para
propagar los bacteriofagos ensayados en este estudio.
Se utilizaron tres cepas adicionales en los experimentos.
Dos de ellas, la E. coli enteropatógena (EPEC920) (eae) y
la E. coli shigatoxigénica O157:H7 (STEC464) (stx2 y
eae), fueron aisladas de coprocultivos, identificadas
usando el sistema API-20E (Biomerieux, Buenos Aires,
Argentina) y caracterizadas por PCR. La tercera cepa fue
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E. coli shigatoxigénica no-O157:H7 (ARG4827; serogru-
po O18; stx1 y stx2) (Balagué y col. 2006). Las cepas de
E. coli se reactivaron en caldo Hershey (8 g l-1 Caldo
Bacto-nutritivo, 5 g L-1 Bacto-peptona, 5 g l-1 NaCl y
1 g l-1 glucosa) (Difco, Detroit, Michigan, USA) suple-
mentado con MgSO4 (5 mmol l-1) (Cicarelli, San
Lorenzo, Santa Fe, Argentina) (Hershey-Mg).

A partir de 50 coprocultivos de pacientes tra-
tados en el Hospital Centenario de Rosario y usando la
cepa E. coli DH5α, se aislaron los fagos DT1, DT5 y DT6.
Brevemente, una porción de materia fecal (5 g) se agre-
gó a 10 ml de un cultivo de DH5α (OD600 =1.0) de-
sarrollado en caldo Hershey-Mg y se incubó a 37ºC por
12 h. Luego, se agregó 0,5 ml de cloroforma (Cicarelli),
se mezcló y se centrifugó a 4,000 × g por 10 min. El
sobrenadante se esterilizó por filtración (0,45-µm)
(Gamafil S.A., Buenos. Aires, Argentina) (Kennedy &
Bitton, 1987). Los aislamientos de bacteriofagos se rea-
lizaron por la técnica de doble capa de agar
(Jamalludeen y col. 2007). Para aislar y purificar los fagos,
se tomaron placas de lisis claras y bien definidas del soft
agar y se colocaron en 5 ml de caldo Hershey-Mg y se pro-
pagaron infectando E. coli DH5α, seguidamente se ensa-
yaron por la técnica de doble capa. Estos pasos se repitie-
ron tres veces hasta obtener stocks fágicos puros.

Challenge con fagos individuales y cócteles
Para estudiar la lisis celular en medio líquido se inocu-
laron 50 µl de un cultivo de 16-18 h de la cepa sensible
a ensayar (a saber DH5α, EPEC920, STEC no-O157
ARG4827 y STEC464 O157:H7) en 5 ml de caldo
Hershey-Mg fresco, incubando a 37ºC. Cuando se alcan-
zó una DO600nm = 0,1 se agregó 0,1 ml del fago a
ensayar (DT1, DT5 ó DT6, según corresponda), se mezcló
suavemente y los cultivos se incubaron a 4 y 37ºC. Para
la cepa STEC no-O157 ARG4827 se utilizó el fago DT5
en lugar de DT1 debido a que no es sensible a este últi-
mo. A tiempos preestablecidos (2, 6 y 24 h) se tomaron
alícuotas de 100 µl, se hicieron diluciones decimales y
se plaquearon en agar Hershey-Mg para el recuento de
células viables. Para monitorear el desarrollo normal del

cultivo y evaluar la reducción de células viables a cada
punto de muestreo se incubaron tubos control de cada
cepa sin infectar (cultivos sin fagos) así como tubos
control sin células (conteniendo sólo fagos) para des-
cartar la posibilidad de contaminación. El muestreo se
realizó por duplicado en dos experimentos independien-
tes. Adicionalmente se realizaron conteos de fagos
libres y totales en una cepa no patógena (DH5α) y en
una patógena (STEC464 O157:H7) para evaluar la evo-
lución a cada tiempo de muestreo.

Adicionalmente, se llevaron a cabo ensayos
para estudiar el efecto combinado de los bacteriofagos
sobre la lisis celular en medio líquido. Para esto se realizó
una mezcla de los fagos (cóctel) en proporciones iguales.
Se evaluó el cóctel DT1 + DT6 sobre las cepas DH5α,
EPEC920 y STEC464 O157:H7 y el cóctel DT5 + DT6 sobre
la cepa STEC no-O157 ARG4827. Se utilizó la misma
metodología (condiciones de cultivo, volúmenes, tempe-
raturas, tiempos de muestreo y controles) que en los ensa-
yos con fagos individuales descripta anteriormente.

Ensayos de descontaminación sobre cubreobjetos
(glass coverslip) y sobre acero inoxidable
(stainless steel chips)
Se utilizaron cubreobjetos de vidrio (CV) (18 mm x 18
mm) y fichas de acero inoxidable (AI) (25 mm x 15 mm)
para representar dos materiales diferentes involucrados
en el procesamiento de alimentos. Las matrices se lim-
piaron con etanol al 70% (v/v), posteriormente se auto-
clavaron, se colocaron en placas de Petri y se utilizaron
inmediatamente o se almacenaron a temperatura
ambiente hasta su uso. Cada cultivo bacteriano -
EPEC920, STEC no-O157 (ARG4827) y STEC464
O157:H7- se inoculó (10 µl) por separado, a dos con-
centraciones distintas, sobre las superficies sólidas eva-
luadas, a saber aproximadamente 104 y 106 UFC ml-1

para CV y aproximadamente 105 y 107 UFC ml-1 para AI,
y se dejó secar durante 30 min a temperatura ambiente
en flujo laminar (Gabinete de Bioseguridad Telstar Bio II
A, Teslar, Inc., Buenos Aires, Argentina). Luego, se apli-
caron alícuotas de 100 µl del cóctel de fagos (DT1 + DT6
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para EPEC920 y STEC464 O157:H7; DT5 + DT6 para STEC
no-O157 ARG4827) (aproximadamente 109 UFP ml-1) o
de caldo Hershey-Mg (control) en la parte superior de
las superficies sólidas (CV y AI) inoculadas con la cepa
correspondiente de E. coli evaluada. Se realizaron con-
troles de secado, en donde se inoculó 10 µl de cultivos
bacterianos sobre las superficies CV y AI sin adición de
fagos o caldo Hershey-Mg para evaluar el porcentaje de
recuperación celular. A continuación los CV y las AI se
incubaron en el interior de las placas de Petri a 4 y 37ºC
durante 1, 3 y 24 h. Para las muestras ensayadas a 37ºC
por el período de tiempo más prolongado (24 h), las placas
de Petri se incubaron en un baño termostatizado para evi-
tar la evaporación completa del cóctel fágico o del caldo
Hershey-Mg. Los tratamientos y los controles de CV y AI se
colocaron en tubos de 50 ml de centrífuga con 1 ml de
buffer fosfato salino (PBS) (pH 7,2), estos se homogenei-
zaron con vortex durante 2 min, se realizaron diluciones
decimales en PBS, las cuales se sembraron en agar
Hershey-Mg y se incubaron 24 h a 37°C. Luego de la incu-
bación, se enumeraron las células viables (UFC ml-1). La
reducción en el número de células viables se calculó res-
tando el número de UFC ml-1 obtenido en las superficies
tratadas (10 µl cepa bacteriana + 100 µl cóctel fágico) del
número de UFC ml-1 obtenido en superficies control (10 µl
cepa bacteriana + 100 µl caldo Hershey-Mg). Se llevaron
a cabo tres experimentos independientes y se ensayaron
muestras por duplicado en cada tiempo de muestreo.

Análisis estadístico
Los valores de UFC ml-1 se transformaron a logaritmo en
base 10 para asegurar el cumplimiento de los supuestos
requeridos por la técnica. Se realizó ANOVA a dos facto-
res, y comparaciones múltiples, en caso de ser necesa-
rio, para comparar entre tratamientos. Se utilizó el
método de Scheffé para determinar diferencias signifi-
cativas (p<0,05).

Resultados y discusión
Challenge con fagos individuales y
con cóctel de fagos
Tanto con fagos individuales como con el cóctel (a saber
DT1 + DT6 para E. coli EPEC920 y STEC464 O157:H7, y
DT5 + DT6 para E. coli STEC no-O157 ARG4827) se obtu-
vieron reducciones significativas de células viables res-
pecto de los controles sin fagos, para todas las cepas
evaluadas. Cuando se ensayó la cepa E. coli DH5α se
obtuvieron reducciones desde 2,04 a 5,55 log UFC ml-1,
siendo el cóctel el tratamiento con el que se obtuvo
mayor reducción a 2 y 24 h (5,55 y 2,29 log UFC ml-1,
respectivamente), mientras que el DT1 fue más efectivo
a tiempos intermedios (5,21 log UFC ml-1 a 6 h). Para E.
coli EPEC920, los fagos individuales fueron más efecti-
vos en reducir la población bacteriana que la mezcla de
ellos, obteniéndose las mayores reducciones para DT6 a

2 (5,51 log UFC ml-1) y 6 h (5,23 log UFC ml-1), mientras
que a 24 h, la mayor reducción se obtuvo con DT1, a
saber 1,16 log UFC ml-1. La cepa E. coli STEC no-O157
ARG4827 fue la más sensible a la acción lítica, tanto de
los fagos individuales como de los que formaban parte
de un cóctel. Se obtuvieron valores máximos de reduc-
ción de hasta 6,38 log UFC ml-1, sin embargo, a las 24 h
de incubación también fue una de las menos afectadas
(0,55 log UFC ml-1). Al evaluar los valores de biocontrol
para E. coli STEC464 O157:H7, se alcanzaron reduccio-
nes intermedias de 3,88 log UFC ml-1 (2 h) con DT6, ele-
vadas hasta 5,23 log UFC ml-1 (6 h) y bajas de 1,99 log
UFC ml-1 (24 h), las dos últimas con el cóctel. Otros
autores obtuvieron resultados comparables, con reduc-
ciones de 6,0 log UFC ml-1 para la cepa E. coli O157:H7
a 37ºC utilizando una MOI de 100 (O’Flynn y col., 2004).

Para todos los sistemas se observó una mayor
eficacia y actividad lítica a tiempos cortos de muestreo,
mientras que en tiempos largos se observó un recreci-
miento bacteriano, siendo 2,29 log UFC ml-1, la máxima
reducción alcanzada. Esto puede deberse a que el creci-
miento bacteriano observado a 37ºC puede promover la
variabilidad fenotípica en la expresión del antígeno O
pudiendo favorecer la supervivencia y crecimiento
secundario de células bacterianas resistentes a la infec-
ción por fagos (Dodds y col., 1987).

Se realizaron ensayos de biocontrol in vitro
(challenge test) a temperaturas de refrigeración (4ºC)
para todos los sistemas evaluados anteriormente a 37ºC.
Si bien en la mayoría de los casos se obtuvieron reduccio-
nes significativas, éstas fueron pequeñas. Se observó una
reducción en promedio para todas las cepas evaluadas
cercana a 1,1 log UFC ml-1 (2 h), 2,8 log UFC ml-1 (6 h) y
1,5 log UFC ml-1(24 h). Adicionalmente, se obtuvieron
reducciones de hasta 3,79 log UFC ml-1 utilizando la mez-
cla de ambos fagos (cóctel) y valores de reducción compa-
rables a ambas temperaturas a las 24 h de incubación.

Ensayos de descontaminación sobre
cubreobjetos (glass coverslip)
Cuando se utilizaron cubreobjetos de vidrio como super-
ficie sólida para los experimentos de biocontrol, el cóc-
tel de fagos inactivó rápida (<1h) y completamente
tanto a la cepa E. coli EPEC920 como a E. coli STEC464
O157:H7 a ambas temperaturas (4 y 37ºC) y MOIs eva-
luadas, a saber 1,8x104 y 1,8x106 (EPEC920) y 1,2x105 y
1,2x107 (STEC464 O157:H7), obteniéndose una reduc-
ción de hasta 4 log UFC ml-1. Sin embargo, a las 24 h se
detectaron células viables cuando se utilizó el menor
valor de MOI a 4ºC. La cepa E. coli STEC no-O157
ARG4827 fue significativamente reducida en su número
por el cóctel (DT5 + DT6) a las primeras horas del ensa-
yo tanto a 4 como a 37ºC. Estas reducciones se obtuvie-
ron empleando MOIs de 2,2x104 y 2,2x106, y si bien en
ningún caso se logró la eliminación completa de E. coli



STEC no-O157 ARG4827, a 4ºC el número de células via-
bles se mantuvo constante hasta las 24 h mientras que a
37ºC se obtuvieron reducciones de 1,46 log UFC ml-1; en
ambos casos el número de células viables fue siempre
menor al control sin fagos (Figura 1). Abuladze y col.
(2008) obtuvieron reducciones similares de hasta 4 log
UFC ml-1 en superficies sólidas utilizando sólo la mayor
MOI evaluada (105). Los controles a 4ºC mostraron valores
ligeramente menores al inóculo bacteriano inicial, mien-
tras que a 37ºC se evidenció un aumento de varios órde-
nes de magnitud en las UFC ml-1 a las 24 h de incubación.

Ensayos de descontaminación sobre acero inoxidable
(stainless steel chips)
Al utilizar fichas de acero inoxidable como superficie sóli-
da para el biocontrol de cepas de E. coli, el cóctel de fagos
inactivó rápida (<3 h) y completamente a EPEC920 así
como a STEC464 O157:H7 a 4 y 37ºC tanto a baja como
alta MOI, alcanzándose un biocontrol de hasta 5-6 log
UFC ml-1. Además, se obtuvo una inactivación completa
de E. coli STEC no-O157 ARG4827 a 1 h (MOI = 1,7x105)
y 3 h (MOI = 1,7x103) de incubación sólo cuando se rea-
lizaron los ensayos a 37ºC (Figura 2). Viazis y col. (2010)
obtuvieron valores de inactivación bacteriana en acero
inoxidable de hasta 4,2 log UFC ml-1 a 37°C (MOI=10), sin
embargo, a bajas temperaturas (4°C) los valores de bio-
control sólo alcanzaron a 1,7 log UFC ml-1 (MOI=100). En
el caso de E. coli STEC464 O157:H7, si bien no se pudieron
detectar células viables a las 3 h de incubación, a las 24 h
se detectaron cuando se utilizó MOI baja (9,3x103) a 37ºC,
lográndose una reducción en el número de células viables
de sólo 1,25 log UFC ml-1. Adicionalmente, se detectaron
células de E. coli EPEC920 a 37ºC a ambos valores de MOI
empleados, a saber 1,8x103 y 1,8x105, a las 24 h de incu-
bación, sin embargo, las reducciones permanecieron sig-

nificativas, observándose valores de hasta 5,37 log UFC
ml-1. Otros autores también han detectado células viables
a tiempos de muestreo prolongados (O’Flynn y col., 2004)
atribuyendo esto, en algunos casos, a mutantes insensi-
bles o a una inadecuada distribución del tratamiento. En
los ensayos a 4ºC con E. coli STEC no-O157 ARG4827 se
logró eliminar completamente el patógeno a la tercera
hora de incubación utilizando MOI elevada, mientras que
al emplear una MOI baja, la erradicación del patógeno se
logró a las 24 h de incubación.
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Figura 1 ‐ Diferencia en el número de células viables de Escherichia coli (UFC ml‐1) entre control y tratamien‐
to (cóctel) a alta (106) (A, B y C) y baja (104) (D, E y F) MOI durante el biocontrol sobre superficies sólidas
(cubreobjetos de vidrio). Los ensayos realizados a 4 y 37°C están representados por barras sin y con rayas, res‐
pectivamente. = 1 h, = 3 h y = 24 h
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Conclusiones
En los ensayos de challenge in vitro y descontaminación
sobre superficies sólidas realizados en el presente estudio
se evidenció la eficacia de los bacteriofagos, tanto indivi-
dualmente como formando parte de un cóctel, obtenién-
dose reducciones significativas en todos los sistemas eva-
luados. Por esto, podemos concluir que los fagos evalua-
dos pueden constituir una herramienta útil de biocontrol
frente a bacterias multirresistentes en las superficies sóli-
das de  procesamiento de productos cárnicos encontradas
en ambientes industriales. Actualmente estamos investi-
gando la viabilidad fágica frente a las distintas condicio-
nes que se pueden encontrar, tanto en la matriz cárnica
(conservantes) como en el ambiente industrial (sanitizan-
tes), para que los fagos puedan ser potencialmente inclui-
dos en el futuro en sistemas de Análisis de Peligros y
Puntos Críticos de Control (HACCP).
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Figura 2 ‐ Diferencia en el número de células viables de Escherichia coli (UFC ml‐1) entre control y tratamien‐
to (cóctel) a alta (106) (A, B y C) y baja (104) (D, E y F) MOI durante el biocontrol sobre superficies sólidas (acero
inoxidable). Los ensayos realizados a 4 y 37°C están representados por barras sin y con rayas, respectivamen‐
te. = 1 h, = 3 h y = 24 h


