NISINA EN PRODUCTOS CARNICOS PARA
INHIBICION DE LISTERIA MONOCYTOGENES:
REVISION DE TRABAJOS REALIZADOS

EN LA ARGENTINA

INTRODUCCION

Listeria monocytogenes, bacteria Gram positiva, ubi-
cua, psicrotrofa, anaerobia facultativa, es el agente etio-
l6gico de la listeriosis. Esta enfermedad, que puede ser
transmitida por alimentos, produce severos problemas
de salud publica con incidencia de riesgo sanitario dra-
matico, tanto en embarazadas -en las que puede provo-
car abortos prematuros, con septicemia o meningitis-
como en adultos mayores, en los que puede generar
meningitis y encefalitis.

La bacteria puede sobrevivir en condiciones
relativamente extremas, tales como temperaturas bajas
(minima de -0,4°C) o altas (méaxima de 45°C), bajo pH
(4,4), actividad de agua reducida (Aw = 0,92) y alto con-
tenido de sal. Debido a su caracter psicrotrofico, es un
patdgeno de interés en los alimentos refrigerados como
por ejemplo, los productos carnicos. Una estrategia
para su control -que se esta empleando en diversos pai-
ses para la elaboracion de este tipo de productos- es la
adicion de nisina como complemento antibacteriano
natural, a fin de reasegurar la inocuidad alimentaria y
superar la tolerancia a la baja temperatura y eventuales
descuidos en la manipulacion higiénico-sanitaria del
producto final antepackaging.

El objetivo de este trabajo es revisar los ante-
cedentes referidos a la inclusion de la nisina en la legis-
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lacion alimentaria argentina y su utilizacion en el pais
como antimicrobiano natural para controlar el creci-
miento de Listeria monocytogenes en los alimentos,
con énfasis en productos carnicos cocidos, ya sea
mediante su agregado directo o a través de la sinergia
con factores intrinsecos y/o extrinsecos de crecimiento
para la formacion de efectos barrera que ayuden a la
inhibicion de la multiplicacién microbiana y a asegurar
el consumo inocuo de alimentos.

Palabras clave: Nisina; productos carnicos; Listeria
monocytogenes.

ANTECEDENTES DE LA INCLUSION DE LA NISINA

EN LA LEGISLACION ALIMENTARIA ARGENTINA

En la Argentina, la nisina ha sido aprobada para su uso en
alimentos a partir de un brote de botulismo acaecido por
el consumo de quesos fundidos en el afio 1974 (de
Lagarde, 1974; Briozzo et al.,, 1983). La industria lactea
fabrica quesos fundidos con el sabor propio de la mezcla
de los distintos quesos que normalmente intervienen en
su fabricacion. Durante la elaboracion, estos productos se
calientan a una temperatura que no supera los 80°C, tra-
tamiento térmico equivalente a una pasteurizacion, para
producir el fundido de los quesos y el mezclado homogé-
neo. Posteriormente el queso fundido se envasa para su
comercializacion y se conserva bajo refrigeracion.

Este tratamiento térmico en la fabricacion
alcanza s6lo para eliminar las bacterias banales y las
patdgenas no esporuladas que pudieran estar en la
mezcla. Si se descuida la temperatura de refrigeracion



en la conservacion de los quesos fundidos, en caso de
haber bacterias esporuladas, estas pueden generar
gases que deterioran la calidad del producto. Esto suele
dar lugar a reclamos a las empresas elaboradoras por
la formacion de gas, que deteriora la calidad de presen-
tacion del producto, con hinchamientos y a veces con
olores nauseabundos generados por bacterias del
genero de Bacillus spp y Clostridium spp resistentes a
las temperaturas de pasteurizacion.

En la década del 70, en la Argentina la indus-
tria comenzo a desarrollar quesos fundidos con el agre-
gado de sabores, vegetales desecados y vegetales fres-
cos molidos que le daban un flavor especial, de acuerdo
al vegetal ingresado a la mezcla inicial del queso a fundir.
Asi, por ejemplo, una importante empresa comenzd a
fabricar queso fundido con el agregado de cebolla cruda
molida. Algunas de las operaciones para su fabricacion
consistian en limpiar, moler la cebolla cruda, desinfectar-
la y luego introducirla a la mezcla de los quesos en fun-
dicion, homogeneizandola y pasteurizandola como se
hacia normalmente. Dado que la pasteurizacion elimina
parcialmente la carga microbiana vegetativa, pueden
quedar viables esporas de microorganismos mas resis-
tentes al calor que implican algun riesgo sanitario.

Precisamente, esto ocurrio con una partida de
£S0S quesos que se comercializ6: se comenzaron reci-
bir reclamos de personas que luego de consumirlos
manifestaban sefiales de botulismo, como dificultad
para tragar o hablar, boca seca, debilidad facial aambos
lados de la cara, vision borrosa o doble, parpados cai-
dos, dificultad para respirar (ataca el diafragma), nau-
seas, vomitos y calambres abdominales y paralisis. Se
origind un brote importante con una docena de casos
fatales. Tanto la empresa como las autoridades de fis-
calizacion sanitaria se volcaron de inmediato a una difi-
cultosa recuperacion de las unidades de estos quesos.
En esa época, no estaban planificadas las medidas para
el retiro rapido de alimentos en el mercado cuando se
presentaran riesgos para la salud (recall) y los comer-
cios eran un sinniimero de almacenes pequefios y fiam-
brerias distribuidos por el pais, antes del advenimiento
de los supermercados.

La causa del problema estuvo en la fallida lim-
pieza y eventual falta de adecuada desinfeccion de un
bulbo que esta debajo de la tierra con la posibilidad de
arrastrar esporas de Clostridium botulinum a la mezcla
de los quesos que luego de fundidos, no alcanzaron las
temperaturas necesarias para destruir la presencia de
las esporas de este microorganismo presente. El proce-
so térmico aplicado destruyé toda la flora microbiana
no esporulada presente y dejd libre la posibilidad de

que las bacterias esporuladas empezaran a multiplicar-
se y generar toxina botulinica. Esto sucedi6 cuando se
mantuvieron los quesos a temperaturas de refrigera-
cion posiblemente no adecuadas, o sin refrigeracion, y
dentro de una masa de queso muy anaerobia, justa-
mente por la coccion de su fabricacion, germinaron las
esporas y se transformaron en formas vegetativas. Con
la actividad de agua muy baja, el pH neutro, los nutrien-
tes presentes en el queso y la extrema falta de aire, las
bacterias empezaron a multiplicarse y generar toxinas.

A raiz de este importante brote y ante la emer-
gencia, Salud Publica de la Nacion aceptd el agregado
de la nisina como aditivo de conservacion para proteger
al consumidor al inhibir el crecimiento de esporas de
Clostridium botulinum que pudieran estar contaminan-
do este tipo de quesos, ademas de otros anaerobios
esporulados que deterioraban la calidad.

En aquel momento, la Firma ESCO S.A. obtuvo
la representacion exclusiva de la firma internacional
APLIN & BARRETT para la distribucion de la nisina con
la marca NISAPLIN® en la Argentina. Con el agregado
de la nisina como conservador en los quesos fundidos
se logra la interferencia necesaria para impedir el creci-
miento de las bacterias esporuladas Gram positivas que
pueden alterar la calidad de estos quesos y ademas
inhibir el crecimiento de bacterias esporuladas patdge-
nas como el C. botulinum.

El uso de la nisina en la industria alimentaria
fue ratificado en los principales centros internacionales,
generandose numerosos trabajos cientificos sobre sus
propiedades antibacterianas. Sus caracteristicas tam-
bhién fueron reconocidas y definidas por el Comité
Conjunto Experto de la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO) y la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO).

En nuestro pais, la nisina fue evaluada en el
Instituto Nacional de Farmacologia y Bromatologia -
INFyB (actual Instituto Nacional de Alimentos - INAL) y
luego considerada por la Comisién Nacional del Codigo
Alimentario Argentino, que aprobd su inclusion en el
mencionado cddigo a través del Acta N° 50 del 24 de
noviembre de 1983. Posteriormente esta acta fue proto-
colizada por el Ministerio de Salud y Accion Social de la
Nacion con la Resolucion N° 1.130 del 12 de julio de
1985, incorporando a la Nisina en el Cadigo Alimentario
Argentino.

LA NISINA EN EL CODIGO ALIMENTARIO ARGENTINO
En la Argentina, la nisina esta permitida como conser-
vador en diversos productos lacteos, segin se consig-
na en varios Articulos del Capitulo VIII — Alimentos
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TABLA 1 - Autorizacion de nisina en Codigo Alimentario Argentino
Resolucion Articulo Producto Limite
SPRyRS N° 33/2006, SAGPyA N° 563/2006 y Quesos (*) 0,00125¢/
GMC N° 079/94 (Mercosur) 100 g o ml
SPRyRS N° 33/2006, SAGPyA N° 640 bis Queso en polvo 0,00125¢g/
563/2006 y GMC N° 136/96 (Mercosur) 100g o ml
SPRyRS N° 33/2006 y SAGPyA N° 563/2006 Quesos fundidos o 0,00125¢g/
procesado 100 g o ml
SPRyRS N° 33/2006, SAGPyA N° 563/2006 y | 641 bis | Requeson o Requeijao 0,00125¢g/
GMC N° 134/96 (Mercosur) 100 g o ml
(*) m.a.h. quesos de muy alta humedad / a.h. quesos de alta humedad / m.h. quesos de mediana humedad / b.h.
quesos de baja humedad.

Lacteos del Codigo Alimentario Argentino (Tabla 1).

ASPECTOS TECNICOS GENERALES DE LA NISINA

La nisina esta reconocida internacionalmente como un
agente antimicrobiano bien definido, muy efectivo, de baja
toxicidad y una historia demostrada de uso inocuo. La
nisina es producida por fermentacion microbiana en la
fase exponencial de crecimiento de Lactococcus lactis
subsp. lactis. que es un reconocido cultivo iniciador en
productos lacteos (Delves-Broughton & Gasson, 1994).

El uso de nisina esta actualmente aprobado en
varios paises del mundo en una amplia variedad de pro-
ductos alimenticios, incluido el queso y los productos
del queso, postres lacteos, hortalizas y sopas en conser-
va, y productos de panaderia. La eficacia del uso de nisi-
na como agente antimicrobiano en los alimentos ha sido
hien documentada. Gill & Holley (2003) probaron el efec-
to de diversos compuestos (solos o combinados), entre
éstos la nisina y el nitrito de sodio, sobre el crecimiento
de diversos cultivos de bacterias gram negativas y gram
positivas de interés para productos carnicos. Mientras
que la nisina fue eficaz en la inhibicidn de bacterias dcido
lacticas y Listeria monocytogenes, el nitrito no inhibid efi-
cazmente el crecimiento de todas las cepas de bacterias
acido lacticas probadas y su efecto inhibidor sobre a lis-
teria fue inferior a la nisina.

La nisina es efectiva contra bacterias gram
positivas y se ha demostrado también que es efectiva
contra bacterias gram negativas cuando se aplica
como parte del enfoque de la tecnologia de obstacu-
los (aplicacion simultinea de varios procedimientos o
barreras) para la inocuidad y preservacion de los ali-
mentos. La nisina inhibe los microorganismos altera-
dores, incluidas las bacterias de deterioro del 4cido
lactico, ayudando a prolongar el periodo de validez y
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mantener la calidad del producto. También se utiliza
cada vez mas como una intervencion primaria para
desactivar o inhibir el desarrollo de microorganismos
patégenos en los alimentos, como Listeria,
Staphylococcus 'y Mycobacterium, y las bacterias de
formacion de esporas Bacillus'y Clostridium, ayudan-
do a la inocuidad del alimento. La dosis de nisina
necesaria para obtener el efecto deseado depende de
varios factores, que incluyen el procesado y las con-
diciones de almacenamiento, las materias primas, la
carga bacteriana y la formulacion del producto a ela-
borar.

Sobre la base de los resultados obtenidos por
numerosos investigadores, la nisina es una alternativa
de interés tecnoldgico para ser empleada, por sus
caracteristicas quimicas y por su potencial antimicro-
biano, en la carne y productos carnicos, incluidos los de
aves de corral. Las bacterias gram positivas asociadas
con los productos carnicos procesados tienen (a dife-
rencia de muchas bacterias gram negativas) una tole-
rancia relativamente alta de la actividad acuosa reduci-
da, temperaturas de refrigeracion, bajo pH vy la presen-
cia de sales emulsionantes de nitrato y fosfato. Ademas,
mientras las temperaturas utilizadas en el procesado
son suficientes para matar la mayoria de bacterias, no
son efectivas contra esporas termorresistentes. Las
carnes procesadas son también propensas a la conta-
minacion posterior durante las operaciones de corte y
envasado. El crecimiento de organismos de deterioro
acorta la vida atil de los productos carnicos procesa-
dos, incluso a temperaturas de refrigeracion. Este tipo
de productos son también especialmente susceptibles
al rapido deterioro a consecuencia de un almacena-
miento a temperaturas de abuso (mayores que la tem-
peratura de refrigeracion).



Bacterias de deterioro comunes en productos carnicos
procesados son, por ejemplo, las bacterias gram posi-
tivas de acido lactico, que dan lugar a la produccion de
mucosidades de superficie (limo), decoloraciones,
gases y olores desagradables. Sin embargo, la contami-
nacion por Listeria monocytogenes -que tiene una alta
resistencia al calor y ademas puede crecer a temperatu-
ras de refrigeracion pues es una bacteria psicrotrofa- es
de mayor preocupacion. La nisina, especialmente cuan-
do se utiliza en combinacion con otras tecnologias
(efectos barrera), es efectiva a dosis bajas de uso para
prevenir o retrasar el crecimiento de estas bacterias en
los productos carnicos procesados. Estudios demues-
tran que es efectiva para inhibir el crecimiento de
Listeria monocytogenes cuando persiste en el alimento
después del procesamiento. Por tanto, el uso de nisina
en estos alimentos mejora la proteccion contra el dete-
rioro bacteriano, beneficiando a los consumidores, al
comercio al por menor y a los fabricantes de alimentos,
mediante la reduccion de pérdidas de productos,
aumento del periodo de vida util y ayudando a la salud
publica y a la inocuidad.

La nisina es una bacteriocina, un péptido que
elimina o inhibe el crecimiento de otras bacterias cir-
cundantes, ayuda a los cultivos lacteos a sobrevivir en
un entorno competitivo y tiene un estrecho espectro de
actividad que afecta principalmente a células vegetati-
vas y esporas de bacterias Gram positivas. Las bacterio-
cinas se diferencian de los antibidticos en su sintesis,
modo de accion, espectro antimicrobiano, toxicidad y
mecanismos de resistencia. La nisina ingerida es desacti-
vada por enzimas digestivas de un modo similar a otras
proteinas y péptidos alimenticios. En contraste con ello,
se ha demostrado que, en las mismas condiciones, 10s
antibiéticos para uso terapéutico son mas estables. Sobre
la base de la revision de los datos cientificos disponibles,
la Food Standards Australia New Zealand (FSANZ), maxi-
ma autoridad gubernamental de Australia y Nueva
Zelanda en el area de alimentos, concluy6 que: “Dado que
la nisina es un polipéptido que esta sujeto a degradacion
proteolitica, no es probable que haya ninguna nisina acti-
va biolégicamente que pueda entrar en el colon y crear en
el ser humano condiciones favorables para desarrollar
resistencia bacteriana”.

El mecanismo principal de la accion de la nisi-
na contra células vegetativas implica dafios a la mem-
brana celular bacteriana debido a su interaccion con
sus componentes y también, en altas concentraciones,
puede llegar a inhibir la sintesis de algunos componen-
tes de la pared celular. La nisina forma poros en la
membrana celular, produciendo un goteo de material

celular fuera de la célula. En bacterias esporuladas, la
nisina inhibe la fase de crecimiento pos-germinativo.
Esto sucede con esporas de Clostridium botulinum A, B
y E. Su resistencia térmica también se reduce, ya que
las esporas injuriadas por el calor se hacen mas sensi-
bles a la nisina. Se sugiere que el sitio activo en las
esporas recién germinadas son los grupos sulfhidrilos
de la membrana (Harris et al., 1992).

En contraste con ello, por regla general, los anti-
hidticos terapéuticos se unen a sitios objetivos especifi-
cos y trastornan el funcionamiento apropiado de la célula
a nivel bioquimico. Con ese modo de accion hay mayores
posibilidades de mutacion genética y de desarrollo de
resistencia. Hasta la fecha, en la bibliografia cientifica no
hay informes de resistencia cruzada relacionada con la
nisina y los antibidticos terapéuticos. Los expertos que
evallan esta cuestion sefialan que esto se debe probable-
mente a las diferencias en el modo de accion entre anti-
bidticos y nisina, por lo cual el desarrollo de resistencia
antibidtica en la nisina no es de preocupacion en los ali-
mentos. La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) manifiesta que esto se debe al mecanismo de
accion diferente de la nisina y los antibidticos, especifica-
mente por los distintos sitios de accion. Como se ha
sefialado, el desarrollo de resistencia antibiGtica debida al
uso de nisina en alimentos fue recientemente revisada en
profundidad por la EFSA 'y la FSANZ, ambos 6rganos de
autoridad han concluido que la nisina se puede utilizar y
que el desarrollo de resistencia no es de preocupacion en
relacion con este uso.

EXPERIENCIAS REALIZADAS EN LA ARGENTINA

QUE PUEDEN RELACIONARSE CON LA APLICACION
DE NISINA EN MATRICES CARNICAS PARA LA
INHIBICION DE LISTERIA MONOCYTOGENES

Como se ha reportado en secciones previas, en la
Argentina la nisina es una aditivo de uso aprobado en
Cddigo Alimentario Argentino para la elaboracion de
quesos procesados. Por lo tanto, en esta instancia se
ha dirigido la bisqueda de informacion hacia los traba-
jos realizados en el pais en los cuales se haya estudiado
la actividad de la nisina aplicada en productos carnicos
y en especial, su capacidad de inhibicion contra Listeria
monocytogenes, en vistas a la ampliacion de su utiliza-
cidon a matrices alimenticias no lacteas. Se reportan
ademas algunas experiencias realizadas en el pais con
nisina aplicada en otras matrices diferentes (se excep-
tuan los trabajos en matrices lacteas por el hecho de
que en las mismas ya esta suficientemente documenta-
da su efectividad) y cuyos resultados podrian extrapo-
larse, con las debidas reservas, a las matrices carnicas.
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Existe a nivel internacional una prolifica bibliografia en
la que se ha reportado la actividad antilisteria de nisina
(Muriana, 1996; Cintas et al., 1998) y sus limitaciones,
como por ejemplo la naturaleza cepa-dependiente de la
sensibilidad (Ukuku et al., 1997) y la relativamente alta
frecuencia con la que suele producirse el desarrollo de
tolerancia y o resistencia a la bacteriocina (Harris et al.,
1991). Si bien estas caracteristicas podrian considerar-
se una limitacion para la aplicacion de bacteriocinas,
existen innumerables trabajos en los que se ha compro-
bado la efectividad antimicrobiana de la nisina en ali-
mentos (informacion recopilada en revisiones como la
recientemente efectuada por Gharsallaoui et al., 2015),
e incluso trabajos en los que se estudio el efecto inhibi-
torio en matrices carnicas de la bacteriocina ya sea sola
0 en combinacion con otros factores de estrés que
complementen su accion y que potencien su actividad
(Gharsallaoui et al., 2015; Huq et al., 2015).

Sin embargo, las experiencias realizadas en la
Argentina pueden presentar como valor adicional el
hecho de haber sido realizadas en matrices alimenticias
originadas en el pais, bajo sus propias condiciones eco-
l6gicas que pueden aportar caracteristicas diferenciales
a los productos, y con microbiotas especificamente
adaptadas a estos nichos, que por tal motivo podrian
presentar mayor resistencia ante los factores de estrés
a los que son expuestas.

Si bien se han realizado en el pais numerosos
trabajos en los que se evalud la capacidad inhibitoria de
la nisina, son escasas las investigaciones que se han
localizado hasta la fecha en las cuales se ha aplicado la
bacteriocina en productos carnicos de origen vacuno y
en las que, ademas, el efecto microbiano sea evaluado
sobre Listeria monocytogenes. Estos trabajos han sido
realizados en forma preponderante en el Centro de
Referencia para Lactobacilos (CERELA), Instituto del
CONICET localizado en la ciudad de Tucuman, especifi-
camente por el equipo de investigacion que dirige la
Dra. Graciela Vignolo. Por otra parte, otros grupos
argentinos de investigacion han evaluado la actividad de
la nisina en matrices alimenticias no lacteas, aplicada
sola 0 en combinacion con diferentes factores de estrés
o incluida como aditivo conservador en peliculas, y sus
resultados pueden ser de utilidad para la industria car-
nica. En ese sentido se destacan los trabajos realizados
en otras instituciones argentinas como por ejemplo:

e Universidad de Buenos Aires (UBA), en el Dto. de
Industrias (Facultad de Ciencias Exactas y Naturales -
FCEyN) vy el Dto. de Ingenieria Quimica (Facultad de
Ingenieria - Fl), localizados en Ciudad Universitaria, por
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los equipos de investigacion liderados por las Dras.
Carmen Campos y Rosa Jagus, respectivamente.

e Universidad Nacional del Chaco Austral, por el equipo
dirigido por el Dr. Oscar Garro.

* Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
por el equipo dirigido por el Dr. Marcelo Masana, en el
Instituto de Tecnologia de Alimentos.

e |Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI-
Plasticos), por el equipo dirigido por la Dra. Patricia
Eisenberg.

TRABAJOS REALIZADOS POR INVESTIGADORES

DEL CERELA

El CERELA es una institucion argentina de excelencia,
lider en Latinoamérica en investigaciones referidas al
estudio de las bacterias lacticas. Posee un importante
banco de cepas autoctonas de bacterias lacticas, las
cuales son estudiadas exhaustivamente para profundi-
zar su conocimiento tanto de los aspectos basicos
como sus posibilidades de aplicacion industrial.

Los trabajos realizados por el equipo liderado
por la Dra. Graciela Vignolo estan focalizados en la uti-
lizacion de cepas de bacterias lacticas aisladas en el
pais o sus metabolitos como agentes bioprotectores
para prolongar la vida Gtil de productos carnicos. Por
consiguiente, la mayoria de sus trabajos se basan en
empleo de cepas autoctonas de Lacfobacillus sp. o
Lactococcus lactis subsp. lactis y de las bacteriocinas
que ellas producen, y basicamente se utiliza nisina
comercial en combinacion con los productos autécto-
nos o bien como patréon de referencia para comparar
poder inhibitorio.

En los primeros trabajos realizados, Castellano
et al. (2001) evaluaron el efecto de la nisina (marca
comercial Nisaplin®, 2500 Ul/ml) sobre cinco cepas de
Listeria monocytogenes inoculadas en medios de culti-
vo liquido (cargas bacterianas de 3 y 7 log/ml) a dife-
rentes pH (5, 6y 7) e incubados 24 horas a 20°C. En
estas condiciones, se corrobord que la sensibilidad
hacia la nisina era cepa-dependiente y se obtuvieron
pérdidas de viabilidad que fluctuaron entre 1,5 - 1,8
log, con un maximo de 3 log a pH 5, lo cual demostré
la existencia de células de Listeria que sobrevivieron al
tratamiento con nisina.

Con el objeto de potenciar la actividad inhibito-
ria de la nisina y de superar la aparicion de células de
Listeria monocytogenes nisina-resistentes, se desarro-
llaron investigaciones en las cuales se combind nisina
comercial con otras bacteriocinas (Vignolo et al., 2000)
0 con cultivos lacticos bioprotectores (Schillinger et al.,
2001). Vignolo et al. (2000) evaluaron la capacidad de



las bacteriocinas lactocin 705 (producida por la cepa
autoctona Lactobacillus casei CRL 705), enterocin CRL
35 (producida por la cepa autdctona Enterococcus fae-
cium CRL 35) y nisina (Nisaplin, 2000 Ul/ml), en forma
individual y combinadas, para inhibir el desarrollo de
Listeria monocytogenesy Listeria innocua en medio de
cultivo liquido y en sistemas carnicos. En medio liqui-
do, ante las bacteriocinas evaluadas en forma indepen-
diente, ambas especies de Listeria mostraron una dis-
minucion inicial del recuento de células viables seguido
por el desarrollo de los sobrevivientes después de una
hora de incubacion. Una mayor actividad antilisteria se
observd cuando se combinaron las bacteriocinas en
pares, sobre todo si la nisina estaba incluida en el par.
Cuando se evalu6 el “mix” de las tres bacteriocinas, no
se observaron sobrevivientes después de 24 h de incu-
bacion. Se obtuvieron resultados similares en sistemas
carnicos (carne fresca magra, picada asépticamente)
inoculados con L. monocytogenes (105 células/g) e
incubadas 24 h a 20°C. La nisina (dosis de 2000 Ul/ml)
aplicada individualmente tuvo efecto bacteriostatico
(las cargas microbianas se mantuvieron estables
durante el periodo del ensayo), y tuvo efecto bactericida
cuando se combind con las otras dos bacteriocinas
simultaneamente (lactocin 705 y enterocin CRL 35).

Con respecto a la combinacion de nisina con
cultivos bioprotectores, los trabajos realizados por la
Dra. Vignolo con investigadores alemanes (Schillinger
etal., 2001) demostraron que en medio de cultivo liqui-
do, cultivos bioprotectores bacteriocinogénicos nisina-
resistentes constituidos por cepas de Enterococcus fae-
cium y Lactobacillus sakei (106 cel/ml), usados en
combinacion con nisina (Nisaplin, 100 Ul/ml), fueron
capaces de suprimir la proliferacion de células de
Listeria (carga original: 106 cel/ml) que sobrevivieron al
tratamiento luego de siete dias de incubacion a 10°C
(carga final 102 cel/ml). En el mismo trabajo, se utilizd
tofli casero como sistema alimenticio modelo para eva-
luar el efecto inhibitorio contra Listeria monocytogenes
(carga inicial: 102) de la nisina o su combinacion con
bacterias lacticas bacteriocinogénicas (carga inicial
106), durante el almacenamiento a 10°C por una sema-
na. En los ensayos en los que se usé solamente nisina,
se requirieron 2000 Ul/ml para mantener en el limite de
deteccion la carga de Listeria, mientras que en los ensa-
yos con la aplicacion combinada de nisina + cultivos
lacticos fue suficiente la adicion de 700 Ul de nisina/ml,
para obtener el mismo resultado. Por lo tanto, se con-
siguié un mayor efecto inhibidor de Listeria monocyto-
genes con la aplicacion de nisina y cultivos bioprotec-
tores.

Bajo la misma hipotesis de trabajo, Pefia ef al. (2013)
evaluaron el efecto de la aplicacion de diferentes bacte-
riocinas y dcidos organicos sobre la vida util de salchi-
chas envasada al vacio y almacenadas a temperatura de
abuso (10 °C) durante 36 dias. Nisina y bacteriocinas pro-
ducidas por las cepas autdctonas Lactobacillus curvatus
CRL705y Lactobacillus sakei CRL1862, solas o en com-
hinacién con &cido lactico y acético (2,5%) se aplicaron
por inmersion en salchichas previamente inoculadas con
L. monocytogenes (103 UFC/g). En los tratamientos con
bacteriocinas + nisina + acidos organicos se obtuvieron
reducciones iniciales de 1,9 log CFU/g de Listeria, y ya no
se encontraron células viables desde el dia 6 hasta el final
del periodo de incubacion.

Trabajos del mismo estilo se han efectuado en
productos de pescay con otros cultivos bioprotectores.
Por ejemplo Schobitz et al. (2006) evaluaron la capaci-
dad inhibitoria de tres sustancias antibacterianas pro-
ducidas por bacterias lacticas frente a Listeria monocy-
togenes en medio de cultivo liquido y en salmén ahu-
mado en frio envasado bajo vacio y almacenado a 3,5+
0,5°C durante 20 dias. Cuando se ensayo el efecto de
lactocina 705 producida por Lactobacillus curvatus
CRL705, nisina (NisaplinTM) y la sustancia tipo bacte-
riocina producida por Garnobacterium piscicola L103
en forma individual en medio TSB a 25°C durante 72 h
se observo una cinética bactericida con lactocina 705 y
nisina. La estrategia mas eficiente fue la combinacion
de las tres bacteriocinas, que produjo una disminucion
de los viables a <10 células/ml. Por otra parte, la apli-
cacion de las bacteriocinas en forma de spray a trozos
de salmdn mostrd un efecto bacteriostatico impidiendo
el crecimiento de L. monocytfogenes hasta los 15 dias
de almacenamiento. El uso de una combinacion de bac-
teriocinas podria ser un mecanismo efectivo para redu-
cir la presencia de L. monocytogenes en alimentos
como salmdn ahumado en frio, limitando ademas la
presencia de células resistentes a las bacteriocinas.

Otras lineas de investigacion, en lugar de eva-
luar nisina, trabajaron con la aplicacion en la matriz car-
nica de cultivos autdctonos productores de nisina. Asi
por ejemplo, Vignolo et al. (2005) evaluaron el efecto de
la aplicacion de la cepa autdctona Lactococcus lactis
CRL1109 productora de nisina en la extension de vida
atil de medias reses y recortes bovinos almacenados a
8°C. Si bien no se evalu6 el efecto sobre Listeria
monocytogenes, la aplicacion de la cepa bacteriocino-
génica en forma de spray a medias reses vacunas mos-
trd una disminucion en los microorganismos totales
(0,74 y 0,71 ciclos log) y coliformes (1,12 y 1,48 ciclos
log) para cuartos traseros y delanteros, respectivamen-
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te, luego de seis dias de almacenamiento y diez de
faena, conservando sus caracteristicas sensoriales. En
recortes vacunos, la impregnacion con el cultivo protec-
tor mostro un efecto bacteriostatico sobre la microbiota
total, retardando su deterioro en diez dias, mientras que
en cortes porcinos se observo una disminucion de 2,9
log en la poblacion de coliformes a los 15 dias de alma-
cenamiento a 8°C. Estos resultados podrian ser de inte-
rés para aprobar la inclusion de la nisina como aditivo
en la industria carnica. Resultados sumamente alenta-
dores presentaron Castellano et al. (2008) en un con-
greso de microbiologia que tuvo lugar en la Argentina.
En su trabajo evaluaron la efectividad de inhibicion de
cultivos lacticos autdctonos bacteriocinogénicos
Lactobacillus curvatus CRL705 y Lactococus lactis
CRL1109, usados como cultivos bioprotectores, y de
sus bacteriocinas (lactocina 705 y nisina) contra
Listeria monocytogenes (102 UFC/g) en hamburguesas
almacenadas a 5°C. La adicién de 106 UFC/g de cada
cultivo bioprotector en forma individual a la carne pro-
dujo un efecto bacteriostatico sobre L. monocytogenes
durante la 72 h de almacenamiento a 5°C bajo condicio-
nes aerdbicas. No se observo efecto sinérgico cuando
ambos cultivos se aplicaron en forma conjunta, sin
embargo, cuando se aplicaron sus bacteriocinas liofili-
zadas se observo la inhibicion inmediata del microorga-
nismo patégeno, lo cual demuestra su mayor efectivi-
dad en comparacion con la aplicacion de los cultivos
bacterianos que la producen.

En el marco de los estudios con cultivos autdc-
tonos, se estan realizando también trabajos de investi-
gacion para evaluar la efectividad de bacteriocinas pro-
ducidas por cepas autoctonas (entre ellas nisina) com-
binadas con agentes quelantes (EDTA-Na) para inhibi-
cion de Escherichia coli 0157:H7, patdgeno de interés
en industria carnica en la Argentina por su alta prevalen-
cia en el pais. Asi, al ensayar la efectividad en medio de
cultivo liquido, la nisina producida por la cepa autdcto-
na Lactococcus lactis CRL1109 produjo la inactivacion
total de las cepas mas sensibles de E. coli 0157:H7
cuando se aplico en forma combinada con 1000 mM de
EDTA (cargas iniciales 5 log) y un descenso de la pobla-
cion de 2 log en las cepas mas resistentes (Belfiore ef
al., 2007). Sobre la base de estos resultados, se realizo
un trabajo aplicando EDTA (48mM) y los cultivos bio-
protectores Lactococcus lactis CRL1109 (productor de
nisina) y Lactobacillus curvatus CRL705 (cargas:
107/g) en hamburguesas congeladas de carne vacuna
picada, inoculadas con Escherichia coli 0157:H7 (102
cel/g) y sometiéndolas a temperatura de abuso (5°C)
durante nueve dias. Los tratamientos simultaneos con
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cultivos bioprotectores y Na2EDTA produjeron una
reduccion de 1,62, 1,95, 3,41 y 3,90 log a tiempo de
dos, tres, seis y nueve dias, respectivamente, en E. coli
0157:H7, comparados con el control. En coliformes
autoctonos, con ese mismo tratamiento, la disminucion
fue de 1,55 log comparada con el control. Pero sin
EDTA no hubo inhibicion (Castellano et al., 2011).

TRABAJOS REALIZADOS POR

INVESTIGADORES DE LA UBA

En la UBA los grupos de investigacion relacionados con
la industria alimentaria que han realizado ensayos con
nisina en matrices alimenticias no lacteas son los dirigi-
dos por la Dra. Carmen Campos (Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales) y por la Dra. Rosa Jagus (Facultad
de Ingenieria). Los primeros trabajos realizados con
nisina por la Dra. Campos estuvieron focalizados en sis-
temas que modelan el efecto de la aplicacion de adere-
zos (emulsiones aceite en agua) para inhibicion de
microorganismos alteradores habituales en estos pro-
ductos, como por ejemplo Lactobacillus fructivorans
(Castro ef al., 2009). La investigacion efectuada aporta
datos referidos a la incidencia de los diferentes conteni-
dos de grasa y de la estructura fisica de las emulsiones
sobre la efectividad antimicrobiana de la nisina
(Novasina®, 0,59/kg), los cuales podrian ser extrapola-
dos en alguna medida a la elaboracion de emulsiones de
matriz carnica.

Mas recientemente, el equipo de investigacion
liderado por la Dra. Campos ha trabajado sobre el efecto
inhibidor de la nisina (Nisaplin®, Danisco) sobre bacte-
rias alterantes de los productos de pesca (Pseudomonas
sp., Shewanella putrefaciens y Lactobacillus plantarum) y
sobre Listeria innocua (como subrogante de L. monocy-
togenes), aplicada sola o en combinacion con otros con-
servantes (quitosano, lactato de sodio y sorbato de pota-
sio). Los valores de minima concentracion inhibitoria
(MCI) de nisina, ensayados en caldo Mueller Hinton a pH
5,5, rondaron las 1000 Ul/ml (S. putresfaciens. 1075 — L.
plantarumy L. innocua: 1183) y no se observd efecto inhi-
bidor sobre Pseudomonas sp. ni efecto bactericida sobre
ninguna de las cepas probadas a la mayor concentracion
ensayada (4300 Ul/ml). Al combinar quitosano con nisina
se observo un comportamiento sinérgico sobre la inhibi-
cion de S. putrefaciens. Sin embargo, el comportamiento
fue aditivo sobre la inhibicion de L. innocua y no hubo
interaccion con L. plantarum (Schelegueda et al., 2012a).

Sobre la base de los resultados obtenidos en
caldo, se realizaron ensayos en sistemas alimenticios.
Cuando se aplicé un tratamiento combinado de nisina
(3000 Ul/g) y quitosano (300 ppm) a homogenatos de



filetes de merluza (Merluccius hubbsi), inoculados en
ensayos independientes con L. innocuay S. putresfa-
ciens (105 UFC/g) e incubados 72 h a 30°C, se observo
una reduccion de 2,3 log respecto al control en L. innocua
y de aproximadamente 4 log en S. putresfaciens
(Schelegueda et al., 2012a). En otro trabajo se evalud la
aplicacion de nisina (5000 Ul/g) sola sobre la misma
matriz alimenticia inoculada con S. putresfaciens (105
UFC/g), pero con pH ajustado a 5,5 y 6 e incubado a 4°C
durante siete dias. En esas condiciones, la nisina sdlo
tuvo efecto a pH 5,5, produciendo una reduccion de 1 log
en la poblacion comparada con el control sin nisina
durante el almacenamiento (Schelegueda et al., 2012b).
Con respecto a los trabajos realizados por el
equipo de la Dra. Jagus, se destacan aquellos en los
cuales se evalla el potencial sensibilizador de la nisina
hacia células de Listeria innocua (Lehrke et al., 2011),
cuya exposicion a la bacteriocina las hace mas sensi-
bles a la accion inhibidora del acido lactico y del acido
citrico, y aquellos realizados en colaboracion con la
Dra. L. Gerschenson, en los que se evalda la accion
antimicrobiana de la nisina incorporada a peliculas
comestibles, las cuales podrian aplicarse a futuro en
alimentos de matriz carnica (Basch et al., 2011;
Carpenco et al., 2011; Ollé Resa et al., 2012, 2014).

TRABAJOS REALIZADOS EN OTRAS

INSTITUCIONES ARGENTINAS

En otras instituciones del sistema cientifico-tecnoldgico
argentino se han realizado trabajos con nisina cuyos
resultados podrian extrapolarse a la industria carnica,
con las adecuaciones pertinentes.

En la Universidad Nacional del Chaco Austral,
el equipo liderado por el Dr. Oscar Garro esta a cargo de
diversas lineas de investigacion que involucran la utili-
zacion de nisina en distintos tipos de alimentos. Este
grupo suele realizar trabajos en colaboracion con la
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