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RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivo el aislamiento de bacterias acido lacticas de muestras de
guesos artesanales obtenidos de la localidad de San Fernando de la provincia del Azuay y la
determinacion de la actividad antibacteriana a través de pruebas de antagonismos directo, contra
los principales patdgenos de interés dentro de la industria alimentaria. Se lograron aislar 3 cepas
pertenecientes al grupo de las bacterias acido lacticas (Lactococcus lactis, Lactobacillus brevisy
Leuconostoc lactis) las que presentaron actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Salmonella Enteritis. Los resultados demuestran su actividad antagénica y

podrian ser utilizadas dentro de la industria alimentaria como conservantes.

PALABRAS CLAVES:

Bacterias acido lacticas, antagonismo, patdégenos.
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ABSTRACT

This study aims to isolate lactic acid bacteria from samples of cheeses obtained from the
town of San Fernando in the province of Azuay and determine of antibacterial activity
through antagonisms direct testing against the major pathogens that are of concern within
the food industry. It was possible to isolate three strains belonging to the lactic acid
bacteria (Lactococcus lactis, Leuconostoc lactis and Lactobacillus brevis) group, which
showed antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Salmonella enteritis. The results show the antagonistic activity. which could be used as

preservatives.in the food industry.

KEYWORDS: Lactic Acid Bacteria, Antagonism. Pathogens.
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“AISLAMIENTO Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS DE QUESOS ARTESANALES DE SAN FERNANDO-
AZUAY CONTRA CEPAS PATOGENAS”.

INTRODUCCION.

Las bacterias acido lacticas (BAL) hoy en dia han adquirido mayor importancia debido a su
potencial como conservantes naturales, su presencia en los alimentos disminuye la proliferacién
de bacterias patégenas, causantes enfermedades frecuentemente transmitidas por los alimentos
(ETASs) que constituye un problema de salud publica, en el 2015 se ha reportado en el Ecuador
alrededor de 2.747 casos segun informacién publicada por del ministerio de salud publica , por lo
que resulta de interés la bisqueda de nuevas alternativas de antibacterianos que en el futuro
puedan ser consideradas como una fuente natural para la conservacién e inocuidad de los

alimento.

En el Ecuador como en otros paises se consideran como principales microorganismo causantes
de ETAs a el Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella sp (Ministerio de Salud publica
del Ecuador, 2016) que afectan a la inocuidad alimentaria dentro de la industria, comiunmente

encontrados en las superficies o0 maquinaria formando biopeliculas.

En la actualidad se busca el remplazo de sustancias quimicas usadas para el control de los
microorganismos patégenos por formas mas naturales que adem@s aporten en la mejora de las

caracteristicas organolépticas de los alimentos.

Las BAL presentan varias formas de antagonismo frente a microorganismos patégenos como la
reduccion del pH por la produccién de &cidos orgénicos, la produccion de metabolitos de

hidrogeno, bacteriocinas entre otras.

Por la problemética expuesta en el presente trabajo trata de la blUsqueda de cepas de BAL
nativas, presentes en quesos artesanales del cantdn San Fernando de la provincia del Azuay que
presenten actividad antibacteriana contra las cepas patégenas frecuentemente encontradas en

la industria alimentaria y en un futuro puedan ser usadas como tal 0 sus componentes
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antimicrobianas como fuente de conservantes naturales que favorezcan a la inocuidad de los

alimentos.

Caracteristicas y clasificacion de las bacterias acido lacticas:

Las bacterias acido lacticas son un grupo diverso de bacterias gram positivas, anaerobias
facultativas, no formadores de esporas, de forma bacilar o cilindrica, incapaces de sintetizar ATP
por respiracion, carecen de citocromos, porfirianas y otras enzimas del grupo hemo, por lo que
son catalasa y oxidasa negativos. La energia celular la obtiene por la fermentacion de los

carbohidratos produciendo principalmente &cido lactico. (Helmut & Jirgen , 2011)

El sistema de clasificacion, las divide por la morfologia en bacilos (Lactobacilus, Carnobacterium)
y cocos (Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aereococcus, Enterococcus,
Oenococcus, Tetragenooccus, Vagococcus y Weisella). Una de las caracteristicas importantes
que se toman en cuenta para la clasificacion es el modo de fermentacién de la glucosa
dividiéndolas en homofermentativas y heterofermentativas. (Helmut & Jirgen , 2011) (Heping &
Yimin Cai, 2014)

Actividad antimicrobiana de las BAL:

El sistema antagénico de las bacterias acido lacticas se basa a mas de la produccion de
compuestos 4cidos procedentes de la fermentacion de los carbohidratos, en metabolitos
inhibitorios que se sintetizan en menor cantidad como el hidroxido de oxigeno, metabolitos de del
oxigeno, del dibxido de carbono, compuestos arométicos (acetil aldehido, diacetileno), derivados
deshidratados del glicerol (reuterina), benzoatos y enzimas bacterioliticas, bacteriocinas y
antibiéticos. (Vasquez M, Suarez M, & Zapata B, 2009)

El desarrollo en anaerobiosis de las bacterias acido lacticas, produce varios metabolitos del
oxigeno como el peréxido de hidrogeno, aniones superoxido y radicales libres con actividad

antibacteriana tanto bactericida como bacteriostatica. (Vasquez M, Suarez M, & Zapata B, 2009)

El peréxido de hidrogeno es producido por la oxidacion del NADH por medio de la enzima NADH
oxidasa, el cual inhibe el crecimiento de Pseudomona y Staphylococcus sp debido a la produccién
de radicales libres que actlan sobre los componentes celulares como los lipidos, proteinas y
DNA. Las BAL presentes en la leche activa el sistema lactoperoxidasa que cataliza la oxidacién
de tiocina y la reduccién del peréxido de hidrogeno produciendo la acumulacion del hipotiocianato
el cual oxida a los grupos sulfhidrilo de las proteinas dando lugar a dafios en la estructura de la
membrana citoplasmatica que tiene un efecto bacteriostatico contra las bacterias patdgenas.
(Vasquez M, Suéarez M, & Zapata B, 2009) (Adams & Moss, 2005) (Doyle, Beuchat, & Montville)



Abril Novillo 3

Uno de los principales factores que produce la inhibicion, es la produccion de los acidos organicos
como metabolitos durante la fermentacién como el acido lactico, acido propionico y el acido citrico,
que provocan la reduccion del pH. La disociacidn parcial de los acidos débiles permite que la parte
no disociada atraviese la membrana, produciendo una elevacién en el pH del citoplasma con gasto
energético, lo que produce la desnaturalizacion proteica y reduccion en la permeabilidad de la
membrana celular, alterando a los sustratos enzimaticos. El acido lactico inhibe las bacterias
espordégenas Staphylococcus aureus y Yersinia enterolitica es el mas eficaz de los acidos
organicos. (Doyle, Beuchat, & Montville) (Vasquez M, Suarez M, & Zapata B, 2009) (Lahtinen,
Ouwehand, Salminen, & Atte von , 2011)

De la misma forma presenta un papel antagoénico las proteinas sintetizadas en los ribosomas de
las BAL conocidas como bacteriocinas, son estables a pH acido o neutro y a temperaturas entre
los 50-80°C. Se han determinado aproximadamente 89 bacteriocinas diferentes en funcién a sus
caracteristicas quimicas. Las bacteriocinas actlan uniéndose a la membrana por atraccion
electrostatica, insertandose en la bicapa lipidica, formando poros en la membrana citoplasmatica,
permeabilizandola permitiendo la salida de iones metabolitos como aminoacidos, fundamentales

para la supervivencia de la célula bacteria. (Vasquez M, Suarez M, & Zapata B, 2009)

En varias investigaciones se han encontrado nuevos compuestos no proteicos formados por
mondémeros hidratados y dimeros ciclicos de aldehido 3 hidroxipropiénico conocido como
reuterina producido por Lactobacillus reutery, Lactobacillus brevis, lactobacillus buchueri,
Lactobacilllus collinides y Lactobacillus coryniformis presenta una actividad antimicrobiana
amplia, se forma durante la utilizaciéon anaerobia del glicerol, inhibe la actividad de la enzima ribo
nucleétido reductosa involucrada en la sintesis del DNA. (Lahtinen, Ouwehand, Salminen, & Atte
von , 2011) (Doyle, Beuchat, & Montville)

Microrganismos patdégenos dentro de la industria alimentaria:

Los principales microrganismo que afecta a la industria alimentarias y que se reportan con mayor
frecuencia en casos de intoxicaciones alimentaria incluyen a Staphylococcus aureus, Escherichia

coli y Salmonella sp.

Los principales brotes producidos por alimentos obtenidos de registros epidemioldgicos sefialan
como principal microorganismo causante Salmonella sp, evidenciado en varios incidentes como
la pandemia de S. enteritis en huevos que ha tenido un impacto estadistico dentro de las
enfermedades trasmitidas por los alimentos. El género Salmonella estan compuesto por
microorganismos resistentes, que se adaptan a condiciones extremas, crecen en un intervalo
amplio de temperatura (<54°C) y en un pH 6ptimo de 6,5 a 7.5 se ha confirmado el crecimiento

de cepas silvestres a pH muy bajos, lo que es preocupante para la inocuidad de alimentos



Abril Novillo 4

fermentados, encurtidos que deriva a la presencia de cepas acido tolerantes. (Doyle, Beuchat, &

Montville)

Las intoxicaciones alimentarias con Staphylococcus aureus son la causa mas frecuente de
gastroenteritis alrededor del mundo, producidas por la ingesta de una o mas entero toxina
estafilocdcicas, se presenta en forma de brotes aislados que afectan a muchas personas, debido
aingerir alimentos mal conservados. (Doyle, Beuchat, & Montville) (Brooks, Butel, & Morse, 2004)

Las cepas de Escherichia coli es causa comin de diarrea en todo el mundo e infecciones del
aparato urinario, dentro de la méas patdégenas se encuentra la E.coli 0157 H 7 que produce la
colitis hemorragica, lo que lo sitla dentro de los mas graves patdgenos transmitidos por los
alimentos, como principal vehiculo de trasmision se encuentra involucrado el ganado vacuno, se
lo considera como un microrganismo acido tolerante lo que anula los procesos de acidificacion
para mantener la inocuidad de los alimentos. (Doyle, Beuchat, & Montville) (Brooks, Butel, &
Morse, 2004)
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OBJETIVO GENERAL

e Aislar y determinar la actividad antagénica de bacterias acidos lacticas en quesos
artesanales de la zona de San Fernando- Azuay.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar las Bacterias lacticas de muestras de queso de la zona de San Fernando-
Azuay.

e Identificar por pruebas bioquimicas las Bacterias acido lacticas.

e Determinar la actividad antagénica de las Bacterias acido lacticas contra cepas

patdégenas (Salmonella Enteritis , Staphylococcus aureus y Escherichia coli)
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CONCLUSIONES.

Se logr6 aislara 3 cepas de BAL perteneciente a las especies de los géneros
Lactococcus, Lactobacillus y Leuconostoc de las muestras de quesos artesanales de la
localidad de San Fernando de la provincia del Azuay-Ecuador.

Las pruebas bioquimicas a través del el perfil APl CH 50 permitieron identificar a las
especies teniéndose Lactococcus lactis, Lactobacillus brevis y Leuconostoc lactis.

Se determind la actividad antagonica de L. lactis, L.brevis y Leuconostoc lactis frente a
S. aureus, Salmonella enteritis y E.coli resultado activas frente a los patégenos ya que

los halos de inhibicidbn son >5mm.
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