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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo el de aislar bacterias acido lacticas de quesos frescos
artesanales de la Provincia del Cafar y determinar su capacidad antibacterial. Las muestras fueron
recolectadas de diferentes fabricantes y sembradas en agar MRS y M17. A través de pruebas
bioquimicas miniaturizadas APl 50 CHL, se identificaron dos cepas de BAL, con un 99.8% de
tipificacion Lactobacillus paracasei ssp paracasei y con 95.3% Lactobacillus plantarum.
Posteriormente a estas bacterias se les probd su actividad antibacteriana contra Salmonella Enteritis,
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus, por pruebas de difusion en agar. Se determiné
que L. paracasei es efectivo contra Gram +y —, y L. plantarum es inhibidor del crecimiento Gram -.
Esto es importante desde el punto de vista de la efectividad sobre todo contra bacterias como
Salmonella que son més dificiles de inhibir su crecimiento debido a su capa de peptidoglucano que
las convierte en mas resistentes a los compuestos antibacteriales como las bacteriocinas. Finalmente

estas cepas de BAL fueron crioconservadas para posteriores estudios.

PALABRAS CLAVES: BAL, difusion en agar, Gram, bacteriocina, antibacteriano.
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ABSTRACT

The objective of this study was to isolate Lactic Acid Bacteria from fresh artisan
cheeses of the Province of Canar, and determine its antibacterial capacity. The samples
were collected from different manufacturers and planted in MRS and M17 Agar.
Through API 50 CHL miniaturized biochemical tests, it was possible to identify two
LAB (Lactic Acid Bacteria) strains with 99.8% of Lactobacillus paracasei ssp
paracasei characterization. and 95.3% Lactobacillus plantarum. Thereafter, these
bacteria were tested for their antibacterial activity against Salmonella enteritis, Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus by Agar diffusion tests. It was determined
that L. paracasei is effective against Gram + and -; and L. plantarum is Gram -.growth
inhibitor This is important from the standpoint of effectiveness. especially against
bacteria such as Sa/monella. whose growth is more difficult to inhibit due to their
peptidoglycan layer that turns more resistant antibacterial compounds as bacteriocins.

Finally. these LAB strains were cryopreserved for further studies.

KEYWORDS: LAB. Agar Diffusion, Gram, Bacteriocin, Antibacterial.
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“AISLAMIENTO Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS PRESENTES EN EL SUERO DE QUESOS ARTESANALES
DE LA PROVINCIA DE CANAR CONTRA CEPAS PATOGENAS”

INTRODUCCION:

Las bacterias del acido lactico (BAL) han desempefiado un rol importante en la tecnologia delos
alimentos y tienen una larga historia debido al uso dado por el hombre para la produccién de
comestibles y la preservacion de los mismos ya que su presencia disminuye la proliferacién de
bacterias patégenas que son los principales culpables de intoxicaciones alimentarias. Esto
representa una problematica de salud que ha dado paso a la investigacién de nuevos métodos
para conservacion de los alimentos con componentes naturales que se incorporan al alimento

para garantizar su seguridad.

Las bacterias acido lacticas contribuyen de manera que las caracteristicas organolépticas de los
alimentos no se alteran, ademas generan en los mismos ambientes poco favorables para el
desarrollo de microorganismos patdgenos debido a su marcada capacidad antagonista, se ha
podido comprobar que algunas cepas de bacterias lacticas, entre ellas las del género
Lactobacillus, son beneficiosas para la salud, tanto humana como animal (probiéticos). Ambos
efectos beneficiosos, ocasionados por su capacidad antagénica, se basan en la produccién de
acidos organicos y otros metabolitos inhibidores, entre los que cabe mencionar el peréxido de
hidrégeno (H202) y otros derivados del metabolismo del oxigeno, asi como compuestos
aromaticos (diacetilo, acetaldehido), derivados deshidratados del glicerol (reuterina), enzimas

bacterioliticas, bacteriocinas y otros.

En los tiempos actuales la probleméatica a nivel salud dada por las intoxicaciones alimentarias ha
dado paso a la investigacion de diferentes mecanismos para asegurar la calidad de dichos
alimentos, ya sea retardando el crecimiento de microorganismos o en el mejor de los casos
matandolos por completo. Es por ello que surge la idea de estudiar algunos tipos de
antimicrobianos o conservantes naturales y asi contribuir en mayor medida a eliminar los

productos quimicos de los alimentos y de esta manera podemos aportar con la investigacion de
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BAL aisladas de las muestras de queso que pudieran tener el efecto antibacteriano contra alguna

cepa patoégena. (Blackburn, 2006; Doyle, Beuchat, & Montville, 2001)

Generalidades de género Lactobacillus.

El término bacterias lacticas engloba a un grupo heterogéneo de microorganismos que se ubican
en la familia Lactobacillaceae cuya caracteristica definitoria es la produccién de acido lactico a
partir de la fermentacion de azUcares que en cantidades suficientemente elevadas podria causar
inhibicién o total destruccion de otros microorganismos.

Las bacterias lacticas se han venido utilizando inadvertidamente durante miles de afios para la
produccion de alimentos tales como queso y yogur. Sin embargo, no fue hasta mediados del siglo
XIX cuando Louis Pasteur demostré que la produccién de &cido lactico en fermentaciones se
debia a la accién de microorganismos (fermentos lacticos). El aislamiento y obtencién de un
cultivo puro de Bacterium lactis por Joseph Lister marcé el inicio del estudio microbiol6gico de las
bacterias lacticas.

Las bacterias acido lacticas producen acido lactico o bien, acidos lactico y acético y también
pueden producir otras sustancias inhibidoras tales como: diacetilo, perdxido de hidrégeno,
reuterina (b- hidroxipropionaldehido) y bacteriocinas. Estas Ultimas son producidas
ribosomalmente como proteinas o polipéptidos precursores que, en su forma activa, ejercen un
efecto antibacterial contra un espectro limitado de bacterias estrechamente relacionadas.(De Vos,
Whitman, & Bergey, 2009)

Caracteres morfoldgicos.

El género Lactobacillus se caracteriza por presentar células en forma de bacilos largos y
extendidos, largos cortos, o cocos Gram positivos que se dividen como bacilos solamente en un
plano, produciendo cadenas o tétradas de forma ocasional y filamentos, falsamente llamados
ramificados.(Ingraham et al., 1998), aunque con frecuencia pueden observarse bacilos cortos o
coco-bacilos coryneformes; lo cual hace que se puedan confundir con géneros aislados
habitualmente de origen clinico. Los grandes bacilos homofermentativos presentan granulos

internos revelados por tincion de Gram o por tincién con azul de metileno. (Blackburn, 2006)

Actividad antimicrobiana de las bacterias acido lacticas.

Las bacterias acido lacticas se comportan como inhibidoras de otros microorganismos en la
mayoria de los casos, y es precisamente este comportamiento la clave para estudiar su calidad
de conservacion de algunos productos alimenticios, un factor clave es la produccion de acido

lactico y acético junto con la baja de pH lo que inhibe el crecimiento y supervivencia microbiana.
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Muchas cepas de Lactobacillus forman sustancias antimicrobianas inhibidoras del crecimiento de
otros microorganismos “in vivo”. Las bacterias acido lacticas preservan los alimentos como
resultado de un conocimiento competitivo producto de su metabolismo y de la produccién de
bacteriocinas, que son péptidos o proteinas bactericidas generalmente activas frente a especies
relacionadas con el organismo que la produce. Es de gran importancia para la industria
alimentaria ya que podria considerase como un conservante natural, en la actualidad una de ellas
muy reconocida es la nisina producida por cepas de Lactococcus lactis es usada por la industria.
(Adams M. R, Moss, & Ramis Verges, 1997)

Principales efectos benéficos de las bacterias acido lacticas.

Se ha identificado muchos beneficios producidos por las bacterias acido lactico llegando a ser
efectivos organismos probi6ticos con lo que tienen una relacion directa con los alimentos
fermentados, ademéas debemos resaltar su habilidad de adherirse a las células, el poder excluir
o reducir la adherencia patdgena, su resistencia y multiplicidad, su capacidad para producir
bacteriocinas antagonistas al crecimiento patégeno y formar una flora balanceada.

Es necesario destacar las posibilidades terapéuticas de las bacterias &cido lacticas que pueden
ser (tiles en el tratamiento de patologias infecciosas, como en la prevencién de infecciones
urinarias, para el tratamiento de diarreas infantiles o del viajero ya que tienen funcion protectora
de la microflora del intestino, asi como para las relacionadas con el consumo de antibiéticos, en
el tratamiento del estrefiimiento y en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, dada su
capacidad de modular la flora intestinal ya que nuevas investigaciones las han orientado a
mecanismos con efectos antitumorales.(Adams M. R et al., 1997)

Cepas patdgenas usadas en la actividad antibacteriana.

e Staphylococcus aureus.

Es un coco Gram-positivo que forma células de 1 um de diametro aproximadamente,
forma agrupaciones irregulares semejantes a un racimo de uvas. Son catalasa-positivo,
oxidasa-negativo, anaerobios facultativos. Es un mesdfilo tipico con un intervalo de
temperatura de crecimiento entre 7 y 48°C, 6ptima a 35 y 40°C.

La produccion de la enterotoxina esta relacionada a esta especie, aunque también se la
ha relacionado con Staphylococcus intermedius y Staphylococcus hyicus. Como
enfermedad de tipo relativamente benigno y de corta duracién, la intoxicacion alimentaria.
(Blackburn, 2006)
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Listeria monocytogenes.

Es un organismo Gram-positivo, anaerobio facultativo, catalasa-positivo, oxidasa-
negativo. Morfologia es de cocoide a bacilar cultivadas a 20 — 25°C, con alto intervalo de
temperatura para su crecimiento desde 0 a 42°C, siendo lo éptimo entre 30 y 35°C. La
listeriosis humana es en mayor problema debido a los alimentos que son la fuente
principal de infeccién, se ha identificado a L. monocytogenes como el principal causante
de esta infeccibn que aunque poco frecuente tiene elevada tasa de mortalidad en
poblacién de riesgo (embarazadas, nifios, personas adultas y con sistema inmunol6gico
alterado). Las fuentes de carne y pescado son las que tienen mayor significancia y

presentan niveles altos de este patégeno.(Adams M. R et al., 1997; Doyle et al., 2001)

Salmonella.

De la familia de las enterobacteriaceae, son bacilos Gram-negativo, facultativamente
anaerobios, catalasa-positivos, oxidasa-negativos, temperatura de crecimiento de 5 hasta
47°C con crecimiento optimo a 37°C. Son termosensibles y destruidas faciimente a
temperatura de pasteurizacion. Se divide en dos especies Salmonella entérica y
Salmonella bongori, siendo los serotipos S. Enteritidis y Thyphimurium los de mayor
presencia en infecciones de salmonelosis. Se ha asociado a S. Enteritidis el consumo de
huevos contaminados y carne de aves, mientras que S. Thyphimurium al consumo de

carne de cerdo o bovino.(Adams M. R et al., 1997; Doyle et al., 2001)

OBJETIVO GENERAL:

Aislamiento e identificacion de BAL presentes en el suero de quesos artesanales de la provincia

del Cafar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Recolectar las muestras requeridas para el presente estudio provenientes de las
gueserias artesanales mas representativas de la provincia del Cafiar.

Realizar el aislamiento de BAL de las muestras de quesos e identificacion por medios
guimicos.

Determinar la actividad antibacteriana de BAL en cepas patogenas (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Salmonella Enteritis ATCC 1408 y Listeria monocytogenes)

Crioconservar las cepas purificadas para ensayos posteriores.
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CONCLUSIONES

Se cumplieron los objetivos iniciales de este trabajo es decir el aislamiento e identificacion
de bacterias acido lactico (BAL) presentes en el suero de quesos artesanales
recolectados en diferentes queserias de la provincia del Cafiar.

Identificacion de las BAL por medios bioquimicos en este caso por medio de la galeria
API 50 para dos muestras elegidas de las diez obtenidas con las que se prosigui6 el
método de inhibicién antimicrobiana.

Determinacién de la actividad antibacteriana de BAL en cepas patégenas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella enteritis ATCC 13076, Listeria
monocytogenes ATCC 15313).

Crioconservacion de las cepas iniciales o0 madres, y de las cepas aisladas y purificadas
para ensayos posteriores que podrian ser mas especificos en cuanto a determinar las

bacteriocinas se refiere.
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