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Introduccion

1. INTRODUCCION

La microbiologia industrial es la disciplina que utiliza microorganismos
generalmente cultivados a gran escala, para obtener productos comerciales de
valor o para realizar importantes transformaciones quimicas, como es el caso de
las bacterias acido lacticas (BAL) que son un grupo de bacterias Gram positivas
que tienen en comun caracteristicas morfolégicas, metabdlicas vy fisiologicas, las
cuales son aprovechadas en la industria para la fabricacion y conservaciéon de

alimentos (Axelsson, 1993).

Pasteur descubrid estos microorganismos en 1857 mientras realizaba estudios
sobre la fermentacion lactica, alcohdlica y butirica, denominandolos lactobacterias,
con lo cual se dio la pauta para la aplicacion de las BAL en los procesos de

elaboracion de diversos productos lacteos (Hoover y Stenson, 1993).

Se ha confirmado que los alimentos fermentados se conservan bien por el efecto
que las BAL producen al convertir los azucares en &cidos organicos
principalmente acido lactico y por la remocion de gran cantidad de carbohidratos
durante la fermentacion estas son las primeras acciones que llevan a cabo estas
bacterias en los alimentos fermentados. Ademas la fermentacion tiene como
propésito introducir cambios muy especificos en el aroma, sabor, textura, cuerpo,

acidez, humedad, digestibilidad y aspecto de los alimentos (Fernandez, 2000).

Entre las BAL comunmente usadas para la produccién de alimentos fermentados
se encuentran los géneros Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Carnobacterium y Leuconostoc, los cuales pueden ser aislados de
diferentes fuentes como, granos, plantas, vegetales fermentados, productos

lacteos, carnicos y mucosas de animales (Jay, 2000).

Diversos metabolitos producidos por las BAL se usan como cultivos iniciadores,
como el acido lactico, diacetilo, peréxido de hidrogeno y bacteriocinas. Estos
metabolitos ejercen accion antibacteriana lo que contribuyen a prevenir la

descomposicion de los alimentos, mejorando la calidad microbiolégica o
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ampliando la vida de anaquel, a este proceso se le define como bioconservacion
(Stiles, 1996).

La inocuidad de los alimentos es una cuestion fundamental de salud publica para
todos los paises. Las enfermedades transmitidas por los alimentos como
consecuencia de su contaminacién con patdégenos microbianos, biotoxinas y
compuestos quimicos representan graves amenazas para la salud de miles de
millones de personas. Recientemente se han documentado en todos los
continentes brotes de enfermedades trasmitidas por los alimentos, lo que
demuestra su importancia desde el punto de vista social y de la salud publica.
Estas enfermedades no soélo repercuten de forma significativa en la salud y
bienestar de las personas, sino que tienen consecuencias econémicas para los
individuos, las familias, las comunidades, las empresas y los paises. Por lo

anterior se pone una considerable atencion a los sistemas de salud.

Como un aporte al conocimiento del desarrollo de compuestos con actividad
antimicrobiana, esta tesis tiene como objetivo evaluar la actividad inhibitoria de
280 cepas de BAL aisladas de productos lacteos, para posteriormente realizar un

estudio sobre su posible uso en la fermentacion y conservacion de alimentos.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Bacterias acido lacticas (BAL)

En 1919 Orla-Jensen elaboré una monografia en la que apunta que ‘“las
verdaderas bacterias del acido lactico constituyen un grupo natural de bacilos y
cocos Gram positivos, inmoviles, no esporulados que al fermentar azucares
forman principalmente &cido lactico”, ademas de que son catalasa y oxidasa
negativas, sin citocromos, anaerobias pero aerotolerantes, acidlricas vy
estrictamente fermentativas con produccion de &cido lactico como principal
producto final. Se desarrollan bien en un habitat rico en nutrientes (carnicos y
lacteos) y mucosas del cuerpo de mamiferos como boca, intestino y vagina (Jay,
2000).

2.1.1. Caracteristicas generales

Las BAL se caracterizan por numerosas exigencias nutricionales, ya que pueden
crecer en medios ricos en vitaminas, bases nitrogenadas y fuentes de carbono,
como la leche, productos lacteos, vegetales en descomposicion, carnes, etc. Las
vitaminas necesarias estan presentes en la leche en concentraciones
generalmente suficientes pero la adicion a la leche de extracto de levadura rico en
vitaminas mejora el crecimiento bacteriano; ciertas vitaminas no son esenciales

pero tienen un efecto estimulante sobre el crecimiento (Leveau y Bouix, 2000).

Existen diversas caracteristicas que nos permiten diferenciar los géneros de las
BAL, como la forma de fermentar la glucosa, el crecimiento a diferentes
temperaturas, la tolerancia a diferentes concentraciones de cloruro de sodio
(NaCl) y el crecimiento a diferente pH, entre otros. El grupo de las BAL esta
conformado por los géneros Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
Pediococcus, Vagococcus, Oenococcus, Weissella, Tetragenococcus,
Lactococcus y Carnobacterium (Jay, 2000).
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2.1.2 Metabolismo

Desde el punto de vista bioquimico, fermentacidén es el proceso metabdlico en el
que los carbohidratos y los compuestos afines son oxidados con liberacién de
energia en ausencia de aceptores externos de electrones. Los aceptores finales
de electrones son compuestos organicos producidos directamente en el
desdoblamiento de los carbohidratos. En la fermentacidén se produce la oxidaciéon
incompleta del compuesto originario y solamente una pequeiia cantidad de la
energia es liberada durante el proceso (Jay, 2000).

En base a los productos finales del metabolismo de la glucosa, las BAL se dividen

en dos grupos:

1. Las que producen acido lactico como producto principal o uUnico de la
fermentacion de la glucosa se denominan homofermentativas (Figura 1).
Utilizan la via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). Las bacterias
homoléacticas poseen las enzimas aldolasa y hexoisomerasa, pero carecen
de fosfocetolasa. Asi mismo, es posible cambiar el caracter
homofermentativo de las bacterias modificando condiciones de cultivo como
la concentracion de glucosa, el pH y la restriccidn de nutrientes (Leveau y
Bouix, 2000).

2. Las heterofermentativas (Figura 2) son las que transforman la glucosa a
partir de las hexosas, en acido lactico, etanol, acido acético, acido formico,
succinato, y dioxido de carbono (CO,) (Axelsson, 1993). Todas las especies
de Leuconostoc, asi como algunos lactobacilos, son microorganismos
heterofermentativos. Las heterolacticas por otra parte tienen fosfocetolasa
pero no poseen aldolasa ni hexosaisomerasa y, en lugar de degradar la
glucosa por la via de EMP, estos microorganismos utilizan la via del
monofosfato de hexosa o de las pentosas (Leveau y Bouix, 2000).
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2 ATP
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2 2-Fosfoglicerato
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H,O
ADP ATP v
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Figura 1. Via homofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas
(Adaptada de Axelsson, 1993)
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Figura 2. Via heterofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas

(Adaptada de Axelsson, 1993)
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2.1.3. Clasificacion y géneros representativos

Al tratarse de un grupo heterogéneo, las BAL estan representadas por varios
géneros de importancia. Sus células son cocos: es el caso de Streptococcus, pero
también de Lactoccoccus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus, bacilos:
Lactobacillus. Se distinguen también por su grupo de fermentacién: homolactica o
heterolactica de acuerdo a lo sefialado en la tabla 1. Actualmente se cuentan con
técnicas que en base a su composicion genética nos permite clasificar a las BAL
(Leveau y Bouix, 2000).

Los géneros que se describen brevemente a continuacion son los que tienen

mayor relevancia en la microbiologia de los alimentos (Wood y Holzapfel, 1995).

Lactobacillus. Bacilos o0 cocobacilos no esporulados, aerotolerantes o
anaerobios, aciddricos o aciddéfilos, con requerimientos nutricionales complejos.
Incluyen especies homofermentativas obligadas, heterofermentativas facultativas y
heterofermentativas obligadas. Alrededor de 50 especies conforman el género.
Microerofilos; el desarrollo superficial generalmente mejora ante baja tension de
oxigeno (5-10%). Es comun la produccion de bacteriocinas.

Ocasionalmente los Lactobacillus forman pigmento amarillo, rosa o rojo ladrillo.
Los limites de temperatura para desarrollar van de 2 a 53°C con 6ptima de 30-
40°C. Se aislan facilmente de productos carnicos, lacteos y de pescados, aguas,
frutas, verduras y ensilados. Son frecuentes en la cavidad oral, contenido intestinal
y vagina de mamiferos. Las especies homofermentativas estan asociadas con el
hombre y animales. Las especies heterofermentativas con los alimentos, en donde
llevan a cabo fermentaciones controladas o causan deterioro especialmente bajo
refrigeracion de productos empacados. Las especies heterofermentativas
obligadas son comunes en productos lacteos, cereales y verduras fermentadas y

tracto intestinal.
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Tabla 1. Bacterias acido lacticas homofermentativas, heterofermentativas y

heterofermentativas facultativas.

Homofermentativas

Heterofermentativas

Heterofermentativas
facultativas

Lactobacillus

Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.

acidophilus
alimentarius
bulgaricus
casei
coryniformis
curvatus
delbrueckii
helveticus
jugurti
jensenii
lactis
leichmannii
plantarum
salivarius

Lactococcus

Lc. lactis subsp lactis
biovar diacetylactis
Lc. lactis subsp
cremoris

Lc. lactis subsp
horniae

Lc. garvieae

Lc. plantarum

Lc. raffinolactis

Leuconostoc

cremoris
dextranicum
lactis
mesenteroides
gelidum

Leuc. carnosum

Leuc. mesenteroides
subsp. mesenteroides
subsp. cremoris
subsp. dextranicum
Leuc. argentinum
Leuc. citreum

Leuc. fallax

Leuc.
pseudomesenteroides

Leuc.
Leuc.
Leuc.
Leuc.
Leuc.

Lactobacillus

Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.

brevis
buchneri
cebollobiosus
coprophilus
fermentum
hilgardii
sanfrancisco
trichoides
fructivorans
potis

Lactobacillus

Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.

acetotolerantes
alimentarius
agilis

casei
coryniformis
curvatus
hamsteri
paracasei
pentosus
plantarum
rhamnosus
sake

Pediococcus Streptococcus Weissella Carnobacterium |Pediococcus
P. acidilactici S. boris W. confusa C. divergens P. acidilactici
P. cerevisiae S. thermophilus W. hellenica C. mobile P. pentosaceus
P. pentosaceus W. halotolerans C. gallinarum P. damnosus
P. damnosus W. kandleri C. pisicola P. dextrinicus
P. dextrinicus W. minor P. inopinatus
P. inopinatus W. paramesenteroides

P. parvulus W. viridescens

Tetragenococcus Oenococccus Vagococcus

T. halophilus O. oeni V. fluviales

T. muriaticus

V. salmoninarum

Adaptada de Stiles y Holzalpfel, 1997; Jay, 2000.
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Streptococcus. Cocos de 0.8-1.2 um, dispuestos en cadenas hasta con mas de
50 células o en pares. Anaerobios facultativos. Especies comensales del hombre y
animales en mucosas (boca, tractos alimenticio, urinario y respiratorio). Con 39
especies, de las cuales tienen interés las especies Streptococcus pyogenes, con
intensa actividad betahemolitica, como patégeno transmitido por los alimentos a
partir de fuentes humanas y S. agalactiae de fuentes animales primariamente. La
especie S. thermophilus es un termdfilo, con cepas especificas que se utiliza en la
fermentacién de productos lacteos, sobre todo en combinacién simbidtica con
otras BAL. Por ejemplo Lb. bulgaricus estimula al estreptococo liberando
aminoacidos mientras que este forma compuestos relacionados con al &cido
férmico, que promueven el desarrollo del lactobacilo, lo cual se conoce como

protocooperacién, propiedad aprovechada en la elaboracion de yogurt.

Carnobacterium. Este género se origino del Lactobacillus cuando se observaron
diferencias significativas en cepas aisladas de carnes empacadas. Son bacilos de
0.5-0.7 x 1.1-3.0 um; en cultivos viejos se alargan y tienden a perder el Gram,
psicrotrofos y de metabolismo predominantemente homofermentativo. Menos
rigurosos en sus demandas nutricionales y de intolerancia al oxigeno.

Se aisla de la carne y productos carnicos, pescado y agua de mar. Producen
bacteriocinas. Pueden diferenciarse de Lactobacillus por su capacidad de
crecimiento a pH de 9.0, no actividad a pH 4.5, ni en agar acetato a pH de 5.4 y no
se multiplican a 45°C. Se distinguen seis especies en el género: C. alterfunditum,
C. funditum, C. mobile, C. divergens, C. gallinarum y C. picicola, las tres primeras
moviles todas pueden desarrollar a 0°C; solo la penultima fermenta la lactosa y la
ultima débilmente. Otras pruebas bioquimicas y la relacion de contenido G + C

permiten la diferenciacion de todas las especies.

Pediococcus. Cocos de 1.0-2.0 um, se dividen alternativamente en dos planos
perpendiculares dando lugar a la formacion de tétradas. Raramente se observan
células aisladas. Anaerobio facultativo; cepas inhibidas en presencia de oxigeno.
Homofermentativo. Algunas cepas productoras de bacteriocinas. Empleado como

cultivo iniciador de salchichas semisecas, deteriorador de cerveza y sidra.
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Requieren medios complejos para desarrollarse. No patdgeno, pero con actividad
descarboxilasa intensa de la que resultan aminas biogénicas. Generalmente es

intolerante al oxigeno en el primocultivo.

Lactococcus. Se puede reconocer como la bacteria lactica por excelencia de la
leche. Es la BAL mas frecuentemente utilizada como cultivo iniciador en la
obtencion de productos lacteos cultivados, en particular quesos y leches. Consiste
en células ovoides que aparecen aisladas, en pares o en cadenas. Algunas cepas
forman material gelatinoso que les rodea a manera de capsula. Recuperables de
leche cruda y algunas plantas. No se aislan de la materia fecal.
Homofermentativos. La especie Lc. piscium existe en peces. Se comportan como
auxotrofos para diversos aminoacidos y son también dependientes de diversas

vitaminas.

Leuconostoc. Recuperable de vegetales, productos carnicos y lacteos, ensilados,
vinos y productos fermentados. Requieren medios complejos para desarrollar.
Algunas especies son acidotolerantes. Temperatura optima de 20 a 30°C, pH final
en caldo glucosa: 4.4-5.0. Heterofermentadores obligados. Estan muy
relacionadas con el género Lactobacillus cuyas formas cocoides vy
heterofermentadores pueden confundirse con Leuconostoc. Involucrados en el
deterioro de alimentos ricos en carbohidratos simples, pero utilizados en forma
controlada en la fabricacion de algunos quesos debido a la generacion de aromas
apreciables. Su desarrollo es mas lento que otras BAL, las cuales suelen

desplazarlo en cultivos mixtos.

Existen otros géneros que también se van usando en el area de alimentos talvez
no con la misma frecuencia que los descritos anteriormente, pero representan una

alternativa como los siguientes (Stiles y Holzapfel, 1997).

Vagococcus. Esta mas relacionado con los géneros Enterococcus vy
Carnobacterium ademas de Listeria, que son Streptococcus y Lactococcus. Los

Streptococcus aislados de pollo y agua fueron designados como Vagococcus
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fluviales. Una nueva especie de V. salmoninarum fue aislada de peces infectados

con Salmonella.

Tetragenococcus. Especie incluida en el género Enterococcus. Para su
crecimiento requiere NaCl a una concentracion de 18%. Esta mas relacionada con

los géneros Enteroccoccus y Carnobacterium que con Lactobacillus.

Weisella. Es un género nuevo que ha sido creado para incluir a un miembro del
género Leuconostoc el cual es Leuc. paramesenteroides. De igual manera se
incluye dentro de este género miembros heterofermentativos del género
Lactobacillus como Lb. viridescens y que ahora fue renombrado como W.

viridescens.

2.1.4. Métodos de estudio clasicos

Las BAL pueden detectarse en una diversidad de alimentos tanto crudos (frutas,
verduras) como procesados (lacteos, carnicos), madurados o no. Su numero es
variable en los diferentes alimentos. La mayor parte de los estudios sobre BAL han
sido realizados sobre todo con bacterias aisladas de leche o de productos lacteos
(Leveau y Bouix, 2000).

La identificacion mas ampliamente utilizada de las cepas a nivel de género y
especie, se basa en las siguientes caracteristicas fisiologicas y bioquimicas:
 Crecimiento a diferentes temperaturas (10-15 y 45°C)

* Tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl (2, 4 y 6.5%)

* Produccién de NH3 a partir de arginina

* Fermentacion de carbohidratos (arabinosa, celobiosa, fructosa, galactosa,
glucosa, lactosa, maltosa, manitol, manosa, rafinosa, ramnosa, sacarosa, salicina,
sorbitol, trehalosa y xilosa)

* Produccion de acetoina

* Hidrdlisis de esculina

 Sobrevivencia al tratamiento térmico (63 y 65°C)
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Para hacer la identificacion de aquellas bacterias que se encuentran en
poblaciones complejas, han surgido pruebas como los micrométodos que

disminuyen costo y tiempo de realizacion de las mismas (Pereda et al.1990).

2.1.5. Importancia de las BAL

La fermentacién de varios alimentos por las BAL es una de las formas mas
antiguas de bioconservacion. Las bacterias antagonistas han sido reconocidas por
siglos pero en afios recientes este fendmeno ha recibido mas atencién por los
investigadores, debido a su potencial utilidad como sustancias naturales en la

produccion de alimentos para preservar la vida y la seguridad.

Actualmente los consumidores hacen conciencia de su salud, por lo que la dieta
juega un rol muy importante en la prevencion de las enfermedades y la promocién
a la salud. Por consiguiente, hay un incremento en la tendencia por los alimentos

que contienen cultivos probidticos (Soomro et al. 2004).

Fuller (1992) defini6 a los probidticos como "aquellos microorganismos Vivos,
principalmente bacterias y levaduras, que son agregados como suplemento en la
dieta y que afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la flora microbiana en el

intestino".

Entre los microorganismos comunmente empleados como probioticos se
encuentran las BAL, las cepas utilizadas generalmente pertenecen a especies de
los géneros Lactobacillus y Enterococcus (Amores et al. 2004). Al uso de
probiéticos se les atribuyen numerosos efectos saludables y son muchos los

trabajos que demuestran los beneficios de estos Tabla 2.
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Tabla 2. Principales microorganismos probidticos y algunos de sus efectos

benéficos para la salud.

\ Microorganismo \ Efecto beneficioso

Equilibrio de la flora intestinal y efectos en el sistema
Lb. acidophilus LC1 inmunitario

Reduccién de la actividad de enzimas procancerigenas,
Lb. acidophilus NCFCO1748 |de diarreas y constipacion.

\Lb. acidophilus NCFM \Reduccién de la actividad de enzimas procancerigenas.
\Lb. rhamnosus GG ]Inmunoestimulador, diarreas e inflamacion del intestino.
Lb. bulgaricus Inmunoestimulador, absorcién de lactosa.

Promotor del crecimiento y de la viabilidad de
Lb. casei probidticos.
\S. thermophilus ]Inmunoestimulador, absorcion de lactosa.
\B. bifidum \Diarreas por rotavirus, equilibrio de la microbiota.
\S. boulardii ]Prevenci()n de diarrea y tratamiento de colitis

Tomada de Amores et al. 2004

El uso de las BAL en la industrial farmacéutica se debe entre otras cosas a las
necesidades de las BAL, por lo que algunas cepas son utilizadas en el analisis
cuantitativo de aminodacidos y vitaminas en diferentes medicamentos y otros

productos (Fernandez, 2000).

Sin embargo las BAL también en ocasiones actuan proporcionando efectos
indeseables en los alimentos, como consecuencia de su actividad metabdlica,
observandose algunas alteraciones como la coagulacion en la leche, la
sobreacidificacion el leches fermentadas, coloracién indeseable en quesos,
enverdecimiento en salchichas y agriado de col, entre otras alteraciones
(Fernandez, 2000).

2.1.6. Compuestos antimicrobianos producidos por BAL

El alto interés que despierta el estudio y la identificacion de las BAL en los

alimentos se debe al importante papel que desempefian en la industria de los
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alimentos por su reconocida capacidad fermentativa, asi como por sus beneficios

para la salud humana.

Actualmente el interés en el estudio de las BAL se debe a su efecto antagonista
contra microorganismos patdogenos que contaminan a los alimentos, el cual es

atribuido a algunas de sus caracteristicas bioquimicas (Tabla 3).

La mayoria de estas bacterias pueden convertir los carbohidratos en &cidos
organicos, acido lactico o acido acético. El H,O, que es producido por las BAL en
condiciones de microaerofilia, el cual puede tener efecto inhibitorio sobre diversos
microorganismos asi como el diacetilo y el CO,, también participan en el efecto
antagonista las bacteriocinas de algunas BAL que son punto de interés a

considerar para explicar la actividad antagonista de las BAL (Turgay et al. 2002).
Otro punto importante que opera es el proceso es la competencia por los
nutrientes disponibles en el medio, con notable participacion en el efecto

antagonico (Meza, 1999).

Tabla 3. Compuestos inhibitorios producidos por BAL y su mecanismo de accién

| Componente inhibitorio | Mecanismo de acccion
‘Acido lactico IRuptura del metabolismo celular
Peréxido de hidrogeno Inactivaciéon de biomoléculas esenciales por el anién

superdxido de la reaccién en cadena, activacion del
sistema lactoperoxidasa.

Di6xido de carbono Ambiente anaerobio y/o inhibicibn de enzima,
descarboxilacion y/o ruptura de la membrana celular

|Diaceti|o \Interfiere en la utilizacion de la arginina
Bacteriocinas Ruptura de la membrana citoplasmatica (en el caso de
la nisina)

Adaptada de Turgay et al. 2002.
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2.1.6.1. Acidos organicos

2.1.6.1.1. Acido lactico

El &cido lactico es un compuesto incoloro, viscoso y no volatil, su masa molecular
es 90.08 y su formula CH3sCHOHCOOH. Se da bajo formas éptimamente activas,
dextrogira y levogira, frecuentemente denominadas acido D-Léactico y acido L-
Lactico siendo esta forma la que presenta mayor efecto inhibitorio. Es producido
naturalmente durante la fermentacion de los alimentos por las BAL, incluyendo los
géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, y

Carnobacterium (Juneja y Sofos, 2002).

El acido lactico es el principal metabolito producido por las BAL, dependiendo del
sustrato y del microorganismo, el cual presenta propiedades antimicrobianas. El
efecto de inhibicion del acido lactico producido por las BAL ha sido investigado
ampliamente. El bajo pH afecta varios aspectos del metabolismo celular, que
retarda el crecimiento de microorganismo no deseados en el medio de cultivo
(Charumati y Lambert, 1996). El grado de grado de disociacion del acido lactico
depende del pH, donde un bajo pH se encuentra en la forma no disociada, siendo

toxico para hongos, levaduras y varias bacterias (Ouwehand, 1993).

El &cido lactico es probablemente uno de los agentes antimicrobianos mas
antiguos, inhibe a C. botulinum, C. perfringes, C. sporogenes, L. monocytogenes,

Salmonella, S. aureus y Yersinia enterocolitica (Juneja y Sofos, 2002).

2.1.6.1.2. Acido acético

El acido acético, formula CH3COOH, es otro &cido organico, producido por las
BAL. Ambos acidos lactico y acético y sus sales son generalmente reconocidos
como seguros por la FDA en los Estados Unidos. El 4cido acético y sus sales
presentan su actividad antimicrobiana a pH 4.5 y el efecto se debe a la disociacién
de moléculas (Juneja y Sofos, 2002).

En contraste con la mayoria de los &cido organicos, el acido acético es

generalmente mas efectivo contra levaduras y bacterias. Las bacterias que inhibe

15



Antecedentes

incluye a los géneros Bacillus, Clostridium, L. monocytogenes, S. aureus y

Salmonella.

Juneja y Sofos (2002) reportan que una concentracion de &cido acético al 0.1% es
bacteriostatico para E. coli O157:H7, S. enteritidis, S. typhimurium y Aeromonas
hydrophila, no se mostré el mismo efecto con cepas de B. cerus y S. aureus a la

concentracioén antes mencionada.

2.1.6.2. Bacteriocinas

De todos los compuestos inhibitorios producidos por las BAL, se ha puesto
especial interés en las bacteriocinas, las cuales son objeto de investigacién por su
actividad antimicrobiana contra las bacterias de los alimentos tales como L.
monocytogenes, S. aureus, B. cereus, Clostridium botulinum entre otros (Davidson
y Hoover, 1993).

2.1.6.2.1 Definicion

Las bacteriocinas son identificadas como proteinas biologicamente activas contra
miembros de su misma especie o especies muy relacionadas a la cepa productora
(Klaenhammer, 1988).

Se denominan bacteriocinas a las moléculas que responden a los cinco criterios

siguientes (Beliard y Thuault, 1988):

» Tiene un espectro de accidon limitado; sélo las especies taxondmicamente
proximas a la cepa productora pueden ser inhibidas. Sin embargo, recientemente
este concepto se ha modificado ya que se ha demostrado también el efecto
bactericida contra cepas distanciadas filogenéticamente de la cepa productora.

« Poseen una pared proteica necesaria para su actividad

» Son bactericidas

» Para actuar la bacteriocina se fija sobre un receptor especifico localizado sobre

sitios “blanco”
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* La célula productora sintetiza igualmente una molécula que la inmuniza contra su

propia bacteriocina

Dentro de las bacteriocinas, se encuentra la nisina, aislada, caracterizada y
denominada por Mattick y Hirsch en 1947 producida por especies de Lc. lactis
subsp. lactis. Es la bacteriocina mejor caracterizada y es utilizada como
conservador de alimentos inhibiendo el desarrollo de bacterias Gram positivas
especialmente de los géneros Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Listeria.
Siendo la nisina la Unica bacteriocina reconocida por la FDA con la categoria
GRAS (Davidson y Hoover, 1993).

Una ventaja importante de las bacteriocinas sobre los antibioticos clasicos es que
las enzimas digestivas las destruyen. Este hecho indica que la ingesta de estos
compuestos no alterara la ecologia del tracto digestivo y tampoco esto causara

riesgos relacionados al uso de antibiéticos comunes (Bromberg et al. 2004).

2.1.6.2.2. Clasificacion

Diversos investigadores han buscado clasificar a las bacteriocinas de acuerdo a
sus caracteristicas bioquimicas y genética. Algunos ejemplos de bacteriocinas se
mencionan en la tabla 4. La clasificacion de estos compuestos propuesta por Ness
en 1996 en base en las caracteristicas bioquimicas y genéticas (Gonzalez et al.
2003).

Clase I. Lantibiéticos.- Son péptidos pequefios activos a nivel de membrana y que
contienen algunos aminoacidos poco comunes como lantionina, R-metil-lantionina
y dihidroalanina que se forman debido a modificaciones posteriores al proceso de
la traduccion. La formacién de aminoacidos no comunes se explica por la
deshidratacion de los aminoacidos serina y treonina, con la posterior adicion de los
atomos de azufre de la cisteina a los dobles enlaces de los deshidroaminoacidos.

Un ejemplo bien conocido de estas bacteriocinas es la nisina.
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Tabla 4. Bacteriocinas y microorganismos productores

\ Bacteriocina \Clase \ Microorganismo productor
\Nisina \ I \Lactococcus lactis subsp. lactis
\Pediocina PA-1 \ lla \Pediococcus acidilactici y Lactobacillus plantarum WHE92
\Pediocina JD \ lla \Pediococcus acidilactici JD1-23
\Sakacina A \ lla \Lactobacillus sake 706
]Sakacina P \ lla ]Lactobacillus sake LTH673
\Curvacina A \ lla \Lactobacillus curvatus LTH1174
]Mesentericina Y105 \ lla ]Leuconostoc mesenteroides
\Plantaricina E/F \ b \Lactobacillus plantarum C11
]Lactococcina A \ b ]Lactococcus lactis subsp. cremoris
\Lactococcina B \ b \Lactococcus lactis subsp. cremoris 9B4
\Lactacina F \ b \Lactobacillus johnsonii
\Divergicina \ lic \Carnobacterium divergens LV13

‘ i

‘Helveticina

‘Lactobacillus helveticus

Tomada de Gonzalez et al. 2003.

Clase Il. No lantibiéticos.- Son bacteriocinas de peso molecular variable, que

contienen aminoacidos regulares. En este grupo se pueden identificar tres

subclases:

* Clase lla.- Son péptidos activos contra Listeria, tienen la secuencia consenso

en la region N-terminal TGNGVXC y sus representantes caracteristicos son la

pediocina PA-1 vy la sakacina P.

* Clase IlIb.- Son formadores de complejos de poracion que consisten de dos

péptidos diferentes. Ambos péptidos son necesarios para una mejor actividad

antimicrobiana. En este grupo se encuentran la lactococcina G y las

plantaricinas EF y JK.

 Clase llc.- Son péptidos pequefios, termoestables, no modificados y que se

transportan mediante péptidos lider. En esta subclase solamente se reportan

las bacteriocinas divergicina A y acidocina B.
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Clase lll.- Son péptidos grandes mayores de 30 kDa, en esta clase se encuentran

las helveticinas J y V, acidofilicina A, lactacinas Ay B

2.1.6.2.3. Mecanismo de accion

Las bacteriocinas producidas por las BAL tienen sitios “blanco” en los
microorganismos sensibles (Tabla 5). El modo de accién de las bacteriocinas es
complejo. La nisina pertenece a la clase | y la pediocina como representante de la
clase Il, son las mas estudiadas en este concepto y comparten algunas
caracteristicas en comuan. Al parecer, los péptidos se unen a la membrana
citoplasmatica a través de uniones electrostaticas con los fosfolipidos cargados
negativamente, luego se insertan a la membrana con una reorientacion que
depende del potencial de membrana, el cual esta influenciado por el pH y la
composicion fosfolipidica. Los monomeros de bacteriocina forman agregados
proteicos que resultan en la formacion de poros con la consecuente salida de
iones (principalmente potasio y magnesio), pérdida de la fuerza motriz de protones
(FMP), salida de ATP y aminoacidos. La fuerza motriz de protones juega un papel
central en la sintesis de ATP, en el transporte activo y el movimiento bacteriano,
por lo tanto, se inhibe la sintesis de macromoléculas y la produccion de energia
dando como resultado la muerte celular (Charumati y Lembert, 1996).

Aunque es comun la formacion de poros y la disipacién de la fuerza motriz de
protones en el modo de accion de las bacteriocinas, existen algunas
particularidades en cada clase. De la clase I, la nisina no requiere de un receptor
unido a la membrana de la célula “blanco” ya que reconoce la composicion
fosfolipidica de la célula. En cambio, para la accién de la lactococina A y la
lactoestrepcina se requiere de la union a receptores membranales. Para las
bacteriocinas de la clase lla se ha sugerido que la regién amino terminal tiene un
papel importante en la capacidad de reconocimiento de la membrana de la célula
“blanco”. En las de la clase llb, las plantaricinas EF y JK dependen de la accién de
dos péptidos para la formacion de poros y consecuente disipacion del potencial de

membrana (Gonzalez et al. 2003).
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Tabla 5. Bacteriocinas producidas por BAL y microorganismos sensibles

| Organismo productor \ Bacteriocina \ Microorganismos sensibles

Lactococcus cremoris |Lactoestrepcina 5 |Lactococcus lactis
Bacilus subtilis

Lb. acidophilus Lactacina Staphylococcus aureus y S. epidemidis
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus faecalis

Salmonella enteritidis

Escherichia coli

Lactacina B Mycobacterium sp.
Lactobacilli
Lactobacillus sp. Sin nombre Clostridium

Bacillus cereus
Clostridium sporogenes

Lb. saké 'Sakacina A Listeria monocytogenes

Lb. bulgaricus Bulgaricina Bacillus subtilis
Escherichia coli
Pseudomonas sp.
Staphylococcus aureus
Lactococcus lactis

Lc. lactis Nisina Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Clostridium botulinum

P. acidolactici Pediocina AcH Lactobacillus plantarum
Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Clostridium perfringes

Pediocina PA-1 Listeria monocytogenes

P. pentosaceus Pediocina A Staphylococcus aureus
Clostridium botulinum
Listeria monocytogenes

Tomada de Wood y Holzapfel, 1995.

2.1.6.3. Otros compuestos

El peroxido de hidrogeno es uno de los compuestos con actividad
antimicrobiana, que pudieran estar produciendo las BAL. Sin embargo, la
presencia de este metabolito no es deseable en algunos alimentos debido a que
es una sustancia oxidante que puede ocasionar decoloraciones, sabores
desagradables o degradacion de nutrientes. Muchas bacterias fermentadoras
producen peréxido de hidrégeno como un mecanismo protector contra el oxigeno.

El peroxido de hidrégeno producido por las BAL es inhibidor de bacterias, Gram
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negativas como Peudomonas spp y Gram positivas como S. aureus (Charumati y
Lambert, 1996).

El H,O, aumenta en el medio circulante mientras se tengan condiciones
anaerobias. El efecto letal del H,O, puede deberse a la inactivacion de
biomoléculas esenciales por el ion superéxido de la reaccion en cadena. También
puede funcionar por la via del sistema de la lactoperoxidasa-tiocinato. ElI H,O,
oxida el tiocianato para producir compuestos toxicos de la oxidacion, productos
que son letales para los patdégenos de los alimentos. El H,O, es mas efectivo

como esporicida que bactericida (Charumati y Lambert, 1996).

Lactobacillus (algunas especies), Lactococcus lactis y Leuconostoc cremoris
pueden producir H,O, cuando se transfieren de condiciones anaerobias a
aerobias. Se ha demostrado que este metabolito inhibe el crecimiento de S.
aureus, varios microorganismos psicrétrofos y Pseudomonas spp (Gonzalez y
Zamudio, 2004).

El di6xido de carbono puede ejercer efecto antimicrobiano de varias maneras en
un medio ambiente mas anaerdbico por inhibicion enzimatica, descarboxilacion y
por ruptura de la membrana celular con acumulaciéon de gases en la fase de la

bicapa lipidica (Charumati y Lambert, 1996).

El diacetilo (2,3 butanodiol) es sintetizado por ciertas especies de BAL a partir del
piruvato. Este inhibe el crecimiento de diversas bacterias Gram negativas, Gram
positivas y levaduras. Produce el sabor a mantequilla en productos fermentados y
en algunos alimentos es usado como aditivo. El diacetilo interfiere con la
utilizaciéon de la arginina por reaccion con la arginina ligada a proteinas de

organismos Gram negativos (Charumati y Lambert, 1996).

Jay (2000) reporto que 200 pg/mL de diacetilo inhiben levaduras y bacterias Gram
negativas y 300 pg/mL inhiben bacterias Gram positivas. Motlagh et al. (1991)
estudiaron el diacetilo a 344 pg/mL contra L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
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innocua, S. anatum, S. typhimurium, Yersinia enterocolitica, E. coli y Aeromonas
hydrophila. EI diacetilo solo fue efectivo contra bacterias Gram negativas
mostrando una disminucién de células viables después de 24 h de incubacion a
4°C. El diacetilo juega un rol importante en la preservacién natural de los

alimentos.

Acidos grasos. Algunos Lactobacillus y Lactococcus muestran actividad lipolitica
y bajo ciertas condiciones producen concentraciones significativas de &cidos
grasos, los cuales muestran actividad antimicrobiana. En muchos casos los acidos
grasos mejoran las caracteristicas sensoriales de los alimentos fermentado (Wood
y Holzapfel, 1995).

2.2. Productos fermentados

Numerosos productos alimenticios deben su produccion y caracteristicas a la
actividad fermentativa de microorganismos como las BAL. Algunos alimentos
como los quesos fermentados, los encurtidos, la col agria y los embutidos
fermentados, son productos conservados cuya durabilidad se prolonga
considerablemente con respecto a la de las materias primas de las cuales estan
hechos. Ademas de hacerlos méas durables, todos los alimentos fermentados
tienen un aroma y un sabor caracteristico que resulta directa o indirectamente de

los organismos fermentadores (Jay, 2000).

2.2.1. Leches fermentadas

Las leches fermentadas pueden dividirse, dependiendo del metabolismo de la
microbiota, en tres grupos: fermentaciones lacticas, de levaduras-lacticas y de
mohos-lactica. El primer grupo puede subdividirse, de acuerdo con las
caracteristicas de la microbiota lactica, en fermentaciones mesofilas y termdfilas;
en este grupo se incluyen también los productos terapéuticos. Todos los productos
resultan de la transformacion de la lactosa en acido lactico principalmente que
confiere el tipico sabor de leche fermentada. La identidad de los diferentes
productos se debe al metabolismo de los microorganismos fermentadores y a los

componentes del sabor y aroma que se generan. Entre ellos, los mas tipicos,
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resultantes del metabolismo de la lactosa y del nitrégeno, son acetato,
acetaldehido, lactato, acidos grasos, péptidos, etanol, CO, y diacetilo (Roberts et
al. 2001).

2.2.2. Quesos

Una de las ramas de la industria lactea que depende en gran manera de la
actividad de los microorganismos, es la industria de los quesos. De acuerdo a la
FAO/OMS el queso se define como “producto fresco o madurado obtenido por la
coagulacion y separacion de suero de la leche, nata, leche parcialmente
desnatada, mazada o por una mezcla de estos productos”. Una gran variedad de
ellos han sido elaborados bajo la actividad enzimatica de diversas especies
bacterianas y fungicas. En la elaboracion de mantequillas también se utilizan
cultivos bacterianos seleccionados por su habilidad de producir acido y sabor
(Veisseyre, 1990).

Los quesos pueden elaborarse con leche entera, parcialmente descremada,
semidescremada, descremada, crema o doble crema y su clasificacion es la
siguiente de acuerdo a la NOM-121-SSA1-1994:

Fresco. Se caracteriza por su elevado contenido de humedad, sabor suave y un
periodo de vida de anaquel corto, por lo que debe estar refrigerado. Se consideran
como quesos frescos: canasto, panela, fresco, ranchero, sierra, blanco, enchilado,
adobado, oaxaca, asadero, mozzarella, morral, adobera, cottage, crema, doble

crema, petit suisse, etc.

Madurado. Estos son los quesos de pasta mas dura, semidura o blanda,
sometidos a un proceso de maduracion mediante la adicibn de microorganismos,
mohos o bacterias bajo condiciones controladas de tiempo, temperatura y
humedad para provocar en ellos cambios bioquimicos y fisicos, que les confieren
la consistencia y el sabor caracteristicos. Aqui se encuentran los quesos: cheddar,

chester, chihuahua, manchego, brick, edam, gouda, gruyere, emmental, cheshire,
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holandés, amsterdam, butterkase, cabrales, camembert, roquefort y danablu, entre

otros.

Procesado. Resultado de la mezcla de quesos madurados fundidos, a los que se
les pueden agregar ingredientes y especias; dentro de esta clasificacion estan los
quesos fundidos y para untar, como el queso amarillo y la mayoria de los que se

venden en rebanadas cuadradas

En el medio industrial, las BAL deben estar adaptadas al medio de la leche, es
decir, ser capaces de utilizar la lactosa y las fuentes de nitrdgeno de la leche. Las
actividades ligadas al crecimiento bacteriano en este medio son el origen de las
transformaciones que afectan a la leche, a la cuajada y a los productos lacteos y

queseros que resultan de ellas (Leveau y Bouix, 2000).

En nuestro pais se producen algunas variedades de quesos que no son comunes
en los paises industrializados. Existen escasas referencias sobre su microbiologia
y participacion como vehiculos de agentes patdégenos. Pueden mencionarse: el
panela, el requeson, el Oaxaca, el cotija y el Chihuahua. Los dos ultimos son
madurados pero a partir de su flora natural y con un pobre control del proceso. La
produccion en pequefia escala por lo general se emplea leche cruda. Con
frecuencia, en este Ultimo caso se comercializa sin empaque por lo que el riesgo a

la contaminacién es inminente (Fernandez, 2000).

Diversos factores influyen en la presencia y supervivencia de patdgenos en el
queso: caracteristicas del patégeno, como su tolerancia al calor, acido y sal,
namero inicial presente y su estado fisiolégico que influye en la capacidad de
sobrevivir de los patdgenos. Entre los parametros que adquieren importancia cabe
destacar la temperatura de almacenamiento y procesado, la produccién de acido
por los cultivos iniciadores, la adicién de sal y otros inhibidores y el proceso de

maduracion (Roberts et al. 2001).
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2.3. Microorganismos patdgenos y/o deterioradores de importancia en los
alimentos

La calidad sanitaria de los alimentos queda configurada por una serie de atributos
(Tabla 6) que pueden y deben procurarse desde su generacién en donde quiera

que esta ocurra hasta su servicio y consumo

Tabla 6. Atributos que debe presentar un alimento

\ Alimento de buena calidad \
\Nutritivo \Idéneo ‘
|

'Sensorialmente aceptable |Inocuo

\Fresco \Larga vida de anaquel
Tomada de Fernandez, 2000

El deterioro de los alimentos es desde luego, la expresion de procesos fisicos y
reacciones quimicas que suceden durante el almacenamiento y que llevan a la
pérdida de su valor comercial. Sin embargo, considérese que este hecho es
detectable por el consumidor frente al alimento y de esa manera se podria evitar

Su consumao.

Los microorganismos de interés sanitario en los alimentos incluyen de manera
convencional, bacterias, hongos, levaduras, protozoarios, virus parasitos
microscopicos o0 sus estados de huevecillo o larvario, y ciertas algas
microscopicas. Se encuentran involucrados en dos &reas fundamentales de la
microbiologia sanitaria: como causa de deterioro de los alimentos y como agentes
etiologicos de enfermedades asociadas a su consumo. Deben considerarse
ademas, en menor escala, su participacion en la generacidon controlada de
cambios sensoriales y el empleo, directo o indirecto, en la preservacion de su
frescura e inocuidad. Estos dos ultimos efectos se asocian principalmente a la
actividad de las BAL (Fernandez, 2000).

La presencia de agentes patdgenos no suele acompafiarse de cambios
sensoriales objetables y el alimento se ingeriria sin resistencia. Los riesgos que
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representan una amenaza a la salud son los de naturaleza microbiana originando
dafio en el tracto digestivo ademas de que otras localidades pueden verse

comprometidas (Fernandez, 2000).

Las infecciones y las toxiinfecciones causadas por patdgenos transmitidos a traves
de los alimentos han sido reconocidas por cerca de 100 afios; ya para 1950 los
principales patdégenos que preocupaban eran Salmonella, S. aureus y Clostridium
perfringes en el Reino Unido y en Estados Unidos. El botulismo también se
conocia como peligroso pero era raro enfermarse con alimentos enlatados. Sin
embargo, por 1980 se comenzaron a involucrar otros agentes como
Campylobacter, L. monocytogenes y E. coli O157:H7, pero tuvieron que pasar
varios afios para que autoridades de salud reconocieran que causaban serias
complicaciones o la muerte y que estos podian transmitirse por el consumo de

alimentos y por un limitado control en el proceso (Tood, 2001).

En México, el registro de las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)
no es completo, por ejemplo, la Secretaria de Salud en México, sefialaba que
hasta 1976 las enfermedades transmitidas por los alimentos ocupaban el primer
lugar como causa de enfermedad; a partir de 1977 ocupan el segundo lugar. El
grupo de edad mas afectado es el de menores de un afio. La tendencia de 1961 a
1989 se muestra ascendente, con un incremento de la tasa de 172% (Torres,
2002). El sistema de notificacion de casos a mejorado pero esto no garantiza la

calidad en los alimentos.

Para 1986, las ETA contribuyeron con 7.6% de la mortalidad total del pais,
actualmente no figuran entre las primeras diez. Sin embargo, en los ultimos 10
afos se han registrado 363 brotes, la mitad de ellos por intoxicacién alimentaria, le
siguen en frecuencia la fiebre tifoidea, hepatitis y salmonelosis. Estos brotes
afectaron a 14,412 personas y se notificaron 249 defunciones. Los alimentos
reportados son muy variados y resaltan por su alto consumo el queso, la leche, el

pastel, el pollo y la carne de res (Torres, 2002).
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A finales del siglo XX se produce un gran desarrollo de la microbiologia de los
alimentos, el comienzo de una nueva era de la quimica e ingenieria alimentaria, el
desarrollo de sistemas de irradiacion de los alimentos, la introduccion de nuevos
conceptos como el analisis de riesgos y puntos criticos de control (HACCP) el
desarrollo de técnicas genéticas o0 moleculares aplicadas al estudio de los
patdgenos alimentarios, se desarrollan alimentos con potencial bactericida contra

patogenos, etc. (Torres, 2002).

De los 79 brotes que ocurrieron en 1980-1989, se confirmaron 58 brotes de
infecciones e intoxicaciones microbianas y parasitarias transmitidas por alimentos,
gue se presentaron en el Distrito Federal y 16 estados de la republica. Los
brotes se presentaron, en su mayoria, después de una fiesta o reunién social
(24%), en escuelas o guarderias (10%), restaurantes (9%) y hospitales (9%).
Los quesos y otros derivados lacteos estuvieron involucrados en el 29% de los
brotes, seguidos por pasteles (16%), leche (14%) y productos de cerdo (9%).
Estas cifras son solo de los casos notificados, ya que en nuestro pais el registro

de las ETA no es completo (Fernandez, 2000).

2.3.1. Vibrio

Los microorganismos pertenecientes al género Vibrio son bacilos cortos Gram
negativos que miden de 0.5 a 0.8 um de diametro por 1.4 a 2.6 um de largo,
levemente curvados o enrollados en forma de coma. Son catalasa negativa y
oxidasa positiva, anaerobios facultativos y realizan metabolismo tanto fermentativo
como respiratorio. El cloruro de sodio estimula el crecimiento de todas las
especies y para algunas es una necesidad estricta. Los vibrios enteropatdogenos
crecen Optimamente en torno a los 37°C. El célera es considerado principalmente
una infeccion transmitida por los alimentos, con frecuencia el alimento que ha
estado en contacto con agua contaminada puede constituir el vehiculo de la

infeccion (Adams y Moss, 1997).
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V. parahaemolyticus fué descubierto y aislado durante un brote de gastroenteritis
por consumo de pescado y ocupd la atencion de las autoridades en Japén a partir
de 1958, cuando se presentaron en la poblacién numerosos brotes semejantes.

Constituye entre ellos la principal causa de gastroenteritis, aunque se tienen
registrados brotes en otras partes del mundo (Dalsgaard, 1998). Diversas

especies de Vibrio son patdgenas para el hombre (Tabla 7).

Tabla 7. Especies de Vibrio spp. que causan o estan asociados con infecciones en

humanos.
| | Aparicién en muestras clinicas humanas*
| | Intestinal | Nointestinal
\V. cholerae O1 | ++++ \ +
\V. cholerae NO-O1 | ++ \ ++
V. parahaemolyticus | o+ | +
V. fluviales | ++ | -
]V. frunci | ++ ] -
V. hollisae | ++ | -
]V. mimicus | ++ ]
\V. metschnikovii | + \
V. vulnificus | ] +++
\V. alginolyticus | - \ ++
\V. carchariae | - \ +
\V. cincinnatiensis | - \ +
\V. damsela | - \ +

* El simbolo (+) hace referencia a la frecuencia relativa de cada microorganismo en muestras
clinicas y (-) indica ausencia del microorganismo.

Tomada de Dalsgaard, 1998

2.3.2. Shigella

El género Shigella (de Shiga, bacteri6logo japonés) incluye bacterias con una
manifiesta adaptacion exclusiva al hombre y primates superiores. Este género fue
identificado como causante de diarrea en humanos a finales del siglo XIX, son
bacilos Gram negativos, inmdviles, anaerobios facultativos, no fermentan la

lactosa y son catalasa positivos, con excepcién de un serovar de S. dysenteriae.
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Son altamente infectivas y con facilidad se transmiten de persona a persona; en la
actualidad se conocen incidentes en los que la transmision se llevo a cabo a
través del agua y los alimentos (Fernandez, 2000). Se clasifican como se indica
en la tabla 8.

Tabla 8. Clasificacion de las especies del género Shigella.

\Subgrupo \ Especie \Serotipos
\ A \S. dysenteriae \ 12
\ B \ S. flexneri \ 13
' C | S.boydi | 18
\ D \ S. sonnei \ 1

Adaptada de Torres, 2002

La shigelosis es una enfermedad endémica de distribucion mundial, este
padecimiento esta asociado con la pobre higiene de las comunidades donde se
disemina su agente causal. En paises desarrollados donde existen programas
bien establecidos de vigilancia y control sanitario, también se ha reportado en los
dltimos afos. Se estima que ocurren 576,000 muertes anualmente entre nifios
menores de cinco afios de edad debido a este padecimiento; dato que sin duda
revela la trascendencia de este microorganismo como agente causal de ETA
(Torres, 2002).

Se ha reportado que S. sonnei y S. flexneri, sobreviven a 25 °C en harina y leche
entera por mas de 170 dias. Estas mismas cepas, en huevos, almejas y
camarones, sobreviven durante periodos de 50 dias; en ostras durante 30 dias y
en huevos blancos por 20 dias. Shigella puede sobrevivir en agua por 120 dias
(Torres, 2002).

Aunque siempre se ha considerado que las bacterias del género Shigella son
microorganismos particularmente delicados y poco resistentes a las condiciones
ambientales, lo cierto es que pueden sobrevivir largos periodos de tiempo en

distintas condiciones (Torres, 2002):
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» A temperatura ambiente en heces, vegetales y frutas contaminadas.

» A temperaturas inferiores a -20 °C en alimentos.

A temperatura de refrigeracion en alimentos.

* A 80 °C durante varios segundos.

» En alimentos con pH neutro, inoculados con Shigella se ha recuperado este
microorganismo pasados 100 dias cuando se han mantenido a -20°C y 4°C.

» Sobrevivieron mas de 50 dias al ser inoculados en huevos, leche, marisco y
harina.

* En queso contaminado sobreviven por varias semanas.

El tipo de alimentos implicados con mas frecuencia en la aparicion de brotes de
shigelosis son: ensaladas de todo tipo (papas cocidas, pollo, atan, marisco,
lechuga), ostras crudas, frutas (fresa), hamburguesas, leche, leche acida, queso,
pescado, marisco, arroz cocido, sandwiches, etc. En todos los casos la
contaminacion se produce en alimentos preparados, listos para el consumo, mal
manipulados por portadores de Shigella en sus heces, asintomaticos o enfermos
(Torres, 2002).

La principal puerta de entrada del patégeno al organismo es la via fecal-oral,
aunque también pueden ocurrir brotes debido a alimentos y agua contaminados.
La dosis infectante es pequefia ya que bastan 10 células para que se presente la
enfermedad (Torres, 2002).

2.3.3. Salmonella

El género Salmonella es uno de los mas extensamente estudiado entre los
patdgenos que pueden ser aislados de los alimentos. Tipico bacilo Gram negativo
de la familia Enterobacteriaceae, generalmente son moviles, aerobios o

facultativos anaerobios (Fernandez, 2000).

En la actualidad existen alrededor de 2300 serovares, todos considerados

potencialmente patégenos al humano, sélo 200 son asociados con enfermedad
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humana. El habitat natural de Salmonella es el tracto intestinal de humanos y
animales de abasto, animales salvajes, roedores, animales de compafia, aves,
reptiles e insectos, habitualmente sin presentar ninguna enfermedad manifiesta.

El humano no representa mas que un eslabon en la cadena contaminante. Los
animales domeésticos o salvajes constituyen un inmenso reservorio a partir del cual
las salmonelas pueden difundirse al ambiente y en especial al agua y alimentos.
Pueden ser diseminados por medio de las heces al suelo, al agua, a las personas,
a los alimentos y piensos y desde estos medios a otros animales (Torres, 2002).

En un estudio a partir de requesoén, que es un subproducto obtenido durante la
fabricacion del queso, el cual se ofrece a granel al publico después de 12 a 18 h
de haber sido elaborado, de 198 muestras de requesoén procedentes de expendios
de mercados publicos de Guadalajara, el 26.7% resultaron positivos a Salmonella
(Fernandez, 2000).

En otro estudio realizado con requeson la incidencia de Salmonella fue de 18%,
esta cifra de Salmonella es una clara evidencia de la insalubridad con la que se

maneja el producto desde su obtencion hasta su venta (Torres, 2002).

Aunque en los andlisis realizados en quesos fabricados comercialmente rara vez
se han aislados salmonelas, esta bacteria puede multiplicarse durante la
fabricacion y sobrevivir en diversas variedades durante mas de 60 dias. Diversos
brotes de salmonelosis debidos al consumo de quesos contaminados han sido
atribuidos a una falta de control durante el proceso de elaboracién o a la utilizacién
de leche cruda contaminada (Roberts et al. 2001).

En cuanto a frecuencia con relacion a los meses del afio ésta se intensifica a partir
de los meses de abril y mayo alcanzando un pico en julio, con una disminucion en
septiembre y octubre. Los estados méas afectados han sido Tabasco, Coahuila,
Chiapas y Quintana Roo. De las salmonelas aisladas de alimentos, 51%
correspondio a alimentos preparados, 23% a carnicos (productos derivados de la

carne como: jamoén, longaniza, chorizo, queso de puerco, etc.), 22% a carne
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(molida de res, pollo, pescado), 3% a lacteos y 1% a huevo fresco y en polvo
(Fernandez, 2000).

2.3.4. Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, aerobio facultativo, fermenta la lactosa, incapaz de
desarrollarse a temperaturas superiores a 42° y pertenece a la familia
Enterobacteriaceae. Este microorganismo es propio del contenido intestinal por lo
que es una bacteria indicadora de contaminacién fecal en los alimentos
(Fernandez, 2000).

Este microorganismo puede ser el agente causante de gastroenteritis humana y
de otros animales. Las cepas patdgenas que causan diarrea se transmiten de
manera directa o a través de los alimentos y causan distintos sindromes clinicos;
las heces de animales de sangre caliente, el agua no tratada y los portadores
infectados suelen ser la fuente de contaminacion mas comun en los alimentos. E.
coli patdgena asociada al consumo de alimentos se agrupa en cinco categorias: E.
coli enteropatdgena, E. coli enteroinvasiva, E. coli enterotoxigénica, E. coli
enterohemorragica, E. coli enteroadherente y E. coli enteroagregativa, que se
distinguen entre si por sus propiedades de virulencia, las interacciones que
establecen con la mucosa intestinal, los sindromes clinicos que originan, asi como
por las diferencias epidemiolégicas y de serogrupos O:H que presentan (Torres,
2002).

En general E. coli no crece bien durante el proceso de elaboracion del queso. El
bajo pH y la sal son inhibidores pero si el cultivo iniciador no tiene la actividad
adecuada, E. coli puede multiplicarse y sobrevivir al proceso de elaboracion de

este producto (Roberts et al. 2001).

La contaminacién con E. coli se puede dar a partir de la contaminacién de la leche,
esta bacteria eventualmente existe en residuos de suciedad sobre el equipo mal
saneado que contiene la leche ya tratada térmicamente. Aun puede multiplicarse

si el nivel de humedad se lo permite. Con todo, E. coli es el indicador més
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confiable de contaminacion fecal en alimentos, especialmente en aquellos que han

recibido algun tratamiento antimicrobiano severo (Fernandez, 2000).

2.3.5. Listeria

Es un bacilo corto Gram positivo, de 0.4-0.5 pm de diametro y 0.5-2.0 um de
longitud, con extremos redondeados, algunas células pueden ser curvadas L.
monocytogenes representa una nueva generacion de patégenos ‘“resistentes”
transmitidos por los alimentos. En comparacion con otros gérmenes, es
relativamente mas tolerante a la acidez, sal, calor, agentes oxidantes, alcohol y
aditivos empleados en alimentos. Ademas, se adapta en forma rapida y efectiva al
ambiente y estrés debido al procesamiento, lo cual hace que represente una
amenaza en alimentos minimamente procesados y sin tratamiento térmico. Una
razon para preocuparse con respecto a esta bacteria en alimentos es su

capacidad como psicrétrofo y mesdéfilo (Torres, 2002).

Descubierta hace poco mas de 100 afios, L. monocytogenes se implic6 como
agente etioldgico en las enfermedades transmitidas por alimentos a partir de los
afos 1980. Previo a esta fecha, se conocian casos de listeriosis, incluso letales,
pero al germen se le considera mas bien un patdgeno oportunista especialmente

entre personas hipersensibles (Ferndndez, 2000).

Si Listeria esta presente en leche liquida y sus subproductos conservados en
refrigeracion, tiene potencial para crecer, aunque a una velocidad relativamente
lenta. No obstante, estos productos frescos no son almacenados por periodos
prolongados en refrigeracion antes de ser consumidos. Por lo tanto, si Listeria se
encuentra en el alimento, el in6culo puede ser un niumero bajo debido al tiempo
necesario para alcanzar niveles mayores de microorganismos. Por otra parte L.
monocytogenes ha sido aislada de una variedad de alimentos congelados, entre
los que se incluyen productos lacteos, carnes y mariscos. L. monocytogenes ha
alertado a las autoridades sanitarias por la gravedad con que se presenta el

cuadro de la enfermedad, que en un 30% de los casos causan la muerte del
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individuo y donde en la mayoria de los casos el alimento involucrado ha sido de

origen lacteo (Torres, 2002).

En 1985, el consumo de queso estilo mexicano contaminado fue el causante de un
brote de listeriosis en California. El equipo y el entorno de la fabrica presentaban
una gran contaminacién con L. monocytogenes. La mayor incidencia de L.
monocytogenes en quesos blancos y en los madurados por mohos que en quesos
duros ha sido confirmada en estudios posteriores en Estados Unidos, Francia,
Italia, Dinamarca, Chipre, Espafa, Suiza y Alemania occidental (Roberts et al.
2001).

Schobitz et al. (2001) determinaron la presencia de L. monocytogenes en leche
recepcionada en plantas lecheras y la contaminacion de quesos frescos
artesanales con esta bacteria. Los resultados de los andlisis bacteriol6gicos
indicaron que, de las 50 muestras de leche cruda, 22% fueron positivas a la
presencia de L. monocytogenes. Esta cifra es significativa ya que si tomamos en
cuenta en el estado de Hidalgo la mayoria de los quesos se producen de forma
artesanal y la forma de almacenamiento no es la correcta, es probable que esta

bacteria ocacione un problema de salud.

2.3.6. Bacillus, Enterobacter, Proteus y Klebsiella.
Bacillus subtilis son bacilos Gram positivos esporégenos y aerobios. Si bien la

mayoria son mesofilos, los hay psicrétrofos y termdfilos (Jay, 2000).

Las empanadas y pasteles de carne son vehiculos de los bacilos causantes de
intoxicaciones alimentarias, junto con una serie de carnes tratadas y de platos a
base de carne y de arroz. Productos horneados tales como el pan y los bollos
blandos han sido implicados en varios brotes de intoxicacion alimentaria por B.
subtilis. Si bien B. subtilis es responsable del efecto conocido como pan viscoso
en el que las esporas resisten la coccion, degradan la estructura interna de la

hogaza y producen una mucosidad pegajosa (Adams y Moss, 1997).
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El rendimiento de quesos disminuye ante un desarrollo de activo de bacterias
psicrotrofas especificamente Bacillus con capacida proteolitica y lipolitica. El
origen de la alteracidbn generalmente se encuentra en la leche utilizada como
materia prima. Este efecto es la consecuencia de la degaradacion de proteinas o
lipidos, la cual llega a ser de hasta 45 y 55% de la pérdida de la materia seca

respectivamente (Adams y Moss, 1997).

El género Enterobacter esta conformado por bacterias entéricas Gram negativas,
no esporuladas, catalasa positiva y fermentativas, propios del contenido intestinal,
capaces de sobrevivir en el medio ambiente y multiplicarse en los alimentos,
Indicadores de manipulacién higiénica deficiente en los alimentos (Fernandez,
2000).

Las bacterias que pertenecen al género Proteus son bacilos entéricos Gram
negativos, aerobios que presentan pleoformismo; de aqui su nombre genérico.
Todos ellos son moviles y tipicamente crecen en forma de oleadas en la superficie
de las placas de agar humedas. Son enterobacterias tipicas que se hallan
presentes en el tracto gastrointestinal del hombre y de los animales, se pueden
aislar en diversas hortalizas y en productos carnicos en especial en aquellos que
se alteran a temperatura de mesdfilos. A las bacterias de este género se les ha
atribuido la produccion de alteraciones, en las carnes, pescado, mariscos y en
huevo (Jay, 2000).

Klebsiella es una bacteria Gram negativa, cuyo habitat natural es el tracto
gastrointestinal del hombre y de los animales. Produce una proporcién pequefa
(cerca de 3%) de las neumonias bacterianas. En ocasiones es causante de
infecciones de las vias urinarias y bacteriemia con lesiones focales en los
pacientes debilitados. Se ha comprobado que Klebsiella pnumoniae produce
enterotoxinas termoestables. Las toxinas termoestables de este microorganismo

son similares a la toxina de E. coli (Jay, 2000).
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2.4. Microorganismos patdégenos de importancia en quesos

La magnitud del riesgo a la salud por consumo de quesos no es la misma para
todas las variedades. El empleo de leche cruda, la ausencia de maduracién, las
condiciones en las que se lleva acabo el uso de empaques, y las condiciones
sanitarias de manejo del producto antes del empaque Yy durante su
comercializacién, son factores contribuyentes. Los quesos son vehiculos
potenciales de una de una diversidad de agentes patégenos. Aunque no se
reportan con frecuencia, en la literatura existen reportes de brotes causados por
tales agentes. Los brotes mas frecuentes tienen como agente etiologico a S.
aureus, Salmonella spp, E. coli, Brucella spp y L. monocytogenes (Fernandez.,
2000).

Los agentes microbianos patdégenos en los quesos fueron agrupados de la
siguiente manera y basandose en datos epidemioldgicos, incidencia en leche y
caracteristicas individuales de los microorganismos.
1. Microorganismos de alto riesgo, Salmonella spp., L. monocytogenes y E.
coli O157:H7 (Tabla 9).

Tabla 9. Persistencia de Salmonella, L. monocytogenes, E. coli O157:H7 durante

la elaboracién de queso Oaxaca.

| Etapa |Salmone|la |L. monocytogenes ‘E. coli O157:H7
lLeche pasteurizada |  4.0' | 3.4 | 4.1
'Suero 27 | 2.7 | 2.9
ICuajada | 43 | 4.4 | 4.6
IProducto final | 35 | 3.6 | 3.8

! media del logyo ufc/mL 0 g

Tomada de Fernandez, 2000

2. Los de riesgo medio incluyeron a estreptococos de los grupos A y C, Yersinia
enterocolitica, B. abortus, Mycobacterium bovis, Pseudomonas aeruginosa, a
quien se consideran un patégeno oportunista, Coxiella burnetii y A. hydrophila. Los
Estreptococos del grupo A estuvieron implicados en un brote debido a queso

elaborado de manera artesanal a partir de leche cruda.
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3. S. aureus y C. botulinum se catalogaron como de bajo riesgo. Aunque S. aureus
fue el agente causal de varios brotes en las décadas de 1950 y 1960, las mejoras

en las tecnologias de produccién de queso han minimizado el riesgo.

Aunque la mayoria de las bacterias de las categorias de mediano y bajo riesgo no
han estado implicadas en botes alimentarios, se consideran probleméticas porque

pueden crecer y han sido aisladas de leche (Roberts et al. 2001).

Algunos brotes de intoxicacion alimentaria se producen como consecuencia del
consumo de quesos elaborados con leche no pasteurizada. Este problema ocurre
incluso en paises industrializados como Estados Unidos, Francia, Escocia e
Inglaterra. En México no se tienen definidos los antecedentes de los productos
involucrados; aparentemente se trata de quesos frescos no pasteurizados o
contaminados por las personas que los elaboran. En la fabricacion de los quesos
frescos (sobre todo los de origen artesanal), la leche y el producto se manejan por
periodos considerables a temperatura ambiente (Fernandez, 2000).

El que un individuo enferme como consecuencia del consumo de un alimento
contaminado con un microorganismo patdgeno, depende justamente de los tres
elementos implicados (y su interrelacién) en el propio enunciado: individuo,

patdégeno y alimento (Tabla 10).

Tabla 10. Factores relacionados con el microorganismo, el individuo y el alimento

consumido como potenciales determinantes de un incidente

\ Componente \ Ejemplos de factores

\Microorganismo \Viabilidad; virulencia; nimero

Alimento Composicién; cantidad consumida; distribucion
del agente patégeno.

\Individuo \Barreras naturales; inmunocompetencia
Tomada de Fernandez, 2000
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Diversos factores influyen en la presencia y supervivencia de patégenos en los
guesos; como son caracteristicas del patégeno, tolerancia al calor, acido y sal,
namero inicialmente presente y su estado fisioldgico. Las etapas de fabricacion
afectan también a la sobrevivencia de los patégenos. Entre los parametros que
adquieren importancia cabe destacar la temperatura de almacenamiento y
procesado, la produccién de &cido por los cultivos iniciadores, la adicion de sal y

otros inhibidores y el proceso de maduraciéon (Roberts et al. 2001).

38



Justificacion

3. JUSTIFICACION

Desde que las BAL se usaron en forma empirica para retardar el deterioro y
conservar los alimentos a través de fermentaciones naturales, han tenido
aplicacion comercial como cultivos iniciadores en las industrias de lacteos,

panaderia, carnicos, vegetales y bebidas alcohdlicas.

Por lo anterior la identificacion de cepas de BAL capaces de inhibir bacterias
patogenas y/o deterioradoras, crea una alternativa para el uso de las BAL como
cultivos iniciadores ya que ademas de llevar a cabo el proceso de fermentacion,
contribuye a incrementar la calidad de los productos al mismo tiempo que

disminuye el riesgo de enfermedad asociado a su consumo.

El aislamiento y la identificacion de las cepas de BAL a partir de productos lacteos
elaborados de manera artesanal en el Estado de Hidalgo, permitira el empleo de
estas cepas como conservadores naturales en diversos alimentos, principalmente

en los que se elaboran de forma artesanal.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la capacidad inhibitoria de cepas de BAL aisladas a partir de productos

lacteos frente a bacterias patdgenas y/o deterioradoras de alimentos.

Objetivos especificos:

 Evaluar la accion inhibitoria de las BAL sobre bacterias de prueba.

« Identificar que géneros de BAL presentan mayor actividad antimicrobiana que

puedan utilizarse para caracterizar los metabolitos responsables de dicha

actividad.

* Integrar una coleccion de cepas de BAL con propiedades antibacterianas.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Material biolégico

* Cepas de BAL aisladas de productos lacteos adquiridos en diferentes comercios
del Estado de Hidalgo, trabajo previo realizado por Clavel (2006). Las cepas de
BAL aisladas fueron identificadas bioquimicamente con el sistema miniaturizado
API 50CHL, trabajo realizado por Ortiz (2006). Esta informacion se muestra en la
tabla 11.

* Cepas de microorganismos de prueba, proporcionadas por el Laboratorio Estatal
de Salud Publica del Estado de Hidalgo y por el Laboratorio de Biotecnologia del
Centro de Investigaciones Quimicas de la Universidad Autbnoma del Estado de

Hidalgo:

Bacterias Gram positivas
* Bacillus subtilis

* Listeria monocytogenes LCDC81-860

Bacterias Gram negativas
* Vibrio fluvialis
« V. parahaemolyticus
« Shigella flexneri ATCC 9199
 Enterobacter aerogenes
* Proteus mirabilis
» Salmonella typhimurium ATCC 6539
 Escherichia coli ATCC 11229
* Klebsiella pneumoniae
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Tabla 11. Numero de cepas de BAL aisladas e identificadas bioquimicamente

Producto | No.de cepas de

BAL aisladas

Género y especie

Queso
Oaxaca

37

Lactobacillus plantarum

25

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

Lactobacillus pentosus

Lactococcus rafinolactis

Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

Lactobacillus brevis

Lactobacillus rhamnosus

Carnobacterium piscicola

Pediococcus pentosaceus

Queso
Panela

Lactobacillus plantarum

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

Lactobacillus pentosus

Lactococcus rafinolactis

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

Lactobacillus brevis

Lactobacillus curvatus

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus acidophillus

I I RS

Lactobacillus acidophillus

Queso
Canasto

Queso
Manchego

=
N

Lactobacillus fermentum

=
=

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

Lactobacillus pentosus

Lactococcus rafinolactis

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

Lactobacillus brevis

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus pentosus

Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactobacillus curvatus

R Rr(Rr(RPr MO R[RP P, W

Lactobacillus brevis

(Continua)
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(Continuacion)

Producto | No de cepas de

Género y especie

BAL aisladas
Leche \ 8 ] Lactobacillus plantarum
\ 2 ] Lactobacillus pentosus
\ 4 \ Lactobacillus pentosus
Queso | 2 ] Lactobacillus plantarum
Ranchero - -
\ 1 \ Lactococcus lactis subsp. lactis
\ 3 ] Lactobacillus plantarum
Queso \ 1 \ Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
u
Botanero | 1 ] Lactobacillus brevis
| 1 | Lactobacillus pentosus
\ 1 ] Lactobacillus rhamnosus
| 1 | Lactobacillus plantarum
y \ 1 ] Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
Queso Cotija - -
\ 1 ] Lactobacillus brevis
\ 1 \ Lactobacillus pentosus
\ 1 ] Lactobacillus rhamnosus
\ 5 \ Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
Queso | 2 ] Lactobacillus curvatus
Molido :
| 1 | Lactobacillus pentosus
\ 7 ] Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
Requeson | 1 | Lactococcus lactis subsp. lactis
\ 1 ] Lactococcus rafinolactis
\ 6 \ Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
Queso | 2 ] Lactobacillus plantarum
Blanco .
\ 2 ] Lactobacillus pentosus
\ 5 \ Lactobacillus plantarum
\ 2 ] Lactobacillus pentosus
Queso doble | 1 | Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
crema \ 1 ] Lactobacillus curvatus
\ 1 \ Lactococcus lactis subsp. lactis
\ 1 ] Lactococcus rafinolactis
| Total | 280 |

Adaptada de Clavel, 2006 y Ortiz, 2006.
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5.2. Desarrollo experimental del proyecto
Este trabajo formé parte de un proyecto que se llevo acabo en tres etapas como

se muestra en la figura 3.

Primera etapa: Aislamiento y conservacion de
cepas de BAL

s .

. y
; &’

. ,e..,.f

Productos

|acteos

Segunda etapa: Identificacion de cepas BAL
mediante pruebas bioquimicas

WEee0 Toe0

1

Tercera etapa: Pruebas de actividad inhibitoria

Figura 3. Diagrama experimental del proyecto
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5.3. Pruebas para verificar la pureza de las cepas de BAL

El procedimiento seguido para verificar la pureza de las cepas de BAL se muestra
en la figura 4. La tincion de Gram y las pruebas de catalasa y oxida, se realizaron
utilizando la siguiente metodologia.

Tincibn de Gram: Colocar con el asa una gota de agua en el centro del
portaobjetos. Tomar con el asa estéril un fragmento del crecimiento de la colonia 'y
hacer una suspensiéon homogénea en la gota de agua. Dejar secar al aire y
posteriormente fijar el frotis al calor. Cubrir con cristal violeta el portaobjetos,
dejarlo reaccionar por 1 min. Quitar el exceso de colorante y lavar con agua
corriente. Aplicar el yodo de Gram y dejar reaccionar por 1 min, lavar en la llave.
Con cuidado se agrega alcohol cetona, gota a gota con el portaobjetos inclinado,
tan pronto como las gotas de solucibn ya no arrastren color. Se cubre el
portaobjetos con la solucion de safranina de Gram y dejarla reaccionar por 10 o 20
s, lavar el exceso de colorante y secar al aire. Las bacterias Gram positivas se ven

al microscopio de color purpura y las Gram negativas de color rojo.

Prueba de catalasa: Con una asa estéril tomar una colonia de un cultivo puro de
18 a 24 h de incubacion y colocarla sobre un portaobjetos, agregar una gota de
H.O, al 30% sobre el cultivo y observar la inmediata formacién de burbujas

(liberacion de gas) lo cual indica que la prueba es positiva.

Prueba de oxidasa: Se coloca un trozo de papel de filtro de 3x3 cm
aproximadamente en una placa de Petri, agregar 2-3 gotas del reactivo para
oxidasa, clorohidrato u oxalato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% (Kovacs) en el
centro del papel, extender con el asa de siembra una colonia sobre el papel
impregnado. La reaccion de color positiva (rosa-rojo-negro) se produce a los 5-10

s, este es el indicativo de que la prueba es positiva.
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Cepa BAL

}

Incubar
24 h/25°C

Caldo MRS

}

Seleccioén de
Q colonias de BAL

Agar MRS 24 h/25°C

— | T

Tincion de Gram Prueba de oxidasa

Prueba de catalasa

Gram positivos Catalasa negativa Oxidasa negativa

Figura 4. Diagrama del procedimiento para verificar la pureza de las BAL
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5.4. Pruebas de actividad inhibitoria

La actividad inhibitoria de las 280 cepas de BAL se probd frente a 10 cepas de
bacterias de prueba (patégenas y/o deterioradoras), que incluyé tanto Gram
positivas como Gram negativas. El procedimiento utilizado se muestra en la figura

5y se describe a continuacion:

Las cepas de BAL se descongelaron a temperatura ambiente al momento de ser
utilizadas, posteriormente se sembraron en tubos con 5 mL de caldo MRS
(DIFCO™) y se incubaron durante 24 hr a 25°C (Incubadora bacteriolégica Blue
M); de este cultivo se tomd una asada y se sembrd por estria en placas de agar
MRS (MERCK), las cuales se incubaron por 24 h a 25°C. Transcurrido el tiempo
de incubacién, se seleccionaron las colonias aisladas, se sembraron en caldo
MRS sin glucosa y se incubaron de 18 h a 25°C. De este cultivo, se tomaron 15 pL
y se depositaron sobre una placa de agar MRS sin glucosa, dejando secar la gota,
este proceso se realizé en campana de flujo laminar (Labconco Purifier Clas II) y
se incubd por 24 h a 25°C. Transcurrido el periodo de incubacion, sobre el centro
de la placa se coloc6 un sensidisco con 7 pL de antibidtico (Tabla 12), el cual
sirvi6 como control positivo de la prueba. Posteriormente se adicioné a la placa
una sobre capa de agar soya tripticaseina modificado al 1% previamente inoculado
con 20 pL de un cultivo del microorganismo de prueba. El inéculo de la bacteria de
prueba se obtuvo a partir del crecimiento en agar soya tripticaseina (BIOXON) el
cual se paso a un tubo con caldo soya tripticaseina (BIOXON) que se incubo por
24 h a 37°C (Incubadora Rios Rocha).

Las cajas con la sobrecapa se dejaron solidificar a temperatura ambiente,
posteriormente se incubaron por 24 h a 37°C y pasado este tiempo se observo la
formacion de halos de inhibicion del crecimiento de la bacteria de prueba (Lewus y
Montville, 1991).

47



Material y Métodos

—

v

[—

Incubar o
BAL o Agar MRS 24 h/25°C
Caldo MRS 24 hi25°C l
Seleccién de
colonias de BAL
Caldo Soya Tripticaseina
inoculado con la bacteria de prueba

c 15 uL de BAL
4—

Incubar 24 h/37 °C Agar MRS sin glucosa

Caldo MRS sin glucosa
Incubar 24 h/30 °C Incubar 18 h/25 °C
20 pL de inoculo de
la bacteria de prueba

7 pL del control positivo

e/ (antibi6tico)
_—

Incubar 24 h/37 °C

Agar Soya Tripticaseina 1%

-

Medir halos de inhibicion

Figura 5. Diagrama del procedimiento de las pruebas de actividad inhibitoria
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Tabla 12. Concentracion del antibiéticos utilizados como control positivo.

| Cepa \ Antibiético |Concentracién
| Vibrio fluvialis \ Estreptomicina | Img/mL
| Vibrio parahaemolyticus \ Estreptomicina | 1mg/mL
| Klebsiella pneumoniae \ Ampicilina | 1mg/mL
| Enterobacter aerogenes | Estreptomicina |  1mg/mL
| Salmonella typhimurium ATCC 6539 \ Estreptomicina | Img/mL
| Listeria monocytogenes LCDC81-860 \ Estreptomicina | 1mg/mL
| Bacillus subtilis \ Estreptomicina | 1mg/mL
| Shigella flexneri ATCC 9199 \ Estreptomicina | Img/mL
| Escherichia coli ATCC 11229 \ Estreptomicina | 1mg/mL
| Proteus mirabilis \ Estreptomicina | Img/mL
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Purificacion de cepas de BAL

Para asegurar una buena identificacion de las cepas de BAL con actividad
inhibitoria asi como la confiabilidad de los resultados se requeria garantizar la
pureza de las cepas, lo cual a su vez dependeria de un buen aislamiento para lo
cual se utilizé el medio MRS ya que estimula eficazmente el crecimiento de la
mayoria de las cepas que no crecen bien en otros medios elaborados para este

fin.

El medio MRS es utilizado cominmente para el recuento y aislamiento de BAL
debido a que es un medio selectivo y tienen un buen desarrollo,
fundamentalmente cuando son aisladas de productos lacteos y fuentes humanas,
al agrupar la accion del citrato, acetato, Tween 80, Mg®* y Mn**, los cuales act(ian
como factores de crecimiento para las BAL, principalmente para los lactobacilos,
ademas de que es un medio rico en nutrientes, es necesario sefalar que no
permite un buen desarrollo de BAL aisladas a partir de cereales y vegetales
(Amador, 1993).

La comprobaciéon de la pureza de las cepas de BAL se bas6é en algunas
caracteristicas de morfologia macroscépica como las siguientes: colonias de color
blanco o cremoso, pequeias, superficie convexa, de forma redonda y bordes
enteros. La pureza fué corroborada con la tincion de Gram, mediante la cual se
observaron caracteristicas morfolégicas comprobando que se tenian cocos y

bacilos Gram positivos.

Asi se seleccionaron todas aquellas colonias que presentaban las caracteristicas
macro y microscopicas correspondientes a BAL. De igual manera las pruebas de
catalasa y oxidasa fueron negativas, caracteristica de las BAL. Con cada una de
estas cepas puras se procedié a evaluar la actividad inhibitoria.
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6.2. Actividad inhibitoria de BAL

Se determind la actividad inhibitoria de 280 cepas aisladas e identificadas como
BAL, con la técnica de la doble capa descrita por Lewus y Montville (1991). Del
medio MRS, se elimind la glucosa para eliminar la produccién de acido, de esta
manera podemos suponer que la inhibicibn se debe a la producciéon de otros
metabolitos y no al acido producido durante la fermentacién. El resultado se
consider6 positivo cuando se formé un halo de inhibicion de la bacteria de prueba
alrededor de la colonia de la BAL, como se observa en la figura 6.

Figura 6. Inhibicion del crecimiento de la bacteria de prueba por BAL.

Cepade BAL

Control
_____  positivo

Como control positivo se utilizaron los antibioticos ampicilina y estreptomicina a
una concentracion de 1 mg/mL para inhibir las bacterias de prueba de acuerdo a lo

indicado por Gonzalez (2004).

Al realizar las pruebas de actividad inhibitoria se observd que de las 280 cepas de
BAL so6lo 55 cepas, que corresponden al 19.64% presentaron actividad contra una
0 mas bacterias de prueba; las 225 cepas restantes (80.36%) no mostraron
actividad.

La capacidad que presentan las BAL para inhibir el crecimiento de
microorganismos se debe a diversos factores, el primero de ellos es la reduccién

del pH generado por la utilizacion de los carbohidratos disponibles en el medio,
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también se conocen otros metabolitos con efecto inhibitorio como &cidos
organicos, peroxido de hidrogeno, radicales libres, diacetilo, acetaldehido,
isdbmeros D de los aminoacidos, antibiéticos y bacteriocinas (Davidson y Hoover,
1993).

Zamora (2003) refiere que el desarrollo en aerobiosis de las BAL conduce a la
formacion de metabolitos secundarios como el oxigeno, peréxido de hidrégeno,
aniones superoxido y radicales libres que poseen actividad bacteriostética y

bactericida frente a diferentes a bacterias.

Por lo anterior podemos suponer que el efecto inhibitorio que presentaron las
cepas de BAL en este trabajo se debe a la presencia de alguno de los metabolitos
antes mencionados, dado que la incubacion se realiz6 en condiciones de
aerobiosis, no descartando que esta inhibicibn pueda ser también por

bacteriocinas.

El 50% de las cepas aisladas de leche mostraron actividad inhibitoria esto de
puede deber a que la leche no recibi6é tratamiento térmico que afectara a la flora
microbiana nativa. En el caso de los quesos blanco y botanero la actividad
inhibitoria que presentaron estas cepas fue de 50 y 57% respectivamente, al
tratarse de quesos elaborados de manera artesanal donde el componente la leche
la cual no recibe un tratamiento térmico como la pasteurizacion, las BAL pueden
sobrevivir al proceso de elaboracion de estos productos ademas de que su
conservacion no siempre se da en las mejores condiciones ya que no se sigue una

cadena de refrigeracidén hasta el momento de su venta.
Los resultados muestran que las cepas con mayor actividad inhibitoria se aislaron

a partir de queso botanero, queso blanco y de leche como se muestra en la
siguiente tabla 13.
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Tabla 13. Origen de las cepas de BAL que presentaron actividad inhibitoria

No. de muestras | No. de cepas No. de cepas con % de cepas
Producto por producto aisladas actividad inhibitoria | con actividad
‘Queso Oaxaca ] 14 ] 125 | 24 ] 19
\Queso panela \ 5 \ 43 \ 9 \ 21
\Queso canasto \ 4 \ 29 \ 1 \ 3
\Queso manchego \ 2 \ 16 \ 3 \ 20
\Queso doble crema \ 1 \ 11 \ 3 \ 27
lLeche | 1 | 10 | 5 | 50
\Queso blanco \ 1 \ 10 \ 5 \ 50
\Requesc’m ] 1 ] 9 \ 0 ] 0
\Queso molido \ 1 \ 8 \ 0 \ 0
\Queso botanero ] 1 ] 7 \ 4 ] 57
\Queso ranchero \ 1 \ 7 \ 1 \ 14
\Queso cotija ] 1 ] 5 \ 0 ] 0

Las cepas aisladas del queso cotija y de requesdn no mostraron actividad
inhibitora contra alguna de las bacterias de prueba, con este resultado es
importante mencionar que no se determino la concentracion de las BAL para
evaluar la actividad inhibitoria siendo este un factor importante para determinar si
la cantidad de metabolitos generados fue insuficiente para lograr la inhibicion de

las bacterias de prueba.

Existen trabajos de investigacion como el de Hernandez et al. (2004) donde
aislaron cepas de BAL a partir de queso las cuales presentaron actividad
inhibitoria contra bacterias como Bacillus cereus, Clostridium sporogenes, S.
aureus, Shigella sonnei y Kb. pneumoniae. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en este trabajo donde las cepas de BAL aisladas de queso presentan
actividad inhibitoria frenta a bacterias Gram positivas y Gram negativas por lo que
estas cepas de BAL podria ser utilizadas como cultivos iniciadores en la
elaboracién de productos lacteos.
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Arqués et al. (2004) evaluaron la actividad de las BAL productoras de
bacteriocinas, el trabajo se realizd utilizando quesos elaborados con leche
inoculada con S. aureus mas un cultivo iniciador comercial de BAL, estos
resultados nos confirman la buena capacidad que tienen las BAL para inhibir a S.

aureus.

6.3. Cepas de BAL que mostraron actividad inhibitoria.

Los resultados obtenidos en este trabajo, en cuanto a los géneros que mostraron
actividad inhibitoria frente a las bacterias de prueba, se muestra en la tabla 14 y
son similares a lo que reportan Hernandez et al. (2004) donde a partir de 180
cepas de BAL aisladas de productos lacteos predominaron los géneros
Lactobacillus, Leuconostoc y Lactococcus donde Lb. plantarum mostré una alta

actividad inhibitoria frente a las bacterias de prueba.

En el estudio realizado por Ligocka y Paluszak (2004) donde determinaron la
capacidad de las BAL para inhibir microorganismos patdgenos, se encontré que
bajo condiciones de anaerobiosis los metabolitos mas importantes son las
bacteriocinas y en aerobiosis el acido lactico y el H,O,. También reportaron que
las cepas de Lb. plantarum y Lb. brevis presentan buena capacidad inhibitoria
frente a L. monocytogenes, S. aureus, E. coli y P. mirabilis en condiciones de
anaerobiois y aerobiosis.

Con respecto a las cepas de BAL que muestran actividad inhibitoria existen
trabajos como el de Murry et al. (2004) donde hacen evidente la actividad
inhibitoria de cepas de BAL contra E. coli, S. typhimurium y Clostridium perfringes

este efecto fué atribuido a los metabolitos que produce esta cepa.
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Tabla 14. Cepas de BAL que presentan actividad inhibitoria frente a una o mas

bacterias de prueba.

Bacterias de prueba

& P - o g,|88
2 5| 5|58(8s| Be5g a8 (=85 58 88
T g Género y especie 3|22|25|85| E|lcS50|£2|26| A58 (|82
9 ;g%go °2 w|2EQ|20|8E|2|538|87T
3 5| 2|8 |2 slseR|8C|€8| 5|7 2| s
S S| EEC U 0T |8 2| 8| g2 |5E
S - 25
104 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides ORI OC) () ) () () () ) [ () () 1
105 | Lactobacillus plantarum Bl G () G () () () +) [ () () 2
107 | Lactococcus raffinolactis GINOHEOENECOEECNING) O 1 ®H O] 6 3
108 | Lactobacillus pentosus GINOHNEONNEONEC! ) O 1 ®H O] 6 2
110 | Lactobacillus plantarum GINOHEEOENEGEECNING) O 1 ®H O] 6 4
203 | Lactobacillus pentosus )] () () G 1) () () OHEC) () 1
204 | Lactobacillus brevis GINONNONEONNEC ) Ol 6 1
206 | Lactobacillus plantarum HIHIE 1616 ) Ol 16 6 2
209 | Lactobacillus pentosus Ol O 1O 16 16 ) O 1O O] B 1
302 | Lactobacillus plantarum O (B () G 1) () () OHEC) () 1
401 | Lactococcus lactis subsp lactis )] () () G 1) () () OHEC) () 1
405 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides )] () () G | () (-) () 6 1 () (-) 1
408 | Lactobacillus plantarum OGS ) 6106 () () () 1O () 1
503 | Lactobacillus plantarum GINOHEONEONEC ) Ol 1] 6 1
504 | Lactobacillus plantarum (GIHO) () G 1) () () OHEC) () 1
505 | Lactobacillus plantarum Bl G () G 1) () () OHEC) () 1
506 | Lactobacillus pentosus GINOHNONEONNC! ) O 1O 160 6 1
507 | Lactobacillus plantarum GINOHNEONEONEC ) OHNONIGINNG 2
603 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides B G () G () () () OIG) () 2
604 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides (GIHO) () G 1) () () OHEC) () 1
605 | Leuconostos mesenteroides subesp mesenteroides OROC) () G () () () OHEC) (+) 1
609 | Lactobacillus plantarum GINOGHEONEONEC! ) O 1O 1 6 2
610 | Lactobacillus plantarum O HE 1616 ) Ol 1] 6 2
701 | Lactobacillus pentosus H] ) () G 1) () () OHEC) () 2
702 | Lactobacillus plantarum H] ) () G 1) () () OHEC) () 2
805 | Lactobacillus pentosus B () () G 1) () () OHEC) () 1
906 | Lactobacillus rhamnosus GINOHEONEONEC ) Ol 160 6 1
907 | Lactobacillus pentosus GINOHNEONNEONEC! ) Ol 1] 6 1
909 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides (GIHO) () G 1) () () OHEC) () 1
910 | Lactobacillus plantarum Bl G () G 1) () () OHEC) () 1
1001 | Lactobacillus pentosus (GIHG) () O () () OHEC) () 1
1009 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides )] (1) () G | () () () 6 1 () (-) 1
1010 | Lactobacillus plantarum Ol ® 1O 16106 ) Ol 1] 6 1
1603 | Lactobacillus plantarum Ol () () ) 16 () () +) [ () () 1
(Continua)
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(Continuacion)

Bacterias de prueba
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1802 | Lactococcus lactis subesp lactis +) | (9 () +) | () () ) ) 1) () 3
1803 | Lactobacillus plantarum () () (+) ) 16 (+) () ) 1O () 2
2306 | Lactococcus raffinolactis OHO) OCHEOEECHING) O HIO 6 2
2405 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides | (+) () (-) ) 16 () () ) 1) () 1
2508 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides (-) () (-) +) | () () () ) 1) () 1
2509 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides | (+) () () ) 106 () () OHEC) () 1
2510 | Lactobacillus brevis OCHEGHECOEEONEC () H 1 HIE] G 3
2601 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides () (+) () ) 16 () () OHEQ) () 1
2602 | Lactobacillus rhamnosus OHNEGENOENONECORINC) O OO O 1
2604 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides (-) (+) (-) OHHEG) () () ) 1) () 1
2608 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides () (+) () 6 16 () () [OHEC) ) 1
2609 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides | (+) | () () () 1O () (1O 106 () 1
2610 | Lactobacillus pentosus () () () (GHEC) () () OHEQ) ) 1
2704 | Lactobacillus plantarum () (+) (-) B 106 () () ) 1) () 1
3110 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides | (+) () (-) OHEG) () () B 1) () 1
3210 | Lactobacillus plantarum () (+) () 6 16 () () 1O ) 1
3302 | Lactobacillus plantarum () (+) () () 1) () () () 16 () 1
3307 | Lactobacillus pentosus (+) (+) () ) 106 () ) ) 1) () 2
3308 | Leuconostoc mesenteroides subesp mesenteroides () (+) (-) ) 106 () () ) 1) () 1
3309 | Lactobacillus plantarum H1IHIEO10161 6 CHEONICEENG] 2
3310 | Lactobacillus pentosus () (+) () 6 16 () () ) 10O () 1

(+): Presento inhibicién

(-): No presentd inhibiciéon
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Las cepas de Lb. pentosus y Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides utilizadas
en este trabajo presentaron actividad inhibitoria frente a L. monocytogenes (figura
7), estos datos son de importancia ya que esta bacteria esta presente varios
productos que se consumen de manera cotidiana como la leche cruda, quesos

blandos, helado de crema y otros productos lacteos.

Figura 7. Actividad inhibitoria de Lb. pentosus frente a L. monocytogenes

Control positivo

Cepa de BAL
con actividad

La actividad mostrada frente a L. monocytogenes es de resaltarse debido a que
este microorganismo origina un problema de salud publica ya que puede
ocasionar infecciones durante la gestacion, ademas de sepsis Yy
meningoencefalitis entre otras. La mayoria de los consumidores contrae listeriosis
por el consumo de alimentos (via oral) contaminados con este microorganismo. El
microorganismo es termolabil y puede ser destruido como otros patégenos durante
la coccidn; sin embargo en general, se considera mas resistente al calor que otros

patogenos (Torres, 2002).

La nisina, polipéptido antimicrobiano producido por Lc. lactis ha sido considerada
como un conservador en alimentos para controlar el crecimiento de bacterias

Gram positivas, incluidas L. monocytogenes y L. ivanovii. Durante un periodo de
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incubacion de 72 h, la nisina inhibié por completo a L. ivanovii a una concentracion
de 32Ul/mL, la cepa de L. monocytogenes fue menos sensible ya que se requirio
un nivel de 256 Ul de nisina/mL para inhibirla (Torres, 2002).

Es de importancia dar continuidad a este trabajo con la identificacion de los
metabolitos que producen las cepas de BAL gque inhibieron a L. monocytogenes
por el problema de salud que ocasiona y por la frecuencia con que se aisla esta
bacteria de los productos lacteos.

De las bacterias de prueba utilizadas para evaluar la capacidad inhibitoria de las
BAL, las especies de Vibrio fueron V. fluvialis y V. parahaemolyticus ambas con
muy sensibles a los metabolitos producidos por las BAL y en especial V. fluvialis
(Tabla 15).

Tabla 15. Namero de cepas de BAL que inhibieron a bacterias de prueba

No de cepas BAL que % de actividad de

Bacterias de prueba inhibieron a esta bacteria cepas de BAL

\Vibrio fluvialis | 29 | 37.7
\Vibrio parahaemolyticus | 26 | 33.7
|KIebsieIIa pneumoniae | 8 \ 10.4
[Enterobacter aerogenes | 4 | 5.2
|Sa|mone||a typhimurium ATCC 6539 | 4 \ 5.2
|Listeria monocytogenes LCDC81-860 | 2 \ 2.6
|Baci||us subtilis | 2 \ 2.6
Shigella flexneri ATCC 9199 | 1 | 1.3
|Escherichia coli ATCC 11229 | 1 \ 1.3
|Proteus mirabilis | 0 \ 0

Total | 77 | 100

Es importante mencionar que Vibrio puede crecer en condiciones alcalinas, sobre
un pH maximo de 10.0, pero es inhibido cuando el pH baja a 6.0 0 menos, este es

un dato importante porque a pesar de haber eliminado la glucosa del medio MRS,

58




Resultados y Discusién

para evitar la produccion de &cido, se pueden presentar concentraciones de acido

suficientes para inhibir a este microorganismo (Fernandez, 2000).

Es de hacer notar el hecho que en este trabajo ninguna de las cepas de BAL
presento actividad inhibitoria frente a P. mirabilis como se muestra en la figura 8,
esto puede deberse a que la cantidad de metabolitos producidos por las cepas de
BAL no fue suficiente o bien que la cepa es resistente a alguno de los metabolitos

que estas producen.

Figura 8. Cepas de BAL que no mostraron actividad inhibitoria frente a P. mirabilis.

Cepa de BAL sin
actividad

Uno de los metabolitos de gran importancia en el fendmeno de inhibicidn
bacteriana son las bacteriocinas, que se definen como un grupo heterogéneo de
proteinas y que varian en su espectro antimicrobiano ya que mientras algunas son
activas Unicamente frente a bacterias taxonOmicamente relacionadas, otras lo son

frente a un amplio grupo de bacterias Gram positivas (Klaenhammer, 1988).

Conviene sefialar que todavia no se conocen bacteriocinas producidas por BAL de

origen alimentario activas naturalmente frente a bacterias Gram negativas, aunque
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su actividad es detectable cuando las bacterias se someten a la accion de
sustancias que modifican su permeabilidad, por ejemplo se ha comprobado que en
determinadas condiciones y utilizadas conjuntamente con agentes quelantes, la
nisina inhibe especies de Salmonella y otros microorganismos Gram negativos
(Stevens et al. 1992).

En el caso de las bacteriocinas Zamora (2003) describe que por lo general no
actian contra bacterias Gram negativas a menos que la pared celular se
encuentre debilitada ya que por lo general actia destruyendo la integridad de la
membrana citoplasmatica a través de la formacién de poros lo que provoca la
salida de compuestos pequefios o altera la fuerza motriz de protones necesaria

para la produccion de energia y sintesis de proteinas o acidos nucleicos.

Por lo tanto, el efecto de inhibicion que se presenté en este trabajo se puede
asociar a la diferencia que existe en estos tipos de bacterias ya que las Gram
negativas poseen ademas de su pared celular una membrana externa que actla
como barrera selectiva al paso de alguna macromoleculas como las bacteriocinas
0 enzimas. Esta membrana exterior esta compuesta por una bicapa lipidica que
contiene fosfolipidos en la parte interna, lipopolisacaridos en la capa externa y
proteinas que la atraviesan en todo su espesor y que delimitan poros hidrdfilos,
denominadas porinas, que permiten el paso de estos metabolitos de bajo pero

molecular (Prescott et al. 1999).

El nUmero mayor de cepas de BAL con actividad corresponde a los géneros
Leuconostoc, Lactococcus y Lactobacillus. El género Lactococcus presentd mayor
actividad ya que el 40% de las cepas identificadas inhibié a una o mas bacterias

de prueba, esta informacion se muestra en la tabla 16.

La capacidad inhibitoria de Lactococcus fué probablemente la primera en
reconocerse en 1930. Esta inhibicion se debe a bacteriocinas como la nisina,
diplococcina y lactostrepcina La inhibicion por Leuconostoc ha sido atribuida
principalmente a la produccion de acido lactico, &cido acético y diacetilo. Asi
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mismo los Lactobacillus son fuertes productores de peréxido de hidrogeno que es

un metabolito con capacidad inhibitoria (Davidson y Hoover, 1993).

Tabla 16. Porcentaje de cepas de BAL con actividad inhibitoria por género y

especie.

Total de cepas | No. de cepas de |% de cepas de BAL

Género y especie identificadas | BAL con actividad con actividad
\Lactobacillus plantarum \ 90 \ 19 \ 11
Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides 79 16 20
\Lactobacillus pentosus ] 41 \ 12 ] 7
lLactococcus raffinolactis | 22 | 2 | 20
\Lactobacillus brevis ] 11 \ 2 ] 1.2
\Lactococcus lactis subsp. lactis \ 10 \ 2 \ 20
Lactobacillus rhamnosus | 8 | 2 | 1.2

Se recomienda caracterizar los metabolitos producidos por estas cepas de BAL
para identificar si el efecto inhibitorio se debe a la produccion de bacteriocinas o a

cualquiera de los otros metabolitos.

6.3.1. Lactobocillus plantarum

La cepa de Lb. plantarum identificada con el nimero 110 inhibié a cuatro de las
diez bacterias de prueba utilizadas. Los resultados del presente trabajo muestran
un amplio espectro de las cepas de Lb. plantarum hacia bacterias Gram negativas
como V. fluvialis, V. parahaemolyticus, Kb. pneumoniae, S. typhimurium, Sh.
flexneri y E. aerogenes. Asi también hacia B. subtilis, una bacteria Gram positiva
(Figura 9).

Las dos especies de Vibrio fueron las mas sensibles al efecto de los metabolitos

producidos por las cepas de Lb. plantarum y las bacterias de prueba menos

sensibles a la actividad inhibitoria de BAL son Sh. flexneri, E. aerogenes y B.
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subtilis. De manera general fue Lb. plantarum una de las cepas que presentd un

amplio espectro de inhibicién en especial para inhibir bacterias Gram negativas.

Figura 9. Actividad inhibitoria de Lb. plantarum frente a bacterias de prueba.
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Murry et al. (2004) caracterizaron los compuestos producidos por Lb. plantarum y
Lb. salivarius responsables de la inhibiciébn de E. coli y S. typhimurium. Estas
especies de Lactobacillus producen niveles de pH bajos por la fermentacion de los
carbohidratos, por lo que la inhibicién se asocia a la produccién de acido lactico y

acido acético que inhiben el crecimiento de estas bacterias Gram negativas.

En un estudio realizado por Hernandez et al. (2004) se reporto la capacidad de las
cepas de BAL aisladas de queso para producir compuestos antimicrobianos,

identificaron a Lb. plantarum TF711 y caracterizaron una bacteriocina de nombre

62



Resultados y Discusién

plantaricina TF711, la cual presento actividad antimicrobiana en un amplio rango
de pH que va de 1 a 9, la actividad antimicrobiana se present6 contra a bacterias
como B. cereus, Clostridium sporogenes, S. aureus, Sh. sonnei y Kb. pneumoniae.
Por lo reportado en estos trabajos donde se analizé la actividad de Lb. plantarum
se observa el amplio espectro de inhibicibn que esta cepa presenta frente a

bacterias patdgenas Gram positivas y Gram negativas.

6.3.2. Lactobacillus pentosus

De las cepas de Lb. pentosus con actividad inhibitoria, seis presentaron actividad
frente a V. fluvialis y V. parahaemolyticus, solo una cepa present6 actividad contra
Kb. pneumoniae, E. aerogenes y L. monocytogenes, la informacion se muestra en

la figura 10.

Las cepas de V. fluvialis y V. parahaemolyticus presentaron en general alta
sensibilidad no solo a los metabolitos que produce Lb. pentosus sino también a los
que producen las cepas de Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. rhamnosus, Lc. lactis
subsp lactis y Leuc. mesenteroides subsp mesenteroides. Aun cuando no se
encontraron muchas publicaciones sobre la actividad inhibitoria de BAL frente a V.

fluvialis y V. parahaemolyticus.

La presencia de Lactobacillus como parte de los componentes de los productos
lacteos y embutidos fermentados, puede disminuir la velocidad de crecimiento de
Listeria o bien inhibirla (Torres, 2002).

En los resultados obtenidos en este trabajo no se observé una alto nUmero de
cepas de BAL que inhibieran a L. monocytogenes esto de puede asociar a que los
metabolitos producidos por esta cepa no se encuentran en una concentracion

adecuada para este efecto.
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Figura 10. Actividad inhibitoria de Lb. pentosus frente a bacterias de prueba

con actividad
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6.3.3. Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

La actividad inhibitoria que mostraron las cepas de Leuc. mesenteroides subsp
mesenteroides en este estudio se did tanto para bacterias Gram postivas como L.
monocytogenes y B. subtilis, asi mismo inhibié bacterias Gram negativas como V.
fluvialis, V. parahaemolyticus, Kb. pneumoniae, L. monocytogenes y E.

aerogenes.
Lc. mesenteroides subsp mesenteroides es otra de las cepas que mostré un

amplio espectro de inhibicion siendo las especies de Vibrio las mas sensibles a los

metabolitos que esta cepa produce, estos resultados se observan en la figura 11.
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Figura 11. Actividad inhibitoria de Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides

frente a bacterias de prueba de prueba.
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En un estudio previo Daba et al. (1991) aislaron a partir de queso Cheddar cepas
de Leuc. mesenteroides las cuales fueron caracterizada utilizando el sistema API
50 y utilizaron para agar MRS para la produccién de bacteriocinas, la actividad de
la bacteriocinas se probo contra diferentes especies de L. monocytogenes, las
mas sensibles fueron L. monocytogenes Scott A3, L. monocytogenes Lm21 y la
mas resistente fue L. monocytogenes Lm8. Las pruebas de actividad también

incluyeron otras bacterias como C. freundii, Enterobacter cloacae, E. coli, Kb.

pneumoniae, P. vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonellas, Yersinia

enterocolitica entre otras, donde no presento ningun efecto bactericida.
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De Martinis et al. (2001) aislaron cepas de BAL de carne de vacuno, las cepas
fueron identificadas como Lactobacillus curvatus, Leuc. mesenteroides vy
Leuconostoc sp. De los metabolitos producidos por estas cepas solo el 30%
fueron identificados como bacteriocinas; esto lo atribuyen a factores intrinsecos de
la muestra y a la diversidad de microorganismos indicadores utilizados. Las
bacterias de prueba que mostraron sensibilidad a las cepas de BAL fueron Lb.
sake y L. monocytogenes, las cepas de E. coli mostraron resistencia a las cepas
de BAL.

Lo anterior confirma la capacidad que tienen las cepas de Leuc. mesenteroides
para inhibir bacterias Gram positivas y Gram negativas. Aunque la fuente de
donde se aislaron es diferente a la utilizada en este trabajo se observa un buen

espectro de inhibicion.

6.3.4. Lactobacillus brevis
Otra cepa del género Lactobacillus que presento efecto inhibitorio contra bacterias
Gram negativas como V. fluvialis, V. parahaemolyticus, Kb. pneumoniae y E. coli,

fué Lb. brevis los datos se muestran en la figura 12.

Estos resultados coinciden con el trabajo realizado por Estrada et al. (2005)
quienes evaluaron la actividad inhibitoria por el método de difusion en pozos con
algunas modificaciones donde a partir de cepas nativas de Lb. brevis inhibieron el

crecimiento de bacterias como Salmonella spp y E. coli.

Asi también Ligocka y Paluszak (2004), determinaron la capacidad inhibitoria de
Lb. brevis y Lb. plantarum, estas cepas producen metabolitos que afectan la
sobrevivencia de E. coli, Pseudomonas aeruginosa y P. mirabilis, este efecto es
mayor en condiciones de aerobiosis ya que se favorece la produccién de &cido
lactico y H»O,. En condiciones de anaerobiosis se favorece la produccion de

metabolitos como las bacteriocinas.
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Figura 12. Actividad inhibitoria de Lb. brevis frente a bacterias de prueba

con actividad
"

Numero de cepas de Lb. brevis

Ogunbanwo et al. (2003) utilizaron una bacteriocina producida por Lb. brevis OG1
y determinaron las mejores condiciones de cultivo para la produccién de esta
bacteriocina, encontrando que en condiciones anaergbicas y con el uso de agar
MRS con 0.25% de glucosa, el espectro de inhibicion se dirige hacia bacterias
Gram negativas como Klebsiella spp, V. cholerae, E. coli, entre otras y bacterias
Gram positivas como L. monocytogenes, B. subtilis y B. cereus.

En los reportes antes mencionados sobre la actividad de Lb. brevis se observa el
amplio espectro de inhibicion contra bacterias Gram negativas cuando los
metabolitos producidos son &cido lactico y H,O,. Cuando se trata de bacteriocinas

por lo general la actividad se observa en bacterias Gram positivas.
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Estos resultados contrastan con los obtenidos en este trabajo ya que el espectro
de inhibicibn no fue tan amplio como el que presentan cepas de BAL como
Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides y Lb. plantarum esto se puede
deber a que la concentracion de los metabolitos producidos por estas cepas no fue

suficiente para lograr un efecto bactericida.

6.3.5. Lactococcus lactis subsp. lactis

La técnica utilizada en este estudio permitié6 observar que las cepas de Lc. lactis
subsp lactis presentaron actividad frente a las dos especies de Vibrio y contra E.
aerogenes, ambas bacterias Gram negativas esta informacion se observa en la

figura 13.

A pesar de que Lc. lactis es una cepa productora de bacteriocinas como lacticin
481, nisina Z, nisina A, entre otras que reporta Arqués et al. (2004) en este trabajo
el espectro de inhibicion no fue amplio y no inhibié a ninguna de las dos bacterias
de prueba Gram positivas, cabe mencionar que el nimero de bacterias Gram
negativas utilizadas en este trabajo fué mayor que el correspondiente a las Gram
positivas por lo que no podemos asegurar que las cepas de BAL utilizadas no

tengan una buena actividad bactericida.

Otro punto importante a considerar es que en los reportes consultados no se
enfocan a las bacterias de prueba que en este trabajo se utilizaron. A pesar de
que Lc. lactis es una cepa productora de bacteriocinas como lacticin 481, nisina Z,
nisina A, entre otras que reporta Arqués et al. (2004) en este trabajo el espectro de
inhibicion no fue amplio y no inhibi6 a ninguna de las dos bacterias de prueba
Gram positivas, cabe mencionar que el niumero de bacterias Gram negativas
utilizadas en este trabajo fué mayor que el correspondiente a las Gram positivas
por lo que no podemos asegurar que las cepas de BAL utilizadas no tengan una
buena actividad bactericida.
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Figura 13. Actividad inhibitoria de Lc. lactis subsp. lactis frente a bacterias de

prueba.
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Con los resultados obtenidos en este trabajo no se puede decir Lc. lactis no sea
un buen productor de metabolitos con actividad inhibitoria sino que talvez las
condiciones experimentales usadas no permitieron evidenciar la produccion de
estos metabolitos. En el presente trabajo solo se llevo a cabo la incubacion en
condiciones de aerobiosis, por o que uno de los metabolitos que inhibieron a los

microorganismos patdgenos pudo ser es el H,O, y acido lactico

6.3.6. Lactococcus raffinolactis y Lactobacillus rhamnosus
Solo una cepa de L. rhamnosus, present6 actividad inhibitoria contra las cepas de
las dos especies de Vibrio que se utilizaron en este trabajo, la informacién se

muestra en la figura 14.
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Figura 14. Actividad inhibitoria de Lb. rhamnosus frente a bacterias de prueba
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En los reportes publicados no se encuentra mucha informacién a cerca de las
cepas de Lc. raffinolactis y Lb. rhamnosus, lo anterior se puede deber a que el
espectro de accidon de los metabolitos producidos por estas cepas aun no ha sido
lo suficientemente investigado o bien que no sea tan amplio como el de las otras
especies identificadas, aunque pudiera ser de utilidad para la industria donde se
utilizan estas cepas de BAL como cultivos iniciadores y que ademas retarden el

deterioro causado por bacterias.

En el caso de las cepas de BAL identificadas como Lb. raffinolactis solo dos cepas
presentaron actividad inhibitoria contra bacterias Gram negativas como S.
typhimurium, Kb. pneumoniae y una contra V. fluvialis, esta informacién se

presenta en la figura 15.
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Figura 15. Actividad inhibitoria de Lb. raffinolactis frente a bacterias de prueba

Numero de cepas de Lb
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Una alternativa para el uso de estas cepas que no presentan un espectro de
inhibicion amplio puede ser la combinacién de otros metabolitos que tengan un
mejor efecto de inhibicién. Ya que generalmente los compuestos constitutivos no
se encuentran en suficiente concentracion para permitir una preservacion

confiable de los alimentos

Los progresos en el conocimiento de los mecanismos de inhibicion, en particular a
nivel de las condiciones que permita su manifestacion, permitira aumentar su uso
como agentes de conservacion de los productos alimenticios, debido a que los
factores inhibidores dependen de la naturaleza de las cepas contaminantes a
inhibir, proporciones relativas de las bacterias presentes y las condiciones de
cultivo. El fenédmeno de inhibicién puede incluir uno 0 muchos mecanismos como:
la competencia nutricional, cambios fisico-quimicos del medio (pH, formacion de
agentes reductores) y formacién de productos antimicrobianos (acido organicos,

H.O, y bacteriocinas).
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Las cepas de BAL no mostraron actividad contra P. mirabilis esto se puede
atribuir a la cantidad de metabolitos producidos por las cepas de BAL no fue

suficiente para inhibir a esta bacteria.

Los resultados mas sobresalientes de este trabajo radican en identificar las cepas
de BAL que presentan actividad inhibitoria contra bacterias patdégenas que al estar
presentes en los alimentos pueden originar un problema de salud publica. El
deterioro de los alimentos también es un problema para la industria alimenticia por
lo que el crear una alternativa de origen natural que retarden el deterioro resulta
una buena opcién, aunque para esto es necesario realizar mas estudios para

caracterizar debidamente los metabolitos producidos por las BAL.
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7. CONCLUSIONES
1. De las 280 cepas de BAL aisladas a partir de los productos lacteos el 19.64%

present6 actividad inhibitoria frente a una o més bacterias de prueba utilizadas.

2. Las cepas con mayor actividad correspondes a las aisladas a partir de leche y

queso blanco.

3. Las cepas de BAL que mostraron con mayor actividad inhibitoria fueron Lb.

plantarum, Lb. brevis, Lc. raffinolactis y Lc. lactis subsp lactis.

4. Las bacterias de prueba mas sensibles a la actividad de los metabolitos
producidos por las BAL fueron V. fluvialis y V. parahaemolyticus.

5. P. mirabilis no mostré sensibilidad a ninguna de las cepas de BAL aisladas de

los productos lacteos.

6. Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion son de importancia ya
que las bacterias de prueba utilizadas para demostrar la actividad inhibitoria de las
BAL repercuten de manera significativa en la salud publica y en el deterioro de los

alimentos.

7. Se cre60 un banco de cepas con actividad bacteriocinogénica para dar
continuidad a estudios donde se identifigue los metabolitos responsables de la

inhibicion de las bacterias de prueba.

8. El impacto de este trabajo es importante ya que la actividad antimicrobiana de
los metabolitos producidos por las cepas de BAL podrian utilizarse como un
conservador potencial para inhibir el crecimiento de bacterias patégenas y/o

deterioradoras de los alimentos.
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