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1l
RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion fue determinar el efecto
bactericida de Lactobacillus sp. frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus. aureus
ATCC 25923, para lo cual se muestre6 30 quesos frescos artesanales del mercado ferial del Distrito
de Ocongate, Quispicanchi-Cusco entre los meses de enero a marzo del 2022, tomando en cuenta
su procedencia y tipo de cuajo utilizado en su preparacion, se aislo bacterias acido lacticas por el
método de diluciones seriadas y seleccion de Lactobacillus sp. por coloraciéon Gram, catalasa y
oxidasa obteniendo 17 cepas que fueron identificadas, obteniendo asi 4 especies: Lactobacillus
fermentum (53%), Lactobacillus brevis (29%), Lactobacillus plantarum (12%) y Lactobacillus
helveticus (6%). Luego se hizo uso de la metodologia de Kirby Bauer modificada, con la finalidad
de conocer su efecto bactericida, teniendo como resultado que Lactobacillus sp. si tuvo efecto
bactericida frente a Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus. Siendo Lactobacillus helveticus una
de las especies con mayor efecto sobre Escherichia coli y Lactobacillus plantarum frente a

Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Lactobacillus sp., Efecto bactericida, Queso fresco artesanal, Kirby Bauer.



INTRODUCCION

El queso es un elemento fundamental en la economia de la sociedad, por ejemplo, en las
comunidades andinas del distrito de Ocongate en Cusco, su actividad socioecondémica esta
centrada en la agricultura y ganaderia tradicional, teniendo como actividad complementaria la
elaboracion de quesos artesanales (Loayza, 2019). Los quesos son productos fermentados que
poseen una gran variedad de moléculas beneficiosas para la salud como el acido aminobutirico,
feniletilamina, péptidos bioactivos y vitaminas del complejo B como la B12, las cuales son

sintetizadas por las Bacterias acido lacticas (Pessione, 2012).

Las bacterias acido lacticas (BAL), desempenan un papel importante en la elaboracion de
los quesos por estar vinculados en el proceso de fermentacion y maduracion (Martinez et al., 2016).
Generalmente son conocidas por la abreviatura BAL, estas se encuentran dentro del Filum
Firmicutes y Orden Lactobacillales que estda compuesto por seis familias, Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconoctocaceae y Streptococcaceae
(Sauer et al., 2017). Actualmente son utilizadas en forma de cultivos iniciadores; el desarrollo de
la industria de transformacion, particularmente en la industria lactea, ha llevado a la produccion
de fermentos industriales o cultivos iniciadores para la elaboracion de leches fermentadas, cremas,
mantequillas y quesos; también en productos carnicos y bebidas alcoholicas (Cobo et al., 2019).
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus y Leuconostoc son los géneros mas
utilizados para este fin, estos organismos han sido aislados de diferentes sustratos neutros como
entornos de origen animal y sustratos acidos tipicos de alimentos de origen vegetal, incluso han
sido aisladas de ambientes con condiciones extremas de altas temperaturas y altas concentraciones

de sal (Agudelo et al., 2015).



Las bacterias 4cido-lacticas llevan a cabo su actividad antimicrobiana mediante la
produccion de acidos organicos que les permite influir en el pH del medio, limitando asi el
crecimiento de otros microorganismos (Cobo et al., 2019). No obstante, su accidon bactericida no
solo se limita a la acidificacion, sino también a compuestos como el peréxido de hidrogeno,
diacetilo y bacteriocinas, que tienen un efecto beneficioso en la conservacion de alimentos, terapias

médicas incluso actiian como alternativas a antibidticos tradicionales (Radaic et al., 2020).

Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana, por ello representan un
sustituto potencial de conservantes quimicos, son segregadas por un gran nimero de BAL, a las
cuales son consideradas seguras, estos péptidos son importantes en la preservacion y fermentacion
de alimentos, el uso de bacteriocinas como biopreservantes se atribuye a sus caracteristicas como
de inhibir numerosos microorganismos, su accion en amplios rangos de pHs y termoestabilidad

(Mondragon, et al., 2013).

Las bacteriocinas, actlian sobre la membrana citoplasmatica donde las proteinas se unen a
los fosfolipidos de las células susceptibles, siendo su naturaleza anfipatica una caracteristica que
facilita su distribucion en la membrana, permitiendo asi su actividad antimicrobiana (Cotter et al.,

2005, como se citd en Yusuf, 2013).

El presente trabajo de investigacion se efectu6 en la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco, Facultad de Ciencias Biologicas en el Laboratorio de Biologia Celular, donde se
determino el efecto bactericida en Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC
25923 de especies de Lactobacillus aislados de quesos artesanales del mercado ferial del distrito

de Ocongate, Quispicanchi-Cusco.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El queso fresco artesanal, es un producto lacteo elaborado rico en nutrientes esenciales
como calcio, proteinas y vitaminas A, B12, D y E, que varia seglin la variedad y es una excelente
opcion para incluirlos en la dieta, ya que contribuyen al desarrollo de huesos y dientes (Datsa,
2017). Pero debido a la falta de acceso a tecnologia moderna y el procesamiento de la leche y la
produccion de quesos frescos en condiciones higiénicas deficientes, hace que estos manifiesten un
mayor recuento de microorganismos patdégenos al momento de ser comercializados, por esta razéon
se le asocia con mayor frecuencia a brotes de intoxicaciones alimentarias (Condo, 2016), siendo
un claro ejemplo los datos informados por el Sistema de Informacion Regional Para la Vigilancia
Epidemioldgica de las Enfermedades Transmitidas por Alimentos, del Instituto Panamericano de
Proteccion de Alimentos y Zoonosis (INPPAZ), que indica que entre los afios 1993 y 2001 en el
Perti hubieron 12 brotes de enfermedades producidas por el consumo de productos lacteos, que
representa el 11.5% del total de casos de enfermedades transmitidas por alimentos en esos afos,
brotes que afectaron a 1278 personas, de los cuales 24 fallecieron (Cristobal & Maurtua, 2003,

como se citd en Molleda, 2016).

Las intoxicaciones alimentarias, conocidas también como toxiinfecciones alimentarias, son
enfermedades que se transmiten a través de los alimentos contaminados con microorganismos
patogenos o las toxinas que estos liberan (CECU, 2001). Estos microorganismos patégenos son
adquiridos a través de la leche utilizada, por ejemplo E. coli, Salmonella y Listeria monocytogenes,
especialmente si se utiliza leche cruda, comunmente Staphylococcus aureus, Salmonella y
Clostridium botulinum han sido los patégenos mas inquietantes en la industria alimentaria. Sin

embargo, en los ultimos afios, otros microorganismos como Listeria monocytogenes, Bacillus
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cereus y Escherichia coli verotoxigénico han ganado importancia como causantes de las

toxiinfecciones alimentarias (Lopez & Domingo, 2007; Wilkinson, 2007).

La industria alimentaria, especificamente de la produccion de queso enfrenta un desafio
creciente en cuanto a la seguridad alimentaria (Favaro et al., 2015), pues las nuevas tendencias del
mercado exigen productos saludables, libres de microorganismos patégenos y con cualidades
sensoriales atractivas para los consumidores (FAO, 2003). En consecuencia, hoy en dia se estan
buscando alternativas naturales para alargar la vida util de los alimentos, sumado al hecho de la
continua existencia de disminuir y prohibir cada vez més el uso de preservantes, conservantes y
aditivos quimicos en los mismos, debido a los efectos adversos que puede causar en la salud del
consumidor, obligando a la busqueda de alternativas para poder conservarlos (Peralta, 2014).
Entre una de las opciones que se tiene, podemos mencionar a las bacteriocinas, que son sustancias
de naturaleza peptidica, sintetizadas por organismos probidticos como los lactobacilos, que se
encuentran en el tracto gastrointestinal, mucosas y alimentos como productos lacteos como la leche

y el queso (Mondragon et al., 2013).

El queso fresco de elaboracion artesanal, al no pasar por un proceso de maduracion
prolongado como sucede en el caso de un queso comercial, posee una fuente natural de bacterias
acido lacticas provenientes de la biota microbiana natural presente en la leche cruda utilizada como
materia prima y en la microbiota gastrointestinal de animales (Pérez et al., 2015), otorgando

caracteristicas sensoriales que gozan de una alta aceptacion entre la poblacion (Mago et al., 2015).

Por lo mencionado anteriormente se propone la siguiente interrogante de investigacion:
(Cuadl serd el efecto bactericida en Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC
25923 de especies de Lactobacillus aislados de quesos artesanales del mercado ferial del distrito

de Ocongate, Quispicanchi-Cusco?
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JUSTIFICACION

En las ultimas décadas se han desarrollado productos innovadores como los alimentos
“saludables o funcionales”, refiriéndose a aquellos con caracteristicas nutricionales y beneficios

fisiologicos adicionales para el mejoramiento de la calidad de vida (Fuentes et al., 2015).

Es asi que aunque los conservantes quimicos son efectivos, muchas personas los rechazan
debido a probables efectos secundarios (Agudelo, 2023). En consecuencia hay un fuerte interés
actual de desarrollar tecnologias enfocadas al mantenimiento y conservacion de una gran variedad
de productos alimenticios y lacteos de forma natural, con el propdsito de potenciar su aroma, sabor

y textura, ademas de inhibir la proliferacion de microorganismos patégenos (Gandolfo, 2021).

El queso es un ejemplo claro, ya que, al ser un producto lacteo ampliamente consumido a
nivel global debido a su naturaleza perecedera, puede convertirse en una fuente de transmision de
enfermedades si no se maneja adecuadamente. La mala manipulacion, el transporte inadecuado y
las temperaturas de almacenamiento incorrectas pueden comprometer la seguridad del producto,
permitiendo la contaminacion bacteriana por patdgenos como: Staphylococcus aureus que puede
tener graves consecuencias para la salud, especialmente en personas vulnerables,
inmunocomprometidos y hospitalizados (Vasquez et al., 2012), y por otra parte por bacterias
coliformes que comprende a Escherichia coli y a otros géneros de la familia Enterobacteriaceae
como Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter. Siendo Escherichia coli un indicador clave de
contaminacion directa o indirecta de origen fecal en alimentos y agua, ya que habitualmente se
encuentra en el intestino de humanos y animales de sangre caliente, y advierte sobre la potencial
presencia de patdgenos entéricos en diversos productos alimenticios (Baylis et al., 2011), causando
sintomas como calambres estomacales agudos, diarrea con sangre y nduseas, fiebre, etc. Ademas,

puede provocar dafios permanentes en rifiones, siendo mas peligroso en nifios (Gimferrer, 2014).



Por esto, la industria alimentaria actualmente promueve el uso de metabolitos producidos
por las BAL, como las bacteriocinas, que son péptidos antimicrobianos caracterizados por su bajo
peso molecular, termoestabilidad, sensibilidad a proteasas y ser estables a pH bajos, propiedades
que las convierten en alternativas para reducir el uso de agentes quimicos en alimentos (Fuentes
et al., 2017), ademas de otras sustancias antimicrobianas como acidos organicos, peroxido de
hidrégeno, entre otros (Gandolfo, 2021). Su sintesis esta vinculada a la fase exponencial de la cepa
y generalmente se detiene al final del crecimiento, esto puede deberse a la adsorcion celular o su
degradacion por enzimas proteoliticas (Alquicira, 2006), sobre todo el género Lactobacillus que
tienen un mayor efecto inhibitorio sobre bacterias Gram Negativas, actuando asi de esta manera

como sustituto de aditivos quimicos (Vasquez et al., 2009).

Por ello la importancia de conocer el efecto bactericida en Escherichia coli y
Staphylococcus aureus de especies de Lactobacillus aislados de quesos artesanales. Ya que estos
pueden contribuir en la formacion de compuestos nitrogenados como las aminas bidgenas que
normalmente estan presentes en bajas concentraciones en la mayoria de los alimentos con alto
contenido en proteinas como los quesos, que pueden causar intoxicaciones, a veces graves, cuando

estas se encuentran en altas concentraciones (Cristobal & Maurtua, 2003).



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto bactericida en Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus
ATCC 25923 de especies de Lactobacillus aislados de quesos artesanales del mercado ferial del

distrito de Ocongate, Quispicanchi-Cusco.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Aislar e identificar por fenotipificacion, las cepas de Lactobaccillus sp. provenientes

de quesos artesanales.

2. Determinar el efecto bactericida de Lactobacillus sp. aislados, frente a Escherichia coli
ATCC25922 y Staphylococcus aureus ATCC25923 mediante la técnica de Kirby-

Bauer modificada.

3. Determinar la cinética de crecimiento de las especies de Lactobacillus con mayor efecto

bactericida.



Xl

HIPOTESIS

“Las especies de Lactobacillus aislados de quesos artesanales del mercado ferial del distrito
de Ocongate, Quispicanchi-Cusco, tienen efecto bactericida en Escherichia coli ATCC 25922 y

Staphylococcus aureus ATCC 259237



CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Internacionales

Carol et al. (2021). Investig6 el potencial tecnoldgico de Bacterias lacticas (BAL) presentes
en quesos de cabra de la ciudad de Santiago del Estero en Argentina, logrando aislar 50 cepas de
BAL, de las cuales 14 fueron seleccionadas para evaluar sus propiedades tecnologicas y
funcionales, estas cepas seleccionadas mostraron en su totalidad, crecimiento, acidificacion de la
leche con produccion de acido léctico, actividad proteolitica siendo la concentracion de
aminoacidos de 0.05 a 6.08 mg/ml en 24 horas. Ademads, al someter a las cepas a estrés acido con
pH igual a 2.5, estas demostraron Resistencia con una tasa de supervivencia superior al 93%, no
siendo de la misma forma al someterlos a 4cido dedxicolico, donde solo 3 cepas presentaron una
supervivencia del 70%. Por Gltimo, 3 cepas mostraron capacidad para inhibir el crecimiento de
una cepa patogena de E. coli. Estos hallazgos sugieren que las BAL podrian ser utilizadas como

probioticos en los productos lacteos.

Wong et al., (2021). Aislo bacterias acido lacticas de 72 muestras de queso crema artesanal
de la region de Chiapas, en México, y se llevaron para su procesamiento a la Universidad
Tecnologica de la Selva, Division Agroalimentaria, donde se cultivaron en medio de cultivo MRS,
obteniendo un total de 216 colonias caracteristicas de BAL, y se evalud su capacidad bactericida
por el método de botoén contra cepas patdgenas como Listeria monocytogenes ATCC 19115,
Salmonella entérica var. Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus

epidermidis ATCC 12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Shigella flexnerii ATCC



12022 y Staphylococcus aureus ATC 25923. Se identifico 82 cepas de Lactobacillus mediante
pruebas bioquimicas y analisis genético, demostrando que cuando estos se afiadian a la elaboracion
del queso se reducia o eliminaba los microrganismos indeseables como Staphylococcus aureus 'y
levaduras, a diferencia del queso elaborado con leche pasteurizada donde se detectdo 290 UFC/mL
de mohos y levaduras. Los resultados sugieren que las cepas aisladas tienen gran potencial como

cultivo iniciador para mejorar la seguridad y conservacion del queso crema y productos similares.

Fuentes et al. (2017). Evalu6 la capacidad antimicrobiana de 32 aislados de BAL
autdctonas aisladas de queso doble Crema y Quesillo producidos en los municipios del Valle de
Ubaté¢ y Bajo Magdalena, Colombia, y caracterizados molecularmente mediante el analisis de
secuencias del gen 16S ADNr en el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional
de Colombia, entre los cuales se hallaron las especies de Leuconostoc sp, Lactococcus lactis
QDCI18, QDC23,QDC30 y Lactobacillus fermentum QDC32, sometidos a microorganismos como
Salmonella entérica subsp. Entérica serovar Tiphymurium ATCC 13311 'y Listeria
monocytogenes ATCC 7644 mediante la técnica de mancha en agar, interpretando como positivo
zonas de inhibicidon con halos mayor a 2 mm, procedimiento que realizo6 por triplicado. Asi mismo
se evalud su capacidad acidificante, proteolitica y lipolitica para valorar su potencial en la
preparacion de un cultivo iniciador nativo, obteniendo como resultado que QDC23, QDC18 Y
QDC32, tuvieron buena capacidad acidificante y proteolitica, QDC18, QDC23, QDC30 y QDC32
presentaron actividad de la enzima -galactosidasa, que indican importancia en el desarrollo del
sabor en los procesos de maduracion. Luego de este proceso, se aislo los sobrenadantes libres de
células y se evalud la actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en gel por
perforacion en placa, de los cuales Lactococcus lactis subsp. lactis QS, presento actividad de

64.000 UA/ mL frente a L. monocytogenes y 4.000 UA/mL para S. typhimurium. Llegando a la



conclusion que las BAL de estos quesos poseen potencial bactericida y que si pueden ser usados

en la elaboracion de un cultivo iniciador con efecto bioprotector.

Calle (2016). En su investigacion, aislo y caracterizo BAL del suero de quesos obtenidos
en diferentes queserias de la Provincia de Cafar y procesados en la Universidad del Azuay en la
ciudad de Cuenca en Ecuador, con el objetivo de evaluar su capacidad antibacterial, las muestras
se cultivaron en agar MRS Y M17, y se identificaron dos cepas, Lactobacillus paracasei spp.
paracasei y Lactobacillus plantarum, mediante pruebas bioquimicas. Posteriormente evaluo la
actividad antibacteriana de las cepas identificadas frente a cepas patdgenas como Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Salmonella enteritis ATCC 13076 y Listeria monocytogenes ATCC 15313
mediante pruebas de difusion en agar, obteniendo como resultado que L. paracasei es eficaz frente
a bacterias Gram positivas y negativas, mientras que L. plantarum es efectiva contra bacterias

Gram negativas. Finalmente, las cepas aisladas fueron crioconservadas para futuros estudios.

Novillo (2016). Aislo e identifico bacterias acido lacticas nativas de quesos artesanales del
cantén San Fernando, trabajo efectuado en la Universidad del Azuay en Ecuador, identificando
tres especies, Lactococcus lactis, Lactobacillus brevis y Leuconostoc lactis por medio del sistema
de identificacion API CH 50 y evalud su capacidad de combatir patégenos como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli 'y Salmonella enteritis, obteniendo como resultado halos mayores a 5 mm,

lo que indico un resultado antibacteriano activo.

Aparicio (2016). Aisl6 de 11 diferentes tipos de queso, obtenidos de pequenios y grandes
comercios, colonias de BAL. Investigacion efectuada en la Facultad de Ciencias Experimentales
de la Universidad de Jaén — Espaia, utilizando el método de diluciones seriadas y cultivando en
agar MRS, y someterlas a 3 tipos de ensayo para evaluar su actividad antimicrobiana frente a

Enterococcus faecalis S-47 y Listeria innocua 4030. Obtuvo como resultado la presencia de



Bacilos Gram positivos en la totalidad de cepas aisladas a excepcion de dos cepas Gram negativas,
las cuales fueron aisladas de Queso Semicurado de oveja y Queso fresco. Al menos una cepa de
cada queso presentd actividad antimicrobiana frente a las dos cepas patogenas en el ensayo en
cruz. En el ensayo en gota, todas las cepas presentaron halos frente a los dos patogenos, a
excepcion de las cepas del queso de cabra que solo presentd actividad antimicrobiana frente a L.
innocua y una cepa del queso Enmental que no presentd actividad frente a ninguno de los dos
patogenos. En el ensayo en pocillo se obtuvieron resultados similares, de didmetros de 10 mm en
todas las cepas, las cepas del queso Havarti solo presentaron actividad frente a L. innocua. Llego
a la conclusion de que los quesos con mayor actividad antimicrobiana eran el Semicurado Mezcla,
Gorgonzola, Enmental y Tierno mezcla (oveja), el ensayo en cruz resulto mas efectivo, y se obtuvo

mayores didmetros con el ensayo en gota.

Ramirez & Vélez (2016). Aislaron y caracterizaron 18 cepas autoctonas de leche cruda y
queso fresco artesanal de cabra muestreados del Rancho El Sahuaro, Tecamachalco, Puebla,
México, y llevados al laboratorio del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de
las Américas, Puebla. Organizaron su estudio en tres partes, siendo la primera la evaluacion de sus
caracteristicas funcionales, donde pudieron distinguir las cepas homoldacticas de las heterolacticas,
presencia de actividad proteolitica de mas del 60% de los aislados, actividad lipolitica por 3 cepas
y baja produccion de gas. En la segunda etapa identificaron los géneros Lactobacillus, Lactococcus
vy Leuconostoc mediante el sistema API 50 CH, siendo Lactobacillus el género predominante en
ambas muestras de leche cruda y queso artesanal con una presencia del 56 %, las especies
caracterizadas fueron Lactobacillus plantarum, Lactobacilus acidophilus, Lactobacillus
paracasei, Lactococcus lactis y Leuconostoc mesenteroides. Finalmente, en la tercera parte del

estudio se realizo pruebas de antagonismo cruzado y cinética de crecimiento en leche, que permitid



conocer la compatibilidad entre cepas para la formulacion de cultivos mixtos y deducir la eficiencia

de las cepas lacticas para mejorar la calidad microbioldgica de un producto lacteo.

Duran et al. (2010). Evaluaron la calidad higiénico-sanitaria de 16 muestras de queso de
capa adquiridos de cuatro sitios de fabricacion artesanal del municipio de Mompox-Bolivar,
Colombia, y llevados al laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Universidad de
Cartagena, obteniendo como resultado altos niveles de contaminacion microbiana con presencia
de Escherichia coli y ausencia de Salmonella sp. por medio del método del nimero méas probable
(NMP). Ademas, se aisld Lactobacillus y Lactococcus, del queso y Lactobacillus acidophilus y
Lactobacillus casei de yogurt comercial para evaluar la capacidad antagdnica, mediante el ensayo
de difusion en pozos con modificaciones utilizando 10 a 100 pL del extracto obtenido de la
homogenizacion de 5 gr de queso y enfrentados E.coli ATCC 25922, y en el caso de los
Lactobacilos aislados del yogurt se enfrentd a 15 uL de E. coli aislados del queso. Se obtuvo como
resultado que las bacteriocinas activas del queso fueron negativas, mientras que los Lactobacillus
aislados del yogurt inhibieron el crecimiento de E. coli presentando en promedio halos de 7,2 mm,
hecho considerado como actividad antagoénica positiva, que podria deberse a la produccion de

acidos organicos, compuestos carboxilicos y bacteriocinas.

Ramirez (2010). Aislo Lactobacillus sp. y evalud su capacidad antagonica in vitro de
queso doble crema, queso tipo paipa, kumis y yogurt, elaborados artesanalmente, obtenidos de la
region Cundiboyacence, Colombia, y llevados al laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la
Pontificia Universidad Javeriana para su proceso. El aislamiento se hizo por medio de siembra en
agar MRS, y la identificacion bioquimica se efectué por pruebas de azucares fermentables
mediante la técnica de microplaca. Asi mismo, se realizd pruebas de catalasa, oxidasa y

adaptabilidad a diferentes concentraciones de NaCl por el método ecométrico. El potencial



antagonico se evaludé mediante el ensayo de Ritter enfrentando los Lactobacillus sp. a las cepas
aisladas a Salmonella typhi, Escherichia coli ATCC 8739, Penicillium sp.y Aspergillus niger, los
resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas, lo que sugiridé que los bacilos
aislados de los productos lacteos no presentaron actividad bactericida, asi mismo se evalud la
produccion de metabolitos extracelulares que también presentaron diferencia estadisticamente
significativas, intuyendo asi que no hubo producciéon de bacteriocinas, en cambio las levaduras
aisladas si presentaron un bajo poder inhibitorio contra E. coli. Por lo que el autor recomienda que
la prueba de antagonismo se realice en medios que permitan el buen desarrollo de las cepas

enfrentadas como BHI y MRS.

Martin del Campo et al. (2008). Obtuvieron bacterias acido lacticas con capacidad
bacteriocinogénicas de quesos frescos conseguidos de la zona metropolitana de Guadalajara,
Meéxico y determinaron la accion antagonica frente a Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Streptococcus B hemolitico del Grupo A y Salmonella agona, cultivando las muestras
mediante diluciones en serie y la técnica de inoculacién en superficie en medio APN normal
realizando luego el recuento de UFC, aislando un total de 350 cepas las cuales se sometieron a
pruebas de identificacion tales como Gram, catalasa y movilidad. Posteriormente se determiné la
actividad antagonica de las BAL con la técnica de inoculacion por picadura en medio APN mb
previamente inoculado con los microorganismos patdgenos conservando aquellas cepas que
produjeron halos con didmetros mayor a 1 mm y exponiéndolos a diferentes parametros para
definir los mecanismos antagonicos, llegando a la conclusion que de 350 cepas solo 25 mostraron
capacidad antagénica frente a alguno de los patdgenos antes mencionados, siendo Listeria

monocytogenes la que mostrdé mayor sensibilidad y que al reducir el pH se refleja un mayor efecto



bactericida debido a acidos organicos, asi como también al exponer los sobrenadantes a enzimas

proteoliticas se demostrd que el efecto inhibidor es de naturaleza proteica.

Zamora (2003). Aislo, identifico y conservo cultivos de bacterias lacticas antagonistas de
microbiota contaminante de sangre de matadero, de 4 industrias de Comarcas, utilizando muestras
de sangre con anticoagulante citrato sdédico tomados al momento de los sacrificios de los cerdos y
llevados al Departamento de Ingenieria Quimica, Agraria y Tecnologia alimentaria de la
Universidad de Girona. Utiliz6 la técnica de diluciones seriadas y siembra por profundidad en agar
MRS, tincion Gram y prueba de catalasa, llegando a aislar 112 cepas de BAL a partir de 62
muestras y determiné su capacidad antagénica por medio de siembra por picada en agar MRS %
parao de 12 con una sobre capa de agar nutritivo blando donde se encontraban suspendidos cepas
indicadoras de coleccion como Escherichia coli NCTC5934, Staphylococcus aureus NCTC 4163,
Pseudomonas fluorescens EP537 y Bacillus subtilis MERCK (BGA), y cepas aisladas de sangre
de matadero como E. coli, S. aureus, P. fluorescens, y Bacillus, consideré como positivas aquellas
que poseian halos de inhibicién mayor a 1 mm de didmetro, obteniendo que el 50% de las BAL
presentaban antagonismo frente a E. coli NCTC5934, 47.1% frente a B. subtilis MERK (BGA),
40.1% frente a P. fluorescens EP537 y 25% para S. aureus NCTC 4163, a diferencia de las
bacterias aisladas de sangre donde el 66.9% de presentaba antagonismo frente a S. aureus, 53.5%
frente a Bacillus, 17.0% frente a P. fluorescens y 13.3% frente a E. coli. Luego realiz6 este mismo
estudio in sifu sembrando estos microorganismos en sangre estéril, no consiguiendo reproducir la
actividad inhibitoria demostrada en los ensayos en placas, pero al enriquecer la sangre con glucosa
al 2%, se consiguid la inhibicidn de la totalidad de indicadores autdctonos y B. subtilis MERK
(BGA). Finalmente, las bacterias lacticas que presentaron potencial antagonista fueron

identificadas mediante técnicas moleculares de PCR en 7 géneros y especies como Lactococcus



garvieae, Enterococcus malodoratus, E. gilvius, E. raffinosus, Lactobacillus murinus, L. animalis
y L. reuteri., quienes fueron conservados por liofilizacion y atomizacion por ser posibles

candidatos bioprotectores para aplicaciones en sangre en condiciones reales.

1.1.2. Nacionales

Orejuela (2023). Evalu¢ la efectividad in vitro de 8 especies de Lactobacillus (L. curvatus
sp. curvatus, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. casei, L. helveticus, L. brevis, L. plantarum y L.
pentosus) aislados de 22 muestras de quesos artesanales procedentes de 19 lugares del centro y sur
del Pert, cultivados en lactosuero suplementado con glucosa y vitamina B12, contra patégenos
comunes en quesos frescos como Salmonella sp. y Escherichia coli enteropatogena, en el
laboratorio de Microbiologia de aguas y alimentos de la Universidad Nacional de Cajamarca.
Obteniendo como resultado efectos bactericidas significativos con halos de inhibicion mayores a
1 mm hasta 4 mm, y una eliminacion extensa después de 18, 24 y 48 horas de incubacion. Ademas,
no se observo antagonismo entre las cepas de Lactobacillus. El aprovechamiento del lactosuero

minimiza, los impactos negativos que genera al ambiente.

Gandolfo (2021). Evalu¢ la biodiversidad de bacterias lacticas nativas como Lactococcus
lactis, Enterococcus faecium y Lactobacillus spp. con capacidad antimicrobiana, aisladas de 22
muestras de quesos regionales procedentes de 10 mercados del Perti, y procesados en la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos de la ciudad de Lima, mediante la técnica de
diluciones seriadas y siembra en agar Man Rogosa Sharpe, agar M17 y agar bilis esculina y
difusién en agar. Obtuvd 175 cepas de bacterias lacticas, con una distribucion porcentual de
Lactobacillus spp. 34.86%, Enterococcus spp. 32.57% y Lactococcus spp. 32.57%. De las cepas
aisladas, 19 presentaron actividad antimicrobiana, siendo el 47,4% correspondiente al género

Enterococcus, 47,4% al género Lactobacillus 'y 5,2% al género Lactococcus. Siendo Enterococcus



faecium QPa2 la cepa que mostré mayor actividad inhibitoria contra Enterococcus faecium QPe.1
y bacterias patdégenas como Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Salmonella entérica ATCC
35664. Ademas, las especies de Lactobacillus sp, L. plantarum y L. casei presentaron mayor

capacidad antimicrobiana.

Churqui (2020). Evalu¢ la carga bacteriana de Lactobacilllus sp. y su efecto antagdnico
sobre cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus aislados de quesos frescos adquiridos en
los mercados Unidén y Dignidad, Central y Laykakota de la ciudad de Puno y llevados al laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, UNA-Puno. Para realizar el aislamiento
de Lactobacillus sp. utiliz6 el método de recuento en placa mediante diluciones seriadas, seguido
de la identificacion morfoldgica y bioquimica de azlicares fermentables con técnica de microplaca,
seguido finalmente de la evaluacion de la capacidad antagénica por medio del método de Kirby
Bauer sobre cepas patogenas de S. aureus y E. coli aisladas de las muestras de queso, obteniendo
como resultado, gracias al analisis de estadistica de varianza y prueba de Tukey mayores recuentos
bacterianos en el mercado de Unidn y Dignidad y en los tltimos meses de muestreo, ademas de

porcentajes de inhibicion del 73.96% y 97.32% para E. coli y S. aureus respectivamente.

Quillama et al. (2020). Seleccionaron y caracterizaron cepas nativas de Enterococcus con
potencialidad antimicrobiana obtenidos de 14 muestras de quesos de elaboracion artesanal
procedentes de Ayacucho, Puno, Apurimac, Huancayo, Huancavelica, Cajamarca, Arequipa y
Lima y procesados en la Universidad Nacional Agraria la Molina, en Lima, aislaron y
caracterizaron fenotipicamente estas cepas por métodos bioquimicos, llegando a identificar 68
cepas de las cuales Enteroccus faecium se encontraba en mayor proporcion, seguido de
Enterococcus durans'y Enterococcus faecalis. Luego se demostré su actividad antimicrobiana, por

medio del método de bicapa y difusion en agar, siendo Enterococcus faecium QPa.1 y QPa2 muy
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efectivo frente a Listeria monocytogenes, llegando a la conclusion de que esta posee una
bacteriocina activa y especifica que sugiere un potencial uso como bioprotector en la industria

quesera.

Pulido (2013). Aisl6 e identifico bacterias lacticas productoras de bacteriocinas de 50
quesos frescos procedentes de la provincia de Huarochiri, departamento de Lima por el método de
diluciones seriadas y diseminacion con espatula de Drigalsky en agar Rogosa MRS e identificadas
con el sistema API 50CH-BIOMERIUX, obteniendo los sobrenadantes libres de células ajustado
a pH de 6.2 para enfrentarlos a cepas referenciales como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Pseudomonas aeruginosa, por la técnica de difusion en agar en pocillos
obteniendo como resultado la identificacion de 7 especies que produjeron bacteriocinas como
Lactobacillus paracasei ssp paracasei, Lactococcus lactis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus curvatus ssp curvatus y Lactobacillus
rhamnosus, mostrando los dos ultimos mayor actividad bactericida frente a S. pyogenes y S. aureus

respectivamente, y ambos para Pseudomonas aeruginosa.

Cristobal (2008). Aislo y determind especies de Lactobacillus obtenidos de 33 quesos
artesanales provenientes de mercados de Lima, Lambayeque, La Libertad, Ica, Cajamarca,
Ayacucho, Ancash, Cusco y Huancavelica y procesadas en el laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, utilizando la técnica de diluciones en serie y cultivo por
diseminacion en placas con Agar MRS e identificadas mediante la prueba de asimilacion de
carbohidratos. Ademads, determind el espectro antibacteriano frente a 10 cepas bacterianas ATCC
y caracterizacion fisicoquimica de sus bacteriocinas exponiéndolas a solucion de catalasa, enzimas
como pronasa, a-amilasa, y lipasa y a diferentes temperaturas y pH. Obteniendo como resultado

el aislamiento de 341 cepas identificadas como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis,
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Lactobacillus bulgaricus, L. lactis y Lactobacillus plantarum de las cuales solo el 16.42% presentd
actividad de inhibicion, siendo la bacteriocina de L. plantarum el de mayor actividad, teniendo

ademas mayor estabilidad térmica y firmeza a variaciones de pH y temperaturas de conservacion.
1.1.3. Locales

Peralta (2014). Evalu6 la capacidad antagénica de 75 cepas de bacterias acido lacticas
aisladas de 14 quesos frescos obtenidos de la comunidad Campesina de Haparquilla-Anta frente a
cepas ATCC de Listeria monocytogenes y Escherichia coli, mediante la técnica de diluciones en
serie y pruebas de identificacion tales como coloracion Gram, oxidasa, catalasa y el sistema API
50CH™ (bioMériux, Inc.) para lo cual se sometié a una prueba preliminar de antagonismo por el
método de difusion en agar en pocillo para seleccionar aquellas que presentaron halos mayor a
3mm de radio, siendo luego sujetas a diferentes parametros de temperatura, tiempo de
almacenamiento y pH. Teniendo como resultado 10 cepas identificadas como Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, y Lactococcus lactis ssp. lactis. Llegando a la
conclusidn que la primera especie tuvo actividad antagonica frente a ambos patdgenos, L. brevis y
L. pentosus tuvieron actividad frente a L. monocytogenes y Lactococcus lactis ssp. lactis para E.
coli, no obstante, también se demostr6 que la actividad antagdnica es mucho mejor a temperaturas
de congelacion y refrigeracion, ademas no se ve afectada por el tiempo hasta antes de los 30 dias
y a exposiciones distintas de pH se comprueba que la actividad antagonica, esta ligada a otros

metabolitos.
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1.2. GENERALIDADES

1.2.1. Lactobacillus

El género Lactobacillus desempena un papel importante en el proceso de fermentacion,
por ello son muy empleados en la industria alimentaria no solo por su capacidad de acidificar, y
por tanto preservar alimentos, sino también por su importancia en la textura, sabor, olor y en el

desarrollo tipico de alimentos fermentados (Aguirre et al., 2024).

Segtin el Manual de Bergey's son bacterias Gram positivas, con un tamano aproximado de
0.5 — 1.2 x 1.0 — 10.0 u, son bacterias usualmente bacilos, pero algunas veces son también
cocobacilos, cominmente se presentan en cadenas cortas, anaerobias o aerobias facultativas,
mesofilas, no esporuladas, catalasa y oxidasa negativo, presenta raramente movilidad por la
presencia de flagelos peritricos, con o sin produccion de gas. El pH optimo de crecimiento es de
5,5 a 5,8 pero generalmente crecen en pH menor a 5, temperatura optima de desarrollo es entre
30 a 40°C, pero pueden crecer en un rango de 5 a 53°C (Peralta, 2014). Presenta colonias entre 2
a 5Smm de diametro, de borde entero y convexo, textura lisa y brillante, son de color blanco y sin

pigmento en algunos casos puede ser amarillento, y sin olor caracteristico (Gutiérrez, 2019).

Habitan en mucosas ricas en carbohidratos, por ejemplo, en las mucosas de los animales o
seres humanos como cavidad bucal, intestino y vagina y aprovechan el contenido en glucdgeno y
glucosa del exudado vaginal, (Vizcaino, Macias-Tomei, Marquez, Morales, & Torres, 2016) asi
también se presentan en plantas y en los materiales de origen vegetal (Aguirre et al., 2024) como
son los ensilajes (Okoye et al., 2023). La produccion de bacteriocinas (sustancias antimicrobianas)
es su principal caracteristica, también producen; acido acético y lactico, aminas, amoniaco,

compuestos fenolicos y peroxido.
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1.2.1.1.Posicidon Taxonomica.

Dominio: Bacteria

Division: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden Lactobacillales

Familia: Lactobacillaceae

Género: Lactobacillus

Especie: Lactobacillus sp.

Fuente: Sauer et al. (2017)

El género Lactobacillus con el paso del tiempo ha resultado ser el mas extenso con respecto
a otros, en cuanto a nuevas especies, siendo en la actualidad mas de 100 especies validadas
(Rodriguez, 2018). Su principal criterio de diferenciacion sera la descomposicion del producto
final, el metabolismo de los carbohidratos puede clasificarse en; Homofermentativas,
Heterofermentativas y Heterofermentativas facultativas. Segin Kandler y Weiss este género se

divide en 3 grupos tradicionales:

a. Grupo I, Lactobacilos Homofermentativos obligados; tienen la capacidad de
producir 2 moléculas de 4cido lactico por una molécula de glucosa, mediante la ruta de
EMP (Embden - Meyerhoff - Parnas) este grupo de bacterias poseen enzimas Aldosa 'y
Hexosa isomerasa, pero carecen de Fosfocetolasa (Rodriguez, 2018). También pueden
obtener el acido lactico de la fructosa, con la producciéon minima de productos

secundarios. Las bacterias homolacticas a diferencia de las heterolacticas pueden
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obtener de una determinada cantidad de glucosa aproximadamente el doble de energia,
fermentan casi exclusivamente las hexosas a acido lactico, pero no pentosas ni
gluconato (Peralta, 2014). Por esta via se produce mas del 85% de acido lactico a partir
de glucosa (Parra, 2010). Ejemplo: Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii subesp.
Blugaricus, L. delbrueckii subesp. lactis, L. helveticus, L. sensenii, L. farmicinis, L.

salivarius subesp. salivarius, L. gaserii, L. gallinarium.

b. Grupo I1, Lactobacilos Heterofermentativos facultativos, estas bacterias utilizan la
via de las pentosas fosfato o EMP, degradan hexosas casi exclusivamente a acido
lactico por esta via, o en el caso de algunas especies hasta acido acético, lactico, formico
y etanol bajo limitantes de glucosa, también pueden generar acido lactico y acético a
partir de pentosas mediante la ruta Fosfocetolasa o 6-p-glucanato. Ejemplo:
Lactobacillus acetotolerans, L. hamsteri, L. casei, L. plantarum, L. coryniformis, L.

curvatus, L. sake, L. paracasei, L. rhamnosus, L. pentosus, L. alimentarus, L. agilis.

¢. Grupo III, Lactobacilos Heterofermentativos obligadas, estas bacterias no tiene la
enzima fructosa- difosfato- aldosa, pero cuentan con la enzima Fosfocetolasa, por ello
pueden degradar la glucosa por la via llamada de Hexosas fosfato o pentosas fosfato,
produciendo a partir de las hexosas cantidades infimas (equimolares) de acido acético,
lactico, dioxido de carbono y etanol, degradan las pentosas para obtener acido acético
y lactico (Peralta, 2014). Producen solamente el 50% de acido lactico, por cada
molécula de glucosa, forman 1 molécula de acido lactico, 1 molécula de etanol y 1

molécula de CO2 (Parra, 2010).

Este grupo tiene mayor importancia desde el punto de vista industrial porque brindan

caracteristicas sensoriales a los alimentos en el aroma y sabor con la produccion de acetoaldehidos
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y diacetilo. Ejemplo: Lactobacillus bevis, L. fermentum, L.buchneri, L.reuteri, L. hilgardii, L.

trichodes, L. malefermeyans, L. sanfrancisco, L. kéfir, L. Fructivorans, L. collinoides. (Peralta,

2014).

1.2.2. Bacteriocinas

Son metabolitos producidos por las BAL, investigadas por considerarse como una
alternativa de bio-conservacion para aminorar el empleo de conservadores quimicos y preservar la
calidad y ampliar la vida util de los productos (Moreno, 2024). Se definen como péptidos de origen
ribosomal, son secretados al medio extracelular y tienen capacidad antimicrobiana (Bulla &

Carrefio, 2023) es decir inhiben el crecimiento de otros microrganismos (Heredia et al., 2017).

1.2.2.1.Caracteristicas Generales.

Las bacteriocinas representan un grupo Heterogéneo de péptidos antimicrobianos, es asi
que solo se han constituido dos principales categorias con base a sus modificaciones estructurales,
su tamafio, su termoestabilidad y sus mecanismos de accidn clase I lantibioticos y clase II no

Lantibioticos (Lopez et al., 2008).

Las bacteriocinas segun Heredia et al., (2017), son péptidos extracelulares producidas por
los ribosomas; son sintetizados por bacterias Gram positivas y negativas y se cree que el 99% de

las bacterias puede sintetizar al menos una bacteriocina.

El efecto: in vitro; no es toxica para las lineas celulares normales, puede llegar a ser toxica
para las células cancerosas. In vivo, no es toxico para animales y humanos (se inactivan por

proteasas digestivas), no son capaces de estimular el sistema inmune
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Espectro de accion, pueden actuar sobre bacterias Gram negativas como positivas como,
por ejemplo; E. coli, L. monocytogenes, S. aureu, CL. Botulinum, Pseudomonas, Ent. fecalis;

Salmonella spp entre otros.

Modo de actividad, las bacteriocinas tienen la capacidad de actuar como Bactericida,

bacteriostatico y fungicida (Heredia et al., 2017).

Algunas caracteristicas mencionadas por Heredia et al., (2017) se puede ver en la siguiente

tabla.

Tabla 1

Caracteristicas generales de las bacteriocinas

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS BACTERIOCINAS

Origen *  Origen ribosomal; péptidos extracelulares producidos por bacterias Gram positivas v Gran negativas.
+  Seestima que el 99% de las bacterias son capaces de sintetizar cuando menos una bacteriocina.
Efectos *  [nvifro: no toxica para lineas celulares normales; toxica para células cancerosas.
* nvivo: no estimula el sistema inmune; no toxica en modelos animales v humanos (se inactivan por
proteasas digestivas).
Espectro de accién +  Pueden actuar confra bacterias Gram positivas v Gram negativas.

*  Alpunas bacterias patogenas susceptibles son E. coli, L monocyiogenes, 5. aurews, CL batulimum,
Preudomonas, Ent. fecalls, Salmonalla spp.

Modo de actividad »  Bactericida bacteriostitico y fungicida
Mecanizsmo de accion *  Permeabilizacion de 1a membrana (perdida del potencial de membrana, consumo de reservas energéticas
celulares, disminucion en la sintesis de DNA, RINA v proteinas).
*  Lisis celular
Estructura quimica +  Péptidos; glicoproteinas v lipoproteinas.
Peso molecular +  Gram negativas; son de tamafio muy varizble y pueden alcanzar hasta los 80 kDa.
*  (Gram positivas: por lo general su tamafio es menor a los 10 kDa, aunque se han reportado valores mas
altos.
*  Archea: su tamafio puede llegar a alcanzar aproximadamente los 20kDa.
Caracter +  Hidrofobico.
»  Anfipatico.
pl « Def1all0
Localizacion de genes que +  Plasmidos.
codifican para las *  Cromosomas.
bacteriocinas *  Transposones; ambos (plasmidos v cromosomas).
Sensibilidad a enzimas +  Todas son sensibles a las enzimas proteoliticas, tales como la pepsina. tripsina v pronasa.
Sensibilidad a temperaturas +  Compuestos termoestables; 1a mavoria soporte 100 — 121 *C durante 15-30 min.
Sensibilidad a pH +  Lamavyoria de las bacteriocinas son estables en el intervalo de pH3.0a2 0.0

Nota: BAL: Bactenas acido licticos, pl: punto 1sceléctnico. Adaptade de Visquez et al (2009), Jozefiak v Sip (2013), Bemena &t al. (2014), Veskovié er al (2014) v Favaro et al
(2013).
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1.2.2.2.Clasificacién de las bacteriocinas

a. Clase I, también llamados lantibidticos de amplio espectro y con modificaciones post-
traduccionales,(N. Agudelo et al., 2015) son péptidos de bajo peso molecular, menor a
5 kDa,se caracterizan por ser resistentes a altas temperaturas y por estar conformados
por aminoacidos no comunes como lantionina, metillantonina, dehirdoxilamina y
dehidrobutirina. Pueden encontrarse de forma Tipo A-lineal o en forma tipo B- globular

(Balciunas et al., 2013).

b. Clase II, péptidos pequefios termoestables, menor a 10 kDa, no presentan aminoacidos

modificados en su estructura, esta se subdivide en 5 subclases (Balciunas et al., 2013).

Subclase Ila, la pediocina PA-1 es la bacteriocina mds representativa, actua fuertemente

contra la Listeria.

Subclase IIb, son bacteriocinas formadas por dos péptidos, por ejemplo, Plantaricina EF

Subclase Ilc, estas bacteriocinas no comparten homologia con ninguna otra bacteriocina,

como la Lactococcina A

Subclase I1d, son péptidos lineales, ejemplo la Lacticina Q.

Subclase Ile estas bacteriocinas se formaron de la degradacion especifica de proteinas mas

grandes, en esta subclase se encuentra la Propionicina F.

c¢. Clase III, son péptidos termolabiles de alto peso molecular, mayor a 30 kDa, la

bacteriocina representativa de esta clase es la Helveticina (Balciunas et al., 2013).
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d. Clase IV, son péptidos grandes y estdn unidos o asociados a carbohidratos

(glicoproteinas) o a lipidos (lipoproteinas), por ejemplo, la Lactocina S (Balciunas et

al., 2013).

e. Clase V, estas bacteriocinas presentan su estructura de forma circular y no posee

modificaciones por traduccionales. Como ejemplo esta la Enterocina AS-48

Tabla 2

Clasificacion de bacteriocinas

BACTERIOCINA PRODUCTOE ESPECTRO TAMANO

DE (NUMERO DE
INHIBICION _ AMINOACIDOS)
Clase I: Lantibidticos

MNizina(av Z) Lactaceccus lactis Amplio 34
Lacticina 481 Lactococcus lactis Amplio 27
Lactocina 5 Lactabacillus sake Amplio 37
Carnocina ul49 Camobacterium piscicola Amplio 35-37
Clase II: No Lantibicticos. Termoestables
Lactococcina A Lactococcus lactis Estrecho 54
Lactococcina B Lactaceccus lactis Estrecho 47
Lactacin F Lactobacillus johsonii Estrecho 5748
Plantaricina Lactabaciilus planctarum Amplio 34
Sakacina P Lactabacillus sake Amplio 41
PEDIOCINA AcH Pediococeus acidilactici Amplio 44
Divergicina M35 Camabacterium divergens Amplio 43
Enterocina P Enterococcus faecium Estrecho 44
Clase IIl: Mayor Tamario, Termolabiles
Helveticina J Lactobacillus helveticus Estrecho 333
Clase IV: Moléculas complejas
Cicularina A Geobacillus kaustophilus - 76

Nota. En la Tabla 2 se presentan algunas bacteriocinas representativas. Tomado de Agudelo
etal., (2015).

1.2.2.3.Mecanismo de accion.

La bacteriocinas por lo general actlian sobre la membrana de las células sensibles,
desequilibrando y permealizando a través de la formacion de canales o poros idnicos mencionado

por (Grande et al., 2005, como se cité en Mondragon et al., 2013)
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El mecanismo de accion de las bacteriocinas inicia cuando se forman poros en la membrana
de la célula, este proceso comienza cuando la bacteria diana o blanco atrae a las bacteriocinas hacia
ella mediante las fuerzas electrostaticas, las bacteriocinas estdn cargadas positivamente, es asi que
van a interactuar con los fosfolipidos de la membrana que estos se encuentran cargados
negativamente, distribuyéndose a lo largo de la superficie de la membrana celular, gracias a la
naturaleza anfipatica de las bacteriocinas, de la bacteria diana (Heredia, Hernandez, Gonzalez, et

al., 2017).

La region N-terminal (region hidrofilica) de la bacteriocina se integra a la superficie polar
de la membrana celular de la bacteria diana. Una vez unida, la region C-terminal (region
hidrofobica) ingresa en el interior no polar de la membrana celular, generando la formacion de
poros en la membrana y con ello un drenaje intracelular, con pérdida de iones potasio (K), de
energia (ATP) de aminoacidos y moléculas de bajo peso molecular. Como resultado de ello, habra
disminucion del potencial de membrana y la insuficiente disponibilidad de reservas energéticas de
la bacteria, por lo cual la disminucién de sintesis de ADN, ARN y proteinas, que dard como

consecuencia final la muerte de la bacteria.(Heredia et al., 2017).

Mecanismo de accion de las bacteriocinas de la clase I. En la Figura 1, se observa el
mecanismo de accion de la nisina, esta bacteriocina de accion dual, la primera etapa empieza
cuando la nisina se adhire a la pared celular por atracciones electroestaticas, luego la nisina se une
al lipido II que es el transportador principal de las subunidades de peptidoglicano, esta union es
util para anclarse firmemente a la membrana, la bacteriocina cambiard su orientacion en relacion
con la membrana y se insertard, la union de los diversos péptidos en el sitio de insercion genera la

formacion de un poro llamado “poro transmembranal” el cual permite que la bacteria pierda
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sustancias vitales como aminoacidos y ATP (energia), y tendrd como consecuencia muerte celular

(Lopez et al., 2008, como se citdé en Mondragon et al., 2013).

Figura 1

Representacion grdfica del mecanismo de accion dual de la nisina

Nota. Etapa I. Tomado de Lopez et al. (2008)

Figura 2

Representacion grdfica del mecanismo de accion dual de la nisina

Nota. Etapa Il. Tomado de (Lopez et al., 2008). En esta imagen se puede observar un modelo que

ilustra como la nisina de Lactococcus lactis actia de manera dual. En la primera etapa, la nisina
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(carga positiva), interactiia con las cargas negativas de la pared celular. Posteriormente, la nisina
se adhiere al lipido II, transportador del peptidoglucano desde el citoplasma a la pared celular, esta
union interfiere con su sintesis, llevando a la bacteria a muerte celular. En la Gltima etapa, varias
moléculas de nisina utilizan al lipido II para anclarse e insertarse en la membrana celular e iniciar

la formacion de los poros, lo que conlleva a muerte celular.

Mecanismo de accién de las bacteriocinas de la clase II, se diferencia porque su
actividad bactericida es por la desestabilizacion de las funciones de la membrana celular de las

bacterias o células sensibles. (Gonzalez et al., 2003).

Mecanismo de accion de las bacteriocinas de la clase III, segtin Lai et al., 2002 citado
por (Mondragédn et al., 2013) este tipo de bacteriocinas promueven la lisis de la pared celular de
la bacteria sensible. El extremo C-terminal es el encargado de identificar o reconoce a la célula
objetivo, por otro lado, la regiéon N-terminal es semejante a una endopeptidasa que participa en la

sintesis de la pared celular.
1.2.2.4.Bacteriocinas representativas.

Nisina

Es la primera bacteriocina identificada en 1928, obtenida de Lactococcus lactis subsp
lactis, siendo ampliamente utilizada como un conservador de alimentos. Se produce naturalmente
en ciertos productos lacteos y se utiliza como aditivo para evitar la descomposicion ocasionada
por bacterias Gram positivas, como las de los géneros Staphylococcus Clostridium, Bacillus y
Lysteria. Es un péptido pequefio, consta de 34 aminoécidos y con un peso molecular menor a 5

kDa. Su sintesis es un proceso complejo que incluye transcripcion, traduccion, modificaciones

post-traduccionales, secrecion, procesamiento, y sefiales de transduccion. Existen dos variantes de
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esta bacteriocina, la nisina A y la nisina Z, que difieren solamente en el aminoacido de la posicion

27, la histidina en la nisina A cambia por asparagina en la nisina Z (Gonzalez et al., 2003).

Pediocina.

Esta bacteriocina es sintetizada por especies del género Pediococcus como Pediococcus
acidilactici, P. parvulus, P. pentosaceus, entre otros y tambien por Lactobacillus plantarum que
se encuentra naturalmente en el queso (Bulla & Carrefio, 2023). Es efectiva princiaplmente frente
a un grupo pequefio de bacterias Gram positivas por ejemplo algunas especies de los géneros
Enterococcus, Lactococcus y Lactobacillus. Ademas, posee actividad frente a otras bacterias Gram
positivas, como aquellas que son causantes de toxinfecciones alimentarias por ejemplo
Staphylococcus, Bacillus, Listeria y Brochotrix. Aunque las bacterias Gram negativas gracias sus
cubiertas celulares pueden impidir el acceso de las bacteriocinas a la membrana plasmatica, sin
embargo, la pediocina al igual que la nisina, puede alterar la permeabilidad de sus membranas
externas para permitir la accion antimicrobiana de estas bacteriocinas (N. Agudelo et al., 2015).
La pediocina tiene un mecanismo de accion similar a la nisina, se une a un receptor especifico en
las membranas celulares para poder generar un poro y despolarizar a la bacteria diana
interrumpiendo sus funciones vitales (Papagianni y Anastasiadou, 2009, como se citd6 en N.

Agudelo et al., 2015).

La pediocina es utilizada como conservador en productos vegetales y carnicos, y por su
elevada actividad contra especies de Listeria tiene un alto potencial para ser utilizada como

conservante en alimentos lacteos (Gonzalez, et al., 2003).

Helveticina J.
Esta bacteriocina es producida por Lactobacillus helveticus, un microorganismo que se

encuentra de manera natural en quesos madurados y en algunos alimentos fermentados (Gonzalez
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y otros, 2003). Forman parte de la clase III de las bacteriocinas conocidas como bacteriolisinas,
este grupo es uno de los menos estudiadas, presenta solo 5 miembros caracterizados
completamente (Zhang et al., 2013 como se citd en N. Agudelo et al., 2015). Se identificaron dos
tipos de helveticina, M y J, son producidas por las especies Lactobacillus crispatus, Lactobacillus
helveticus y Enterococcus faecalis. Se conoce que la helveticina M actia en la membrana externa

de las bacterias siendo eficaz frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas (Moreno, 2024)..

1.2.2.5.Rango de Accion de las Bacteriocinas

Las bacteriocinas actiian sobre microorganismos relacionados o presentes en su ambiente
(Grande et al., 2017); esto hace que los microorganismos patégenos muestren diferente
sensibilidad ante la presencia de la bacteriocina. Como ejemplo, la nisina presenta un amplio
espectro de accidon hacia bacterias Gram positivas, incluyendo S. aureus y L. monocytogenes,
también evita la esporulacion de Bacillus spp. y Clostridium spp. (Jurado & Jarrin, 2015; Sierra et

al., 2013).



24

Tabla 3

Tipos de bacteriocinas y microorganismo productor

FUENTES
BACTERIOCINA MICROORGANISMO DE ANTAGONISMO SOBRE REFERENCIA
PRODUCTOR AISLAMIENTO
Lantobeacillus sake C2  Bebida de col L. acidophilus, Staphviococcus, Gao et al.,
SAKASAKIN 2 fermentada Sarcina flava, L. innccua. 2010
1PBM 10 L. plartarum Leche B. cereus, B. pumilus, B. subtifis,  Zapata ef al,
LPEMI10Q fermentada L. monocytogenes, S. aureus 2009
Weissella L. monocytogenes, Micrococeus  Papagianm y
WEISSELLIN A paramesenteraides Salchichas tuteus, L. innocua, Clostridium Papamichael,
DX SPOFOEEnEs 2011
PLANT;;I'_F;ICH'IA L plantarum Salchichas Aeromonas hydrophila Mes;é .;; a,
ST2EMSY L. plantarum Melaza Escherichia coli y Acinetabacier Todorov y
ST26MS baumannii Dicks 2005
L. plartarum Leche Salmonella typhimurium, E. coli,  Zapata ef al,
LPBM 10 LPBMI10 Klebsiella sp., Serratia 2009
fermentada
MArCescens
Enterococcus faecium Queso Tulini et al.,
BACTERIOCINA 130 mozzarella L. monocytogenes 2011
BACTERIOCIN Lactobacillus Papava (Carica L. monocytogenes, L. innocug L. Todorov et al,
ST16PA plantarum ST16Pa papayvea) sakei, Enterococcus faccalis 2011

Nota. La Tabla 3 detalla diversas bacteriocinas e indica alimento del que se aislaron el
microorganismo productor y el efecto bactericida sobre Gram positivas y negativas. Tomado de

Osuna Castro et al., (2013).

1.2.2.6.Factores que afectan la eficacia de la bacteriocina.

La actividad de las bacteriocinas no es constante ni uniforme, depende de la composicion
quimica y condiciones fisicas de los alimentos, el principal factor es el pH (Castellanos et al.,
2022), que va reducir la unién de la bacteriocina a los componentes de los alimentos, la adsorcion
a las células, la actividad de las proteasas y otras enzimas segun Schillinger, Geisen y Holzapfel,
1996, citado por Balciunas et al., 2013, también puede verse afectado por los componentes de los
alimento, ademas por las condiciones de procesamiento y almacenamiento asi como por la
temperatura del producto el aumento; porque aumenta la actividad de las proteasas. Segun

mencionan Drosinos, Mataragas, Nasis, Galiotou y Metaxopoulos (2005) citado por Balciunas et
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al., 2013) el pH 6ptimo para la produccion de bacteriocinas es de 5,5 y no coincide con el pH del
crecimiento microbiano que es 6,5 por ejemplo la actividad de la nisina aumenta cuando se utiliza
en alimentos acidos debido a que tienen una maxima estabilidad en condiciones acidas, es asi que
para las aplicaciones de nisina sean efectivas requieren que el pH de los alimentos sea inferior a 7
para garantizar una solubilidad y estabilidad satisfactorias durante el procesamiento y el periodo

de almacenamiento (Hernandez et al., 1993).

La eficacia también estd relacionada con el nivel de contaminaciéon con los
microorganismos patégenos, si esta es demasiado alta al inicio, la actividad de la bacteriocina es

baja por lo tanto no se podra evitar el desarrollo de microorganismos contaminantes (Rilla et al.,

2004).

1.2.3. Quesos

Segun el Codex Alimentarius (Gonzdles, 2018) Es el producto blando, semiduro, duro y
extra duro, madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporcion entre
las proteinas de suero y la caseina no sea superior a la de la leche, se obtiene mediante procesos

de coagulacion de la proteina de la leche, estos son:

a. Coagulacion total o parcial de la proteina de la leche, leche desnatada/descremada,
leche parcialmente desnatada/descremada, nata (crema) de suero o leche de
mantequilla/manteca, o de cualquier combinacidn, el proceso de coagulacion se realiza
por la accion del cuajo u otros coagulantes apto, como consecuencia de dicha
coagulacion se separa el suero, generando una concentraciéon de proteina lactea

(especialmente la porcion de caseina) lo que resulta en queso que debe tener mayor



26

contenido proteico, que la mezcla de los ingredientes lacteos en base a la cual se

elaboro el queso (Gonzales, 2018).

b. Técnicas de elaboracién que implican la coagulacion de la proteina presente en la
leche o en productos derivados de la leche, resultado en un producto final con las
mismas propiedades organolépticas como también las caracteristicas fisicas y quimicas

que el producto definido por la coagulacion total o parcial (Gonzales, 2018)

El queso es un alimento que aporta una gran cantidad de nutrientes en relacion a su
contenido caldrico (De Cangas et al., 2019), tiene un amplio consumo a nivel mundial, sus
caracteristicas nutritivas, funcionales, texturales y sensoriales difieren entre cada tipo de queso
(Abarca, 2018). Se estiman mas de 2000 variedades de queso, entre madurados, semi madurados

y frescos (Gunasekaran & Ak, 2003; Ramirez & Vélez, 2012).

1.2.3.1.Tipos de quesos

En el mundo existen diferentes tipos de quesos, esta variabilidad se da por los diferentes métodos
de elaboracion, tipo de leche, condiciones de maduracion (como la humedad y temperatura) y por

la adicion de enzimas o microorganismos (Rodiles, Ochoa & Zamora, 2023).

a. Queso sometido a maduracion
Es el queso que requiere un periodo de maduracion, después de su elaboracion debe
conservarse a una temperatura y en condiciones especificas tales que se ocurran los cambios

bioquimicos y fisicos necesarios y caracteristicos del queso (Gonzales, 2018).

b. Queso madurado por mohos:
Es un queso que se producido como consecuencia del desarrollo caracteristico de mohos

por todo el interior y/o sobre la superficie del queso (Herrera et al., 2023).
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c. Queso sin madurar

Es el queso que esta listo para el consumo poco después de su fabricacion (Gonzales, 2018).

d. Queso de suero:
Estos quesos pueden ser productos sélidos, semisolidos o blandos que son obtenidos por
medio de uno de los siguientes procesos; la concentracion de suero y el moldeo del suero

concentrado y la coagulacion térmica del suero con la adicion de 4cido o sin ella(Gonzales, 2018).

e. Queso artesanal:
Es el queso elaborado con leche cruda, pasteurizada, o termizada en el predio,
exclusivamente, siendo el productor la persona fisica o juridica que elabora queso artesanal en

forma individual, familiar o asociativa.(Borbonet & Urrestarazu, 2010)

1.2.3.2.Proceso de elaboracion del queso.

El proceso de elaboracion del queso es bastante simple, no obstante, involucra fendmenos
fisicos y quimicos muy complejos. Se trata esencialmente de un proceso de concentracion, a partir
de la coagulacion de la proteina mayoritaria de la leche (caseina) por la accién enzimatica (cuajo)

u otro coagulante de tipo 4cido (comtinmente acido lactico) (Ramirez & Vélez, 2012)

El siguiente diagrama muestra un esquema para la elaboracion del queso fresco. Para el
caso de otros tipos de queso la temperatura variard, asi como sera necesario una preacidificacion
de la leche, el cual se logra por la adicién de cultivos iniciadores. (Caro et al., 1998, como se citd

en, Ramirez & Vélez, 2012).



Figura 3

Diagrama general del proceso de elaboracion de queso fresco
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Segun Ramirez & Vélez, (2012). Un paso fundamental en la elaboracion de los quesos es

la coagulacion de la caseina, lograda mediante la accidon conjunta de enzimas proteoliticas (cuajos)

y calcio. El proceso de formacion del codgulo incluye 2 etapas:
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En la primera, se desarrolla un proceso enzimatico modulado por la quimosina, la cual
rompe los enlaces entre los aminoacidos fenilalanina y metionina (Fen-105 y Met-106) presentes
en la k-caseina, liberdndose el glicomacropéptido en la solucion. En la segunda etapa, los

agregados de para-k-caseina producen el coagulo (Udayarajan, 2007).

Figura 4

Formacion del codagulo de caseina

Nota. Tomado de Udayarajan, (2007).

Hasta la etapa de coagulacion, los procedimientos basicos en la elaboracion de los
diferentes tipos de quesos son muy similares; sin embargo, las etapas siguientes varia de acuerdo

con el tipo de queso a producir (Ramirez & Vélez, 2012).

Después de la coagulacion de la leche, se hace cortes verticales y horizontales en el
coagulo, para facilitar la eliminacion del suero (proceso también conocido como desuerado).

Luego se procede a su moldeado (Ramirez & Vélez, 2012).

El moldeado del queso es importante para darle forma y ayudar a que los granulos de la
cuajada se unan.(Datsa, 2017). Los moldes pueden ser de diferentes formas y se utilizan para
aplicar presion al queso durante el proceso de prensado. En algunos casos, como en quesos frescos,
la presion necesaria la proporciona el propio peso del queso. El salado del queso no solo le da

sabor, sino que también ayuda a mantenerlo libre de microorganismos y contribuye a la formacion
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de su corteza. Se utiliza sal cristalizada o salmueras con diferentes concentraciones segun el tipo

de queso (Ramirez & Vélez, 2012).

1.2.4. Cuajo

Es el producto que se obtiene directamente de los cuajares o abomasos de rumiantes cuyo
principal componente activo esta constituido por quimosina pura o en mezcla con pepsina

(Perez,1996; Ferrandini, 2006, como se cit6 en Mujica & Hernandez, 2023).

En la actualidad se viene utilizando también el cuajo recombinante de origen microbiano o

animal, que se comercializa en forma de tabletas (Jacob et al., 2011).

El cuajo contiene a la enzima llamada Rennina (también conocida como quimosina) cuya
funcidn es de separar la caseina (80% aproximadamente del total de las proteinas) de su fase liquida

(agua, proteinas del lactosuero y carbohidratos), también llamado suero (Alva, 2016).

1.2.4.1.Caracteristicas.

El cuajo, es una solucion formada principalmente por las enzimas: quimosina y pepsina,
las cuales son segregados por la mucosa interna del abomaso (cuarta cavidad del estdbmago) de los
rumiantes en estado de lactancia (De Soroa, 1990; Espinoza (1981), menciona las siguientes

caracteristicas del cuajo citado por (Cordova, 2009).

- Resiste la accion de los acidos.

- Se altera en presencia de luz.

- Su temperatura optima de actividad es 400 C y la destruccion es 600 C.

- El pH 6ptimo de su accion es de 5,5 — 6,0.
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Ahora bien, sabido es que los rumiantes tienen cuatro estomagos y que el primero que
funciona con mas actividad, es el que recibe la leche, que por esto se denomina cuajar, de aqui el
nombre de cuajo, remontdndonos a los tiempos en que el humilde pastor observa estas cosas en la
naturaleza, nota en los procesos de la digestion de la leche de los animales que maman todavia,
que apenas la leche llega al estdmago es coagulada y transformada en una masa apelotonada, de
facil digestion (Aran, 1994). Existen dos tipos de preparaciones de coagulantes de origen animal.
El cuajo natural hecho por el mismo fabricante de quesos, que se extrae del cuarto estdbmago
(cuajar) del ternero, cordero o cabrito lactante, presentandose en liquido o en pasta y el cuajo
comercial, preparado industrialmente, obtenido antes del destete, el cual es mas puro, de mayor
poder coagulante y se presenta en forma de polvo, tableta o liquido (Dubach, 2000). La enzima
coagulante recibe diferentes nombres en distintos paises, por ejemplo en Francia se llama
“Présure” y en Espafia “Cuajo” que se refiere especificamente a la preparacion enzimatica obtenida
de cuajares de rumiantes jovenes; en otros paises se utiliza el término “Rennet” (inglés) o Lab

(aleman) para referirse a cualquier preparacion enzimatica que coagule la leche (Cordova, 2009).

1.2.4.2.Abomaso adulto

El abomaso adulto en bovinos alcanza su tamafio a los 5 a 6 meses de edad. Su posicion es
paramedial izquierda en los rumiantes adultos, de este abomaso se secreta la renina o quimosina
conocida como cuajo; y es utilizada de forma artesanal en la elaboracion de quesos frescos (Rivera

2012 como se cito en (Celis, 2019).

1.2.4.3.Componentes enzimaticos del abomaso

El abomaso, conocido como renina, se compone de enzimas que pertenecen al grupo del

aspartato proteinasas. Pepsina A, Pepsina B, Gastricina y quimosina. La quimosina se presenta de
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dos formas, A y B. La quimosina y la 13 pepsina se hallan en mayor proporcion que la gastricsina,

cuya actividad frente a la caseina no ha sido muy estudiada (Ferradini et al., 2007; Celis, 2019)..

1.2.4.4.Preparacion del Cuajo de Alpaca.

Los abomasos o cuajares de alpaca los provienen principalmente de crias fallecidas al
nacer o de fetos abortados de 5 a 7 meses de edad gestacional (Mujica & Hernandez, 2023). La
técnica para la obtencion del cuajo animal al ser una actividad artesanal se diferencia de acuerdo
con costumbres y caracteristicas de cada region donde se realice (Contreras, 2025). En todos los
casos se hace una diseccion abdominal al animal, se extrae el estdmago y se separa el abomaso o
cuajar y luego se lleva a desecacion. El secado dura normalmente una a dos semanas, puede llegar
a conservarse hasta 3 a 6 meses antes de usarse. Para hacer uso o activar el abomaso o cuajar seco,
se sumerge en el suero de la leche que se produce por 2 a 3 dias, luego se corta en trozos pequefios
y se deja macerar por uno o dos dias adicionales para favorecer la extraccion y activacion de las

enzimas coagulantes (Mujica & Hernandez, 2023).

1.2.5. Cepas ATCC

1.2.5.1.Escherichia coli ATCC 25922

Es una bacteria referencial que se emplea para pruebas de sensibilidad antimicrobiana,
control en pruebas de resistencia antibidticos y control negativo en pruebas de BLEE y screening,
y fue se aislada de una muestra clinica humana recopilada de Seattle y Washington en 1946. Es

del serotipo O6 y biotipo 1 (Minogue et al., 2014).

También es usada en otras pruebas de control segun el CLSI, como pruebas de medios de cultivo,
control negativo de produccion de toxina LT, control de calidad de productos para Abbott, API,

bioMeriux VITEK, MicroScan, entre otros (American Type Culture Collection, 2024).
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1.2.5.2.Staphylococcus aureus ATCC 25923

Es una cepa que no produce beta-lactamasas, con genoma completo secuenciado, que tuvo
su origen en Seattle (1945) y es empleado como control de calidad en diversas pruebas como
analisis de concentrado de humo de lefia, prueba CAMP, evaluacién de agar Mueller-Hinton,
analisis de productos lacteos, difusion en disco segun CLSI o control de calidad para productos de

Abbott y Autobac (ATCC, 2024; Araya et al., 2015).
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOLOGIA
2.1. AREA DE ESTUDIO

El muestreo para el presente estudio se realizé en el mercado ferial de los domingos del
centro poblado del Distrito de Ocongate, perteneciente a la provincia de Quispicanchis,
Departamento y Region Cusco, con coordenadas 13°37°24°’S y 71°23°07°0O y una altitud

aproximada de 4130 m (Municipalidad distrital de Ocongate, 2019).

Segtin la Estacion Meteoroldgica de Ccatcca, la temperatura promedio anual de este distrito
es de 8,9°C, el periodo de lluvias marcadas se encuentran entre los meses de diciembre a enero
llegando a 595,1 mm de lluvia por afo, es decir el 72,4% de la totalidad de lluvias que precipitan
anualmente, siendo el otro 27,6% el total de los ocho meses restantes que representan a la época

de sequia (Loayza, 2019).

La actividad socioecondmica del Distrito de Ocongate se basa en la elaboracion artesanal
de alimentos como quesos artesanales y produccion industrial de productos lacteos y derivados,
ademas de la ganaderia representada por camélidos, y la produccidn agricola como la papa y el

maiz (Loayza, 2019).



Figura 5

Mapa de ubicacion del Mercado Ferial de Ocongate

MERCADO
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Nota. Tomado de Satélite CNES , Plaza principal del distrito de Ocongate, Airbus, 2021, Google Earth

(https://earth.google.com/web/@-13.62631323.-71.38799159,3543.144755292,416.58304564d.35y.-0h,0t.0r)

35


https://earth.google.com/web/@-13.62631323,-71.38799159,3543.14475529a,416.58304564d,35y,-0h,0t,0r

2.2. MATERIALES

2.2.1. Muestra

36

30 muestras de Quesos frescos de elaboracion artesanal provenientes del mercado ferial de

Ocongate.

2.2.2 MATERIAL BIOLOGICO

Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Lactobacillus sp. aislados en la investigacion

2.2.3 MATERIALES DE LABORATORIO

EQUIPOS Y APARATOS

Estufa TOMOS ODHG9123A

Horno LABOR MOD. LP301

Autoclave PHOENIX

Microscopio CALS ZEISS

Balanza analitica A&D (GR-200)
Balanza A&D F2-1200i

Refrigeradora Electrolux 4

pH metro HANNA instruments HI 8519N
Incubadora JEOTECH BL1200S

Vernier digital KAMASA KM-447

Espectrofotometro NV203 spectrophotometer



MATERIAL DE VIDRIO
e Placas Petri estériles de 100 x 20 mm
e Frascos Schott/frascos bacterioldgicos de 250 mL y 500 mL
e Probetas de 50 y 100 mL
e Tubos de ensayo de 16 x 160 mm
e Tubos con tapa rosca de 16 x 100mm
e Pipetas de vidrio estériles de ImL, SmL y 10mL
e Espatulas de Drigalsky

e Laminas cubre y porta objetos

REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO
e Peroxido de hidrégeno al 30% ERZA
e Bateria de coloracion Gram CHEMICAL soluciones
¢ Rojo de metilo SIGMA
e Tiras reactivas para oxidasa MERCK
e Discos de antibidticos (Ampicilina, Amoxicilina + Acido Clavulanico, Oxacilina y
Vancomicina)
e Agar MRS (Man Rogosa Sharpe) HIMEDIA
e (Caldo MRS (Man Rogosa Sharpe) HIMEDIA
e Agar TSA (Agar de Soya Tripticasa) HIMEDIA
e Agar nutritivo DIFCO
e Agar agar MERCK
e Agar manitol salado HIMEDIA

e Agar MacConkey HIMEDIA
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¢ Glucosa HIMEDIA
e Lactosa HIMEDIA
e Maltosa HIMEDIA
e Manitol SIGMA
e Manosa SIGMA
e Sorbitol SIGMA
e Arabinosa SIGMA

e FEsculina SIGMA

2.2.4. MATERIALES DE CAMPO Y OTROS

e GPS

e C(Caja térmica

e Gel refrigerante

e Bolsas de polipropileno estériles

e Termometro ambiental SPRINGFIELD/HTC-1
e EPPs

e Libreta de campo

OTROS MATERIALES
e Filtros de jeringa estériles de 0,20 py 0,45 n
e Cuchillo y tenedor estériles
e Asas de siembra de 0,ImL
e Mechero bunsen

e Papel craft
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e Parafilm
e Pinzas
e Tijeras

e Gradillas

e Ligas

¢ Plumoén marcador

e Papel aluminio

e Tiras indicadoras para control de esterilizacion 3M
e QGasa

e Envases con tapa hermética

¢ C(inta adhesiva

e Propipetas

e Micropipetas de 10-100 pL y 100-1000 pL

e Tips o puntas estériles (10-100 pL y 100-1000 pnL

e Algodon

2.3. METODOLOGIA

2.3.1. Tipo de Investigacion

El presente trabajo de investigacion es de tipo transversal y experimental, ya que estudia
las variables paralelamente en tiempos establecidos y describe caracteristicas, diferencias o
asociaciones entre las variables y se introdujo y manipulod un factor causal para determinar su

efecto y establecer causalidad entre las variables (Pineda & De Alvarado, 2008).
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2.3.2. Flujograma de la Metodologia de Investigacion

Figura 6

Flujograma de la metodologia de investigacion
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2.3.3. Muestreo

Se hizo un muestreo no probabilistico por conveniencia. (Pineda & De Alvarado, 2008) de
30 quesos artesanales adquiridos en el mercado ferial dominical de Ocongate. El muestreo se llevo
a cabo durante los meses de enero a marzo del 2022, se muestreo cada 14 dias (domingo). En cada

muestreo se adquirid 5 quesos, lo que resulto en 10 quesos por mes, haciendo el total de 30 quesos.

2.3.4. Criterios de Seleccion de la Muestra

Para la seleccion de la muestra se consider6 los siguientes criterios, los cuales se registraron

en un formato de muestreo.

Criterios de inclusion:

e Quesos de elaboracion artesanal
e Con 1 o2 dias de preparacion

e FElaborados con cuajos de alpaca y oveja

Criterios de exclusion:

¢ Quesos elaborados con enzimas ¢ industrializados.

2.3.5. Toma de Muestra

Se adquirieron quesos artesanales del mercado, seleccionados segiin los criterios de
inclusion preestablecidos. Cada queso se coloco individualmente dentro de bolsas de polipropileno
estériles y correctamente codificadas, fueron mantenidas en cadena de frio a 4°C aproximadamente
en una caja de tecnopor con geles refrigerantes y se trasport6 al laboratorio de Biologia Celular C-
270 de la Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional De San Antonio Abad del

Cusco (Anexo 1) para su procesamiento inmediato. El muestreo se realizo cada 14 dias, durante 3
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meses, con 5 quesos muestreados por domingo, lo que resulto en un total de 30 quesos adquiridos.

Las muestras provinieron de tres comunidades Jullikunka (n=8), Lawa Lawa (n=9), y Tinke

(n=13).

2.4. CUANTIFICACION, AISLAMIENTO Y SELECCION DE Lactobacillus sp. DE

QUESOS ARTESANALES
2.4.1. Cuantificacion de BAL
Se empled la metodologia descrita por Churqui, (2020); Cristobal, (2008); Pulido, (2013).

Se tomo 10 gr de la parte central de la muestra, haciendo un corte radial con la ayuda de
un cuchillo estéril y se adiciond a 90 mL de agua peptonada y se homogenizd. Luego se realizaron
diluciones decimales seriadas, transfiriendo 1 mL a un tubo de ensayo con 9 mL de agua peptonada
y siguiendo este procedimiento hasta la dilucién 10”7. De cada una de las tres ultimas diluciones
se tomaron 0,1 mL y se sembraron por diseminacion, con la ayuda de una espatula de Drigalsky,
sobre la superficie de agar MRS, todas por duplicado, seglin dilucién e incubadas a 37°C +/- 1°C

por 48 horas (Anexo 2).

Finalizado el tiempo de incubacion, se realiz6 el recuento de las placas, para lo cual se
escogieron placas que tenian entre 30 — 300 colonias y se multiplicé por el factor de dilucion

expresado en UFC/gr para determinar la carga bacteriana.
2.4.2. Aislamiento de BAL
Segun Churqui, (2020) y Cristobal, (2008).

Se aislaron colonias del cultivo en agar MRS (Man, Rogosa and Sharpe) de las placas que

poseian entre 30-300 colonias con las siguientes caracteristicas:
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e Tamafio: 2 — 5 mm de didmetro

e Elevacion: convexa

e Borde: entero, regular

e Color: Blanquecina, amarillentas
e Brillo: opacas y sin pigmentacion

e Textura: cremosa

Luego se inocularon en caldo MRS (Man, Rogosa and Sharpe) a 37°C +/- 1°C por 48 horas,
seguidamente se resembraron por estria en agar MRS (Man, Rogosa and Sharpe), incubando a

37°C +/- 1°C por 48 horas, con el objetivo de purificar las colonias.
2.4.3. Seleccion de Lactobacillus sp.
Se siguid los pasos descritos en la metodologia de Churqui, (2020) y Cristobal, (2008)

Se seleccionaron las colonias catalasa negativos, oxidasa negativos y coloracion Gram
positivas con morfologia de bacilos, se les transfirio a 10 mL de caldo MRS (Man, Rogosa and

Sharpe) a 37°C +/- 1°C por 48 horas para estabilizar los aislados (Anexo 3 y 4).
2.4.4. Conservacion de Lactobacillus sp.

Para la preparacion del cepario se tomo una colonia de Lactobacillus sp., se inocularon en
TSA y se incubd a 37°C por 24 horas, y se guardaron a 4°C para conservar las caracteristicas

principales de la cepa.

2.5. DETERMINACION DEL EFECTO BACTERICIDA DE Lactobacillus sp. FRENTE A

E. coli ATCC 25922 Y S. aureus ATCC 25923
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2.5.1. Activacion de Cepas ATCC E. coli 25922 y S. aureus 25923 y Preparacion de Escala de

Mcfarland 0,5

Se preparod placas con agar MacConkey para E. coli 25922 y agar manitol salado para S.
aureus 25923, para la activacion de las cepas ATCC se siguid los procedimientos descritos en las
instrucciones de los dispositivos KWIK-STIK™ adquiridos de la Divisién Microbiologia y cultivo
celular de la empresa de biotecnologia Gen Lab del Pert1 S.A.C. Seguidamente se prepararon las

diluciones en escala Mcfarland 0,5 (Anexo 5).

2.5.2. Seleccion de cepas con efecto bactericida, por el método de picada (Zamora, 2003) y

Formacion de Halos de Inhibicion

De las cepas obtenidas se seleccionaron 32 cepas, quienes se sometieron a la prueba de
potencial antagonista usando la metodologia de Galliano y Hinsdill, (1970), como se citd en Martin

del Campo et al.,(2008) y Zamora (2003).

Se prepar6 2 placas con agar MRS (Man, Rogosa and Sharpe) y se sembraron cada una de
las cepas aisladas por picada en grupos de 16 sobre la superficie del agar y se incub6 a 30°C x 24
horas. Después se anadid una sobrecapa de 10 mL de agar TSA blando (Anexo 6) con una
suspension de E. coli ATCC 25922, correspondiente a la escala de McFarland 0,5 (1,5 x 108
bacterias/ mL) en una proporcion 1:9 y se volvid a incubar por 24 horas a 37°C. Luego se procedio
a la lectura de la formacion de los halos de inhibicion y medida del diametro; el mismo

procedimiento se realiz6 para la cepa de S. aureus ATCC 25923.

Para la interpretacion, se consider6 resultado positivo los halos mas nitidos y con medidas

mayores a | mm de didmetro.
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2.5.3 Identificacion Bioquimica de Lactobacillus sp.

Para la identificacion se sigui6 la metodologia descrita por Gusils et al., (2001), como se

cito6 en Pérez et al., (2015) y Cristobal, (2008).

La identificacion de las cepas con mayor efecto bactericida en la prueba por método de
picada, del género Lactobacillus sp., se ejecutd por medio de la asimilacion de carbohidratos tales
como: glucosa, lactosa, maltosa, manitol, manosa, sorbitol, esculina y arabinosa, usando como
medio base, caldo peptonado, y rojo de metilo como indicador de produccion de acidos. Cada
carbohidrato se prepard con una concentracion final del 1%. Adicionalmente se realizaron pruebas

de crecimiento a 15°C y 45°C (Anexo 7).

2.5.4 Efecto Bactericida de las especies Lactobacillus sp. por el Método De Kirby Bauer

Modificada Frente a Cepas ATCC E. coli 25922 y S. aureus 25923
Segun Zamora (2003) y Neria (2006).

Se realiz6 esta prueba, a las especies identificadas y que mostraron halos entre 7-15mm de
diametro del procedimiento anterior, para confirmar su efecto bactericida, para esto, fueron
sembradas en 10ml de caldo MRS (Man, Rogosa and Sharpe) e incubadas a 30°C x 18 horas,
obteniendo una escala de McFarland 1 (3 x 10 bact/ mL), de este cultivo se tomaron 50 pL y se
sembraron en pocillos de 6 mm de didmetro realizados previamente en placas con agar MRS (Man,
Rogosa and Sharpe) y se incubo por 24 horas a 30°C. Luego de este tiempo se afiadié con cuidado,
10 mL de una sobrecapa de TSA blando con 0,7% de agar, preparadas con 100 uL de la cepa
ATCC a escala de Mcfarland de 0,5 y se dejo solidificar. Finalmente se incubd por 24 - 48 horas
a 37°C para observar los halos de inhibicion; este procedimiento se realiz6 por triplicado (Anexo

8).
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Como control negativo se prepar6 una placa con agar MRS (Man, Rogosa and Sharpe), en
la cual no se efectud la inoculacion con las cepas ATCC, posteriormente se aplico los discos con
antibidticos, se incub6 por 24 - 48 horas a 37°C, en la lectura de los resultados, se observo que en

las placas no se gener6 halos de inhibicion debido a que no hubo crecimiento bacteriano.

Para el control positivo se prepar6 una placa con agar MRS (Man, Rogosa and Sharpe),
luego se afiadi6é 10 mL de una sobrecapa de TSA blando con 0,7% de agar, preparadas con 100 pL
de la cepa ATCC a escala de Mcfarland de 0,5 y se dejo solidificar. Luego se colocaron los discos
de antibidticos en cada placa; Ampicilina (AM) y Amoxicilina + acido clavulanico(AMC) para E.
coli ATCC 25922. Vancomicina (VAN) y Oxacilina (OXA) para S. aureus ATCC 25922, se

incub6 por 24 - 48 horas a 37°C y se midieron los halos de inhibicion generados.

2.5.5 Cinética de crecimiento de Lactobacillus sp. con mayor efecto bactericida

Se tomaron las especies que poseian espectros inhibitorios mas altos, para evaluar sus
paradmetros cinéticos y compararlos, asi entender mejor el comportamiento de diferentes especies
de Lactobacillus en el mismo medio de cultivo especifico, se siguio la metodologia descrita por
Crueger & Crueger, (1993) como citd Salcedo, (2021) y Jurado & Jarrin, (2015), donde primero
se obtuvo precultivos de cada especie, y se inocularon en concentraciones conocidas en caldos
MRS y periddicamente se tomaron alicuotas de ImL para ser leidas en un espectrofotometro a 600

nm, y realizar la curva de crecimiento (Anexo 9)

2.6. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un andlisis descriptivo de frecuencias, porcentajes, analisis de varianza
(ANOVA) y prueba de Tukey para determinar si hubo diferencia estadistica significativa, haciendo

uso del paquete estadistico SPPS V.22, con un nivel de significancia de a = 0,05
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. MUESTREO DE QUESOS ARTESANALES.

Se muestrearon 30 quesos del mercado ferial de Ocongate, provenientes de 3 comunidades

distintas, obteniendo la siguiente distribucién de muestras por comunidad.

Tabla 4

Procedencia del queso artesanal muestreado

Comunidad Frecuencia Porcentaje

Jullikunka 8 26,7%

Lawa lawa 9 30,0%

Tinke 13 43.,3%

Total 30 100%
Figura 7

Porcentaje de muestreo de quesos artesanales del mercado ferial provenientes de tres

comunidades del distrito de Ocongate.

De la tabla 4 y fig. 7 se observa que el 43,3% de quesos provienen de la comunidad de Tinke, 30%
de Lawa Lawa y 26,7% de Jullikunka, esta distribucion estuvo determinada principalmente por la
disponibilidad en el mercado ferial durante el periodo de muestreo, lo que puede reflejar el acceso al
comercio local y la frecuencia de participacion de las comunidades en la feria dominical, siendo la

comunidad de Tinke la que concentra mayor proporcion de productos.



3.2. CUANTIFICACION, AISLAMIENTO Y SELECCION DE Lactobacillus sp. A

PARTIR DE QUESOS ARTESANALES

3.2.1. Cuantificacion de BAL

Tabla 5

Promedios del recuento de BAL y tipo de cuajo usado en los quesos artesanales

CODIGO PROMEDIO EN UFC/gr

PROMEDIO Log10 (UFC/gr)

TIPO DE CUAJO

Q1L 51x10° 10,708 Alpaca
Q4L 79 x10° 10,898 Alpaca
Q7L 73,5 x10° 10,866 Alpaca
Q8L 85 x10° 10,929 Alpaca
Q1oL 82,5 x10° 10,916 Alpaca
Q20L 21 x10° 10,322 Alpaca
Q21L 48 x10° 10,681 Alpaca
Q22L 455 x10° 10,658 Alpaca
Q23L 31,5x10° 10,498 Alpaca
Q2T 44 x10° 10,643 Alpaca
Q3T 41 x10° 10,613 Alpaca
Q5T 95 x10° 10,978 Alpaca
Q6T 76 x10° 10,881 Alpaca
Q9T 55,5 x10° 10,744 Alpaca
Q16T 67 x10° 10,826 Alpaca
Q17T 35,5 x10° 10,55 Alpaca
Q25T 32x10° 10,505 Alpaca
Q26T 34,5 x10° 10,538 Alpaca
Q27T 34,5 x10° 10,538 Alpaca
Q28T 34 x10° 10,531 Alpaca
Q29T 94 x10° 10,973 Alpaca
Q30T 36,5 x10° 10,562 Alpaca
Q11J 55,5 x10° 10,744 Oveja
Q12J 77 x10° 10,886 Alpaca
Q13J 38 x10° 10,58 Alpaca
Q14J 53 x10° 10,724 Alpaca
Q15J 64,5 x10° 10,81 Alpaca
Q18J 18 x10° 10,255 Alpaca
Q19J 16,5 x10° 10,217 Oveja
Q24J 38 x10° 10,58 Oveja
Promedio 51,9 +£22,52 - -

48

NOTA: El codigo se asignd de acuerdo con el nimero de orden de muestra y por su procedencia (Ejm. Q1L:

Queso numero 1, procedente de la comunidad de Lawa Lawa).
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Figura 8

Promedio del recuento de microorganismos dacido-lacticos en UFC/gr
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En la Tabla 5y Figura 8, los quesos artesanales de uno a dos dias de elaboracion presentan
recuentos de BAL entre 16,5 — 95 x 10° UFC/gr con un promedio de 51,9 x 10° UFC/gr a diferencia
de Peralta (2014), quien en su investigacion, a partir de 14 muestras de quesos frescos artesanales
(con uno a dos dias de elaboracion) provenientes de Anta, reporté en promedio un recuento de
16,07 x 107 UFC/gr siendo menor al presente estudio, de igual manera Martin del Campo et al.
(2008), a partir de 35 muestras de 4 tipos diferentes de quesos (adobero, panela, ranchero y fresco),
muestreados en la ciudad de Guadalajara, México, obtuvo en promedio un recuento de 11,39 x 10’
UFC/gr de BAL, por su parte Churqui (2020), en su investigacion, muestreo 27 quesos frescos
expendidos en tres mercados de la ciudad de Puno-2017, obteniendo un recuento de 2,27 x 10°
UFC/gr de bacterias pertenecientes al género Lactobacillus sp., el cual es inferior a lo reportado

en el presente trabajo de investigacion.



3.2.1.1 Recuento de BAL por tipo de cuajo.

Tabla 6

Recuento en UFC/gr por tipo de cuajo/ANOVA

50

TIPO DE CUAJO Variable n Media D.E. Min. Max.
Alpaca UFC/gr *10° 27 53,59 22,51 18 95
Oveja UFC/gr *10° 3 36,67 19,53 16,5 55,5

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 773,51 1 773,51 1,55 0,22

Tipo de cuajo 773,51 1 773,51 1,55 0,22

Error 13940,19 28 497,86

Total 14713,7 29

El p-valor obtenido fue de 0,22 que es superior a 0,05 por consiguiente no existe diferencia

significativa en el tipo de cuajo utilizado.

Figura 9

Recuento de BAL en UFC/gr por tipo de cuajo
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De la tabla y figura anterior observamos que segun el tipo de cuajo usado en la elaboracion de

queso artesanal se aprecia un recuento de BAL, que va entre 18,0 — 95,0 x 10° UFC/gr con cuajo

de alpacay 16,5 — 55,5 x 10° UFC/gr con cuajo de oveja.

3.2.1.2 Recuentos de BAL por lugar de procedencia.

Tabla 7

Promedios de las UFC/gr de 10° por lugar de procedencia /ANOVA

Origen Variable N Media D.E. Min. Max.
Jullikunka UFC/gr *10° 8 45,06 21,44 16,5 77
Lawa lawa UFC/gr *10° 9 57,44 23.41 21 85
Tinke UFC/gr *10° 13 52,27 232 32 95

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 652,45 2 326,23 0,63 0,54

origen 652,45 2 326,23 0,63 0,54

Error 14061,25 27 520,79

Total 14713,7 29




52

Figura 10

Recuento de BAL en UFC/gr segun lugar de procedencia
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De la tabla y figura anterior se observo que, segin el lugar de procedencia del queso artesanal
fresco, se aprecian recuentos promedios de BAL, de 45,06 x 10° UFC/gr de los quesos procedentes
de Jullikunka, 52,27 x 10° UFC/gr de los quesos procedentes de Tinke y 57,44 x 10° UFC/gr de

los quesos procedentes de Lawa lawa.

El p-valor obtenido es 0,54 siendo superior a 0,05 lo que indica que no existe diferencia
significativa en los recuentos segun el lugar de procedencia.

Churqui (2020), en su trabajo de investigacion muestreo quesos frescos de tres diferentes mercados
en la ciudad de Puno, obteniendo en promedio, recuentos bacterianos de 2,41x10° UFC/gr en el
mercado de Union y Dignidad, 1,73x10° UFC/gr en el mercado de Laykakota, y 2,11x10° UFC/gr
en el mercado Central. Al realizar un analisis de varianza, encontrdé que, si existia diferencia

significativa entre ellos, y al realizar una prueba Tukey determind que los mayores recuentos se
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encontraban en los quesos obtenidos del mercado Union y Dignidad. Churqui sugiere que las

condiciones de manipulacion y almacenamiento puede influir en la carga bacteriana.

Ambos resultados indican que la calidad inicial del queso, las condiciones de transporte y
almacenamiento y las practicas de higiene en cada mercado podrian influir criticamente, ya que
pueden causar desecacion del producto, incremento de bacterias patogenas, pH inadecuados, entre
otros, disminuyendo asi la carga bacteriana de bacterias acido lacticas. Por el contrario, el lugar u

origen del queso no es un factor determinante de la presencia y cantidad de estas bacterias.

3.2.2. Aislamiento de BAL

Se aislaron colonias con caracteristicas propias de BAL, a partir de placas que muestran

colonias entre 30-300, de la siguiente manera:

Tabla 8

Numero de colonias BAL aisladas, por lugar de procedencia

CODIGO N° DE COLONIAS AISLADAS
POR CADA QUESO

QIL
Q4L
Q7L
Q8L

QI0L
Q20L
Q21L
Q22L
Q23L
Q2T
Q3T
Q5T
Q6T
Q9T
Q16T
Q17T
Q25T
Q26T
Q27T

W N W L NN DR W DR R W W W R W O W W W
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CODIGO N° DE COLONIAS AISLADAS
POR CADA QUESO

Q28T
Q29T
Q30T
Ql11J
Q12J
Q13J
Q14J
Q15J
Q18J
Q19J
Q24J

TOTAL 111

=N W N R AN RW R AW

NOTA: El codigo se asignd de acuerdo con el nimero de orden de muestra y por su procedencia (Ejm. Q1L:
Queso numero 1, procedente de la comunidad de Lawa Lawa).

Figura 11

Porcentaje del numero de colonias aisladas de BAL por su procedencia

M Lawa lawa
H Tinke

Jullikunka

Aparicio (2016), en su investigacion en la Universidad de Jaén- Espaia, aislo un total de
50 cepas de BAL, a partir de 11 muestras de diferentes tipos de queso, siendo 2 de ellas, cepas
pertenecientes a microrganismos Gram negativos. Pulido (2013), aisl6 100 cepas a partir de 50
muestras de quesos, los cuales diferencid por la morfologia de las colonias, perteneciendo a

bacterias acido lacticas.

Se seleccionaron 32 cepas Gram positivas con morfologia de bacilos.
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3.2.3. Seleccion de Lactobacillus sp.

Se seleccionaron colonias con caracteristicas tipicas para Lactobacillus sp. tales como;
tamafio: 2 — 5 mm de didmetro, elevacion: convexa, borde: entero, regular, color: blanquecina,
amarillentas, brillo: opacas y sin pigmentacion, textura: cremosa, catalasa negativa, oxidasa

negativa y coloracion Gram positivas con morfologia de bacilos (Tabla 22, Anexo 3 y 4).

Figura 12

Porcentaje de microrganismos hallados

M Bacilos Gram positivos

M Cocobacilos Gram positivos

m Cocos Gram positivos
Bacilos Gram negativos

B OTROS
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De la Figura 12 y Tabla 21 y 22 que se encuentra en el Anexo 4, se observa que el 52% son
bacilos Gram positivos, caracteristicos de Lactobacillus sp. El 43% pertenecian a otros
microorganismos con caracteristicas similares, pero morfologia de Cocobacilos Gram positivos,

Cocos Gram positivos y Bacilos Gram negativos y el 5% representa a levaduras.
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Numero de cepas de Lactobacillus sp. aislados y seleccion de cepas para el efecto bactericida

CODIGO COLONIAS AISLADAS TOTAL
QIL QIL-A QIL-B QIL-C QIL-D QIL-E 1
Q4L Q4L-A Q4L-B Q4L-C 1
Q7L Q7L-A Q7L-B Q7L-C 1
Q8L QSL-A QSL-B Q8L-C QSL-D QSL-E 1
QIOL QIOL-A QIOL-B QIOL-C 1
Q20L Q20L-A Q20L-B Q20L-C Q20L-D 1
Q1L Q2IL-A Q21L-B Q21L-C 1
Q2L Q22L-A Q22L-B Q22L-C 1
Q23L Q23L-A Q23L-B Q23L-C 1
Q2T Q2T-A Q2T-B Q2T-C Q2T-D 1
Q3T Q3T-A Q3T-B Q3T-C Q3T-D Q3T-E 1
Q5T Q5T-A Q5T-B Q5T-C QST-D 1
Q6T Q6T-A Q6T-B Q6T-C 1
Q9T QIT-A Q9T-B QIT-C QYT-D 1
QI6T QI6T-A QI6T-B 1
QI7T QI7T-A QI7T-B QI7T-C QI7T-D QI7T-E 1
Q25T Q25T-A Q25T-B Q25T-C 1
Q26T Q26T-A Q26T-B 1
Q27T Q27T-A Q27T-B Q27T-C 1
Q28T Q28T-A Q28T-B Q28T-C 1
Q29T Q29T-A Q29T-B Q29T-C Q29T-D 1
Q30T Q30T-A Q30T-B Q30T-C Q30T-D 2
Ql1J QI1J-A Q11J-B Q11J-C 1
Ql2] QI2J-A QI2I-B QI2I-C QI2J-D 1
Q13] QI3J-A QI3J-B QI3I-C QI31-D QI3J-E QI3J-F 2
Q141 Ql4J-A Ql4]-B Ql4I-C Q14]-D 1
Q151 QI5I-A QI5I-B QI5I-C Q15J-D 1
Q18] QI8I-A QI8J-B 1
Q19] QI9J-A QI9I-B Q191 -C 1
Q4] Q4J-A Q241-B Q41-C Q24]-D Q24J-E Q4I-F QG |1
TOTAL 32

NOTA: El cédigo se asigno de acuerdo con el nimero de orden de muestra y por su procedencia (Ejm.
QI1L: Queso numero 1, procedente de la comunidad de Lawa Lawa). Los codigos resaltados de color azul,
son las cepas seleccionadas para el efecto bactericida por el método de picada.
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3.3. DETERMINACION DEL EFECTO BACTERICIDA DE Lactobacillus sp.

FRENTE A E. coli ATCC 25922 Y S. aureus ATCC 25923

3.3.1 Seleccion de Cepas con Efecto Bactericida, por el Método de Picada (Zamora,

2003)
De la lectura de la inhibicidn nitida y superior a Imm de diametro, se tiene:

Tabla 10
Halos de inhibicion de Lactobacillus sp. frente a E.coli ATCC 25922 y S.aureus ATCC 25923

DIAMETRO DE HALO DE INHIBICION EN mm

Codigo E. coli S. aureus
QIL-A 9 10
Q4L-C 10 8
Q7L-C 7 10
QSL-D 5 6
QI0L-B 10 8
Q20L-B 5 5
Q21L-B 6 5
Q22L-B 6 7
Q23L-B 3 6
Q2T-D 9 7
Q3T-D 6 3
Q5T-A 9 7
Q6T-C 8 9
QI9T-A 13 15
QI6T-A 4 7
Q17T-C 7 8
Q25T-A 7 5
Q26T-B 5 5
Q27T-A 5 8
Q28T-B 7 12
Q29T-C 7 10
Q30T-A 8 14
Q30T-C 14 15
QI11J-A 7 10
QI2J-A 7 5
QI13J-A 4 7
QI13J-B 6 4
Ql14J-A 6 8
QI15J-B 7 5
Q18J-B 7 9
QI19J-A 9 9
Q24J-D 8 12
Promedio del diametro de los halos 7.219 +£2.38 8.094 +3.07

NOTA: El codigo se asignd de acuerdo con el nimero de orden de muestra y por su procedencia (Ejm. Q1L:
Queso numero 1, procedente de la comunidad de Lawa Lawa).
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Figura 13
Diametro del halo generado por las cepas de Lactobacillus sp. frente a E.coli ATCC 25922 y
S.aureus ATCC 25923
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Figura 14

Cepas cultivadas por el método de picada y produccion de halos

De la Tabla 10 y Figuras 13 y 14, se observa que el halo de inhibicion supera 1mm de

diametro de todas las cepas seleccionadas de Lactobacillus sp. Se eligieron 17 cepas con halos de
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inhibicion entre 7 — 15 mm correspondiente al 53,13% para la identificacion bioquimica y
confirmar el efecto bactericida por el método de Kirby Bauer frente a E.coli ATCC 25922 y

S.aureus ATCC 25923.

En promedio el didmetro del halo que se cred frente a E. coli, después de 24 horas de
incubacion fue de 7,219 +/- 2,38 mm y para S. aureus de 8,094 +/- 3,07 mm, deduciendo asi una
mejor inhibicion frente a S. aureus ATCC 25923. Zamora (2003), en su investigacion aislé un total
de 112 cepas de BAL de sangre de matadero, probando su actividad antagonista frente a cepas de
coleccion y autoctonas por el método de picada, donde el 50% mostré capacidad de inhibicion
frente a E. coli NCTC 5934, y un 25% frente a S. aureus NCTC 4163, estos resultados fueron

reportados con cruces, teniendo como referencia, medidas entre 2 — 4 mm de diametro.

3.3.2 Identificacion Bioquimica de cepas de Lactobacillus sp.

Se identifico 4 especies de Lactobacillus sp. haciendo uso de pruebas bioquimicas

tradicionales.



Tabla 11

Identificacion de Lactobacillus sp.

c % 3 % %2 2338 <« £ - %% =
S 22882z &g g 3
s ffifzzi:z;Ei o :
&) &) ) > = R S NG) =
QI1L-A - + + 4+ o+ - - + - + L. brevis
Q2T-D - - + + 4+ o+ - + - - - L. fermentum
Q4L-C - - + +  + o+ - + + - + L. brevis
Q5T-A - - + +  + - - + - - - L. fermentum
Q6T-C - - + + o+ - - + + - + L. brevis
Q7L-C - - + + o+ - - + + - + L. brevis
QIT-A - - + + + + o+ + + - - L. plantarum
Q10L-B - - + + o+ - - + + - + L. brevis
Q11J-A - - H- o+ o+ - - - - - - L. helveticus
Q17T-C - - + +  + - - + - - - L. fermentum
Q18J-B - - +-  + o+ - - + +/- - - L. fermentum
Q19J-A - - + + + - - + - - - L. fermentum
Q24J-D - - + + + - - + - - - L. fermentum
Q28T-B - - +-  + o+ - - + - - - L. fermentum
Q29T-C - - + + + - - + - - - L. fermentum
Q30T-A - - + + + - - + - - - L. fermentum
Q30T-C - - + + + + 4+ + + - - L. plantarum
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NOTA: El codigo se asignd de acuerdo con el nimero de orden de muestra y por su procedencia (Ejm. Q1L:

Queso numero 1, procedente de la comunidad de Lawa Lawa).

Las otras caracteristicas de identificacion se presentaron en las siguientes proporciones.



Tabla 12

Proporciones de identificacion bioquimica de especies de Lactobacillus sp.

PRUEBAS BIOQUIMICAS Resultado Frecuencia Porcentaje
CATALASA + 0 0%
- 17 100%
OXIDASA + 0 0%
- 17 100%
GLUCOSA + 14 82%
+/- 3 18%
LACTOSA + 17 100%
- 0 0%
MALTOSA + 17 100%
- 0 0%
MANITOL + 5 29%
- 12 71%
SORBITOL + 2 12%
- 15 88%
XILOSA + 15 88%
- 2 12%
ESCULINA + 7 41%
- 9 53%
+/- 1 6%
INDOL + 0 0%
- 17 100%
PRODUCCION DE GAS + 5 29%
- 12 1%
MOTILIDAD + 0 0%

- 17 100%
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Tabla 13

Otras pruebas adicionales para la identificacion.

Pruebas adicionales para la identificacion Resultado Frecuencia Porcentaje
Motilidad + 0 0%

- 17 100%
Crecimiento a 45 °C + 6 35%

- 11 65%
Crecimiento a 15 °C + 17 100%

- 0 0%

Delatabla 11, 12 y 13 podemos observar que el 100% de las 17 muestra son:

e Negativas a catalasa, oxidasa, indol y motilidad

e Positivas a lactosa, maltosa y crecimiento a 15°C

Estas pruebas y caracteristicas permitieron determinar 4 especies de Lactobacillus sp. tal como se

muestra a continuacion:

Tabla 14

Porcentaje de especies de Lactobacillus sp. identificados por pruebas bioquimicas.

Especie Frecuencia Porcentaje
L. brevis 5 29%
L. fermentum 9 53%
L. helveticus 1 6%

L. plantarum 2 12%
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Figura 15

Porcentaje de especies identificadas de Lactobacillus sp.
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L. helveticus

u L. plantarum

De la Tabla 14 y Figura 15 se puede deducir que la cepa mas frecuente es L. fermentum

representando el 53%, seguido de L. brevis 29%, L. plantarum con 12% y L. helveticus con 6%.

Gandolfo (2021), Aislo 61 cepas de Lactobacillus, a partir de 22 variedades de quesos
regionales de diferentes localidades del Pert, identifico por medio de asimilacion de carbohidratos
(arabinosa, fructosa, galactosa, glucosa, lactosa, maltosa, manitol, melibiosa, rafinosa, sacarosa,
ribosa y xilosa ) 21 cepas correspondientes a Lactobacillus casei (34%), 16 a Lactobacillus
plantarum (26%), 6 a Lactobacillus delbrueckii (10%), 5 a Lactobacillus brevis (8%), y 4 a
Lactobacillus helveticus (7%). Por otra parte, 9 cepas (15%) no pudieron ser identificadas debido
a que presentaron un comportamiento bioquimico atipico, por ello los clasificé como Lactobacillus
sp. Sumado a todo el proceso evalué también propiedades fisiologicas y bioquimicas por medio
de la hidrélisis de la arginina, evaluacion del crecimiento a temperaturas de 15°C y 45°C,
produccion de acetil-metil carbinol, pruebas adicionales de crecimiento en caldo nutritivo a
temperaturas de 37°C, 45°C y 60°C, evaluacion del crecimiento en caldo nutritivo ajustado a pH

7.0 y 9.6, crecimiento en presencia de NaCl al 4% y 6.5% y crecimiento en Agar MRS (pH 6.5),
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Agar nutritivo (pH 7.0) y Agar Bilis Esculina (pH 7.0), incubados a 30°C y 37°C en condiciones
de microaerofilia y aerofilia, respectivamente. En el presente trabajo de investigacion hubo
coincidencia con las especies aisladas de Lactobacillus plantarum, L. brevis'y L. helveticus, siendo

este ultimo el que coincidid también en frecuencia hallada en ambos trabajos de investigacion.

Ramirez (2010), realizo la identificacion bioquimica de Lactobacilos por medio de pruebas
de azucares fermentables tales como trealosa, melobiosa, rhamnosa y lactosa, por medio de la
técnica de microplaca con rojo de fenol como indicador, ademas de pruebas como catalasa y
oxidasa, obteniendo como resultado que las cepas aisladas podrian pertenecer a especies como
Lactobacillus plantarum, L. salivarius, L.delbrueckii y L. acidophilus, pero debido a las
similitudes fenotipicas y fisiologicas entre ellas, el investigador recomienda el uso de técnicas
moleculares para una identificacion precisa. La inica especie que coincidio con el presente trabajo

de investigacion fue L. plantarum.

Cristobal (2008), identifico las especies L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L.
bulgaricus, L lactis, L. fermentum, L. helveticus y L. brevis, siendo los de mayor porcentaje, L.
casei con 56% y L. plantarum en un 35,8%, todos aislados a partir de 33 muestras de quesos e
identificados por tincion Gram, coloracion de esporas, catalasa, oxidasa, motilidad, Voges-
Proskauer, hidrolisis de arginina y asimilacién de carbohidratos (arabinosa, esculina, fructosa,
galactosa, glucosa, inositol, lactosa, maltosa, manitol, melibiosa, rafinosa, sacarosa, salicina,
sorbitol y xilosa). En el presente estudio, las especies mas comunes fueron L. fermentum (53%) y
L. brevis (29%), es importante destacar que todas las especies aisladas en este trabajo coinciden

con las aisladas en la investigacion realizada por Cristobal.

Igualmente Peralta, (2014), en su investigacion aisld 75 cepas de bacterias acido lacticas a

partir de 14 muestras de queso fresco, utilizando medio de cultivo MRS, de las cuales 10 cepas
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fueron identificadas como L. plantarum (5), L. brevis (2), L. pentosus (2) y L. lactis spp. Lactis
(1), por medio del sistema API SOCHL, hubo coincidencia de las especies halladas como L.
plantarum y L. brevis, presentandose este ultimo en la misma frecuencia como en el trabajo de

Peralta.

Al comparar los diferentes estudios de investigacion, se observan coincidencias y posibles
diferencias que podrian atribuirse al origen y tipo de muestra, tamafio de la muestra o incluso la

metodologia usada para la identificacion de las especies.

3.3.3 Efecto bactericida por el método de Kirby Bauer modificada frente a E. coli

ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923

Se utiliz6 el método modificado de Kirby Bauer para determinar el efecto bactericida frente

E. coliy S. aureus, y llevar a cabo las mediciones de los diametros de los halos a las 24 horas.

Para la muestra de control positivo, se utilizd lo antibioticos, Ampicilina (AM) y
Amoxicilina + 4cido clavulanico (AMC) para E.coli y Oxacilina (OXA) y Vancomicina (VAN)

para S. aureus.
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Halos de inhibicion de las especies de Lactobacillus frente a E.coli ATCC 25922 y S.aureus

ATCC 25923

CcODIGO/
ESPECIE

HALOS DE INHIBICION EN mm

E. coli ATCC 25922

S. aureus ATCC 25923

REPETICIONES REPETICIONES
PROMEDIO PROMEDIO
10 20 30 10 20 30
QIL-A4 17,52 17,5 187 17,91 20,01 21,5 23,02 21,51
L. brevis
Q21-D 153 1582 167 15,94 14,55 15,24 16,02 15,27
L. fermentum
O4L-C. 22 2242 23728 22,63 20,45 22,04 25,17 22,55
L. brevis
Q3T-A 1436 1478 1624 15,13 13,22 14,03 15,1 14,12
L. fermentum
QoT-C 17,05 191 2031 18,82 20,13 22,25 24,02 22,13
L. brevis
Q7L-¢ 1445 1569 167 15,61 1846 1935 2027 19,36
L. brevis
OoT-A 19,64 20,06 20,48 20,06 2422 25,28 27,19 25,56
L. plantarum
QI0L-B 2007 22,79 23,03 21,96 18,05 20,11 20,17 19,44
L. brevis
Q-4 17,0 2048 22,36 20,25 20,89 20,92 22,34 21,38
L. helveticus
o17J-C 158 1642 1687 16,36 19,17 2024 2138 20,26
L. fermentum
QI18J-B 23,04 2315 24,05 23,41 22,03 25,24 28,08 25,12
L. fermentum
019J-4 1507 1512 20,01 16,73 25,95 28,21 36,01 30,06
L. fermentum
Q24J-D 18,59 18,77 1925 18,87 23,02 23,13 25,23 23,79
L. fermentum
Q281-D 1475 1497 1585 15,19 17,05 1821 18,11 17,79
L. fermentum
Q29T-C 18,1 20,03 20,16 19,43 2102 22,014 2322 22,13
L. fermentum
Q30T-4 1403 1445 1569 14,72 20,11 2144 2324 21,59
L. fermentum
Q30T-C 1858 2023 2033 19,71 2431 2528 26,54 25,38
L. plantarum
AM 1334 1358 16,52 14,48 - ] - -
OXA ] ] ; : 453 46,33 46,57 46,07
AMC 28,00 29,00 29,00 28,67 - - . -
VAN ] - - - 20,00 21,00 20,00 20,33

NOTA: El codigo se asigno de acuerdo con el nimero de orden de muestra y por su procedencia (Ejm. Q1L:

Queso numero 1, procedente de la comunidad de Lawa Lawa).
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Promedio de diametros de los halos de inhibicion generados, frente a E. coli ATCC 25922.
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Promedio de las medidas de los diametros de los halos generados frente a S. aureus ATCC

25923.

DIAMETRO

OXA;46,07

520,33

S
QO Q
(2 <

SRR &o‘(\ @6\

X
S

Como se observa en la Tabla 15 y Figuras 16 y 17, el halo de mayor diametro para E. coli

ATCC 25922 fue de 23,41 mm, y para S. aureus ATCC 25923, fue de 30,06 mm; en comparacioén
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con los antibioticos usados como controles positivos, quienes tienen un didmetro de 14,48 mm con

AM y 29 mm con AMC para E. coli y 46,07 mm con OXA y 20 mm con VAN para S. aureus.

Se midieron los halos generados y se realizo prueba de ANOVA y prueba Tukey para la

verificacion del efecto bactericida de los Lactobacillus sp.

3.3.3.1 Halo generado por tratamiento de Lactobacillus sp. frente a E. coli ATCC25922
Tabla 16

ANOVA y prueba Tukey para el diametro de los halos de inhibicion generados por Lactobacillus
sp. frente a E. coli ATCC25922

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 429,04 5 85,81 12,38 <0,0001
tratamiento 429,04 5 85,25 12,38 <0,0001
Error 348,41 51 6,88

Total 777,46 56

Nota: R cuadrado = 0,55

Tratamiento Medias n E.E. Columna5 Columnaé Columna7

AM 1448 3 1,52 A

L. fermentum 17.31 27 0,51 A B
L. brevis 19.39 15 0,68 A B
L. plantarum 19,89 6 1,07 B
L. helveticus 20,25 3 1,52 B

AMC 28,67 3 1,52 C
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De la tabla anterior se observa que presenta un nivel de significancia de <0,0001 lo que
indica que existe diferencia en la medida del didmetro del halo generado por las especies de

Lactobacillus sp. frente a E. coli ATCC25922 con un R?=0,55.

La prueba Tukey nos permitié determinar que L. plantarum y L. helveticus (grupo B)
generaron halos significativamente mayores en comparacion con AM. Por otro lado, L. fermentum
y L. brevis, no mostraron diferencias significativas frente a AM (grupo A). El grupo C,
correspondiente a AMC, se diferenci6 estadisticamente de los demas, mostrando un mayor halo
de inhibicion.

En el trabajo de investigacion de Churqui, (2020), E. coli presentd un promedio de halo de
12.33 mm con respecto a Lactobacillus sp. representando un 73,96% de inhibicion; al usar
gentamicina como antibidtico, obtuvo un promedio de halo de 16,67 mm, con un rango de 15-18
mm, en nuestro trabajo de investigacion usamos dos antibiodticos, obteniendo como promedio halos
de 14,48 y 28,67 para AM y AMC respectivamente, y para el caso de E. coli frente a Lactobacillus
sp. se obtuvo un promedio de 19,21 mm de diametro en promedio, siendo en este caso, mayor al

del estudio de Churqui (2020).
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Figura 18

Halo generado por tratamiento de Lactobacillus sp. frente a E. coli
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En la figura anterior podemos observar claramente que el efecto de la AM es inferior a la
de las especies de Lactobacillus sp., pero el efecto de AMC es superior. Lactobacillus brevis 'y L.
helveticus presentaron medianas altas; L. brevis evidencio una mayor dispersion, que indica mayor
variabilidad. L. plantarum presenté medidas mas homogéneas, exponiendo un efecto moderado y

L. fermentum presentd mayor dispersion con una mediana inferior.

Se observa que la especie L. helveticus posee un halo de diametro mas grande y la especie

L. fermentum menor didmetro.

La medida promedio del halo generado por la Ampicilina a las 24 horas fue de 14,48 mm,

de Amoxicilina + 4cido clavulanico 28,67 mm y de L. helveticus 20,25 mm de didmetro.
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En la investigacion de Garcia, (2016) se menciona que segun la escala cualitativa de
Durafford, la escala limite de sensibilidad positiva, es mayor o igual a 8§ mm, entonces podemos
considerar que todas nuestras especies aisladas, poseen sensibilidad positiva frente a E. coli

ATCC25922.

3.3.3.2 Halo generado por tratamiento de Lactobacillus sp. frente a S. aureus ATCC25923

Tabla 17

ANOVA y prueba Tukey para el diametro de los halos generados por Lactobacillus sp. frente a
S.aureus ATCC 25923

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1815,29 5 363,06 24,55 <0,0001
Tratamiento 1815,29 5 363,06 24,55 <0,0001
Error 754,03 51 14,78

Total 2569,32 56

Nota: R cuadrado =0,71

Tratamiento Medias n E.E. Columna5 Columnaé

VAN 20,33 3 2,22 A
L. brevis 21,00 15 0,99 A
L. fermentum 21,13 27 0,74 A
L. helveticus 21,38 3 2,22 A
L. plantarum 2547 6 1,57 A

OXA 46,07 3 222 B




72

La prueba de ANOVA con sig. muy cercanos a 0 indican que existe diferencias
estadisticamente significativas en el halo generado por las especies de Lactobacillus sp. con
R?=0,71. Sin embargo, la prueba Tukey indica que ninguna de las cepas de Lactobacillus, presentd
diferencias significativas entre si y VAN, ubicandolos en el grupo A; en cambio la oxacilina

presento un halo significativamente superior, dandole la denominacién de grupo B.

Se observa que el halo generado por la Oxacilina es superior a todos los tratamientos,
generando halos de 46,07 mm en promedio. L.plantarum fue la especie que generd mayor diametro
de halo con 25,47 mm y el de menor didmetro, L. brevis con 21 mm. No obstante, podemos
manifestar que de acuerdo con la escala cualitativa de Durafford, las cuatro especies aisladas,

poseen sensibilidad positiva frente a S. aureus ATCC25923.

Segin Churqui, (2020), S. aureus resulto ser sensible a Gentamicina obteniendo en
promedio, un halo de 25 mm, y un rango de 22-28 mm, y frente a Lactobacillus sp. Halo promedio
de 24,33 mm que en términos de porcentaje es igual a 97,32%, trabajo de investigacion que tiene
cierto parecido a la prueba que realizamos frente a VAN, que tuvo un halo de 20,33 mm en
promedio, no siendo de la misma forma con la OXA que tuvo un mayor espectro de 46,07 mm en
promedio. Ademads, obtuvimos en promedio un halo de 22,23 mm de diametro frente a

Lactobacillus sp., coincidiendo con el trabajo de Churqui, (2020).
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Figura 19

Halo generado por tratamiento de Lactobacillus sp. frente a S. aureus ATCC 25923
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Todas las especies presentaron sensibilidad positiva, con halos superiores a 8 mm, es decir,
si presentaron efecto bactericida. L.plantarum genero6 halos de mayor didmetro frente a S. aureus.

3.3.3.3 Efecto bactericida del Lactobacillus sp. frente a E. coli ATCC 25922

Cuando los halos son superiores a § mm se considera que poseen sensibilidad positiva. El
presente trabajo de investigacion busca identificar si se presenta efecto bactericida, para lo cual se
hizo uso de la prueba de diferencia de medias con p > 8 mm, para lo que se planteod la siguiente

hipotesis:

Ho: promedio del halo generado por Lactobacillus sp. <8

Hi: promedio del halo generado por Lactobacillus sp. > 8
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Tabla 18

Efecto bactericida del Lactobacillus sp. frente a E. coli

Tiempo Media Desv. T calculado Sig.

24 horas 18,40 2,88 25,78 <0,0001

En la Tabla 18 y Figura 20. Transcurridos las 24 horas Lactobacillus sp. generd un halo
con un promedio de 18,40 mm que es superior a § mm, el resultado tuvo significancia, en la prueba

t diferencia de medias, por ende, se considera que hay efecto bactericida.

Figura 20
Efecto bactericida del Lactobacillus sp. frente a E. coli. ATCC 25922
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3.3.3.4 Efecto bactericida del Lactobacillus sp. frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923

Cuando los halos son superiores a 8 mm se considera que poseen sensibilidad positiva. El
presente trabajo de investigacion busca identificar si se presenta efecto bactericida, para lo cual se
hizo uso de la prueba de diferencia de medias con mu > 8 mm, para lo que se plante6 la siguiente

hipotesis:



Ho: promedio del halo generado por Lactobacillus sp. <8

Hi: promedio del halo generado por Lactobacillus sp. > 8

Tabla 19

Efecto bactericida del Lactobacillus sp. frente a S. aureus

75

Tiempo Media Desv. T calculado Sig.
24 horas 21,62 4,25 22,20 <0,0001
Figura 21

Efecto bactericida del Lactobacillus sp. frente a Staphylococcus aureus
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De la Tabla 19 y Figura 21, el tamafio del halo generado por los Lactobacillus sp. frente a

S. aureus se observa que es superior a los § mm.

Con lo cual queda verificado que la significancia (0,05), es superior a 0,0001 en la prueba

t diferencia de medias, por ende, se considera que hay efecto bactericida.
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En el trabajo de investigacion el tamafio del halo generado presenta significancia y coincide
con el trabajo realizado por Churqui, (2020), donde afirma que Lactobacillus sp. presenta

sensibilidad frente a E coli 'y S aureus, presentando didmetros de 12 — 24 mm.

3.3.4. Caracterizacion de Lactobacillus sp. con mayor Efecto Bactericida

3.3.4.1 Cinética de crecimiento.

Tabla 20

Datos de absorbancias y tiempos

Tiempo L. plantarum L. fermentum L. brevis L. helveticus
(Horas)
0 0 0 0 0
1 0,175 0,175 0,222 0,232
2 0,178 0,320 1,410 0,800
4 0,614 1,620 2,240 2,210
6 1,900 1,950 2,670 2,400
8 5,860 2,110 2,780 2,350
10 8,040 2,250 2,770 2,390
22 11,100 2,400 2,480 2,445
24 11,400 2,500 2,190 2,500
Figura 22

Curva de crecimiento de L. plantarum
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Figura 23

Curva de crecimiento de L. fermentum
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Figura 24

Curva de crecimiento de L. brevis
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Figura 25

Curva de crecimiento de L. helveticus
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Se evaluo la absorbancia las especies con mayor efecto bactericida observando que a las
primeras 4 horas, casi todas las especies llegan a su fase exponencial de crecimiento lo cual verifica
las mediciones anteriores indicando que el mejor punto de evaluacion o posible efecto bactericida

se encuentra entre la primera y cuarta hora.

L. plantarum presentd absorbancias mas altas al igual que L brevis.
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CONCLUSIONES
A partir de 30 quesos artesanales elaborados con cuajo de alpaca y oveja procedentes de
tres comunidades del distrito de Ocongate. Jullikunka 26,7% (8). Tinke 43,3% (13) y Lawa
lawa 30% (9). Se realizo el recuento de colonias obteniendo 16,5 a 95 x 10° UFC/gr. Seglin
el cuajo utilizado para la elaboracion de queso artesanal se encontrd entre 18 — 95 x 10°
UFC/gr para quesos elaborados con cuajo de alpaca y entre 16,5 -55,5 x 10° UFC/gr para
quesos elaborados con cuajo de oveja, se aislaron 102 colonias de BAL, seglin
caracteristicas fenotipicas del grupo de las BAL. Se realiz6 el aislamiento de 32 cepas, que
fueron sometidos a una primera seleccion por el método de picada, siendo 17 de ellas, cepas
que poseian halos entre 7 - 15 mm, los cuales fueron identificados. Las 17 cepas se
identificaron mediante pruebas bioquimicas, permitiéndonos obtener las siguientes
especies de Lactobacillus sp.: L. fermentum. (53%), L. helveticus (6%), L. brevis (29%) y

L. plantarum (12%).

Por el método de Kirby Bauer modificada se determino el efecto bactericida de las 17 cepas
aisladas, presentando un efecto inhibidor sobre E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC
25923. Se empled los tratamientos estadisticos de ANOVA y Tukey y se llegd a la
conclusion que el efecto bactericida de las especies aisladas es significativo en todos los
casos, donde L. herveticus es mas efectivo frente a E. coli y L.plantarum frente a S.aureus.
Se realiz6 la caracterizacion de las 4 cepas mediante cinética de crecimiento, donde L.
brevis, L. helveticus y L. fermentum llegaron a su fase exponencial a las 2 horas de
incubacion en caldo MRS, en cambio L. plantarum, lleg6 a su fase exponencial a las 5

horas aproximadamente.
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RECOMENDACIONES

Al momento de recoger informacion en el muestreo. considerar aspectos que puedan influir en
el aislamiento de Lactobacillus sp. como el tiempo de preparacion, tipo de cuajo utilizado,
manipulacion en la preparacion, entre otros.

En futuros estudios es recomendable hacer un muestreo con un numero similar entre tipos de
cuajo usado para tener una mayor variabilidad de datos.

En el aislamiento de Lactobacillus sp. probar otros medios de cultivo especificos como M17,
LBS, medios enriquecidos, y otros.

Realizar la identificacion de especies de Lactobacillus sp. con pruebas moleculares o sistemas
estandarizados de pruebas bioquimicas.

Emplear técnicas y métodos que ayuden a aislar moléculas con efecto bactericida de los
Lactobacillus sp.

Se sugiere seguir el estudio en diferentes ramas de investigacion de las bacteriocinas de los

Lactobacillus sp. para probar el efecto de biopreservacion en diferentes tipos de alimentos.
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ANEXOS

ANEXO 1

MUESTREO DE QUESOS ARTESANALES

Distrito de Ocongate

Llenado de
etiqueta de
muestreo

Muestreo de queso
artesanal

Transporte de
muestras

Expendio de quesos artesanales
en el mercado ferial
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ANEXO 2.

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

Meétodo de diluciones seriadas

Fuente propia.

Preparacion de medios de cultivo
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Preparacion de material estéril

Acondicionamiento de muestras

95



Homogenizacion de las muestras y cultivo en medio MRS
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ANEXO 3.

IDENTIFICACION POR COLORACION GRAM, CATALASA Y OXIDASA

OBSERVACION MICROSCOPICA A 1000 X DE
AUMENTO DE Lactobacillus sp.:

BACILOS GRAM POSITIVOS
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PRESENCIA
DE BURBUJAS

PEROXIDO DE
HIDROGENO
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Reaccion de oxidasa

CONTROL POSITIVO

100



Tabla 21

ANEXO 4

101

Numero de colonias de BAL por queso y procedencia con caracteristicas fenotipicas,
catalasa, oxidasa y coloracion Gram.

PROMEDIO DE

CcODIGO

CODIGO RECUENTOS DE CEPA CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS CATALASA OXIDASA COLORACION GRAM
Colonia blanquecina, pequefia, superficie . . . ..
QIL-A convexa borge enter’op 4 > SUp Negativo Negativo  Bacilos Gram positivos
Blanquecina, pequeiia, superficie convexa, . . Cocobacilos Gram
QIL-B q Peq P Negativo Negativo ;.
borde entero Positivos
Colonias amarillenta, pequena, superficie . . . ..
QIL 51x10° QIL-C convexa. borde enterop q P Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
vexa,
Colonia blanquecina, pequefa, superficie . . . .
QIL-D convexa bor?le enterop q P Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
vexa,
Blanquecina, pequena, superficie convexa, . . .
QIL-E bor d: entero peq P Negativo Negativo Cocos Gram positivos
Colonias amarillenta, pequena, superficie . . . ..
Q2T-A convexa. borde enterop d P Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
Blanquecina, pequeiia, superficie convexa, . . Bacilos Gram
Q2T-B q peq P Negativo Negativo
- v \Y .
Q2T 44 % 10° borde entero & & Negativos
Blanquecina, pequeiia, superficie convexa, . . Cocobacilos Gram
Q2T-C Negativo Negativo ..
borde entero Positivos
Colonias amarillenta, pequena, superficie . . . .
Q2T-D convexa. borde enterop 4 P Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
vexa,
Amarillenta, pequefia, superficie convexa, . . Cocobacilos Gram
Q3T-A peq P Negativo Negativo ..
borde entero Positivos
Blanquecina, pequefia, superficie convexa, . . Bacilos Gram
Q3T-B Negativo Negativo .
borde entero Negativos
Pequenia, Blanquecina, consistencia ligosa, .. .
Q3T 41x 10° Q3T-C q . q g Positivo Negativo Levaduras
superficie convexa, borde entero
Colonia blanquecina, pequeiia, superficie . . . ..
Q3T-D convexa borge enterop q P Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
vexa,
Blanquecina, pequena, superficie convexa, . . .
Q3T-E bo dg entero ped P Negativo Negativo Cocos Gram positivos
T
Colonia blanquecina, pequefia, superficie . . . .
Q4L-A convexa borge enterop 4 P Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
Amarillenta, pequefia, superficie convexa, . . Bacilos Gram
Q4L 79 x 10° Q4L-B bed P Negativo Negativo .
borde entero Negativos
Colonia blanquecina, pequeiia, superficie . . . .
Q4L-C convexa bor((]ie enterop q P Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
vexa,
Amarillenta, pequefia, superficie convexa, . . . .
Q5T-A borde ent peq P Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
orde entero
Colonia blanquecina, pequefia, superficie . . . ..
Q5T-B b g ‘ > P P Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
convexa, borde entero
5T 95x 10° . . .
Q Q5T-C Blanquecina, pequefia, superficie Neeativo Neeativo Cocobacilos Gram
- - % v .
umbilicada, borde entero & & Positivos
Colonia blanquecina, pequeiia, superficie . . . ..
Q5T-D d bed P Negativo Negativo Bacilos Gram positivos

convexa, borde entero



Q6T 76 x 10°
Q7L 73.5x 10°
QSL 85 x 10°
Q9T 55.5x 10°

QIOL  825x10°

QI11J 58.5x 10°

Q12J 77 x 10°

Q13J 38 x 10°

Q6T-A

Q6T-B

Q6T-C

Q7L-A

Q7L-B

Q7L-C

QSL-A

QSL-B

Q8L-C

QSL-D

QSL-E

QYT-A

QYT-B

QIT-C

QYT-D

QIOL-A

QI0L-B

QI0L-C

QI1J-A

Ql11J-B

Q11J-C

QI2J-A

QI12J-B

QI12]-C

QI12J-D

Q13J-A

QI3I-B

Colonias amarillenta, pequena, superficie
convexa, borde entero

Colonias amarillenta, pequena, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Blanquecina, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Amarillenta, pequeiia, superficie
umbilicada, borde entero

Colonias amarillenta, pequena, superficie
convexa, borde entero

Pequefia, Blanquecina, consistencia ligosa,
superficie convexa, borde entero
Blanquecina, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonias amarillenta, pequeia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Amarillenta, pequefia, superficie
umbilicada, borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Anmarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Blanquecina, pequeiia, superficie convexa,
borde entero

Blanquecina, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonias amarillenta, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Blanquecina, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Amarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonias amarillenta, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Amarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos

Bacilos Gram positivos

Cocobacilos Gram
Positivos

Cocos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Levaduras

Cocos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Cocos Gram positivos

Bacilos Gram positivos

Cocobacilos Gram
Positivos
Cocobacilos Gram
Positivos
Cocobacilos Gram
Positivos

Bacilos Gram positivos

Bacilos Gram positivos

Cocobacilos Gram
Positivos

Bacilos Gram positivos
Cocos Gram positivos

Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos

Bacilos Gram positivos

Cocobacilos Gram
Positivos

Bacilos Gram positivos

Bacilos Gram positivos



Ql14J

Q15J

Q16T

Q17T

Q18]

Q19J

Q20L

53x10°

64.5 x 10°

67x10°

35.5x10°

18 x 10°

16.5x 10°

21 x 10°

QI3]-C
QI3J-D
QI3J-E
QI3J-F
Ql4J-A
Q14J-B
Q14J-C
Q14J-D
QISI-A
QI5I-B
Q15I-C
QI51-D

QI6T-A

QI6T-B
QI7T-A
QI17T-B
Q17T-C
Q17T-D
QI7T-E
QI8J-A
QI18J-B

QI19J-A
Q19J-B

Q193 -C
Q20L-A

Q20L-B

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Amarillenta, pequeiia, superficie convexa,
borde entero

Anmarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Anmarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Blanquecina, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Amarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Amarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Anmarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonias amarillenta, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Colonias pequefias blanquecinas, borde
entero, consistencia ligosa/mucosa
Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonias pequefias blanquecinas, borde
entero, consistencia ligosa/mucosa
Colonias pequefias blanquecinas, borde
entero, consistencia ligosa/mucosa
Colonias pequefias blanquecinas, borde
entero, consistencia ligosa/mucosa
Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Blanquecina, pequeiia, superficie convexa,
borde entero

Colonias amarillenta, pequena, superficie
convexa, borde entero

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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Bacilos Gram positivos

Cocos Gram positivos

Cocobacilos Gram
Positivos
Cocobacilos Gram
Positivos

Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos

Bacilos Gram positivos

Cocobacilos Gram
Positivos

Bacilos Gram positivos

Cocos Gram Positivos

Cocobacilos Gram
Positivos

Bacilos Gram positivos

Cocobacilos Gram
Positivos

Levaduras

Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram Positivos
Levaduras

Levaduras

Levaduras

Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Cocos Gram Positivos

Bacilos Gram positivos



Q21L

Q22L

Q23L

Q24]

Q25T

Q26T

Q27T

Q28T

48 x 10°

455x10°

31.5x10°

38x 10°

32x10°

34.5x 10°

34.5x 10°

34x 10°

Q20L-C

Q20L-D

Q21L-A

Q21L-B

Q21L-C

Q22L-A

Q22L-B

Q22L-C

Q23L-A

Q23L-B

Q23L-C

Q24J-A

Q24J-B

Q24J-C

Q24J-D

Q24J-E

Q24J-F

Q241G

Q25T-A

Q25T-B

Q25T-C

Q26T-A

Q26T-B

Q27T-A

Q27T-B

Q27T-C

Q28T-A

Amarillenta, pequeiia, superficie convexa,
borde entero

Amarillenta, pequeiia, superficie convexa,
borde entero

Anmarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Anmarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Anmarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Amarillenta, pequeiia, superficie convexa,
borde entero

Amarillenta, pequeiia, superficie convexa,
borde entero

Anmarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Anmarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Amarillenta, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonias amarillenta, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonias amarillenta, pequeia, superficie
convexa, borde entero

Colonias amarillenta, pequeia, superficie
convexa, borde entero

Colonias amarillenta, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Colonias amarillenta, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Colonias amarillenta, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Colonia amarillenta, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Colonias amarillenta, pequeia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Blanquecina, pequefia, superficie convexa,
borde entero, cremosa

Blanquecina, pequefia, superficie convexa,
borde entero

Colonia amarillenta, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequefia, superficie
convexa, borde entero

Colonia blanquecina, pequeiia, superficie
convexa, borde entero

Blanquecina, pequeiia, superficie convexa,
borde entero, cremosa

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

104

Cocos Gram Positivos
Cocos Gram Positivos
Cocos Gram Positivos
Bacilos Gram positivos
Cocos Gram Positivos
Cocos Gram Positivos
Bacilos Gram positivos

Cocos Gram Positivos

Cocobacilos Gram
positivos

Bacilos Gram positivos

Cocobacilos Gram
positivos

Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Cocos Gram Positivos

Cocos Gram Positivos

Cocos Gram Positivos

Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram positivos
Cocos Gram positivos

Cocos Gram positivos

Cocobacilos Gram
positivos



Amarillenta, pequefia, superficie convexa,
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Q28T-B borde entero. cremosa Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
Blanquecina, pequefia, superficie convexa, . . Cocobacilos Gram
Q28T-C borde entero, cremosa Negativo Negativo positivos
Q29T-A Anmarillenta, pequefia, superficie convexa, Neeativo Neeativo Cocobacilos Gram
borde entero, cremosa g g positivos
Q29T-B Blanquecina, pequefia, superficie convexa, Neaativo Neaativo Cocobacilos Gram
Q29T 94 x 10° borde entero, cremosa B B positivos
Colonia bl ina, Na, fici . . . ..
Q29T-C c:nzrel)lcz b&(l)r;gleleecrileampequena Siperticte Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
Amarillenta, pequeiia, superficie convexa, . . Cocobacilos Gram
29T-D Negat Negat
Q29 borde entero, cremosa cgativo cgativo positivos
Colonia bl i il fici . . . ..
Q30T-A c:nm;lz be(l)ligléeec;l;opequena, superticie Negativo Negativo Bacilos Gram positivos
vexa,
Amarillent i fici . . ..
30T-B rartientd, peduictia, siperticle convexa, Negativo Negativo ~ Cocos Gram Positivos
borde entero, cremosa & &
Q30T 36:5x 107 Colonia bla.n’ uecina, pequefla, superficie
Q30T-C convexa bor?le ente;op quetia, stp Negativo Negativo  Bacilos Gram positivos
Anmarillenta, pequefia, superficie convexa, . . Cocobacilos Gram
T-D t t
Q30 borde entero, cremosa Negativo Negativo positivos
TOTAL
Bacilos Gram positivos: 58
Cocobacilos Gram positivos: 23
32 - 111 - - Cocos Gram positivos: 21
Bacilos Gram negativos: 3
Levaduras: 6
Tabla 22
Porcentajes de microorganismos aislados
SEGUN COLORACION GRAM CANTIDAD PORCENTAJE
Bacilos Gram positivos 58 52.25%
Cocobacilos Gram positivos 23 20.72%
Cocos Gram positivos 21 18.92%
Bacilos Gram negativos 3 2.7%
OTROS
Levaduras 6 5.41%
TOTAL 111 100%
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ANEXO 5
ACTIVACION DE LAS CEPAS ATCC, 25922 Y 25923
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Cultivo de cepas ATCC en medios diferenciales; agar MacConkey para E. coli 25922 y agar
manitol salado para S. aureus 25923
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ANEXO 6

SELECCION DE CEPAS CON EFECTO BACTERICIDA POR EL
METODO DE PICADA (Zamora, 2003)

Observacion de halos de inhibicion por el método de picada.
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ANEXO 7

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE CEPAS DE Lactobacillus sp.

Pruebas bioquimicas, asimilacion de carbohidratos
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ANEXO 8

EFECTO BACTERICIDA POR EL METODO DE KIRBY BAUER MODIFICADA

Ejecucion de los pocillos para inoculacion

Produccion de halos de inhibicion
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Medicion del diametro de halos de inhibicion de Lactobacillus sp. frente a E. coli y S. aureus
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Observacion de halos de inhibicion

Produccion y medida de halos de inhibicion de ATB frente a E. coli 'y S. aureus
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ANEXO 9

CINETICA DE CRECIMIENTO

Cultivo de cepas

Lectura de absorbancias



