Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol 15 No.1 (45-55) Enero _Junio 2017 ISSN - 1692- 3561 | ISSN - 1909-9959 doi: http://dx.doi.org/10.18684/BSAA(15)45-55 45

CAPACIDAD ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS
ACIDO LACTICAS AUTOCTONAS AISLADAS
DE QUESO DOBLE CREMA'Y QUESILLO
COLOMBIANO

ANTIMICROBIAL CAPACITY OF NATIVE LACTIC
ACID BACTERIA ISOLATED FROM DOUBLE
CREAM CHEESE AND COLOMBIAN QUESILLO

CAPACIDADE ANTIMICROBIANA DE
BACTERIAS NATIVAS ACIDO LACTICO
ISOLADA DE QUEIJO DUPLO CREME E

QUESILLO COLOMBIANO

MAYRA-FUENTES FANEGAS', ANDRES-LONDONO ZAPATA?, MONICA-DURANGO ZULETA?,
MARGARITA-GUTIERREZ BURITICA?, SUSANA-OCHOA AGUDELOS, JOSE-SEPULVEDA VALENCIA®

RESUMEN

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) autéctonas han sido reportadas como una al-
ternativa eficiente para la biopreservacion natural, la prevencion de Enfermedades
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de Transmision Alimentaria (ETAS) y el mejoramiento de los procesos de
produccion de alimentos fermentados tradicionales. El objetivo fue evaluar
la capacidad antimicrobiana de BAL autdctonas aisladas de Queso Doble
Crema y Quesillo frente al crecimiento in vitro de Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium ATCC 13311 y Listeria monocytogenes ATCC
7644. Se estudiaron 32 aislados, identificados previamente mediante el
analisis de secuencias del gen 16S DNAr y caracterizados tecnologica-
mente. Se comprobo su capacidad antimicrobiana utilizando la técnica de
la mancha en agar. Posteriormente, los sobrenadantes libres de células se
neutralizaron y filtraron para detectar su actividad antimicrobiana mediante
el método de difusion en gel por perforacion en placa. Se seleccionaron 8
aislados que mostraron capacidad inhibidora frente a los dos microorga-
nismos patogenos. El aislado identificado como Lactococcus lactis subsp.
lactis Q5 presento una actividad superior, equivalente a 64.000 UA/mL para
L. monocytogenes y 4.000 UA/mL para S. typhimurium. Se sugiere que las
BAL provenientes de quesos tradicionales colombianos producen sustan-
cias antimicrobianas con potencial bactericida y pueden ser utilizadas en la
formulacion de un cultivo iniciador con efecto bioprotector.

ABSTRACT

Lactic Acid Bacteria (LAB) native to have been reported as an efficient alter-
native for natural biopreservation, prevention of Foodborne Diseases (ETAS)
and improvement production processes of traditional fermented foods. The
objective was to evaluate the antimicrobial capacity of native BAL isolated
from Double Cream Cheese and Quesillo against the in vitro growth of Salmo-
nella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 13311 and Listeria
monocytogenes ATCC 7644. We studied 32 isolates, previously identified
by analysis of 16S rDNA gene sequences and characterized technologically.
We tested antimicrobial capacity using an agar spot test. Subsequently, cell-
free supernatants were neutralized and filtered to detect their antimicrobial
activity using the gel diffusion method by drilling plate. We selected 8 isola-
tes showing inhibitory capacity against the two pathogens microorganisms.
Isolated identified as Lactococcus lactis subsp. lactis Q5 presented higher
activity, equivalent to 64.000 AU/ml for L. monocytogenes and 4.000 AU/mI
for S. typhimurium. It is suggested that BAL from traditional cheeses produce
antimicrobial substances Colombian bactericidal potential and can be used
in formulating a starter culture with bioprotective effect.

RESUMO

Bactérias lacticas (LAB) nativas tém sido relatados como uma alternativa
eficiente para biopreservacao natural, prevencao de Doengas Transmitidas
por Alimentos (ETA) e melhoria dos processos de producgdo de alimentos
fermentados tradicionais. O objetivo foi avaliar a capacidade antimicrobia-
na de BAL nativa isolado do queijo creme de leite e quesillo contra o cresci-
mento in vitro de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
ATCC 13311y Listeria monocytogenes ATCC 7644. Foram estudados 32
isolados, previamente identificadas por analise de sequéncias de genes
16S rDNA e caracterizada tecnologicamente. Foi verificada o capacidade
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antimicrobiana por meio da técnica da mancha em
agar. Subsequentemente, 0s sobrenadantes livres de
células foram neutralizadas e filfrou-se para detectar a
sua actividade antimicrobiana usando o método de di-
fusdo por placa de gel de perfuracdo. Foram seleccio-
nados isolados 8 que mostram a capacidade inibidora
contra 0s dois agentes patogénicos. Isolado identifica-
do como Lactococcus lactis subsp. lactis Q5 apresen-
tou maior atividade, o equivalente a 64.000 UA/ml para
L. monocytogenes e 4.000 AU/ml para S. typhimurium.
Sugere-se que a LAB de queifos tradicionais produzem
substancias antimicrobianas colombiano potencial
bactericiaa e pode ser utilizado na formulagéo de uma
cultura de arranque com efeito bioprotector.

INTRODUCCION

Las Bacterias Acido Lacticas son utilizadas en la
industria alimentaria como cultivos iniciadores para la
obtencion de productos fermentados y sus metabolitos
se han empleado como bioconservantes naturales por
su capacidad para controlar el crecimiento de bacterias
patogenas y deteriorantes de los alimentos. Dentro de
estos metabolitos se destacan las bacteriocinas, des-
critos como péptidos antimicrobianos de bajo peso
molecular, estables a bajo pH, sensibles a la accion
de las proteasas y termoestables; propiedades que los
convierte en los compuestos ideales para sustituir par-
cialmente el uso agentes quimicos en alimentos [1].

De acuerdo a la legislacion colombiana, el proceso de
elaboracion de los quesos artesanales debe involucrar
la pasteurizacion de la materia prima, proceso térmico
que afecta la microbiota autoctona presente, principal-
mente las BAL, las cuales contribuyen a la consoli-
dacion del sabor y la textura del producto. Este he-
cho ha llevado a que los productores empleen acidos
organicos como acético, citrico y lactico y/o cultivos
iniciadores comerciales, que pueden llegar a alterar las
propiedades organolépticas del queso original.

Diversos estudios plantean la necesidad de evaluar la
capacidad tecnologica, probiotica y antimicrobiana de
las BAL autoctonas para ser utilizadas en el disefio
de cultivos iniciadores especificos, que garanticen la
estandarizacion de los procesos, preservando al mis-
mo tiempo las caracteristicas que definen su identidad
[2,3,4,5]. Entre los productos lacteos elaborados en
Colombia donde la microbiota autdctona tiene una in-
fluencia significativa, se encuentran el Queso Doble
Crema y el Quesillo, definidos como quesos frescos,

no madurados, de pasta hilada, color blanco crema,
consistencia semiblanda y sabor moderadamente acido;
estos quesos son producidos en los Valles de Ubaté y
Valle Alto del Magdalena desde donde se han difundido
a otras zonas del pais [6, 7]. Su produccion artesanal
involucra la utilizacion de leche no pasteurizada, obte-
niéndose un producto con caracteristicas organolépticas
especiales al paladar de los consumidores.

Los microorganismos patogenos mas frecuentemen-
te asociados a la produccion de quesos tradicionales
son Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes y Escherichia coli responsables de
brotes de ETA asociados con el uso de leche cruda y
procesos de produccion poco higiénicos [8, 9]. Traba-
jos anteriores realizados en Colombia han demostra-
do que el queso campesino, el queso doble crema, la
cuajada, el queso costeno y el queso de hoja pueden
presentar contaminacion con patégenos como Salmo-
nella spp. y Listeria monocytogenes; los cuales llegan
a estos alimentos por diferentes factores como la con-
taminacion a partir de las manos del ordefiador, por
heces de animales, por contaminacion del equipo de
ordefio, por aguas contaminadas o por una deficiente
coccion en la materia prima [10, 11, 12]. Listeria mo-
nocytogenes, es un bacilo Gram positivo causante de
listeriosis, una grave enfermedad que puede generar
desde diarrea hasta meningitis en recién nacidos, es
psicrotolerante, soporta pH acidos y puede llegar a ser
halofilo, hecho que dificulta su control en productos
lacteos principalmente en quesos frescos [13]. Por su
parte, Salmonella spp es un bacilo Gram negativo pro-
ductor de salmonelosis, una de las principales causas
de gastroenteritis en humanos y animales. Las infec-
ciones por Salmonella enterica serovar Typhimurium y
Salmonella enterica serovar Enteritidis son una causa
importante de morbilidad y mortalidad especialmente
en ninos y personas inmunocomprometidas [14].

El efecto de las BAL autdctonas y sus metabolitos como
acidos organicos, dioxido de carbono, etanol, peroxido
de hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas frente a microor-
ganismos patdgenos, se plantea como una alternativa
de conservacion, al tiempo que proporciona beneficios
alasalud, al prevenir enfermedades gastrointestinales y
mejorar la digestion [15]. El presente trabajo busca eva-
luar la capacidad antimicrobiana de 32 aislados de BAL,
seleccionados de acuerdo a su capacidad tecnologica,
provenientes Queso Doble Crema y Quesillo frente al
crecimiento in vitro de Salmonella typhimurim y Listeria
monocytogenes, para su uso potencial en la formulacion
de cultivos iniciadores autdctonos con efecto bioprotector.
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METODO Tamizaje para la deteccion de la capacidad

Aislados bacterianos y condiciones de cultivo

En este estudio se utilizaron 32 aislados de BAL, ob-
tenidos de Queso Doble Crema (QDC) y Quesillo (Q)
producidos en los municipios del Valle de Ubaté y
Bajo Magdalena para evaluar su capacidad antimi-
crobiana frente S. typhimurium'y L. monocytogenes.
Los aislados se obtuvieron en el Laboratorio de Con-
trol Calidad (LACMA) de la Institucion Universitaria
Colegio Mayor de Antioquia y fueron caracterizados
molecularmente mediante el analisis de secuencias
del gen 16s DNAr en el Laboratorio de Biologia Mo-
lecular de la Universidad Nacional de Colombia Sede
Medellin en un estudio previo. Asi mismo, se les eva-
lué su capacidad acidificante, proteolitica y lipoliti-
ca para valorar su potencial en la formulacion de un
cultivo iniciador nativo. De las 32 cepas estudiadas,
Lactococcus lactis (QDC23, QDC18) y Lactobacillus
fermentum (QDC32) presentaron buena capacidad
acidificante y proteolitica. Las cepas de los géne-
ros Leuconostoc sp., Lactococcus sp (Lactococcus
lactis QDC18, QDC23 QDC30) y Lactobacillus sp.
(Lactobacillus fermentum QDC32) presentaron bue-
na actividad de la enzima B-galactosidasa, propiedad
importante en los cultivos iniciadores desarrollado-
res de sabor en los procesos de maduracion.

Las BAL se criopreservaron a -70°C utilizando caldo
De Man Rogosa y Sharpe (MRS, Difco Laboratories,
Detroit, USA) para bacilos y Caldo M17 (Difco Labora-
tories, Detroit, USA) para cocos, adicionadas con gli-
cerol como agente crioprotector [16]. Para la realiza-
cion de los ensayos, los aislados se reactivaron en los
medios de cultivo selectivos ya mencionados, a 30°C
por 24 horas en condiciones de anaerobiosis [17].

Las cepas de patdgenos o microorganismos indica-
dores utilizadas fueron Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium ATCC® 1331 y Listeria
monocytogenes ATCC® 7644, congeladas a -70°C
en caldo de Infusion Cerebro Corazon (BHI, Merck,
Darmstadt, Alemania) con 30% de glicerol. Salmo-
nella typhimurium fue recuperada en agar Rambach
(Merck, Darmstadt, Alemania) y Listeria monocytoge-
nes fue recuperada en agar PALCAM (Oxoid, Basings-
toke, United Kingdom). Después de la incubacion a
37°C por 24 horas, ambas cepas fueron subcultivadas
en agar tripticasa soya (Merck®) bajo las mismas
condiciones [18].

antimicrobiana

Los 32 aislados de BAL autoctonos fueron evaluados
contra las cepas de microorganismos patogenos se-
leccionados, a partir del método de la mancha en agar
descrito por Gonzélez et al. [19]. Para ello, 5 uL del
cultivo de cada BAL incubados durante una noche, se
sembraron en la superficie de agar MRS o agar M17
(dependiendo del tipo de aislado) y se incubaron a
30°C por 24 horas. Luego del periodo de incubacion,
se tomaron 7 mL de agar tripticasa soya semisolido
(Merck®, caldo, mas 0,7% de agar-agar) previamente
inoculados con 100 uL del microorganismo indica-
dor (1,5 x 108 UFC/mL) y se adicionaron sobre cada
una de las placas de agar. Se incubaron nuevamente
a 37°C por 24 horas. Se interpretd como positiva la
prueba donde se presentaron zonas de inhibicion co-
rrespondientes a un halo igual 0 mayor a 2 mm, con el
fin de seleccionar las que mostraran mayor capacidad
antimicrobiana simultaneamente para ambos patoge-
nos. Cada procedimiento se realiz6 por triplicado.

Obtencion de extractos libres de células

Los aislados seleccionados se incubaron en 250 mL
de caldo MRS o M17, con adicion del 10% del inoculo
a una concentracion aproximada de 108 UFC/mL du-
rante 48 horas a 30°C a 150 rpm. Transcurrido este
tiempo, las células se retiraron por centrifugacion a
10.000xg por 20 minutos a 4°C [20]. Cada sobre-
nadante libre de células se ajusto a un pH de 6,0 con
NaOH 1N para inhibir el efecto de acidos organicos y
se filtraron a través de membranas de 0,22 um [21].
Para la determinacion cuantitativa de la actividad an-
timicrobiana de los sobrenadantes se realizaron seis
diluciones sucesivas en base 2 (cada dilucion fue rea-
lizada por triplicado).

Las Unidades de Actividad evaluadas fueron:
'/,=2x10% UA/mL

'/,=4x10% UA/mL

V,=8x10% UA/mL

'/,,=16x10% UA/mL

'/,,=32x10% UA/mL

'/, =64x10% UA/mL
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Capacidad antimicrobiana de los extractos libres
de células

La capacidad antimicrobiana fue confirmada usando
el método de difusion en gel por perforacion en placa
[19, 22]. Se tomaron 15 mL de agar tripticasa soya
semisolido fundido a 45°C y se inocularon con 100
ul de cada microorganismo patdgeno a una concen-
tracion de 1,5 x 108 UFC/mL en cajas independientes.
Una vez solidificado el agar, se cortaron pozos de 5
mm de diametro, con el fin de adicionar 50 uL de las
diluciones sucesivas preparadas de cada sobrenadan-
te, por triplicado. Las placas se almacenaron de 3-4°C
durante 2 horas para permitir la difusion del extracto y
se incubaron a 37°C por 24 h. La actividad antimicro-
biana se expreso en Unidades de Actividad por mililitro
(UA/mL), la cual esta definida como el reciproco de la
maxima dilucion (base 2) a la cual se obtiene un halo
de inhibicion igual o superior a 2 mm [20]. La nisina,
un agente antimicrobiano producido por Lactococcus
lactis, que actia frente a bacterias Gram positivas [23]
se utilizo como sustancia inhibidora de referencia por
ser la unica bacteriocina aprobada legalmente por la
Administracion de Alimentos y Cosmeéticos y ha sido
utilizada en algunos trabajos a una concentracion de 1
g/L [24]. Como control negativo se utilizd caldo MRS
y M17 ajustados a un pH de 6.

Analisis estadistico

La capacidad antimicrobiana de los 32 aislados autoctonos
sobre los dos microorganismos patogenos fue analizada
a través de un diseno completamente aleatorio con un
solo factor (Capacidad antimicrobiana) y dos variables
respuestas (L. monocytogenesy S. typhimurium), para
hallar las diferencias entre los tratamientos, utilizando un
nivel de significancia de p <0,05.

RESULTADOS

Tamizaje para la deteccion de la capacidad
antimicrobiana

De los 32 aislados de BAL sometidos al método de
la mancha en agar se observd que 18 no presenta-
ron capacidad antimicrobiana frente a los dos pato-
genos evaluados, 14 mostraron actividad frente a L.
monocytogenes y 8 de ellos frente a S. typhimurium
(Cuadro 1). Se encontraron diferencias significativas
(p<0,05) entre las zonas de inhibicion presentadas
por las BAL para los dos patdgenos evaluados.

La mayor actividad inhibitoria se registro para L. mo-
nocytogenes, resultados que evidencian una caracte-
ristica relevante descrita para los compuestos antimi-
crobianos producidos por BAL, quiénes presentan una
facil interaccion con los lipidos anionicos de la mem-
brana de las bacterias Gram positivas, favoreciendo la
formacion de poros, que afectan el estado energético
y en consecuencia producen la muerte celular [1]. Los
resultados obtenidos concuerdan con los reportados
en otros estudios realizados con BAL aisladas de ali-
mentos fermentados [25, 26].

Los aislados identificados como L. fermentum (Q6)
(QDC32) y L. casei (ADC31), a diferencia de los de-
mas, presentaron mayor efecto inhibitorio frente a S.
typhimurium. Nuestros resultados son similares a los
encontrados por otros autores, quiénes reportan al-
gunas especies de Lactobacilos con capacidad para
inhibir el crecimiento de bacterias Gram negativas [27,
28] por diversos mecanismos que incluyen la com-
petencia por los nutrientes, la exclusion competitiva y
la reduccion del pH por la produccion de metabolitos
como 4cido acético y lactico, lo cual podria explicar
este comportamiento [29].

Investigaciones anteriores indican que dentro de las
BAL aisladas de productos lacteos tradicionales que
estan generalmente asociadas con inhibicion de pato-
genos se encuentran Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc me-
senteroides subsp. mesenteroides, Lactobacillus bre-
vis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Entero-
coccus faecalis y Enterococcus faecium [19,30]. En
este estudio en particular los géneros con mayor acti-
vidad fueron Lacfobacillus, Lactococcus, Leuconostoc
y Enterococcus.

Capacidad antimicrobiana de los sobrenadantes
libres de células

Un paso para la purificacion parcial de sustancias
antimicrobianas es la obtencion de sobrenadantes
libres de células con posterior neutralizacion del pH
que facilita la extraccion de los metabolitos celulares.
En este estudio se seleccionaron los ocho aislados
que presentaron capacidad antimicrobiana para am-
bos patogenos. Se obtuvo el extracto de estos aisla-
mientos, para posterior confirmacion de su actividad
antimicrobiana mediante el método de difusion en gel
por perforacion en placa a diferentes concentraciones.
Cada uno de los sobrenadantes estudiados mostro
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Cuadro 1. Actividad antimicrobiana de bacterias acido lacticas utilizando el método de la mancha en agar.

Cepa Codigo Zona de inhibicién (mm)*
S. typhimurium L. monocytogenes

Lactococcus sp.
Lactococcus lactis subsp. lactis Q1 - -
Lactococcus lactis subsp. lactis (CV56) Q2 - 2,4+0,53
Lactococcus lactis subsp. lactis Q5 2,9+0,17 3,5+0,50
Lactococcus lactis subsp. lactis Q8 - -
Lactococcus lactis subsp. lactis Q10 - 2,0+£0,15
Lactococcus lactis subsp. lactis Q13 - 2,0+£0,10
Lactococcus lactis Q3 - -
Lactococcus lactis QDC17 - -
Lactococcus lactis QDC18 - -
Lactococcus lactis QDC23 - -
Lactococcus lactis QDC30 - -
Lactococcus lactis subsp. cremoris Q15 - -
Leuconostoc sp.
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides Q12 2,5+0,32 2,7+0,31
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides QDC22 - 2,7+0,46
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides QDC29 - -
Leuconostoc citreum QDC20 - -
Enterococcus sp.
Enterococcus sp Q4 - -
Enterococcus faecium QDC24 - -
Enterococcus faecium QDC25 - 2,0+0,00
Enterococcus faecium QDC26 - -
Enterococcus faecium Qbc27 - -
Enterococcus lactis Q7 2,5+0,40 2,7+0,57
Pediococcus sp.
Pediococcus acidilactici QDC16 - -
Pediococcus acidilactici QDC21 - -
Pediococcus pentosaceus QDC19 - -
Streptococcus sp.
Streptococcus infantarius Q11 2,7+0,10 2,5+0,50
Streptococcus lutetiensis Q14 - 2,7+0,57
Lactobacillus sp.
Lactobacillus fermentum Q6 10,0+0,06 5,0+0,60
Lactobacillus fermentum QDG32 12,0£1,00 8,0+2,00
Lactobacillus casei QDG31 18,0+0,58 9,0+3,05
Weissella sp.
Weissella viridescens QDC28 - -
Bacillus sp.
Bacillus amyloliquefaciens Q9 2,0+0,00 3,3+0,58

* Media = DS de determinaciones por triplicado.
(-) Ausencia de inhibicion. Halos <2 mm se consideraron inhibicion negativa.
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una actividad antimicrobiana variable dependiendo del
patdgeno, presentando un mejor efecto inhibitorio para
Listeria monocytogenes que para Salmonella typhimu-
rium (Figura 1).

Dentro de los sobrenadantes con mayor capacidad
se encuentran L. /actis subsp. lactis (Q5), el cual pre-
sento una actividad de 64.000 UA/mL para L. mono-
cytogenes y de 4.000 UA/mL para S. typhimurium,
resultados que concuerdan con los reportados por
otros autores [31, 32, 33], quiénes observaron que el
efecto antimicrobiano de esta BAL esta generalmente
asociada a bacterias Gram positivas, especialmente
frente a Listeria monocytogenes. Sin embargo, exis-
ten reportes de efecto antimicrobiano de Lacfococcus
lactis contra Gram negativos [34]. El mecanismo de
sensibilidad no ha sido bien determinado, aunque se
ha descrito que pequenas lesiones en la membrana
celular externa puede facilitar el acceso de la sustancia
antimicrobiana a la membrana citoplasmatica de las
mismas [35]. Entre el grupo de las BAL, Lactococcus
lactis juega un papel importante en los procesos de
fermentacion en la industria lactea. Su papel esencial
en la acidificacion de la leche, contribuye conside-
rablemente a la formacion del sabor en los quesos
mediante la produccion de péptidos y aminoacidos,
ademas impide el crecimiento de bacterias patogenas
y deteriorantes y proporciona las condiciones dptimas
para la maduracion, razones por las cuales se utiliza
en cultivos iniciadores comerciales para la produccion
de quesos y leches fermentadas [36].

Por su parte, Enterococcus lactis (Q5) presento una
actividad de 64.000 UA/mL para L. monocytogenes, re-
sultados acordes con los reportados por Favaro et al. [37]
y Aran et al. [38]. La actividad frente a S. typhimurium
fue baja (2.000 UA/mL). No se encontraron estudios que

Figura 1. Capacidad antimicrobiana de sobrenadantes de BAL en UA/
mL contra L. monocytogenes y S. typhimurium
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asocien a los enterococos con inhibicion de este patogeno
Gram Negativo, debido a que estos microorganismos
presentan una capa de lipopolisacaridos en su membrana
externa que actlia como una barrera de permeabilidad
para la célula, inhibiendo la entrada de moléculas hacia
la membrana citoplasmatica [39].

Asi mismo, el extracto de Lactobacillus fermentum mos-
tro una actividad de 32.000 UA/mL para L. monocyto-
genes y de 4.000 UA/mL para S. typhimurium (Figura
2), resultados similares a los mencionados por otros
autores, quiénes han trabajado el efecto de Lacfobacillus
fermemtum en el control de la proliferacion de bacterias
patogenas tanto Gram negativas como Gram positivas
en productos lacteos fermentados naturalmente. Este
microorganismo ha sido descrito como productor de
diferentes compuestos antimicrobianos tales como acidos
organicos, catabolitos de oxigeno, bacteriocinas, péptidos
de mas bajo peso molecular y otros compuestos como
reuterina y reutericiclina [40].

Se han reportado cepas de Leuconostoc mesenteroides
aisladas de alimentos como leche de cabra, queso y
productos fermentados, con capacidad para producir
sustancias antimicrobianas con efecto antilisterial [41].
Daba et al. [42] aislaron una cepa de L. mesenteroides
UL5 de queso Cheddar productora de una bacteriocina
denominada mesenterocina, cuya actividad del extracto
libre de células fue >11,703 UA/mL para L. monocyto-
genes. Otras bacterias Gram negativas como Citrobacter
freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
P, fluorescens, Salmonella choleraesuis, S. typhimurium,
Serratia marcescens, y Yersinia enterocolitica no se vie-
ron afectadas por el sobrenadante. En este estudio el
sobrenadante evaluado de L. mesenteroides presentd una
actividad frente a L. monocytogenes de 32.000 UA/mL y
una actividad baja para S. typhimurium de 2.000 UA/mL.

Aunque se presento efecto inhibitorio de los aislados
para los dos patogenos, principalmente frente a Listeria
monocytogenes, se hace necesario la evaluacion tecno-
l6gica de algunas de las caracteristicas de los extractos,
tales como el efecto a tratamiento térmico, la estabilidad
a diferentes pH y el comportamiento frente a enzimas
proteoliticas que permitan obtener mayor informacion
sobre el tipo de sustancia antimicrobiana presente y de-
finir a través de técnicas moleculares su identidad como
compuesto tipo bacteriocina, descartando la actividad
antimicrobiana por compuestos como acidos organicos o
peroxido de hidrogeno. Ademas los aislados con actividad
antimicrobiana pueden ser utilizados en la formulacion
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Figura 2. Deteccion de la capacidad antimicrobiana de los so-
brenadantes libres de células por el método de difusion en gel
por perforacion en placa.

L. fermentum (QDC31) frente a L. monocytogenes; b. L. fermentum
(QDC31) frente S. typhimurium.

de un cultivo iniciador autdctono para la elaboracion de
productos lacteos que contribuya a su inocuidad sin
alterar sus caracteristicas sensoriales propias.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion servi-
ran de apoyo para la aplicacion de aislados de BAL au-
toctonas con capacidad antimicrobiana como biocon-
servantes naturales en la industria lactea. Sin embargo
es relevante la identificacion bioquimica y molecular
de los metabolitos obtenidos para determinar si se
trata 0 no de compuestos tipo bacteriocinas. La ca-
pacidad antimicrobiana exhibida frente a Listeria mo-

nocytogenes, podria ser una alternativa eficiente para
el control de este patogeno, principalmente en quesos
frescos y madurados.

Este trabajo abre la puerta a nuevos estudios para la
formulacion de cultivos iniciadores a partir de BAL
autoctonas que puedan ser usadas en la elaboracion
artesanal de productos lacteos. Sin embargo, antes
de cualquier consideracion definitiva de estas cepas,
deben ser cuidadosamente evaluados para descartar
la presencia de todos los factores de virulencia cono-
cidos con el fin de determinar qué riesgos potenciales
podrian estar involucrados en su uso.
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