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RESUMEN



El queso Paipa es el unico queso tradicional semimadurado elaborado con leche
cruda de vaca en Colombia. Alrededor de 70 microempresas producen queso Paipa de los
cuales 14 son formalmente legales porque llevan el sello sanitario de calidad y el sellode
denominacion de origen en su producto. El resto de las microempresas son informales y
producen queso de forma artesanal sin los utensilios ni condiciones minimas estandar de

higiene, lo que podria causar enfermedades.

Los estudios sobre los aspectos microbioldgicos del proceso de produccion de
queso Paipa son escasos. Al ser un proceso tradicional basado en la leche cruda, es
importante comprender la composicién microbiana del queso y las variaciones que pueden
ocurrir en este proceso de maduracion espontanea que se basa en la microbiota de la
materia prima y el entorno de procesamiento, e identificar posibles riesgos

microbioldgicos.

Algunos estudios indican que el queso Paipa presenta diferentes bacterias
patdgenas como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus coagulasa positiva y
coliformes totales. Sin embargo, no se sabe nada de la microbiota total, de los
microorganismos no cultivables, ni como varian durante el proceso de maduracion.
Tampoco se sabe si hay diferencias entre los productores formales e informales con
respecto a la calidad sanitaria de los quesos y si el queso contiene bacterias potencialmente

patogenas resistentes a los antibidticos y tolerantes a los biocidas.

El desconocimiento de estos aspectos compromete el propdsito de llegar a nuevos
mercados a nivel nacional e internacional, disminuye la confianza entre los consumidores
y por lo tanto la produccion y el consumo, generando menos empleo, menores ingresos y

por lo tanto menor calidad de vida de los productores y vendedores.

A nivel mundial, se han estudiado diferentes técnicas para reducir las poblaciones
de bacterias que provocan enfermedades y se transmiten por los alimentos, una de ellas es
el uso de bacteriocinas. Las bacteriocinas son péptidos de bajo peso molecular sintetizados

por bacterias. Las mas estudiadas son las producidas por bacterias del &cido lactico porque



son inofensivos para los seres humanos, no alteran las propiedades de los alimentos,
inhiben las bacterias patgenas y/o alteradores a muy bajas concentraciones, pueden
acelerar los procesos de maduracién, su actividad se potencia con bajos niveles de pH y

pueden ser mas eficaces en combinacién con otros tratamientos.

Asi, el objetivo de este trabajo fue obtener informacion sobre la microbiota del
queso Paipa mediante el uso de un enfoque dependiente e independiente de cultivo,
determinar la calidad del queso Paipa producido por empresas formales e informales,
aislar y caracterizar las bacterias potencialmente patdgenas (coliformes, S. aureus y L.
monocytogenes, Salmonella sp.), determinar su susceptibilidad a los antimicrobianos y su
tolerancia a los biocidas. Este estudio también pretendié seleccionar y caracterizar
bacterias &cido lacticas con actividad bacteriocinogénica contra los potenciales patogenos
aislados del queso Paipa, ademdas de caracterizar y purificar los compuestos

antimicrobianos.

Para ello en primer lugar se muestrearon dos lotes de queso Paipa de tres
productores formales durante el proceso de maduracion de 28 dias. EI ADN total de las
muestras de queso se utilizé para obtener secuencias del gen ribosomico 16S (ARNr 16S)

utilizando la tecnologia Ilumina.

Los resultados indicaron que Firmicutes fue el principal phylum encontrado en los
quesos (abundancias relativas: 59,2—-82,0%), seguido de Proteobacteria, Actinobacteria y
Bacteroidetes. Lactococcus fue el género principal, pero también se detectaron otras
bacterias del &cido lactico (Enterococcus, Leuconostoc y Streptococcus). Staphylococcus
también fue relevante en algunas muestras de queso. Las Proteobacterias mas importantes
fueron Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae Yy Moraxellaceae. Enterobacter vy
Enterobacteriaceae (otros) se detectaron en todas las muestras de queso. Serratia y
Citrobacter fueron detectados en algunas muestras. Aeromonas y Acinetobacter también
fueron relevantes. Otros géneros menores detectados fueron Marinomonas,
Corynebacterium y Chryseobacterium. El analisis de coordenadas principales sugirié que

habia diferencias dependientes del productor en la microbiota de los quesos Paipa.



En segundo lugar, se determinaron concentraciones viables de aerobios mesofilos,
mohos y levaduras, coliformes totales y fecales, Salmonella sp., L. monocytogenes y
Staphylococcus sp., en quesos comercializados por empresas formales e informales en la
ciudad de Paipa, Boyaca, Colombia. Se aislaron bacterias de los grupos indicadores
coliformes, Staphylococcus sp. y Listeria sp. Todos los aislados fueron identificados
mediante la secuenciacion del gen ARNr 16S. Luego a estos aislamientos se les determin6

la susceptibilidad a antibiéticos y biocidas.

Los resultados indicaron que el 100% de las muestras (n=16 muestras) de
productores formales e informales presentaron poblaciones de coliformes totales y fecales
y Staphylococcus sp. por encima de los limites establecidos por la normativa colombiana.
Los resultados también indicaron que el 56% de los aislados de Staphylococcus fueronsS.
aureus. L. monocytogenes fue positivo en el 38% de las muestras. Salmonella sp., no se
detectd. Los coliformes méas abundantes fueron Escherichia coli (22%), Citrobacter
freundii (22%) y Proteus mirabilis (14%). Todas las L. monocytogenes (100%) fueron
sensibles a los antibioticos. La mayoria de los S. aureus aislados fueron susceptibles a los
antibioticos ensayados, excepto a la tetraciclina y la eritromicina (7% de resistencia). Del
mismo modo, el 30% de los coliformes (n=36), fueron multirresistentes a los antibidticos,

pero susceptibles a los biocidas.

En tercer lugar, se realizé el recuento de placa y el aislamiento de bacterias acidas
lacticas en el agar De Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Las bacterias del &cido lactico fueron
seleccionadas por actividad antimicrobiana contra L. monocytogenes, S. aureus,
Salmonella sp. y coliformes. Los resultados indicaron que dos aislados (n=250) mostraron
actividad contra cepas de L. monocytogenes, y uno contra cepas de S. aureus de las
colecciones espafiola, americana y colombiana de cultivos tipo. Ninguna inhibié a

coliformes ni a Salmonella sp.

Los dos aislados QP117 y QP63 fueron identificados por sus secuencias ARNr 16S
como Leuconostoc mesenteroides y Lactococcus lactis, respectivamente. L.

mesenteroides crecié a 45°C mientras que L. lactis crecié a 42°C. Ambas cepas toleraron



concentraciones de NaCl del 4% y un pH entre 4 y 9. L. mesenteroides demostrd
resistencia a la estreptomicina, kanamicina, carbenicilina, oxacilina y estreptomicina,
mientras que L. lactis fue resistente a la vancomicina, kanamicina, oxacilina y

carbenicilina.

Las cepas L. mesenteroides QP117 y L. lactis QP63 se cultivaron al 2% en caldo
MRS (volumen final 10 L) a 30°C durante 16 y 24 h respectivamente. Posteriormente, los
compuestos antimicrobianos fueron purificados por cromatografia de intercambio
cationico y caracterizados por su espectro de accion contra diferentes cepas bacterianas,
su resistencia a la temperatura, el pH y la presencia de sustancias quimicas.

Los resultados indicaron que los compuestos antimicrobianos de ambas cepas son
sensibles a proteasas, resisten altas temperaturas (121°C durante 15 minutos a 15 libras de
presion), diferentes valores de pH (2-9) y no son afectados por la presencia de sustancias
quimicas como NaCl, urea, tween, y dodecil sulfato de sodio (SDS). Los compuestos
antimicrobianos muestran una fuerte actividad anti-listeria, y también presentan actividad
contra Enterococcus faecalis ATCC 51299, Enterococcus faecium ATCC 33667 y
Lactobacillus casei ATCC 393.

Por ultimo, se determin6 el peso molecular de las sustancias antibacterianas
mediante MALDI-TOF MS (desorcidn/ionizacion con laser asistida por matriz con tiempo

de vuelo y deteccion de masa).

Los espectros MALDI-TOF MS de los eluidos cromatograficos de L. lactis QP63
determinaron tres picos especificos (1299,818, 1947,235, 5938,94 masa/carga), uno de
ellos en el rango de la lacticina Q (5917,05) y lacticina Z (5959,09) de L. lactis QU 14.

L. mesenteroides QP117 también presentd tres picos especificos (1284,277,
2027,756 y 3497,558 masa/carga), uno de ellos muy similar a la leukocina B
(3484.5/carga de masa) de L. mesenteroides TA33a.



Los resultados sugieren que las sustancias antimicrobianas producidas por L. lactis
QP63 y L. mesenteroides QP117 son bacteriocinas de bajo peso molecular con gran
potencial para ser utilizadas en la mejora de la calidad sanitaria del queso Paipa.



SUMMARY



Paipa cheese is the only traditional semi-mature cheese made with raw cow's milk
in Colombia. About 70 micro-enterprises produce Paipa cheese, of which 14 are formally
legal because they bear the quality health seal and the origin denomination seal on their
product. The rest of the micro-enterprises are informal and produce cheese by hand

without the utensils or minimum standard hygiene conditions, which could cause disease.

Studies on the microbiological aspects of the Paipa cheese production process are
scarce. Some studies indicated that Paipa cheese has different pathogenic bacteria such as
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus coagulase-positive, and total coliforms.
However, it is not about the total microbiota of non-cultivable microorganisms, nor as they
vary during the maturation process. It is also not known whether there are differences
between formal and informal producers regarding the health quality of cheeses and
whether cheese contains potentially antibiotic-resistant and biocidal-tolerant bacteria.

Lack of knowledge of these aspects compromises the purpose of reaching new
markets at the national and international levels, decreases trust among consumers and
therefore production and consumption, generating less employment, lower incomes, what

it entails the lower quality of life for producers and sellers.

Globally, different techniques have been studying to reduce populations of bacteria
that transmit foodborne illness, one of which is the use of bacteriocins. Bacteriocins are
low molecular weight peptides synthesized by bacteria. The most studied are those
produced by lactic acid bacteria because they are harmless to humans. They do not alter
the properties of food, inhibit pathogenic at low losses, they can accelerate maturation
processes, their activity is potency at low pH levels, and maybe further modifications in

combination with other treatments.

Until now, bacteriocin-producing lactic acid bacteria in Paipa cheese have not been
investigated. Thus, the objective of this work was to obtain information on the microbiota
of Paipa cheese through the use of a dependent and independent culture approach,

determine the quality of Paipa cheese produced by formal and informal entreprises, isolate



and characterize potentially pathogenic bacteria (coliforms, S. aureus, and Listeria
monocytogenes, Salmonella sp.), determine their susceptibility to antimicrobials and their
tolerance to biocides. The purpose of this study was also to isolate, select, and identify
lactic acid bacteria from Paipa cheese with bacteriocinogenic activity against the potential
pathogens isolated from Paipa cheese, in addition to purifying and characterizing the

antimicrobial compounds.

In the first place, two batches of Paipa cheese from three formal producers were
sample during the 28-days maturation process. The total DNA from the cheese samples
was used to obtain 16S rRNA gene sequences using Illumina technology.

The results indicated that Firmicutes was the main phylum found in cheeses
(relative abundances: 59,2-82,0%), followed by Proteobacteria, Actinobacteria, and
Bacteroidetes. Lactococcus was the main genus, but other lactic acid bacteria
(Enterococcus, Leuconostoc, and Streptococcus) were also detected. Staphylococcus was
also relevant in some cheese samples. The most important Proteobacteria were
Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae, and Moraxellaceae. Enterobacter and
Enterobacteriaceae (others) were detected in all cheese samples. Serratia and Citrobacter
were detected in some samples. Aeromonas and Acinetobacter were also relevant. Other
minor genera detected were Marinomonas, Corynebacterium, and Chryseobacterium. The
principal coordinate analysis suggested that there were producer dependent differences in

the microbiota of Paipa cheeses.

Secondly, viable concentrations of mesophilic aerobes, molds and yeasts, total and
fecal coliforms, Salmonella sp., L. monocytogenes, and Staphylococcus sp., were
determined in cheeses sold by formal and informal enterprises in the city of Paipa, Boyaca,
Colombia. The bacteria of the coliform indicator groups, Staphylococcus sp., and Listeria
sp., were isolated. All isolates were identified by sequencing the 16S rRNA gene. Then,
these isolates were determined to be susceptible to antibiotics and biocides. The results
indicated that 100 % of the samples (n = 16 samples) from formal and informal producers

presented populations of total and fecal coliforms and Staphylococcus sp., above the limits



established by Colombian regulations. The results also indicated that 56 % of the
Staphylococcus sp., isolates were S. aureus. L. monocytogenes was positive in 38 % of the
samples. Salmonella sp., was not detected. The coliforms that prevailed were Escherichia
coli (22 %), Citrobacter freundii (22 %), and Proteus mirabilis (14 %). All L.
monocytogenes (100 %) were sensitive to antibiotics. The S. aureus were susceptible to
antibiotics, except for tetracycline and erythromycin (7 % resistance). Similarly, 30% of
coliforms (n = 36) were multiresistant to antibiotics but susceptible to biocides.

In third place, was performed plaque counting and isolation of bacteria acid lactic
on De Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS). Lactic acid bacteria were selected by
antimicrobial activity against L. monocytogenes, S. aureus, Salmonella sp., and coliforms.
The results indicated that two isolates (n = 250) showed activity against L. monocytogenes
strains, and one against S. aureus strains from the Spanish, American and Colombian

collections. None inhibited coliforms and Salmonella sp.

The two isolates QP117 and QP63 were identified by 16S rDNA sequencing as
Leuconostoc mesenteroides and Lactococcus lactis, respectively. L. mesenteroides grew
at 45 ° C while L. lactis grew at 42 °C. Both bacteria tolerated concentrations of 4 % NaCl
and a pH between 4 and 9. On the other hand, L. lactis grew at 42°C and tolerate 6.5%
NaCl. L. mesenteroides demonstrated resistance to streptomycin, kanamycin,
carbenicillin, oxacillin, and streptomycin, while L. lactis was resistant to vancomycin,

kanamycin, oxacillin, and carbenicillin.

The L. mesenteroides QP117 and L. lactis QP63 strains were cultivated at 2% in
MRS broth (final volume 10 L) at 30° C for 16 and 24 h respectively. Subsequently, the
antimicrobial compounds were purified by cation exchange chromatography and
characterized by its spectrum of action against different bacterial strains, its resistance to

temperature, pH, the presence of chemical substances.

The results indicated that the antimicrobial compounds of both strains are sensitive

to proteases, resist high temperatures (121°C), different pH values (2-9) and are not



affected by the presence of chemical substances such as NaCl, urea, tween, and sodium
dodecyl sulfate (SDS). The antimicrobial compounds have a strong anti-listeria activity,
they also have activity against Enterococcus faecalis ATCC 51299, Enterococcus faecium
ATCC 33667, and Lactobacillus casei ATCC 393.

Finally, the molecular weight of antibacterial substances was determined by
matrix-assisted laser desorption/ionization with time-of-flight mass detection (MALDI-
TOF MS).

The MALDI-TOF MS spectra of the L. lactis QP63 chromatographic eluates
determined three specific peaks (1299.818, 1947.235, 5938.94 mass/charge), one of them
in the range of lacticin Q (5917.05 mass/charge) and lacticin Z (5959.09 mass/charge) of
L. lactis strain QU 14. L. mesenteroides QP117, also presented three specific peaks
(1284.277, 2027.756 and 3497.558 mass/charge), one of them very similar to leukocin B
(3484.5 mass/charge) of L. mesenteroides strain TA33a.

The results suggest that the antimicrobial substances produced by L. lactis QP63

and L. mesenteroides QP117 are low molecular weight bacteriocins with great potential

to be used in improving the sanitary quality of Paipa cheese.
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I.- El queso

El queso es el producto obtenido por coagulacion de leche, de la crema de leche,
de la crema de suero, del suero de la mantequilla o de la mezcla de algunos o todos estos
productos, por la accién del cuajo u otros coagulantes aprobados (FAO, 2020; INVIMA,
1986). Se dice, que la creacion del queso se hizo de forma fortuita y accidental por un
pastor, al quien le debi6 fermentar la leche, se le coaguld y por curiosidad, con la ayuda de
un poco de sal y los agentes naturales climatolégicos empez6 a experimentar, hasta
conseguir crear el primer queso. Sin embargo, Kindstedt indica que los origenes del queso
se remontan a la region fértil en el norte de arabia, donde los cambios en el clima y la
intervencién del hombre afectaron el suelo, los seres humanos no pudieron seguir
cultivando la tierra y se dedicaron al pastoreo de cabras, ovejas. Ante la hambruna, los
pastores de ovejas dejaron la leche en una olla de cerdmica, observaron que la leche se
coaguld, probaron el producto y notaron que era mas tolerable a sus estbmagos que la
leche cruda (Kindstedt, 2012).

I.1.- El queso y su consumo a nivel mundial

Hoy en dia Estados Unidos es el mayor productor de queso del mundo, seguido de
Alemania y Francia. Islandia es el pais que mas queso consume por persona/afo (30,8
kilos). El segundo y tercer puesto son paises europeos mediterraneos, especificamente
Grecia (25,5) y Francia (23,7) seguidos de Austria (23,3), Italia (23,1), Finlandia (23,1),
Alemania (21,7), Dinamarca (19,8), Suecia (19,8), Suiza (19,8), Bélgica (18,8) y Paises
Bajos (17,7). Segun esta estadistica, el consumo de queso per capita en Espafa se sitla en
8,9 kilogramos por persona/afio, lo que provoca que Espafa esté en trigésimo séptima

posicion mundial, por debajo de la mayor parte de los paises europeos (Oviespafa, 2019).

En América, los estados Unidos y Argentina tienen un consumo de 15 kg por
persona/afio. Chile y Venezuela alcanzan niveles de 4 kilos; Brasil y México solo llegan a
los 2 kilos. En Colombia el consumo de queso alcanz6 los 1,5 kilogramos, ocupando el

puesto 50 a nivel mundial (Portafolio, 2019).
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I.2.- Tipos de quesos a nivel mundial

Los quesos pueden clasificarse segun el tipo de leche, el proceso de maduracidn,
el contenido de humedad, el contenido de grasa, sitienen sello de denominacion de origen.

Para la fabricacion de los quesos se ha utilizado diferentes tipos de leche como la
leche de vaca, de oveja, de cabra, de blfala, 0 mezcla de dos o tres de las leches, pues cada
una tiene sus caracteristicas y su sabor. Las vacas producen mas leche que las ovejas y las
cabras. Los quesos hechos con este tipo de leche son mas econémicos y también mas
populares. La leche de vaca tiene menos contenido en grasa que otras leches y posee un

sabor cremoso Yy suave, apto para todo tipo de paladares (FAO, 2020).

Los quesos también pueden clasificarse segun el contenido de materia grasa sobre
el extracto seco (%G/ES) en extragraso (>60%), graso (entre 45-60%), semigraso (entre
25-45%), semidesnatado (entre 10 y 25%) y desnatado o light (<10%) (Tof Formatge,
2020; FAO, 2006).

Segun el proceso de maduracion los quesos pueden clasificarse en fresco, tierno,
semimadurado y madurado. El queso fresco es el producto higienizado sin madurar, que
después de su fabricacion esta listo para el consumo. El queso tierno es aquel que tiene un
proceso de maduracidn de siete dias. EI queso semimadurado o semicurado, es el producto
higienizado que después de su fabricacion se mantiene un tiempo minimo de 20 a 35 dias
si pesa mas de 1,5 kg (segun el pais), en condiciones ambientales apropiadas para que se
produzcan los cambios bioquimicos y fisicos caracteristicos de este tipo de queso. El
queso madurado o curado es el producto que después de su fabricacion permanece un
tiempo determinado en condiciones ambientales apropiadas para que se produzcan los
cambios bioquimicos y fisicos caracteristicos de este tipo de quesos. Segin como sea de
largo este periodo podemos diferenciar entre curados, viejos y afiejos. Los curados
necesitan alrededor de 45 a 105 dias, los viejos unos 180 y los afiejos un total de nueve

meses 0 mas (Tot Formatge, 2020).
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Los quesos también pueden clasificarse si tiene 0 no denominacién de origen
protegida (DOP). En 1992 la Unién Europea adopt6 el Reglamento 2081/92 (sustituido
por el 510/2006) referido a la proteccion de las denominaciones de origen de los productos

agricolas o alimenticios, incluidos los quesos.

La denominacion de origen es un sello que sirve para distinguir un producto cuya
calidad o caracteristicas se deben exclusivamente al medio geografico. EI medio
geografico involucra factores naturales, humanos y culturales. Se sabe que el tipo de leche
(vaca, oveja, cabra, camella, bafala), la clase de la leche (més grasa o0 menos debido a los
pastos del terreno), el clima (cada region imprime una marca especial o una diferencia en
el tipo de queso), las practicas artesanales, utilizadas en la coagulacion, la maduracion, la

fermentacion, definen el tipo de queso (Consejo de la Unidn Europea, 2006).

Las Denominacion de Origen Protegida (D.O.P.) protege la tradicion y la
experiencia acumulada a lo largo de los afios, por ejemplo, el cambio de una de las
materias primas, el reemplazo de una o varias etapas del proceso por técnica
industrializadas, evitando las posibles copias del producto. También promueve la
confianza de los consumidores en la calidad de los quesos, porque protege y autentifica la
elaboracion de los mismos, genera capital humano capacitado en la elaboracion de
productos calificados. También generan ganancias econdmicas importantes en la
comercializacion y exportacion de productos y ayuda en el desarrollo de tecnologias
viables para la produccion sustentable y sostenible (SIC-Colombia, 2011; Consejo de la
Unidn Europea, 2006).

I.2.1.- Quesos artesanales con denominacion de origen elaborados con leche de vaca cruda

Existen mas de 2000 variedades de queso a nivel mundial. Alrededor de 400
variedades se producen solo en Francia, 46 quesos tienen denominacién de origen y solo
17 son madurados elaborados unicamente con leche de vaca cruda. Los més vendidos han

sido Cantal, el Comté, Reblochdn, Roquefort. Entre los mas famosos se encuentra el queso
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Camembert. EI queso Camembert es un queso elaborado con leche de vaca en la regién
de Normandia (Quesos.es, 2020a). En Francia son infaltables los quesos en la mesa,

ademas de ser reconocidos en todo el mundo (Tabla 1).

En Grecia se elaboran 21 quesos con denominacién de origen., 13 de ellos son
quesos elaborado Unicamente con leche de cabra. El queso Feta, es el queso de cabra mas
reconocido y es el que mas se consume en Grecia. Solo dos quesos son elaborados con
leche de vaca, el Graviera de la isla de Naxos que Gnicamente se elabora con leche de vaca
y el San Michalis de la zona de Metsovo, el cual es una mezcla de leche de vaca y oveja
(Quesos.es, 2020b).

En Italia existen 33 tipos de quesos con denominacion de origen. De esos solo 12
se elaboran Unicamente con leche cruda de vaca y son sometidos a un proceso de
maduracion. Los otros son de cabra, oveja, bufala o sus mezclas. Dentro de estos quesos

se destaca el parmesano (Quesos.es, 2020c) (Tabla 1).

El tipo de queso que mas se consume en Espafia es el queso fresco, seguido del
semicurado y el queso fundido. En Esparia existen 28 quesos con denominacion de origen,
de los cuales 6 son madurados y se elaboran Unicamente con leche cruda de vaca cruda.
Estos quesos esparfioles se concentran en la cornisa Cantabrica, en la denominada Espafia
verde, aunque también hay otros quesos madurados elaborados con leche de vaca en otras

comunidades autonomas de Espafia (ABCGastronomia, 2020).
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Tabla 1. Quesos artesanales madurados elaborados Gnicamente con leche cruda de vaca

con denominacion de origen en Francia, Italia y Espafia

Nombre Pais Region Maduracion™
Abondace Francia Abondance 12
Beaufort Francia Saboya 20-48
Bleu de Gex Francia Jura, Ain 8-12
Brie de Meaux Francia Isla de Francia 4-8
Camembert Francia Normandia 3-5
Chaource Francia  Champafia-Ardenas 2-4
Comté Francia Franco-Condado 16
Epoisses de Bourgogne Francia Borgofia 4-8
Laguiole Francia ~ Mediodia-Pirineos 16
Langres Francia Ardenas, Langres 5
Livarot Francia Normandia 6-8
Maroilles Francia Hauts-de-France 2-16
Morbier Francia Morbier 5-6
Neufchétel Francia Normandia 8-10
Pontl'évéque Francia Normandia 4-6
Reblochon Francia Thoénes 6-8
Tome des Bauges Francia Bauges 5
Asiago Italia Véneto y Trentino 32-96
Castelmango Italia Valle de Grana 24
Formai de Mut dell'Alta Valle Brembana Italia Lombardia 5- 46
Grana Padano Italia Llanura del Po 32-96
Montasio Italia Friuli-Venecia Julia 8
Monte Veronese Italia Véneto 8
Parmigiano Reggiano punto bajo Italia Parma 48
Provolone Val Padana ltalia  del Po, en Lombardia 16
Quartirolo Lombardo Italia Lombardia 4
Ragusano Italia Siciliay noto 24
Spressa delle Giudicarie Italia ~ Trentino-Alto Adigio 12-24
Stelvio Italia ~ Trentino-Alto Adigio 8
Afuega'lPitu Espafia Asturias 8
Arzia-Ulloa curado Espafia Galicia 24
Casin Espafia Asturias 8
Nata de Cantabria Espafia Cantabria 1
San Simén da Costa Espafia Galicia 5-6
Mahdn-Menorca tierno Espafia Islas Baleares 4a8

* La maduracion es en semanas
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En América latina igual que en Espafia el tipo de queso que méas se consume es el
queso fresco. Paises como Mexico, Argentina y Brasil, producen una gran variedad de
quesos, pero ninguno esta protegido con denominacién de origen. En Costa rica el queso
que tiene denominacion de origen es el Turrialba (Granados y Alvarez, 2007).

En Colombia se producen 12 variedades de quesos: la cuajada, el queso campesino,
el queso costefio, el quesito Antioquefio, el queso molido Narifiense, el queso Doble
Crema, el quesillo Tolimense y Huilense, el queso Pera, el queso Caquetd, el Quesadillo
y el queso Paipa, los cuales son elaborados en las diversas regiones de Colombia y hacen
parte de la oferta gastrondmica con la que cuenta la nacion (Contextoganadero, 2016).

1.2.1.1.- El queso Paipa

El queso Paipa es el Unico queso semicurado que se produce en Colombia. Es
elaborado con leche cruda de vaca por pequefios productores de los municipios de Paipa
y Sotaquird, region noroccidental del Departamento de Boyaca, Colombia, localizada
entre los 5°68” y 5°97" de latitud norte y los 73°00" y 73°33" de longitud oeste del
meridiano de Greenwich a unos 2525 msnm, temperatura promedio de 14°C y una
humedad relativa del 71% (Robayo & Pachon, 2013).

El queso Paipa ha recibido la denominacion de proteccion (DPO) por la normativa
colombiana (SIC-Colombia, 2011). Es producido por unas 70 microempresas, de las
cuales 15 son formalmente legales (también conocidas como productores formales), con

sello de registro sanitario y sello de calidad de denominacion de origen.

La produccién de queso Paipa se basa en la experiencia artesanal de los queseros,
transmitidos de generacion en generacion. EI queso se elabora sin la adicion de cultivos
iniciadores. Después de la recoleccién de la leche, la crema flotante o nata se retira
manualmente y la leche se coagula enzimaticamente. EI amasado, prensado y moldeo se
llevan a cabo manualmente de acuerdo con un proceso tradicional en el que las manos,

pufios y codos de los queseros entran en contacto con la cuajada de queso. Se permite que

17



el queso madure en estantes de madera a temperatura ambiente (que pueden oscilar entre
12 y 20°C), a una humedad relativa del 60-80%. EIl tiempo de maduracién estandar (21
dias) puede ampliarse hasta 28 dias (Figura 1).

ACOPIO DE MATERIAS PRIMAS,
PRINCIPALMENTE LECHE \/

*,

RECOLECCION
FILTRADO DESCREMADO DE LA CUAJADA

PRENSADO MOLDEADO Y

PRE-PRENSADO AMASADO

INTERMEDIARIOS MERCADOS PRESENCIALES

VENTADIRECTA € T T
EN LA FABRICA

Figura 1. Esquema de fabricacion del queso Paipa (tomado de Robayo & Pachon, 2013)

El queso Paipa se caracteriza por presentar un contenido de grasa de 21,5 %, grasa
en materia seca 40,4 %, humedad 47,3 %, humedad en queso desengrasado 60,4 %, solidos
totales 52,6 %, proteina 24,3 %, contenido de sal 2,1 %, acidez 1,8-2,1 % y pH 5,21.
También presenta calcio, fosforo, vitamina A, B2 y D, lo que demuestra sus grandes
caracteristicas nutritivas (Robayo & Pachdn, 2013). Presenta un sabor entre acido y
amargo suave, un color amarillo palido, levemente suave y aroma rancio fuerte, con una
corteza algo corrugada que puede llegar a medir 5 mm de espesor y textura semidura,
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seca. Generalmente se comercializa por libras tradicional cilindrica de 15 cm, aunque
también lo comercializan de 2, 4, 10 y 25 libras segun requerimiento del cliente (SIC-
Colombia, 2011).

Son pocos los estudios microbioldgicos realizados al queso Paipa. En el afio 20086,
determinaron por métodos tradicionales dependientes de cultivo, concentraciones de
coliformes que llegaron alcanzar 3,2x10° UFC/mL, S. aureus de 1,9x10° UFC/mL,
presencia de Salmonella sp., y Listeria sp. (Neira & de Silvestri, 2006). Estos
microorganismos también fueron encontrados en la materia prima con la que se elaboro el

queso.

En otro estudio, se determin6 que durante el tiempo de maduracion (1, 10, 20y 30
dias), los recuentos de aerobios mesdfilos y S. aureus disminuyeron de >3,0x108 UFC/g
a 2,8x10% UFC/g y de 3x10° UFC/g a 4,5x10! UFC/g respectivamente. Sin embargo, las
poblaciones de coliformes totales no disminuyeron manteniéndose 4 x10* UFC/g y 1,2 X
102 UFC/g respectivamente. También se evidencié que solo después de los 30 dias de
maduracion Salmonella sp., y Listeria sp. fueron inhibidas, indicando que los quesos no
se deben comercializar antes de los 30 dias de maduracion, tal como lo reglamenta el

ministerio de salud de Colombia para quesos madurados (Fadul & Quecano, 2005).

El queso Paipa solo se ha analizado mediante técnicas no cultivables, asi que no se
tiene conocimiento sobre la biodiversidad bacteriana, que especies bacterianas son los que
dominan la fermentacion del queso, como varian los grupos microbianos con los tiempos
de maduracidn, que otros microbianos cultivables y no cultivables, estan presentes en el
queso. Tampoco se tiene conocimiento si hay diferencias en la calidad sanitaria de los
quesos entre los productores formales e informales. No se ha determinado si las cepas
potencialmente patdgenas son resistentes a los antibioticos y a los biocidas, lo cual agrava
el problema. Tampoco se han estudiado el potencial de las bacterias acido lacticas (BAL)

presentes en el queso, como por ejemplo la capacidad para producir bacteriocinas.
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I1.- Microbiologia de los quesos artesanales madurados

La microbiota de los quesos esta influenciada por multiples factores como la
geografia de la region, la topografia, el clima, los factores agricolas, la raza de los
animales, el tipo de leche, las practicas de ordefio, la salud del animal, el tratamiento que
se le hace a la leche, las préacticas higiénicas durante el proceso de fabricacion, el proceso
de maduracion. Todas estas practicas son responsables de su calidad y desempefia un papel
importante en el desarrollo del sabor, la apariencia y la textura del queso (Abdel- Hameid
et al., 2019; Bogsan et al., 2015).

Se ha determinado que los quesos elaborados con leche cruda presentan una gran
diversidad de bacterias pertenecientes a diferentes filos (Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes y Actinobacteria. El filo Firmicutes domina el ecosistema microbiano de la
leche pasteurizada y la leche cruda (entre el 81-84%), seguido de Proteobacteria,

Bacteroidetes y Actinobacteria respectivamente (Quigley et al., 2013).

I1.1.- Bacterias que provocan enfermedades por consumo de queso artesanal

Los quesos artesanales elaborados con leche cruda sin cultivos iniciadores, se
basan en la fermentacion de los azlcares principalmente por la microbiota nativa
beneficiosa y no siempre logran desplazar a otras poblaciones microbianas que pueden

suponer riesgos para la salud humana (Abdel-Hameid et al., 2019; Herrera et al., 2016).
Segun la normativa colombiana, a los quesos semi-madurados se les debe realizar

periédicamente recuentos de microorganismos indicadores entre los que se encuentran

Staphylococcus sp., coliformes, L. monocytogenes y Salmonella sp. (Tabla 2).
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Tabla 2. Requisitos microbiolégicos para queso madurados

Requisito N M M ¢
Recuento de coliformes totales 30°C (UFC/g) 3 100 1000 1
Recuento de coliformes fecales 45°C (UFC/g) 3 10 100 1

Recuento Staphylococcus coagulasa positiva UFC/g 3 100 1000 1

Salmonella/25g 3 0 0

Listeria monocytogenes /25g 5 0 - 0

Donde:

N: nimero de muestras por examinar

m: indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad

M: indice maximo permisible para identificar nivel de calidad aceptable
¢: nimero maximo de muestras permisibles con resultados entre my M.

Fuente: (INVIMA, 1986)

11.1.1.- Coliformes

Los coliformes son bacterias que pertenecen al filo Proteobacteria, clase Gamma
Proteobacteria, orden Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae. Son bacterias en
forma de bacilo, Gram negativos, oxidasa negativa, capaces de fermentar lactosa, con
produccién de gas en 48 h a una temperatura de 37 °C. Dentro de los coliformes totales
existe un subgrupo denominado coliformes fecales. Los coliformes fecales son bacterias
que habitan en el intestino de los seres humanos y de los animales de sangre caliente, por
lo cual se ha catalogado como indicador de contaminacién fecal del agua, del suelo y de
los alimentos. Se diferencia de los coliformes totales porque son capaces de fermentar la
lactosa con produccion de CO2 a una temperatura de 44°C (APHA et al., 2012). Al grupo
de los coliformes fecales pertenecen los géneros bacterianos Escherichia sp., Klebsiella
sp., Enterobacter sp., Citrobacter sp., (APHA et al., 2012; Madigan et al., 2010). No
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obstante, solo algunos serotipos de Escherichia coli causa enfermedad por consumo de
alimentos son. Los géneros Klebsiella sp., Enterobacter sp., Citrobacter sp., son bacterias
implicadas en infecciones nocosomiales (PAHO, 2020). Los serotipos de E. coli son
enterotoxigenica (ETEC), enterohemorragica también conocidas como productoras de
toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatdégena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC). Se
caracterizan porque se transmiten por consumo de agua o alimentos contaminados con
materia fecal, como carnicos poco cocidos o consumo de leche cruda o quesos artesanales
producidos con leche cruda. También se puede transmitir por vegetales contaminados. Su
principal sintoma es la diarrea aguda, también puede aparecer colico, fiebre y vomito.
Afecta principalmente a niflos menores de 5 afios, adultos de 65 afios 0 mayores, personas
inmunosuprimidas, mujeres embarazadas, personas que viajan a ciertos paises. Los
sintomas generalmente duran de 3 a 8 dias. La mayoria de los pacientes se recuperan en el
término de 10 dias, aunque en algunos casos la enfermedad puede causar la muerte. E. coli
0157:H7 es el principal serotipo de E. coli enterohemorragica. Se diferencia de las demas
porque no crece a 44°C y no tiene la enzima R-glucuronidasa. Puede causar una diarrea
sanguinolenta con calambres abdominales intensos (colitis hemorragica) que luego se
puede convertir en el sindrome uréemico hemolitico, el cual se caracteriza por una
insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y trombocitopenia (deficiencia de plaquetas)
La enfermedad producida por los serotipos de E. coli es autolimitada. No se recomienda
el uso de antibidticos. Solo reposicion de liquidos y electrolitos (WHO, 2018a; Elbagory
et al., 2016). Para la determinacion de estas bacterias se realiza recuento en placa en agares
cromogénicos y fluorogénicos selectivos para coliformes y NMP/g en caldo LMX
fluorocult. Los aislamientos bacterianos luego son identificados por pruebas serolégicas o

moleculares (PCR).

11.1.2.- Shigella sp.

Es una bacteria que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, pero no fermenta la
lactosa. Puede producir disenteria bacilar. Las Shiguellas se clasifican en 4 subgrupos:

serogrupo A constituido por S. dysenteriae (12 serotipos), serogrupo B: S. flexneri (14
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serotipos), serogrupo C: S. boydii (15 serotipos), serogrupo D: S. sonnei (1 serotipo),

conocida también como Shigella del grupo D (PAHO, 2020).

Entre los alimentos implicados se encuentran los derivados lacteos, harina, huevos
de almejas, camarones, ostras, clara de huevo, verduras y frutas. La dosis infectiva es de
10 a 100 bacterias. Shigella sp. es una bacteria acidofila, por lo cual puede facilmente
soportar la acidez del estdbmago. Una vez en el intestino se adhiere y penetra en la célula
del epitelio intestinal por un proceso tipo fagocitosis y se multiplica. Provoca la muerte
celular lo que determina la respuesta inflamatoria caracteristica (ulceracion de la mucosa
y microabscesos). El periodo de incubacion es de 1-3 dias, pero puede prolongarse hasta
7 dias. Los sintomas mas comunes son diarrea, fiebre, ndusea, vomitos, péerdida de apetito,
calambres estomacales y otras manifestaciones intestinales. Las heces pueden estar
acompafiadas de moco y sangre. El diagndstico de microorganismos se realiza utilizando
agares selectivos como agar Salmonella-Shigella, pruebas bioquimicas e identificacion
molecular por el gen ARNr 16S.

Generalmente la enfermedad es autolimitada. No obstante, puede tener
complicaciones porque se puede dar la produccion de una toxina denominada toxina
Shiga, la cual produce el sindrome urémico hemolitico. Se recomienda aporte
hidroelectrolitico de forma oral (PAHO, 2020; Shahin, et al., 2019; Peng et al., 2013).

11.1.3.- Salmonella sp.

Es una bacteria que también pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Se conocen
al menos 2500 serotipos. Los que con mayor frecuencia producen enfermedad son S.
enterica serovariedad thyphimurium y S. enterica serovariedad enteritidis (PAHO, 2020).
Salmonella sp. es una bacteria que habita principalmente en el intestino de las aves.
Salmonella sp. llega a los alimentos por contaminacion cruzada. Los alimentos implicados
son alimentos basados en carne de pollo y vaca, los vegetales, frutas, agua, huevos. La
salmonelosis es una de las enfermedades de transmisidén alimentaria mas comunes y

ampliamente extendidas. El periodo de incubacion de la enfermedad esde 6 a 72 hy la
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enfermedad puede durar de 2 a 7 dias. La dosis infectiva es de 1x10% UFC/g. Los sintomas
principales son la aparicion brusca de fiebre, dolor abdominal, diarrea, nausea vy, a veces,
vomitos, que suele ser un trastorno sin complicaciones y no requiere tratamiento, aunque
puede ser grave en los nifios, los ancianos y los pacientes inmunodeprimidos. Se

recomienda aporte hidroelectrolitico de forma oral (PAHO, 2020).

11.1.4.- Staphylococcus sp.

Son bacterias que pertenecen al filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Bacillales,
familia Staphylococcaceae, género Staphylococcus. Los estafilococos son bacterias Gram
positivas, inmoviles, no esporuladas, de 0,5 a1 um de didmetro. Su nombre se les atribuye
a las agrupaciones que produce que son similares a racimos de uvas. Son anaerobios

facultativos, catalasa positiva, oxidasa negativa (Madigan et al., 2010).

Los estafilococos hacen parte de la microbiota normal de la piel del ser humano, y
son halotolerantes. Por lo tanto, pueden propagarse de una persona a otra por contacto
directo con la piel del manipulador portador o indirectamente a través de las microgotas
salivales, el uso de utensilios contaminados como toallas, ropa, manijas de puertas, el
control remoto o por medio de teléfonos moviles. También se puede transmitir a través de
los alimentos. Los alimentos asociados a brotes por Staphylococcus sp. son los derivados
lacteos, principalmente los quesos artesanales elaborados con leche cruda, derivados
carnicos como el jamon, salamis, carnes, sandwiches. También se puede transmitir por
postres y ensaladas. La leche cruda tiene un alto riesgo de contaminacion durante el
ordefio, por la mala manipulacién y porque los animales podrian tener mastitis, una

infeccidn bacteriana (Adame-Gdmez et al., 2018; Kiimmel et al., 2016).

Hay maés de 30 tipos de estafilococos. Los estafilococos pueden causar diferentes
tipos de afecciones, incluyendo infecciones de la piel, en los huesos, bacteremia,
endocarditis (enfermedad mas grave en humanos), neumonia, sindrome del shock toxico
e intoxicacién a nivel alimentario. S. aureus coagulasa positivo es la especie mas peligrosa
causante de la mayoria de las enfermedades. Dentro de las enfermedades mas

representativas de esta especie son las producidas por toxinas como el shock toxico y la
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intoxicacion alimentaria. EI sindrome del shock toxico es una afeccidon potencialmente
mortal causada por S. aureus coagulasa positivo. Este microorganismo produce la toxina-
1 del sindrome de shock téxico (TSST-1) la cual pesa 22 kDa. Se caracteriza por actuar
como un superantigeno termoestable y resistente a la prote6lisis. Esta patologia esta
asociada con la infeccion de una herida por S. aureus. Los sintomas son fiebre, erupcion
eritrodermatosa, descamacion, hipotension, malestar y confusion que puede desencadenar
disfuncién multiorganica (con 3 0 més de los siguientes): vémito o diarrea, mialgia severa,

insuficiencia renal, hiperemia de las membranas mucosas (Fisher et al., 2018).

S. aureus también causa intoxicacion a nivel alimentario. Esta intoxicacion esté
asociada a la produccion de enterotoxinas. Las enterotoxinas estafilococicas constituyen
un grupo heterogéneo de proteinas de bajo peso molecular (26-30 kDa). Son solubles en
aguas termoresistentes y acidotolerantes. Se conocen 7 serotipos enterotoxigénicos
diferentes: A, B, C1, C2 C3, Dy E. La enteroxina A es la mas comunmente asociada al
consumo de alimentos. No obstante, la enterotoxina B, D y E se pueden transmitir por
derivados lacteos (Bellio et al., 2019; Fisher et al., 2018).

La dosis de toxina que provoca enfermedad es 1-5 pg/g alimento. Esto
generalmente se logra cuando las poblaciones de la bacteria alcanzan una poblacion de
10° UFC/g. Sin embargo, la Food and Drug Administration (FDA) establece que la sola
presencia de grandes cantidades de S. aureus no constituye evidencia suficiente para
incriminar un alimento como causante de infeccion. ElI mecanismo de accion es
controvertido. La enterotoxina estafilococica produce un aumento del peristaltismo
intestinal por accion simpaticomimética. También se ha sugerido una accién sobre el
sistema nervioso por la intensidad de los vomitos. El periodo de incubacion de la
enfermedad es de 1-6 h. Los sintomas producidos por la intoxicacion estafilocdcica son

nauseas, vomito, diarrea, dolor estomacal tipo célico, y deshidratacion (PAHO, 2020).

La deteccion de enterotoxinas en las cepas de S. aureus es sencilla y se realiza
mediante pruebas con antisueros, pero tienen un costo elevado. Para la identificacion de
S. aureus coagulasa positivo se deben de realizar diluciones seriadas del alimentos y

recuento de placa de células viables en agares selectivos y diferenciales con pruebas de
25



confirmacion posterior como la coagulasa y/o la termonucleasa. Las colonias
confirmativas (coagulasa y termonucleasa positiva) se asume como productoras de
entetoxinas (1SO, 1999).

Los agares méas utilizados para la identificacion de S. aureus en alimentos son
salado manitol y Baird Parker. En agar salado manitol crece produciendo colonias cremas
con color amarillo a su alrededor por la fermentacién del manitol. En agar Baird Parker
crece formando colonias negras con halos a su alrededor porque reducen el telurito de
potasio a teluro metalico y son capaces de producir una enzima que se llama lecitinasa, la
cual degrada la lecitina de la yema de huevo. Los recuentos de S. aureus deben de ser
confirmados por prueba adicionales. La prueba mas comun es la prueba de la coagulasa.
La coagulasa es una proteina que permite la conversion del fibrinbgeno presente en el
plasma de la sangre en fibrina. Esto hace que se coagule la sangre. La coagulasa esta
estrechamente relacionada con la superficie de la bacteria S. aureus y puede revestir su
superficie con fibrina al entrar en contacto con la sangre, lo cual le da mayor proteccion
contra la fagocitosis y por lo tanto hace que su virulencia aumente. Otra prueba

confirmativa es la termonucleasa (1SO, 1999).

Los estafilococos son indicadores de una mala higiene en la manipulacion de
alimentos. Para su prevencion se recomienda lavarse frecuentemente las manos. Si tiene
un corte o herida se debe mantener cubierta. Se recomienda cocer bien los alimentos y
refrigerarlos a 4°C (PAHO, 2020). La intoxicacion alimentaria con S. aureus es
autolimitada. Se recomienda hidratacion (PAHO, 2020).

I1.1.5.- Listeria sp.
Son bacterias que pertenecen al filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Bacillales,

espordgenas, en forma de bastoncitos, no productoras de capsula. Son aerobias, méviles
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y ubicuas. Entre las 6 especies conocidas del género Listeria es de destacar especialmente
Listeria monocytogenes por ser un germen patégeno para el hombre y los animales. L.
ivanovii es patdgeno sdlo para animales. L. innocua, L. seeligeri, L. grayi, L. welshimeri

son considerados gérmenes inocuos del medio ambiente (PAHO, 2020; Zhu et al., 2017).

L. monocytogenes es un patdgeno transmitido por alimentos que puede causar
abortos, enfermedades gastrointestinales, septicemia y meningoencefalitis. La listeriosis
presenta tasas de mortalidad entre el 20 y 30% en nifios, ancianos, mujeres embarazadas,
personas inmunocomprometidas y personas trasplantadas (WHO, 2018b).

L. monocytogenes se distribuye ampliamente en el medio ambiente, incluyendo
agua, suelo y vegetacion. L. monocytogenes tiene capacidad para sobrevivir endiferentes
condiciones ambientales extremas; por lo tanto, su crecimiento es dificil de controlar en
el sistema alimentario (Zhu et al., 2017; Melo, et al., 2015). Es una bacteria quetiene una
elevada resistencia a las condiciones ambientales, puede reproducirse en un rango amplio
de temperatura entre +2° y 45°C, resisten concentraciones altas de NaCl (7,5%), vive en
pH extremos. Por este motivo es absolutamente necesario el examen de L. monocytogenes

en alimentos y muestras medioambientales (WHO, 2019).

Los alimentos implicados en la listeriosis comprenden los derivados de la leche,
especialmente los quesos artesanales elaborados con leche cruda (Zhu et al., 2017; Rudolf
& Scherer, 2001; Soto-Varela et al., 2018; Ocampo et al., 2019; Gallegos et al., 2007), las
carnes frias como el salchichon, salami, carne de cerdo asada y refrigerada, pollo, pescado,
legumbres, hortalizas (PAHO, 2020).

La contaminacion de los alimentos por L. monocytogenes puede ocurrir en
cualquier paso de la cadena alimentaria de la granja a la mesa. Sin embargo, los brotes de
listeriosis generalmente se asocian con el consumo de ensilajes contaminados por el
ganado (Zhu et al., 2017). También puede transmitirse por contaminacion cruzada al
almacenar alimentos crudos y cocidos, y por equipos y utensilios contaminados (WHO,

2020). En Esparia la listeriosis es una enfermedad de notificacion obligatoria desde el
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2015. Entre los afios 2015-2018, se notificaron 8 brotes de listeriosis en Espafia (1369
casos confirmados) (RENAVE, 2018). En el 2019 se presentd el mayor brote presentado
en Espafa con 200 casos confirmados, 7 abortos y 3 fallecidos como consecuencia del
consumo de productos carnicos procesados (WHO, 2019).

El periodo de incubacion de la listeriosis es variable (rango 2 a 3 semanas). La
dosis infectante para Listeria es de 100 UFC/g. Los factores de virulencia losconstituyen
los antigenos somatico (O) y flagelar (H). Se ha identificado 13 serotipos de Listeria. Los
serotipos mas patdgenos al humano son 1/2a, 1/2b y 4b (Mufioz et al., 2011). La bacteria
atraviesa la barrera intestinal por endocitosis activa de las células epiteliales y es
internalizada por los macrofagos gracias a una proteina de superficie, la internalina, que
interacciona con el receptor E-cadherina de las células endoteliales y macrofagos e induce
la fagocitosis de la bacteria. Sin embargo, sobrevive por accion de la listeriolisina O y las
fosfolipasa. Luego esta bacteria puede reproducirse e invadir otras células sin exponerse
a la accion de otros componentes del sistema inmune como anticuerpos, neutrofilos o
complemento. L. monocytogenes es una bacteria con gran capacidad de invasion, puede
invadir el sistema linfatico y sanguineo hasta alcanzar el sistema nervioso central. Los
sintomas de la enfermedad son gastroenteritis, vomitos, fiebre, confusion, debilidad.
(PAHO, 2020).

Para su diagndstico clinico se realiza la prueba de oxidasa y catalasa, tincion de
Gram, se realizan las pruebas de hidrdlisis de esculina, fermentacion de los azucares
glucosa y maltosa. También se realiza la prueba de CAMP. Para su identificacion a partir
de los alimentos se tiene que realizar un enriquecimiento en caldo Fraser, con un posterior
aislamiento en agar Palcam o agar McBride. Las colonias de color verde oliva con halo
negro son presuntivas de Listeria sp. Para saber si es Listeria monocytogenes lo mejor es
confirmar los aislamientos por una prueba inmunocromatografica o por una prueba

molecular como la secuenciacién del gen ARNr 16S (ISO, 2017a).

El tratamiento para la listeriosis grave (sepsis, meningoencefalitis) se realiza con

la combinacion de ampicilina + gentamicina durante 14 dias en la sepsis y 14-21 dias en
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la meningoencefalitis (PAHO, 2020).

I1.2.- Resistencia a los antibioticos y biocidas

Elaumento de las cepas patgenas resistentes a los agentes antimicrobianos es una
de las mayores amenazas para la salud mundial, la inocuidad de los alimentos y el
desarrollo actual (WHO, 2018c). En 2050, se estima que 10 millones de personas entodo
el mundo pueden morir cada afio debido a la resistencia a los antimicrobianos (O’Neill,
2014; de Kraker et al., 2016). La resistencia a los antibioticos se produce naturalmente,
pero el uso indebido de antibidticos como su aplicacién sin formula médica
(automedicacion) y su utilizacibn como promotores del crecimiento animal esta

acelerando el proceso (Romero et al., 2017; Callejas, 2011).

Se ha determinado la presencia de S. aureus resistentes a la meticilina en quesos
artesanales en Colombia (Herrera et al., 2016), en México (Adame-GOmez et al., 2018),
Brasil (Gonzalez et al., 2017) y Egipto (Abdel-Hameid et al., 2019), entre otros. Esta
resistencia se debe a la expresion de un gen cromosomico denominado mecA que codifica
la sintesis de una proteina modificada denominada PBP2a, la cual al cambiar su
conformacion impide al agente antibacteriano bloguear la sintesis de la pared celular, al
no poder unirse a las proteinas de union a penicilina (PBP) que dirigen el entrecruzamiento
de los componentes (glucidos y péeptidos) de la pared celular. EI gen mecA es portador en
un elemento genético mévil denominado casete cromosomico estafilococico (SCC mec).
Existen seis tipos de este gen, que se denominan | a VI, y se diferencian por su tamafio
molecular y por la presencia de factores determinantes de resistencia adicionales a otros
agentes antibacterianos. Las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina a su vez pueden
ser multiresistentes a otros antibidticos como fluoroquinolonas, aminoglucésidos,
macrolidos, cetolidos, azalidos, clindamicina y tetraciclinas clasicas También se ha

determinado cepas resistentes a la vancomicina (Callejas, 2011).

Segun la organizacion mundial de la salud, bacterias gram negativas de la familia

Enterobacteriaceae como E. coli, Klebsiella sp., Salmonella sp., y Shigella sp., son los
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géneros bacterianos con mayor nimero de serotipos resistentes a los antimicrobianos
especialmente a los antibidticos R-lactdmicos (WHO, 2018c). Los antibioticos RB-
lactdmico son un amplio grupo de antibidticos que se caracterizan por presentar un anillo
B-lactamico en su estructura molecular. Entre ellos encontramos las penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos. Son antibiéticos que pueden inhibir

tanto a bacterias Gram positivas como Gram negativas.

Las enterobacterias, igual que los estafilococos, tienen como mecanismo de
resistencia, la alteracion de los sitios de accion de los antibiéticos, como las proteinas de
unién a las penicilinas, pero, ademas, pueden cambiar la permeabilidad de la membrana
externa obstaculizando que lleguen los antibioticos a su sitio de accién. También pueden
producir bombas de exporte o de salida las cuales operan tomando el antibidtico del
espacio periplasmico y expulsandolo al exterior. También pueden producir 3-lactamasas.
Las B-lactamasas son proteinas capaces de hidrolizar el anillo B-lactamico que poseen los
antibioticos de esta familia (Tafur et al., 2008). Hay dos tipos de R-lactamasas que se
destacan, las R-lactamasas tipo AmpC y las de espectro extendido BLEE. Las RB-
lactamasas tipo AmpC se distinguen de la BLEE porque no son inhibidas por el acido
clavulanico, el sulbactam y el tazobactam. Asi mismo los genes que codifican estas
enzimas pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o en plasmidos (tipo AmpC), o
solo en plasmidos como es el caso de las BLEE, lo que permitiria la transferencia
horizontal de genes mediante conjugacion a otras especies bacterianas. Ademas, se ha
determinado que el mismo plasmido que porta los genes de BLEE, pueden encontrarse
genes que codifican resistencia para otras clases de antibioticos como aminoglucosidos,
tetraciclinas y trimetoprim/sulfametoxazol, lo cual puede contribuir a la multiresistencia
(Callejas, 2011).

Otro mecanismo que confiere resistencia es la produccion de carbapenemasas.
Estas enzimas hidrolizan los antibidticos carbapenems. Puede codificarse en el
cromosoma o en elementos méviles como los transposones. Algunas de estas enzimas
requieren un metal como cofactor para su funcionamiento. Por ello se le llaman

metalodependientes. Otras se les ha asignado el nombre de carbapenemasas de serina.
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Existen otros tipos de enzimas que confieren resistencia a los aminoglucésidos por
transferencias de grupos quimicos. Estas enzimas son metilasas, acetil-transferasas,
nucleotidiltransferasas y fosfotransferasas (Callejas, 2011; Tafur et al., 2008). Los genes
que codifican a estas enzimas también estan en plasmidos, por lo cual podria conllevar a

la multiresistencia.

De otro lado, se ha demostrado que la exposicién sub-inhibitoria a los biocidas por
periodos prolongados, genera resistencia a los antibioticos (Wesgate et al., 2016). Los
biocidas son sustancias quimicas utilizadas para destruir o neutralizar cualquier
microorganismo dafiino presente en equipos, utensilios y superficies utilizados en la
industria alimentaria (European Parliament and Council, 2012). Los principales biocidas
utilizado en la industria de alimentos son compuestos a base de cloro, &cido peracético,

compuestos de amonio cuaternario y fenoles (Romero et al., 2017).

11.3.- Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son las mas abundantes en los derivados lacteos.
Las BAL son bacilos o cocos, Gram positivos, no esporulados, catalasa y oxidasa
negativos, anaerobios facultativos, sin embargo, crecen mejor en condiciones
microaerofilicas. Producen acido lactico como producto final mayoritario de la
fermentacion de carbohidratos (Parada et al., 2007). Pertenecen al filo Firmicutes, clase
Bacilli, orden Lactobacillales. Las familias que dominan la microbiota de los derivados
lacteos son las familias Streptococcaceae, Leuconostocaceae, Lactobacillaceae y
Enterococcaceae (Quigley et al., 2013). Los principales géneros que conforman estas
familias son: Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, y
Streptococcus (Egan et al., 2016; da Silva et al., 2014) (Tabla 3).
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Tabla 3. Bacterias acido lacticas representativas en la industria de alimentos

Familia Género Especies representativas
Lactobacillaceae Lactobacillus sp., L. acidophilus, L. bulgaricus, L.
Pediococcus sp. lactis, L. casei, L. plantarum, L.

reuteri, L. rhamnosus, P.

pentosaceus, P. acidilactici

Streptococcaceae Streptococcus Streptococcus thermophilus,
sp., Lactococcus Lactococcus lactis,
sp.

Enterococcaceae Enterococcus sp. Enterococcus faecalis,

Enterococcus faecium

Leuconostocaceae Leuconostoc sp. Leuconostoc mesenteroides

Las BAL son muy importantes en la industria alimentaria por sus propiedades. La
mayoria de las BAL tiene el estatus de Generally Regarded As Safe (GRAS) y de Qualified
Presumption of Safety por la Food and Drug Administration (FDA) y la European Food
Safety Authority (EFSA), es decir que no causan dafio al ser humano. Las BAL mejoran la
textura, el sabor y el aroma de los alimentos debido a la actividad enzimatica glucolitica,
proteolitica y lipolitica. Tienen la capacidad de aumentar la presencia de aminoacidos
esenciales y vitaminas B en los alimentos fermentados. Las BAL pueden remover de los
alimentos aflatoxinas, taninos y fitatos (Mutukumira et al., 2015). Ademas, son
protectores y conservadores naturales de los alimentos, porque la disminucién del pH
durante la fermentacién, sumado a la produccién de peréxido de hidrégeno, diacetilo,
acetoina y bacteriocinas, aumentando su vida Util e impidiendo el crecimiento de bacterias

patogenas.

A nivel de género en los quesos madurados dominan especies como Lactococcus
sp., Streptococcus sp. y Leuconostoc sp. (Quigley et al., 2013). Las especies importantes
desde el punto de vista alimentario ampliamente utilizadas como cultivos iniciadores en

la elaboracién de derivados lacteos fermentados son S. thermophilus, L. lactis y L.
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mesenteroides.

Streptococcus thermophilus tiene morfologia cocoide y se agrupa en cadenas. No
forman esporas y no son méviles. Es homofermentativo y puede crecer a 42°C. Presenta

o hemolisis en agar sangre.

Lactococcus lactis es una bacteria de morfologia cocoide que se agrupa
generalmente en pares. No forman esporas y no son méviles. Es homofermentativo,
pueden crecer en concentraciones de NaCl del 4%, toleran la acidez y resisten
temperaturas de 42°C, pero no crecen a 45°C. No producen hemdlisis en agar sangre.
(Frece et al., 2014).

Leuconostoc mesenteroides generalmente es de morfologia cocoide y agrupa en
cadenas. Son bacterias heterofermentativas porque producen ademas de &acido lactico a
partir de la lactosa, etanol y CO. Se caracterizan por producir exopolisacaridos como el
dextrano. Pueden llegar a ser patdgenos oportunistas en personas inmunosuprimidas (Bou
et al., 2008). Se caracterizan por resistir la acidez, concentraciones del 4% de NaCl y

temperatura de 45°C. Son resistentes a la vancomicina (Castro et al., 2015).

I1.3.1.- Bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas

Las bacteriocinas son péptidos bacterianos de sintesis ribosémica producidas de
forma natural durante la fermentacion. Las bacteriocinas han llamado la atencion de la
comunidad cientifica mundial, por el potencial que tiene para ser utilizadas en la
conservacion de alimentos, principalmente en la produccion de alimentos minimamente
procesados, como una alternativa para reemplazar los aditivos quimicos. Estan
constituidas principalmente por aminoacidos cargados positivamente, que pueden
interactuar con las membranas celulares de bacterias, inhibiendo su crecimiento (Heng et
al., 2007). Se puede decir que todas las bacterias producen al menos una bacteriocina
(Favaro et al., 2015).
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11.3.1.1.- Ventajas y desventajas de la aplicacion de las bacteriocinas en alimentos

Las bacteriocinas de BAL inhiben el crecimiento de bacterias patdgenas y
alteradores a muy bajas concentraciones (da Silva et al., 2014), son seguras para consumo
humano porque al llegar al tracto gastrointestinal son inactivadas por proteasas de origen
pancredtico y gastrico (tripsina y pepsina). Algunas son resistentes al calor, a la acidez y
a sustancias quimicas como urea, EDTA, Tween 80, NaCl (Favaro et al., 2015; Egan et
al., 2016), no alteran las propiedades sensoriales de los alimentos (Zacharof & Lovitt,
2012) y pueden utilizarse como cultivos iniciadores, 0 como bacteriocinas semi-
purificadas o purificadas. Su actividad se ve potenciada con niveles bajos de pH y pueden
llegar a ser mas efectivas de manera combinada con otros tratamientos térmicos y no
térmicos (Pérez-Pulido et al, 2015). Algunas bacteriocinas, también sugieren la
posibilidad de mejorar y potenciar las caracteristicas de los productos de los que hansido
aisladas. Se ha determinado que las bacteriocinas pueden ayudar a acelerar el proceso de

maduracion de los quesos (Favaro et al., 2015) (Tabla 4).

Sin embargo, las bacteriocinas presentan algunas desventajas. La mayoria de las
bacteriocinas no presentan actividad contra bacterias Gram negativas, levaduras,
micobacterias y virus (Schirru et al., 2012). Segun Grande et al. (2014), las bacterias Gram
negativas podrian llegar a ser diez veces mas resistentes a las bacteriocinas que las
bacterias Gram positivas. La actividad de las bacteriocinas también puede ver afectada
por las caracteristicas fisicoguimicas de los alimentos como el alto contenido de grasa y
proteinas. La solubilidad de las bacteriocinas también puede verse afectada por altos
valores de pH en los alimentos, como también el uso de aditivos quimicos, llegando a
inhibir su accién (Favaro et al., 2015). Las bacteriocinas pueden perder su actividad por
la produccion de enzimas proteoliticas que generan algunos microorganismos
degradandolas. Otra desventaja que presenta el uso de bacteriocinas es la generacién de
resistencia a las bacteriocinas por algunas bacterias (de Freire et al., 2015). Se han
reportado casos de resistencia natural o intrinseca y resistencia adquirida (Ennahar &
Deschamps, 2000). Estudios relacionados sobre resistencia a las bacteriocinas en L.

monocytogenes, L. innocua, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus bovis, concluyen
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que la resistencia se relaciona con cambios en la pared y membrana celular, como
alteraciones en el potencial eléctrico, la fluidez, la carga y la composicion de lipidos de
membrana o espesor de la pared celular, dificultando asi la formacion de poros (Mantovani
& Russell, 2001) (Tabla 4).

Tabla 4. Ventajas y desventajas del uso de las bacteriocinas
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11.3.1.2.- Clasificacion de las bacteriocinas

Heng et al. (2007) clasificaron las bacteriocinas de acuerdo a su mecanismo de

accion y caracteristicas estructurales en:

Clase I: Lantibidticos. Son péptidos pequefios (< 5 kDa), policiclicos, estables al
calor, activos a nivel de membrana, contienen algunos aminoacidos poco comunes en su
composicion como lantionina, p-metil-lantionina y dihidroalanina modificados

postraduccionalmente; se subdividen en:

Clase | a: Péptidos de 2,1 a 3,4 kDa, elongados y cationicos (2 a 7 cargas
positivas). Actdan a nivel de membrana y engloban a los antibioticos de un solo péptido
y a aquellos que requieren la presencia de dos péptidos para ejercer su actividad

antimicrobiana total.

Clase I b: Péptidos globulares e hidrofobos que actian como inhibidores
enzimaticos. Tiene un tamafo comprendido entre 1,9 y 2,0 kDa sin carga o cargados

negativamente.

Clase Il: No lantibioticos: bacteriocinas lineales y no modificadas
postraduccionalmente en su estructura primaria. Son péptidos pequefios (< 10 kDa) y
termoestables, que actdan a nivel de la membrana plasmatica. El representante mas
caracteristico de este grupo es la pediocina PA-1, la bacteriocina mas estudiada después

de la nisina. Este grupo se subdivide en:

Clase Il a: Tienen la secuencia consenso en la region N-terminal TGNGVXC (T:
tirosina, G: glicina, N: asparagina y V: Valina), muestran una potente actividad inhibitoria

frente a Listeria spp., y sus representantes caracteristicos son la pediocina PA-1.

Clase Il b: Formadores de complejos para la formacion de poros que contienen

dos péptidos diferentes. Los dos péptidos son necesarios para una mejor actividad
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antimicrobiana, y actian mediante un mecanismo de formacion de poros en la membrana
plasmética. En este grupo se encuentran la lactococcina M y G producidas por cepas de

L. lactis.

Clase 11 c: Péptidos pequefios, termoestables, no modificados y que se transportan
mediante péptidos sefial. En esta subclase solamente se reportan las bacteriocinas

divergicina A, lactococina.

Clase I11: Bacteriocinas de elevado tamafio molecular (>30 kDa) y termolabiles.
Las bacteriocinas mas conocidas de esta clase son helveticina J, acidofilicina A, lactacinas

Ay By lacaseicina.

Clase 1V: Bacteriocinas complejas. Son péptidos con una parte proteica y una o
mas fracciones lipidicas o glucidicas necesarias para su actividad biolégica. Por tanto, esta
clase incluye bacteriocinas que se consideran como glicoproteinas (lactocina S) o como

lipoproteinas.
Clase V: Bacteriocinas de estructura circular 'y no modificadas

postraduccionalmente. A esta clase pertenecen la enterocina AS-48 y la gasericina A
(Figura 2).
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Clase l.
Lantibidticos.
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modificados,

a. Péptidos de 2,1 a 3,4 kDa,
elongados y cationicos (2 a 7
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consisten de dos péptidos
diferentes.
c. Péptidos pequefios, no

modificados y que se transportan
mediante péptidos sefial.

Figura 2. Clasificacion de las bacteriocinas segin Heng et al. (2007)

11.3.1.3.- Bacteriocinas mas estudiadas y su efecto sobre bacterias patdégenas o alterantes

Las bacteriocinas han sido obtenidas por fermentacion de bacterias aisladas de

diferentes alimentos especialmente de quesos y derivados lacteos (Winkelstroter et al.,
2015; Alegria et al., 2015; Gonzalez et al., 2007; Fernandez, 1996). Son producidas de

forma natural y excretadas durante la fase logaritmica, generalmente influenciada por

mecanismos de quorum sensing y por algunas sefiales de estrés, como una estrategia de
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competencia por espacio y nutrientes (Martinez et al., 2019). La nisina es una bacteriocina
producida por la bacteria L. lactis aislada de la leche. Es la Unica bacteriocina aprobada
por la American Food and Drug Administration (FDA). Actualmente es utilizada en 54
paises como aditivo en alimentos, especialmente en quesos procesados a una
concentracion de 12 mg/kg (da Silva et al., 2014). La nisina tiene una masa molecular de
3353,53 Da, es clasificada en la clase I, es termoestable y acidotolerante (Egan et al.,
2016). Se han descubierto cinco variantes de lanisina: A, Z, F, Q y U. Lanisina Ay Z que
estan constituidas por 27 aminoacidos. La nisina A tiene una masa de 3516,78 Da y se
diferencia con la Z porque tiene en la posicion 27 una histina, mientras que la nisina Z,
tiene en la posicién 27 una asparagina. La nisina Z tiene una masa de 3493,74 Da. La
nisina F, presentd una masa de 3479,71 Day fue aislada de Bagre de agua dulce (Clarias
gariepinus) (De Kwaadsteniet, 2008), mientras que la nisina Q producida por
Streptococcus uberis fue aislada de derivados lacteos, tiene una masa de 3489,73 Da y
contiene 31 amino&cidos. La nisina U presentd una masa de 3192,37 Da y difiere de las
otras nisinas en 12 de sus aminoacidos, lo que equivale a un porcentaje de similitud del
82% (Wirawan et al., 2006).

La sintesis de la nisina A es compleja, requiere procesos de transcripcion,
traduccion, modificaciones post-traduccionales, secrecién y procesamiento de sefiales
celulares muy variadas Es un péptido policiclico compuesto por residuos aminoacidicos
deshidratados (dehidroalanina y dehidrobutirina) y cinco anillos de lantionina y/o p-metil-
lantionina formados por puentes disulfuro, en su cadena aminoacidica Tiene caracter
cationico y es una molécula anfipatica ya que el extremo N-terminal es hidrofobico y el
extremo C-terminal contiene la mayoria de los aminoacidos cargados e hidrofilicos.
Ademas, los cinco anillos de su estructura tienen una cara hidrofobica y otra hidrofilica
(Field et al., 2015; Cheigh & Pyun, 2005).

Se ha determinado que la nisina posee un amplio espectro de inhibicion ante
microorganismos Gram positivos. Es capaz de inhibir el crecimiento de bacterias
patdgenas como S. aureus y Listeria sp., en quesos Camembert, Ricotta y Machengo
(Cintas et al., 2001).
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También se ha detectado que tiene actividad frente a diferentes microorganismos
esporulados como Bacillus sp., y Clostridium sp. La nisina A producida por Lactococcus
lactis subsp. lactis, present6 actividad frente a Bacillus cereus, B. pumilus, B. subtilis, B.
circulans, B. coagulans, Clostridium perfringens, C sporogenes, C. butyricum y C.
tyrobutyricum. La nisina Z producida por Lactococcus lactis NIZO 22186, presentd
actividad frente a diferentes especies de B. cereus, B. pumilus, B. subtilis, Clostridium
perfringens, C. sporogenes C. butyricum y C. tyrobutyricum. La nisina Q producida por
L. lactis 61-14, presentd actividad frente a Bacillus circulans, B. subtilis, B. coagulans

(Egan et al., 2016).

Lactococcus lactis también produce otro tipo de bacteriocinas denominadas
lacticinas. Las lacticinas son péptidos que incluyen residuos inusuales de dehidrobutirina,
lantionina y 3-metillantionina. Las lacticinas igual que la nisina, son estables al calor
(121°C durante 15 minutos), son acidotolerantes (pH 2). A diferencia de la nisina, es
estable en condiciones alcalinas pH (12), pero con un espectro de actividad antimicrobiana
menor. Pueden inhibir microorganismos patdgenos como L. monocytogenes, bacterias del
acido lactico y especies de estafilococos. La lacticina Q, producida por L. lactis QU 5
aislada del maiz, tiene una masa de 5917,05 Da y comprende 53 aminoéacidos (Fujita et
al., 2007), mientras que la lacticina Z tiene una masa molecular de 5959,09 Da (Iwatani et
al., 2007). Estas dos bacteriocinas difieren en tres residuos de aminoacidos en las
respectivas posiciones 10, 33 y 44 dentro de sus estructuras primarias (lacticin Z, dos lle,
Glu; lacticin Q, dos Leu, Ser) También se ha reportado que L. lactis produce una
bacteriocina conformada por dos péptidos (2847 y 3306 m/z) denominada lacticina 3147
(Morgan et al., 2005).

Se ha descrito que L. lactis también produce unas bacteriocinas denominadas
lactoccocinas. Las lactococcinas son bacteriocinas no lantibioticas que incluyen
bacteriocinas similares a pediocina (clase Ila) como lactococina MMFII cuyo peso
molecular es de 4163,25 Da. También pertenecen a este grupo las bacteriocinas de dos

componentes peptidicos (clase 11b) como lactococina-G a, cuyo peso molecular es de
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4364,59 Da y lactococcina-G B cuyo peso molecular es de 4128,38 Da, las bacteriocinas
activadas por tiol (clase Ilc) como lactococcina-B de 5346,8 Da y las bacteriocinas
especificas de Lactococcus (clase 1ld) como lactococina A o dipococcina cuyo peso
molecular fue de 5797,31 Day lactococina 972 (Alegria et al., 2010).

La pediocina es una bacteriocina producida por Pediococcus acidilactici,
Pediococcus parvulus y L. plantarum WHE92. Tiene un peso molecular de 4,6 kDa, esta
conformada por 44 aminoécidos, no requiere modificacion postraduccional, tiene carga
neta positiva, con altas regiones hidrofobicas, presenta dos puentes disulfuro. Es estable
al calor y pH 4, pero es inactiva a pH 7 y temperaturas de 80°C durante 60 minutos
(Ennahar & Deschamps, 2000).

La pediocina ha sido utilizada para la preservacion de alimentos por tener una alta
accion inhibitoria contra L. monocytogenes en carne, quesos Yy leche en polvo (Nieto-
Lozano et al., 2010). La pediocina AcH presenta actividad antagonica contra L.

monocytogenes, S. aureus y E. coli O157:H7 en leche y quesos Cheddar y Munster.

Hasta ahora, solo la nisina y la pediocina PA-1 se han comercializado como
aditivos alimentarios. Sin embargo, otras bacteriocinas producidas por BAL también
ofrecen perspectivas prometedoras como bioconservantes en los alimentos, como por

ejemplo la enterocina AS-48 (Sanchez-Hidalgo et al., 2011).

La enterocina AS-48 es una bacteriocina producida por la bacteria Enterococcus
faecalis AS-48, presenta una estructura circular cationica conformada por 70 aminoacidos
formando 5 alfa hélices con una estructura globular compacta de 7,14 kDa y con un punto
isoeléctrico de 10,09. Es estable en un amplio rango de temperatura y de pH y frente a
algunos agentes desnaturalizantes, es sensible a proteasas digestivas, lo cual la hace muy
conveniente para su aplicacion a algunos alimentos. Los determinantes genéticos de la

enterotoxina AS-48 estan codificados en un plasmido (Grande et al., 2014).

Tiene una amplia actividad bactericida contra bacterias Gram-positivas,

41



incluyendo varias bacterias patdégenas tales como Staphylococcus aureus y bacterias que
deterioran los alimentos como Alicyclobacillus acidoterrestris, B. cereus, Paenibacillus
spp., Geobacillus stearothermophilus, Brochothrix thermosphacta, y Staphylococcus
carnosus. Se ha determinado que las micobacterias (Corynebacterium, Mycobacterium y
Nocardia) son muy sensibles a la enterocina AS-48. También L. monocytogenes puede
ser inhibida con una concentracion de 0,1 pg/mL de la bacteriocina. Bacterias
esporoformadoras anaerobias facultativas y anaerobias estrictas fueron sensibles a la
bacteriocina. Cuando se aplico en altas concentraciones tuvo efecto inhibitorio frente a

algunas bacterias Gram negativas como E. coli y S. enterica (Grande et al., 2014).

Un estudio evaluo el efecto de agregar la cepa E. faecalis A-48-32 sobre el proceso
de maduracion del queso Machengo. Se concluyé que la cepa produjo la bacteriocina, la
cual fue estable durante un periodo de maduracion de 90 dias. Su adicion disminuyo las
poblaciones de Bacillus sp. en el queso, especialmente sobre las células vegetativas. La
adicién de la cepa no tuvo efecto sobre el cultivo starter, ni sobre la produccion de acido
lactico (Mufioz et al., 2004).

En otro estudio, se determind el efecto de la enterocina AS-48 contra S. aureus en
queso fresco. Los resultados mostraron una fuerte inhibicién de las poblaciones de S.
aureus por debajo de 1 log UFC/g durante el almacenamiento durante 28 dias a 4°C
(Ananou et al., 2008).

Se ha determinado que la bacteriocina AS-48 puede producirse a gran escala
utilizando lactosuero enriquecido con proteinas de la leche (como el preparado Esprion
300); los factores criticos para la produccién de la enterotocina AS-48 fueron la

estabilizacion del pH a 6,5 y concentracién de 1% de glucosa (Ananou et al., 2008).

También se han descrito bacteriocinas producidas por L. plantarum en derivados
lacteos (da Silva et al., 2014). Una de ellas es la plantaricina MG, la cual fue producida
por una cepa de L. platarum aislado de “Jiaoke”, un producto lacteo fermentado de origen

chino. La plantaricina fue purificada por precipitacion con sulfato de amonio, seguido por
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filtracion en gel y cromatografia de fase reversa. La espectrofotometria de masa demostrd
que la plataricina MG tiene una masa molecular de aproximadamente 2180 Da. La
bacteriocina fue estable al calor, retuvo su actividad entre pH 2 y 10, fue sensible a
enzimas proteoliticas y su modo de accion fue bactericida. Da Silva et al. (2014),
determinaron que la plataricina MG pudo inhibir a bacterias como Listeria sp., S. aureus,

Salmonella sp. y E. coli, y formas esporuladas de B. cereus, B. subtilis y C. perfringens.

11.3.1.4.- Técnicas utilizadas para seleccionar, caracterizar y purificar bacteriocinas

Las bacteriocinas se liberan al medio en la fase exponencial del crecimiento
microbiano (Martinez-Viedma et al., 2009). Lo primero que se hace es el aislamiento y la
seleccion de cepas bacteriocinogénicas. La produccion de bacteriocinas se evalla
mediante los métodos de la gota, difusion en disco, 0 mediante la prueba de difusion en
pozos de agar (Balouiri et al., 2016; Chandrasekar et., 2015). La prueba de difusion en
pozos de agar es la mas adecuada para cepas que producen sustancias antimicrobianas con
actividades relativamente bajas (Zou et al., 2018). Este método se realiza generalmente en
un medio de cultivo denominado BHA tamponado. Consiste en poner una primera capa
de agar solida (1,0-1,5%) en cajas de Petri esteriles. Luego se coloca las torrecillas Oxford
estériles y una segunda capa de agar semisélido con la bacteria indicadora (generalmente
es la cepa patdgena) a 50°C denominada sobre-capa y se deja solidificar. Después se
quitan las torrecillas y se forman pozos en los cuales se cargan las muestras, que en este
caso son los sobrenadantes de las BAL los cuales se sospecha que contienen las sustancias
antibacterianas. Las placas se incuban para permitir el crecimiento del microorganismo
indicador y la difusion de la muestra. Si se presenta actividad antibacteriana, se observara
un halo de inhibicion alrededor del pocillo (Olvera-Garcia et al., 2015; Balouiri et al.,
2016).

Las cepas bacteriocinogénicas tienen que caracterizarse, de tal manera que se
identifique si se trata de una cepa patdgena. Si es asi, en el caso de que tenga una gran
actividad no se podria utilizar para la aplicacion de alimento. Siempre se le da prioridad a

las cepas que no son patégenas. Esta caracterizacion se da mediante técnicas fenotipicas
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como genéticas. Ademas, se tienen que conocer las caracteristicas del microorganismo,
saber a qué especie pertenece, cual es su temperatura Optima, cual su pH 6ptimo de
crecimiento, si es aerobio, anaerobio facultativo, aerobio estricto o microaerofilico.
También es importante saber el perfil bioquimico de las cepas seleccionadas, el medio de
cultivo 6ptimo para su crecimiento, el cual para su produccion masiva deberia ser de bajo
costo (Ananou et al., 2008). Se ha determinado que existen medios comerciales para el
crecimiento de las BAL. Entre los mas comunes son el caldo De Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) y el medio Elliker. No obstante, para la produccion en masa de las bacteriocinas se
recomienda utilizar sustratos econémicos. El lactosuero, subproducto de la elaboracion del
queso, podria ser utilizado para la produccién de bacteriocinas (Ananou et al., 2008).
Luego se debe de realizar una curva de crecimiento en el medio de cultivo seleccionado
con el fin determinar el tiempo donde ocurre la mayor produccion de bacteriocina. Luego
de conocer cual es el tiempo en el cual se produce la mayor concentracion de bacteriocina
se debe de eliminar la biomasa microbiana, recuperar la bacteriocina y concentrarla. Las
bacteriocinas pueden llegar a purificarse y concentrarse del medio de cultivo por diferentes
métodos. Los métodos de purificacion se seleccionan en funcion de las caracteristicas del
péptido antimicrobiano con el que se trabaje. Para ello se tienen que evaluar la resistencia
al calor, la tolerancia a diferentes valores de pH y a diferentes concentraciones de
sustancias organicas. Ademas, se tiene que realizar una revision bibliografica exhaustiva
especialmente de estas caracteristicas, como también de la masa molecular y las
propiedades de carga de las “posibles” bacteriocinas (Zou et al., 2018). Actualmente los
mecanismos que se perfilan como idoneos para estos fines son las técnicas de
precipitacion, ultrafiltracion, secado por electrospray, dialisis y cromatografia de

intercambio catidnico entre otras (Zou et al., 2018; Olvera-Garcia et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion de las diferentes técnicas que se utilizan para la purificacion
de las bacteriocinas

La precipitacion de proteinas ocurre por la neutralizacion de cargas de la superficie
de la proteina por la sal, por la reduccion de la actividad acuosa de la proteina y por la
disminucion efectiva de la concentracion de agua en el medio, este fenGmeno se conoce
como “salting out”. Una de las sales que mas se han utilizado para la precipitacion de
proteinas es el sulfato de amonio (Zou et al., 2018). Un limitante de la precipitacion de
proteinas con sales es que se tiene que realizar una purificacidn adicional porque queda la
residualidad de los productos quimicos. Cuando se hace una precipitacion con sales,
generalmente se realiza un proceso de dialisis (Gong et al., 2010). También se puede lograr
la precipitacion por solventes (acido tricloro acético, cloroformo, etanol; Olvera- Garcia
etal., 2015). Laextraccion consolventes organicos es mas simple que la utilizacion de sales,

sin embargo, estos métodos son mas costosos, y su utilizacion puede contaminar
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elambiente, algunos solventes son toxicos y pueden afectar la actividad de la bacteriocina.
También se pueden utilizar polimeros organicos, como resinas macroporosas, sinembargo,

requiere otros pasos en la extraccion (Zhu et al., 2014).

Las bacteriocinas producidas por BAL en su mayoria tienen cargas negativas, lo
cual permite su purificacion mediante absorcion sobre matrices de intercambio catiénico
y posterior elucién a partir de las mismas. Ejemplos de este procedimiento son la
purificacion de la enterocina AS-48, mediante cromatografia de intercambio catiénico en
geles de Sephadex CM25 (Abriouel et al., 2003), y purificacion de la enterocina P,
mediante cromatografia de intercambio cationico en geles de Sepharose (Parveen et al.,
2016).

Se ha descrito que las bacteriocinas pueden ser purificadas simplemente mediante
un procedimiento de dos pasos (Abriouel et al., 2003). El primer paso es la recuperacion
de la bacteriocina mediante cromatografia de intercambio ionico sobre un gel como CM
Sephadex® C-25 (Sigma C25120). El gel es preparado reconstituyendo el producto
comercial y luego se agrega directamente al cultivo bacteriano productor de la
bacteriocina, el cual debe tener un pH entre 6 y 10, preferible 6,5. Posteriormente la
mezcla se agita y se decanta por otros 30 minutos. El sobrenadante (medio de cultivo) se
remueve Y luego el gel se carga en una columna de vidrio. Posteriormente el gel se eluye
aplicando voliumenes de agua destilada seguido de una solucion de NaCl (0,5-1,5 M) en
agua destilada. Las eluciones se recogen, se filtran por membrana (0,22 um, Millipore).
Posteriormente se determina la actividad antimicrobiana de los eluidos y se seleccionan

las fracciones que tienen mayor actividad antimicrobiana.

El paso final de la purificacion de la bacteriocinas es la cromatografia de fase
reversa de alta resolucion (RP-HPLC). Para ello se acopla al equipo columnas de
exclusion de tamafio, especificas para separar polipéptidos (Zhu et al., 2014; Chang et al.,
2013). Se inyectan los eluidos obtenidos por intercambio cationico con mayor actividad
antimicrobiana. Las moléculas de bacteriocina quedan retenidas por la columna. El

material retenido en la columna luego es eluido con un gradiente de solventes organicos
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preferiblemente alcohol isopropilico/acetonitrilo/acido acido trifluoroacético (Abriouel et
al., 2003). La bacteriocina es colectada en diferentes fracciones acorde a sus picos de
absorbancia detectados en el espectro ultravioleta (200-210 nm), posteriormente pueden
ser guardadas a -20°C o liofilizadas y redisueltas en agua destilada (Ananou et al., 2008).
La pureza y masa molecular de la bacteriocina puede ser evaluada por SDS-PAGE en
geles de acrilamida al 15% (Chang et al., 2013; Abriouel, 2003) sin embargo es un proceso
complejo que lleva mucho tiempo y las estimaciones de masa molecular no pueden
determinarse con precision mediante la observacion de bandas electroforéticas (Zou et al.,
2018).

La masa molecular de las bacteriocinas puede ser determinada mediante
espectrofotometria de masas MALDI-TOF-MS (Gong et al., 2010). La espectrometria de
masas MALDI-TOF se denomina MALDI por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization (desorcion/ionizacion por laser asistida por matriz) y TOF por el
analizador Time of Flight (tiempo de vuelo) que se integra tipicamente con fuentes de
ionizacion MALDI (Figura 3).

La tecnica consiste en la formacién de iones utilizando pulsos de luz laser sobre
una muestra cristalizada, lo cuales son expulsados de la muestra al vacio para luego ser
analisis por desorcidn. Esta técnica se ha utilizado ampliamente en el analisis de péptidos.
Es una técnica facil, reproducible, exacta y muy sensible, permite detectar concentraciones
del orden de picomoles (Rose et al., 1999). Sin embargo, las muestras que contiene una
gran concentracion de sales, detergentes y glicerol, pueden suprimir la sefal
completamente o resultar en un cambio en los patrones espectrales, afectando la
reproducibilidad del método (Wang et al., 1998). Uno de los medios de cultivo mas
comunes empleados en el laboratorio de microbiologia para la produccién de bacteriocinas
a partir de BAL, es el caldo MRS. Este caldo estd compuesto por un detergente llamado
Tween, por lo cual este medio puede intervenir en el analisis. Por lo cual se recomienda la
purificacion parcial de la bacteriocina para obtener una muestra mas limpia y mas
concentrada para su analisis por MALDI-TOF-MS. Se ha comprobado que una

purificacion parcial mediante cromatografia de intercambio catiénico y también por
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RP-HPLC, permite una mejor resolucion y sensibilidad al analizar las muestras de
bacteriocinas mediante MALDI-TOF-MS (Zou et al., 2018; Rose et al., 1999). Sin
embargo, este procedimiento puede consumir mas tiempo, puede dar lugar a pérdida de la
bacteriocina e inclusive pueden introducir més contaminantes a las muestras (Rose et al.,
1999). Experimentos realizados por Garcia-Cayuela et al. (2017), pudieron detectar
bacteriocinas (nisina y lacticina 481) en BAL aisladas de quesos elaborados con leche
cruda, directamente a partir de su crecimiento en caldo M17. Ademas, la técnica detectd
otras proteinas de una masa molecular baja (2-4 kDa), que no coincide con las ya
reportadas en las bases de datos y que podrian considerarse como péptidos

antimicrobianos potenciales.
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I11.- Métodos utilizados para determinar la composicién bacteriana del queso

[11.1.- Métodos dependientes de cultivo

Las técnicas dependientes de cultivo son aquellas que consisten en aislar y cultivar
cepas antes de su identificacion de acuerdo con las caracteristicas fenotipicas o
genotipicas. Las ventajas de estas técnicas es que permite detectar microorganismos
viables, es decir metabdlicamente activos. El analisis de las comunidades microbianas por
métodos dependientes del cultivo es laborioso y requiere el uso de métodos y condiciones
selectivas que son especificos para cada grupo microbiano. Ademas, requieren mucho
tiempo por los largos periodos de incubacion. Algunos procedimientos pueden durar una
semana. También tienen como desventaja que solo se permite analizar una fraccion de la
comunidad, porque solo una pequefia fraccién de microorganismos puede ser recuperado
en medios de cultivo mediante modos semi-aleatorios de seleccion de colonias y, a
menudo, los aislamientos no parecen representar el inventario taxonomico real de
microorganismos pues algunos microorganismos son malos competidores y por lo tanto,

no son facilmente recuperables (Ndoye et al., 2011).

Entre los métodos dependientes de cultivo mas utilizado en la industria de
alimentos estan recuento en placa, el recuento en placa con confirmacion posterior,
Numero mas probable y/o tubos multiples de fermentacion (NMP/mL) y técnicas de

enriquecimiento selectivo.

I11.1.1.- Recuento en placa

Es un método directo de la medida de la densidad celular o masa poblacional, tiene
como ventaja que revela Unicamente los microorganismos viables. Consiste en realizar
diluciones seriadas en base 10 de la muestra en una solucién isotonica estéril hasta que los
microorganismos queden lo suficientemente diluidos como para poder ser contados en un
medio de cultivo. Posteriormente se siembran alicuotas de las diluciones seriadas en placa
profunda o mediante extension o superficie. EI método de siembra en placa profunda

consiste en agregar 1 mL de cada una de las diluciones seriadas sobre cajas de Petri
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vacias estériles, a las cuales se le agrega el agar fundido a una temperatura aproximada de
50°C y se mezclan bien, con movimientos suaves sobre la superficie de la mesa, antes de
que se solidifique el medio de cultivo. Posteriormente se incuban las cajas solidificadas y
luego se realiza el recuento en placa de las unidades formadoras de colonias (UFC/g o
mL) de una muestra. EI método por extension o superficie consiste en agregar 0,1 mL de
la dilucion en cajas de Petri con el medio previamente solidificado. Posteriormente se
realiza una dispersion uniforme de la alicuota con asas de Hockey o rastrillo de vidrio o
acero, luego las cajas se incuban a la temperatura éptima y se realiza el recuento de UFC/g
o mL. Existe una variante del método de recuento en placa el cual se aplica cuando el
microorganismo requiere una identificacién posterior. Se debe realizar Unicamente el
recuento de las colonias presuntivas (colonias tipicas de ese microrganismo creciendo en
ese medio de cultivo selectivo y/o diferencial). Luego se toma un nimero determinado de
colonias presuntivas (por lo general se toman 5 colonias) y se confirman con pruebas de
identificacion. Luego se corrige el recuento mediante la aplicacion de una formula
(ICONTEC, 2009).

[11.1.2.- NUmero més probable

El nimero mas probable (NMP/g o mL) es un método matematico indirecto que
permite estimar la poblacion de un grupo microbiano basandose en la observacion de la
presencia ausencia de una o varias caracteristicas de microorganismos (positiva o

negativa) utilizando tablas de probabilidades estadisticas de Poisson.

Este método es menos preciso que el recuento en placa cuando se trata de muestras
que contienen altas poblaciones microbianas, pero es mas eficaz en muestras que
contienen poblaciones bajas de microorganismos. Este método tiene sus variantes. El
método clasico consiste en realizar diluciones seriadas de la muestra en una solucién
isotonica y cultivar 1 mL de 3 diluciones seriadas por triplicado en caldo selectivos y
diferenciales. Pasado el tiempo de incubacion se realiza una prueba confirmativa
sembrando una asada en nuevos tubos de fermentacion y luego realizando una prueba

complementaria, la cual consiste en aislar e identificar las bacterias en agares selectivos y
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diferenciales. Luego se determinan los tubos positivos por dilucion y se estima el nimero
mas probable de microorganismos en la muestra original mediante la interpretacion de la
tabla de probabilidades estadisticas de Poisson y la aplicacion de la formula. La precision
del método aumenta alaumentar el nimero de replicacion por dilucion (ICONTEC, 2009).

La técnica del NMP/g o mL tiene como desventaja que puede durar varios dias,
consume tiempo y muchos materiales. Hoy en dia, la técnica ha sido mejorada con el
disefio de medios de cultivo cromogénicos y fluorogénicos. También es conocida como
técnica enzima-sustrato definido. EI procedimiento es el mismo que para los tubos
multiples de fermentacion, con la diferencia que no se requiere una prueba confirmativa,
ni una identificacion posterior. El método detecta simultaneamente coliformes totales y
E. coli después de 18 h de incubacion a 37°C. El medio de cultivo tiene lauril sulfato de
sodio que inhibe a los Gram positivos. También presenta un compuesto cromogénico
conocido como X-GAL (5-bromo.4-cloro-3 indolil 3-D-galactopriranosido) el cual es
escindido por la enzima 3-D-galactosidasa produciendo un color verde azulado al medio
de cultivo, lo cual indica presencia de coliformes. EI medio a su vez tiene un sustrato
fluorogénico denominado 4-metilumberifenil 3-D-glucdnido, el cual es escindido por la
R-D-gucuronidasa produciendo fluorescencia cuando los tubos son iluminados con los UV
a 360 nm. Esto indica la presencia de E. coli. EI medio tambié tiene triptdfano, por lo cual
se puede evidenciar la produccién de indol caracteristico de E. coli al agregar el reactivo
de Kovac's (Merck, 2020a; Beltran & Castellanos-Rozo, 2016; Madigan et al., 2010).

I11.1.3.- Método de enriquecimiento

Se utiliza para los microbios que se encuentran en concentraciones muy pequefias
en la muestra, que son malos competidores y/o cuyo crecimiento es lento o son exigentes
nutricionalmente. Su objetivo es suministrar las condiciones favorables para que la
concentracion de microorganismos aumente, de tal manera que luego pueda ser
recuperados e identificados. Los resultados generalmente se reportan como presencia o
ausencia. El enriquecimiento puede ser no selectivo como caldo tripticasa de soja, agua

peptonada, entre otros. Este tipo de enriquecimiento permite el crecimiento de los
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microorganismos presentes en la muestra. Eso depende del tipo de microorganismo y su
metabolismo. Algunos métodos emplean directamente un enriquecimiento selectivo, es
decir promueve el crecimiento del microorganismo en cuestion, inhibiendo la flora
acompafiante. EI crecimiento del microorganismo a analizar puede favorecerse al
aumentar o disminuir la temperatura de incubacion, por el pH del medio de cultivo (basico
0 &cido), aumentando las concentraciones de sal o las condiciones de gases (aerobio,
anaerobio o microaerdéfilo) y/o agregando ciertos compuestos quimicos que inhiben el
crecimiento de la microbiota acompafiante, por ejemplo, el uso de los antibiéticos o de
sales por ejemplo el lauril sulfato de sodio que inhibe a los Gram positivos (Madigan et
al., 2010).

I11.1.4.- Métodos de identificacion y caracterizacion bacteriana

Cuando se hacen recuentos con confirmacion posterior o métodos de
enriquecimiento, se requiere el aislamiento de los microrganismos y posteriormente la
identificacion bacteriana. Entre los métodos de identificacion bacteriana se encuentran los
métodos fenotipicos, métodos inmunocromatograficas y métodos moleculares en las que
se destacan la secuenciacion del gen ARNr 16S y MALDI-TOF. La ventaja de estos
métodos es que los microorganismos van a estar disponibles para futuros estudios, permite
la identificacion a nivel de especie. La desventaja es que no es aplicable para

microorganismos no cultivables (Vartoukian et al., 2010).

[11.1.4.1.- Métodos fenotipicos

Son aquellos que se basan en las caracteristicas observables de las bacterias, como
las caracteristicas macroscopicas, morfologia, pruebas bioquimicas o metabdlicas,
requerimientos de desarrollo o crecimiento (condiciones de oxigeno, pH, concentracién
de sal, temperatura) y pruebas de resistencia a antibidticos y biocidas. Para la realizacion
de estos métodos generalmente tiene que aislarse el microorganismo. En este tipo de

métodos la experiencia del analista es fundamental.
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111.1.4.1.1.- Caracterizacibn macroscopica

La caracterizacion macroscépica hace referencia a la descripcién de las colonias
que crecen sobre un medio de cultivo determinado. Las caracteristicas que se observan
son la elevacion que puede ser plana, convexa, umbilicada, papilar, mamelonada, el borde
0 margen de la colonia el cual puede ser regular, irregular, lobulado o filamentoso.
También se observa el aspecto si es brillante u opaca, la consistencia, si es dura, blanca o
mucoide, el color de la colonia y en algunos casos se puede distinguir la colonia de los
microorganismos por el olor. También se puede evaluar si el microorganismo produce

hemélisis en agar sangre (Beltran & Castellanos-Rozo, 2016).

I11.1.4.1.2.- Caracterizacion microscopica

La caracterizacion microscopica hace referencia a la observacion de la morfologia,
las agrupaciones y las diferentes estructuras de los microorganismos a través del
microscopio. Para ello se han desarrollado tincion simples y diferenciales. Al realizar una
tincion simple podemos distinguir la morfologia de los microorganismos (cocos, bacilos,
cocobacilos, vibrios o espiroquetas) y si presentan algun tipo de agrupacion (diplococos,
estreptococos, estafiloccos, diplobacilos, estreptobacilos, sarcinas o tétradas). La tincion
de Gram es una tincion compuesta (utiliza varios colorantes), que nos permite diferenciar
la constitucion de las paredes celular de la mayoria de las bacterias. Si se observan al
microscopio de color morado después de haber realizado la tincidn se clasifican en Gram
positivas, si se observan de color rosado se clasifican como Gram negativas. También hay
tincion que permiten diferenciar diferentes estructuras celulares como la tincién de tinta
china para visualizar la capsula, la Schaeffer Fulton para la visualizacion de endosporas,
o la tincion de Leifson para visualizar flagelos (Madigan et al., 2010; Beltran &
Castellanos-Rozo, 2016).

I11.1.4.1.3.- Caracterizacion bioquimica

La caracterizacion bioguimica consiste en determinar las capacidades metabolicas

que tienen las bacterias para degradar o transforma ciertos tipos de sustratos. Hay pruebas
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que se utilizan para realizar una identificacion preliminar y con lectura inmediata como la
catalasa y oxidasa. También existe pruebas que se pueden leer a las 6 h como la coagulasa,
hidrélisis del hipurato, la B-galactosidasa (ONPG), las aminopeptidasas y la produccion
de indol. Existen pruebas con tiempos de lectura de 18 a 48h que incluirian la 6xido-
fermentacién, reduccion de nitratos, rojo de metilo, Voges-Proskauer, Agar hierro de
Kligler, fermentacion de azlcares, hidrolisis de la esculina, fenilalanina-desaminasa,
DNasa, hidrélisis de la gelatina, decarboxilasas, lipasa, lecitinasa, utilizacion de citrato,
utilizacion de malonato, y prueba de CAMP entre las més frecuentes. Estos métodos son
tediosos y consumen muchos recursos y tiempo. Algunas bacterias presentan resultados
variables en las pruebas bioquimicas, lo cual dificulta su identificacion. Hoy en dia estas
desventajas se han venido superando debido a que ya existen numerosos sistemas
miniaturizados o equipos multipruebas que ocupan menos espacio, consumen menos
recursos y son mas rapidos en la identificacion de algunas bacterias. Todos exigen unas
condiciones muy precisas de concentracion del indculo, de incubacion y de lectura, que si
no se observan pueden dar lugar a importantes errores. Estos sistemas pueden ser
manuales y automatizados (Bou et al., 2011). Entre ellos se destacan API (bioMérieux),
Enterotube (BBL), Oxi/Ferm Tube (BD), RapID systems y MicrolD (Remel),
Biochemical ID systems (Microgen) y BBL crystal. El sistema BD BBL crystal un método
de identificacion en miniatura que son modificaciones de métodos clasicos, incluyendo
pruebas para la fermentacion, la oxidacion, la degradacion y la hidrolisis de varios
substratos. La ventaja de este sistema es que ademas de utilizar substratos convencionales,
incorpora sustratos fluorogénicos y cromogeénicos modificados. Las pruebas se leen de
acuerdo al color o a la emisidn de fluorescencia. Se genera un cddigo que es incorporado
en un ordenador con el software especifico instalado. El cddigo se coloca en la interface
y lo compara con una base de datos de microorganismos proporcionando un indice de
fiabilidad para la identificacion del microorganismo. La ventaja de este método es que no
requiere agregar reactivos adicionales para la identificacion. Las desventajas de estos
métodos es que estan disefiados solo para los grupos taxondmicos suministrados y no es
recomendable identificar microorganismos que provienen de medios que contienen
esculina. Las pruebas pueden variar entres cepas de la misma especie, pues algunas cepas

pueden generar reacciones atipicas. Una misma cepa puede generar diferentes resultados
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en ensayos repetidos (BBL™ Crystal™ Identification, 2020).

111.1.4.1.4.- Pruebas de resistencia o tolerancia

Este tipo de pruebas se basan en la capacidad que tienen los microorganismos para
resistir o tolerar ciertos factores como la temperatura (psicréfilo, mesofilo, termotolerante,
termodurico, termdéfilo), valores de pH (acidéfilo, neutréfilos, basofilo), concentracion de
gases (aerobio, aerobio facultativo, microaerofilico, anaerobio estricto). También
implican la capacidad que tienen los microorganismos de crecer en ambiente salinos
(halotolerantes o hal6filos), la capacidad de resistir antibiéticos por ejemplo (optoquina,
bacitracina), o tolerar los biocidas. Estas pruebas pueden ser cualitativas o cuantitativas
(Madigan et al., 2010). Estas pruebas son importantes porque indican la capacidad que
tiene los microorganismos para sobrevivir en el sistema alimentario, asi se pueden

formular estrategias para poder controlarlos o potenciarlos.

111.1.4.1.4.1.- Pruebas de tolerancia a temperatura, pH, concentracion de NaCl

La prueba cualitativa para determinar el crecimiento a diferentes temperaturas
consiste en sembrar de forma masiva el microorganismo en un medio de cultivo nutritivo
no selectivo, este medio puede ser solido o liquido. Las cajas o tubos sembradas son
incubados a las diferentes temperaturas durante 24 a 72 h (dependiendo del

microorganismo) (Madigan et al., 2010).

La tolerancia a diferentes valores de pH, se realiza en medio liquido no selectivo,
ya que por debajo de un pH de 4 el agar (agente gelificante del medio s6lido) se hidroliza.
El pH del medio liquido debe de ser ajustado con NaOH o HCI antes de esterilizarse el
medio. Luego los microorganismos son inoculados e incubados a su temperatura optima
de crecimiento. Si se presenta crecimiento después de la incubacién significa que el

microrganismo tolera ese valor de pH (Madigan et al., 2010).

La tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl se puede realizar en medios de

cultivo liquidos o solidos preferiblemente no selectivos. La concentracion de NaCl de los
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medios es ajustada antes de ser esterilizados. Luego de preparados los medios son
inoculados con las bacterias. Posteriormente se incuban a la temperatura y tiempo 6ptimos
para el crecimiento de los microorganismos. Si se presenta turbidez después de la
incubacion significa que el microrganismo tolera esa concentracion de sal (Madigan et al.,
2010)

111.1.4.1.4.2.- Pruebas de resistencia a antibidticos y tolerancia a biocidas

La resistencia a los antibidticos y biocidas se puede determinar mediante el método
de difusion en disco también llamado método de Kirby-Bauer y el método de
microdilucién en placa (CLSI, 2019).

111.1.4.1.4.2.1.- Método de difusién en disco

El método en difusién en disco consiste en sembrar de forma masiva (con un
hisopo), un indculo estandarizado de bacterias (generalmente con una turbidez de 0,5 de
la escala de MacFarland) en cajas de Petri con agar Miller-Hinton. Luego se colocan los
sensidiscos con una suave presion (papel filtro impregnado con una concentracion
conocida de un antibidtico determinado) con pinzas esteriles. Luego las placas se dejan
secar durante 20 minutos y se incuban con la tapa hacia arriba a temperatura de 37°C
durante 18 a 24 h. Luego se miden los halos de inhibicion, se comparan con tablas y se
expresan los resultados como sensible (S), intermedio (1), y resistente (R). EI método no
es costoso Y es facil de hacer. Sin embargo, para su utilizacion requiere serestandarizado
porque existe maltiples variables que pueden afectar los resultados. Se recomienda la
utilizacion del agar Muller-Hinton pues es un medio de cultivo nutritivo, no selectivo
donde crecen bien la mayor parte de las bacterias patdgenas, hay muy pocas diferencias
entre los distintos lotes comercializados, lo que ayuda a una estandarizacion entre
laboratorios, y ademas no contiene timina o timidina, que son inhibidores de sulfamidas y
del trimetoprim (CLSI, 2019). La cantidad de medio por placa puede afectar los resultados.
Las placas no deben estar himedas, eso afecta el crecimiento del microorganismo y la
difusion del antibiético y por ende los resultados. Se recomienda 15 mL de medio de

cultivo por placa ya que la cantidad de medio puede afectar la difusion
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del antibiotico. Se debe estandarizar la cantidad de bacterias (indculo) ya que cuando se
agrega una mayor concentraciéon o menor concentracion de bacterias podria afectar los
resultados. Los antibioticos en la placa deben de estar separados pues podria haber
actividad sinérgica entre dos antibidticos (de 4 a 5 sensidiscos por placa) y se deben de
respetar las temperatura y tiempos de incubacion porque la temperatura puede disminuir
el crecimiento de la bacteria y la difusidn del antibiotico, afecta el resultado. Estemétodo
es un método cualitativo y no sirve para microorganismos exigentes o anaerobios. Para
determinar las concentraciones minimas inhibitorias se debe de aplicar el método de
dilucion (CLSI, 2019).

111.1.4.1.4.1.2.- Método de dilucién

Consiste en determinar el crecimiento de un microorganismo en diferentes
diluciones de un antimicrobiano. Se puede realizar en agar y en caldo. Inicialmente el
método se desarrollé empleando baterias de tubos con caldo nutritivo con diferentes
concentraciones del antimicrobiano (Macrodilucién) o haciendo placas de agar con

diferentes concentraciones del antimicrobiano (dilucion en agar).

Hoy en dia, el uso de micropipetas, la utilizando de placas de microtitulacion y la
utilizacion de sistemas automatizados como lectores Elisa, han facilitado el trabajo

empleando menos material y en menos tiempo.

Lo primero que se hace es cultivar las bacterias generalmente a 37°C overnight en
un caldo no selectivo adecuado. Generalmente se utiliza caldo tripticasa de soja (TSB).
Luego, se realizan diluciones en base 10 de cada cepa bacteriana hasta alcanzar una
turbidez aproximada al tubo 0,5 de la escala de MacFarland. El inoculo ya diluido debe

usarse antes de 15 minutos tras su preparacion.

Luego se disuelven los antimicrobianos en un solvente adecuado. Si no se
disuelven en agua, lo mejor es disolverlos en etanol. Generalmente se prepara el
antimicrobiano al 10%. Luego se hacen diluciones en base dos del antimicrobiano en caldo
TSB.

57



Teniendo en cuenta que la mayoria de placas disponibles tienen 96 pocillos (12x8),
podemos evaluar para un mismo microorganismo 8 antimicrobianos y 10 diluciones (las
altimas columnas se suelen utilizar como control de crecimiento). Sin embargo, eso
depende del disefio del experimento. También se puede evaluar un solo antimicrobiano, 8
cepas y 8 diluciones. El volumen final de cada pocillo es habitualmente 200 pL, eso
depende de la placa. Dependiendo, pues, del volumen de inéculo final, las placas se
rellenan utilizando una micropipeta multicanal, puede ser 180 pL de la solucion mas alta
del antimicrobiano en la fila 1. Luego se llena la micropipeta multicanal con 180 uL de la
siguiente concentracién del antimicrobiano y se deposita en la fila 2. EIl procedimiento se
repite hasta la fila 8. Posteriormente se afiade un volumen de 20 pL de la cepa diluida en
caldo TSB sin antimicrobiano en los pocillos de las columnas 1 a 8. En la columna 9 se
colocan 200 pL de las distintas concentraciones del antimicrobiano a ensayar los cuales
constituyen los controles negativos de cada biocida. En la columna 10 se colocan 180 uL
de TSB liquido estéril al que se le ha inoculado 20 pL de la dilucion 1/10 de la bacteria
(control positivo). Finalmente se ensayan dos controles negativos de 200 uL. de TSB

estéril en los extremos de la placa.

Las placas de microdilucién deben taparse o sellarse para evitar la evaporacion del
medio de cultivo cuando se incuben. Las placas generalmente se incubaran a 35°C durante
16 a 20 horas. No se deben apilar mas de cuatro o cinco placas Tras la incubacion se
procede a la lectura de los resultados. La interpretacion de los resultados, se hace tomando
como referencia el crecimiento observado en los tubos o pocillos usados como control
positivo. En el caso de las placas de microdilucion dichos controles positivos deben
presentar una clara turbidez. Para observar el crecimiento de los pocillos, a veces resulta
necesario limpiar la parte inferior de la placa de microtitulacion, lo que puede realizarse
con papel absorbente. La lectura es méas sencilla utilizando un lector ELISA en el que se
refleja la parte inferior de la placa de microtitulacion respectivamente. Algunos autores
han establecido que una densidad 6ptima de <0,5 a 600 nm es sensible al antimicrobiano

usado.
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Este método igual que el método de difusion en disco, también requiere una
estandarizacion pues factores como el medio de cultivo, la concentracion del in6culo
podrian influir en los resultados. También es necesario considerar los solventes necesarios
para la preparacion de los antimicrobianos méas habituales pues no todos se disuelven en

agua.

111.1.4.2.- Métodos inmunocromatograficos

Las técnicas inmunocromatogréficas son técnicas modernas cuyas principales
ventajas son la simplicidad y rapidez de la prueba. No es necesario reactivos ni
instrumentacion adicional. Inclusive pueden determinar microorganismos directamente de
los alimentos. La prueba consiste en la migracion de una muestra a través de una
membrana de nitrocelulosa. La muestra es afiadida en un orificio y es succionada a través
del acolchado de papel hasta la zona de reaccion donde se encuentra el conjugado, el cual
estd formado por un anticuerpo especifico marcados contra el antigeno a detectar y un
reactivo de deteccion. Si la muestra contiene el antigeno problema, éste se unira al
conjugado formando un complejo inmune y migrara a través de la membrana de
nitrocelulosa. Si no, migraran el conjugado y la muestra por separado. La zona de captura
contiene un segundo anticuerpo especifico contra el antigeno. Al llegar la muestra a esta
zona, los complejos formados por la unién del antigeno y conjugado quedaran retenidos y
la linea se coloreara en este caso como rosa o azul (muestras positivas). En el caso contrario
se considera que las muestras son negativas. En los laboratorios de microbiologia de
alimentos se utilizan para detectar la presencia de Salmonella sp. y Listeria monocytogenes
de una manera facil y rapida. La desventaja de este método es que es un método cualitativo.
Solo se puede reportar presencia 0 ausencia del microorganismo y requiere una

concentracion de aproximadamente 5x10° bacterias/mL (Merck, 2020b).

111.1.4.3.- Métodos genéticos

La secuenciacion de ADNr 16S es la técnica mas utilizada para identificar especies
bacterianas aisladas de queso (Mohania et al., 2008). El gen para el ARNr de la subunidad

pequefia procariota, cominmente llamado gen ARNr 16S, es el marcador molecular mas
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utilizado en ecologia microbiana debido a sus caracteristicas como la abundancia
universal, propiedades evolutivas y filogenéticas, alto potencial discriminatorio que
permite analisis sensibles y disponibilidad de secuencias en bases de datos. Contiene
regiones tanto variables como conservadas (Klindworth et al., 2013). Las regiones
variables, permiten la discriminacion de los niveles taxonomicos, y las secuencias
conservadas representan los sitios de reconocimiento para cebadores universales en la
PCR (Ndoye et al., 2011). La secuencia del gen ARNr 16S tiene 1.500 pb. Este tamafio
proporciona suficiente polimorfismo interespecifico para diferenciar y establecer medidas
estadisticas validas (Bou et al., 2011). Este tipo de método puede ser aplicado para la
identificacion de todo tipo de aislamientos, especificamente se utiliza para cepas con
escasa descripcion, con baja frecuencia de aislamiento, con fenotipos atipicos, dificil
identificacion fenotipica, cepas de crecimiento lento o fastidioso (Bou et al., 2011; Ndoye
etal., 2011).

Para la aplicacion de este tipo de método se debe hacer la extraccion de ADN a
partir de cultivos puros jovenes. Este ADN se puede extraer por diferentes kits que hay en
el mercado. Luego se debe de evaluar integridad del ADN mediante un gel de
electroforesis. Si el ADN esta integro, se debe observar una banda definida cercana al
pozo en que se colocd la mezcla de ADN. Si esta fragmentado, se observara una banda de
mas de un cm de ancho o un sendero luminoso en el carril de la muestra. El rendimiento
y calidad del ADN se determina mediante la medicion de la concentracion y la pureza. Ello
se logra mediante espectrofotometria. Generalmente un ADN de buena calidad presenta
concentraciones de concentracion de 5 pug/uL y tiene una relacion 260/280 de 1,8 a 2,0.
Proporciones menores a este valor indican la presencia de proteinas. Una segunda
valoracion de la pureza de acidos nucleicos es la relacion 260/230, los valores aceptados
se encuentran en el rango de 2,0 a 2,2, si la relacién es menor indican la presencia de
contaminantes como carbohidratos o fenol (Cornejo et al., 2014). Posteriormente se realiza
una PCR con cebadores universales que amplifica un fragmento del gen ARNr 16S. Luego
de realizar la PCR, se tiene que realizar un gel de electroforesis para verificar la
amplificacion del gen y luego se limpian los productos amplificados y se mandan a

secuenciar. Para la identificacion de género o especie, la secuencia parcial o completa de
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estos genes se editan en programas espcecializados (por ejemplo, Bioedit) y luego se
comparan con secuencias de microorganismos conocidos con programas como BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y o herramientas en linea y se determina el

porcentaje de similitud. El criterio para la identificacion de especie es Minimo: > 98,5%
similitud, ideal: > 99% similitud.

La desventaja de este método es que no alcanza a discriminar entre cepas que
tienen un alto grado de homologia genéticamente, es decir no pueden discriminar entre
subespecies 0 serovariedades, y a veces tampoco entre diferentes especies de un mismo
género. En estos casos, podemos recurrir a otros genes dianas como el espacio intergénico
del ADNr 16S-23S (ITS), el gen rpoB (subunidad  de la ARN polimerasa) y el gen gyrB
(subunidad 3 del ADN girasa), los cuales presenta un alto grado de variabilidad (Bou et
al., 2011)

[11.1.4.4.- Métodos protedmicos

La espectrometria de masas MALDI-TOF permite la identificacion de
microorganismos basado en el analisis de proteinas, principalmente ribosomales, através
de la creacién de un espectro de masas que es especifico para cada género y especie
(Maldonado et al., 2018).

El procedimiento consiste en tomar con un palillo una porcion pequefia de una
colonia bien aislada del microorganismo, la cual es colocada directamente sobre una placa
metalica conductora. Para microorganismos cuya lisis es mas dificil, como ciertas
bacterias Gram-positivas y micobacterias, levaduras y hongos, a menudo se requiere un
tratamiento previo con un acido organico fuerte como el acido férmico o por lisis
mecanica. Posteriormente, a la placa con el microorganismo se adiciona una solucion
saturada de un compuesto organico de baja masa, denominada matriz. Generalmente es el
acido a-ciano-4-hidroxicinamico. Luego se dejan secar. Después de la cristalizacion de la
matriz y el material microbiano, la placa de metal se introduce en el espectrometro de

masas y se bombardea con pulsos de rayos laser de 337 nm. Las moléculas ionizadas se
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aceleran a través de un campo electrostético y son expulsadas a través de un tubo de vuelo
de metal sometido a vacio hasta que alcanzan un detector, los iones mas pequefios viajan
mas rapido que los iones méas grandes, por lo tanto, los analitos son separados para crear
un espectro de masas que estd compuesto por picos masa a carga (m/z) con intensidades
variables. Un espectro es una firma del microorganismo, una huella quimica, llamada
también huella digital de la masa de los péptidos (peptide mass fingerprinting) que se
compara automaticamente con una base de datos para la identificacion a nivel de género
y especie. Los resultados son revisados con base en el valor de puntuacion (Bruker) o
nivel de confianza (Biomérieux) y, de ser aceptables, son posteriormente exportados o
consignados en el sistema de informacién propio del laboratorio (Maldonado et al., 2018).
Las ventajas de este método son facilidad de uso, no requiere procedimiento previo de
extraccion, lo cual lo hace que la identificacion sea mas rapida, tiene una gran sensibilidad
(picomoles o fentomoles) y es reproducible (Rose et al., 1999). Para identificar
microorganismos se puede hacer directamente con una colonia bacteriana. Compara el
perfil o huella espectral desconocida frente a las de bacterias conocidas con bases de datos
previas, identifica los microorganismos a nivel de género y especie, en ocasiones puede
determinar subespecies, y la reproducibilidad del analisis es elevada (Bou et al., 2011).
Dentro de los sistemas comerciales se encuentran MicrobeLynx™ de Waters Corporation,
MALDI Biotyper™ de Bruker Daltonics, A XIMA@SARAMIS™ de Schimadzu &
Anagnostec. y MS-1D de bioMérieux (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama de flujo de diferentes enfoques utilizados para el estudio de la

diversidad bacteriana mediante métodos dependientes e independientes de cultivo
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I11.2.- Métodos independientes de cultivo

Los métodos independientes del cultivo son aquellos que no requieren el cultivo
de los microorganismos. Se estima que solo el 1% de bacterias son cultivables mediante
técnicas estandar (Vartoukian et al., 2010). La necesidad de aislar y cultivar bacterias ha
sido reemplaza por la capacidad de extraer material genético presente en muestras de
cualquier nicho ecoldgico, compararlo, analizarlo e identificarlo (Srivastava et al., 2019;
Cornejo-Romero et al., 2014). La extraccion de material genético es un punto clave para
el éxito de estos métodos. Existen bacterias Gram positivas cuya pared es dificil de romper
por métodos quimicos como la utilizacién de proteinas K y lisozima, por lo cual sedeben
evaluar dichos procedimientos (Van Tongeren, et al., 2011). Ademas, se tiene que tener
en cuenta la matriz, ya que le contenido de grasa, de proteinas, azUcares, acidos pueden
afectar la extraccion de ADN. Se han disefiados diferentes kits para la extraccion de ADN
de alimentos, especificamente de derivados lacteos. Quigley et al. (2012a) compararon
diferentes métodos de extraccion de ADN en queso de leche cruda concluyeron que el kit
de aislamiento de ADN microbiano MoBio PowerFood™ obtuvo mayores rendimientos
en la extraccion en comparacion con otros métodos de extraccion de ADN para la
recuperacion de ADN puro y altamente concentrado que luego podria utilizarse para la
deteccidn precisa de patdgenos transmitidos por los alimentos mediante PCR cuantitativo.
El mismo kit de extraccion de ADN proporciond resultados satisfactorios en estudios de
comunidades microbianas realizados con leches y queso (Carafa et al., 2019; Lima et al.,
2018; Kable et al., 2016; Quigley et al., 2013).

I11.2.1.- Huella genética de una comunidad (Genetic fingerprinting)

La huella genética hace referencia al perfil genético (genotipo) de un individuo o
grupo de individuos. Son métodos generalmente basados en la extraccion de ADN,
amplificacion por PCR vy separacion electroforética. Entre ellas encontramos analisis de
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE), electroforesis en gel de
gradiente de temperatura (TGGE), polimorfismo de conformacién de cadena simple

(SSCP), amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), polimorfismo de longitud
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de fragmento de restriccion terminal (T-RFLP), y anélisis de restriccion del ADN
ribosomico amplificado (ARDRA), entre otros (Srivastava et al., 2019; Ndoye et al.,
2011).

La técnica de DGGE consiste en la amplificacion del ADN usando iniciadores
especificos para grupos funcionales y/o taxondmicos, seguido de electroforesis en un gel
de poliacrilamida. La separacion del ADN se realiza en funcion de su movilidad en geles
compuestos de concentracion creciente de desnaturalizantes de ADN (urea y formamida).
El mismo principio se sigue en TGGE, la Unica diferencia es que la desnaturalizacion se
realiza un gradiente de temperatura. Estos métodos independientes del cultivo han sido
rapidamente reconocidos como un enfoque valioso para el estudio de la biodiversidad.
Permiten comparar los cambios espacio-temporales en la estructura de las comunidades
bacterianas, es decir permite comparar rapidamente las comunidades microbianas
presentes en muestras tomadas en diferentes sitios con ecosistemas similares y permite
analizar una misma comunidad a lo largo del tiempo o en presencia de diferentes
condiciones ambientales (Cornejo et al., 2014; Ndoye et al., 2011). Permite comparar
abundancia y diversidad como también la variabilidad genética de genes diana en
diferentes poblaciones mediante la recuperacion de las bandas generadas en los perfiles
para posteriormente ser manipulado y/o secuenciado. También estas técnicas pueden ser
combinadas con otros métodos moleculares que proporcionen mayor informacion (Ndoye
et al, 2011).

Sin embargo, son métodos dispendiosos, requieren mucho trabajo y equipos y
reactivos costosos. Algunos reactivos son altamente toXicos, generan secuencias cortas de
ADN (500 pares de bases), lo cual hace que las inferencias filogenéticas se vean limitadas
(Srivastava et al., 2019; Cornejo et al., 2014). También es posible que ocurra la co-
migracién de fragmentos de ADN, es decir, que dos secuencias diferentes de ADN
compartan una misma posicion en el gel. Esto puede inducir a una subestimacion de la
biodiversidad, del mismo modo que se dificulta la secuenciacion del ADN recuperado de
aquellas bandas en las que existe co-migracion También pueden presentarse errores en la

PCR como amplificaciones preferenciales, formacion de moléculas quiméricas y
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heteroduplex (Cornejo et al., 2014).

La técnica de polimorfismo de conformacion de una sola hebra (SSCP), se basa en
el distinto comportamiento electroforético que presentan las moléculas monocatenarias de
ADN en un gel de poliacrilamida. Sirve para el rastreo de mutaciones. Tiene como ventaja
que se puede hacer un analisis simultaneo, reproducible y fiable de un gran nimero de
muestras, no requiere ningun gradiente. Tiene como desventajas que se ve afectada por las
condiciones de la PCR, no aporta informacion acerca de la mutacidn concreta que presenta
el ADN, el ADN de cadena simple tiene mas de una conformacion estable posible, existe
una alta tasa de re-anillamiento de las hebras de ADN después de una desnaturalizacion
inicial durante la electroforesis (Srivastava et al., 2019).

T-RFLP es una técnica que consiste en la amplificacion del ADN purificado
usando PCR con una posterior digestion con enzimas de restriccion especificas para
generar fragmentos de ADN de longitudes diferentes. Los fragmentos de restriccion se
separan mediante electroforesis en geles de agarosa Lo cual genera perfiles diferentes
(Ndoye et al., 2011). Esta técnica tiene como ventajas que permite el analisis simultaneo
de un gran nimero de muestras, no requiere informacion previa de la secuencia del
genoma que se desea analizar, proporciona un indice solido de diversidad, altamente
reproducible, para comparar diferencias entre comunidades microbianas. Asimismo, se
pueden emplear distintas enzimas de restriccion e iniciadores selectivos, lo que genera una
ilimitada posibilidad de hallar polimorfismos. Tiene como desventaja que depende de una
buena extraccion de ADN y de una buena estandarizacion de la PCR, el tipo de Taq puede
aumentar la variabilidad polimerasa, diferentes especies bacterianas pueden compartir la
misma longitud en el gel, por lo cual no las puede distinguir (Srivastava et al., 2019;
Cornejo et al., 2014).

RAPD es una técnica que consiste en la amplificacién de segmentos de ADN con
iniciadores cortos (generalmente de 10 nucleétidos de longitud) que se une
complementariamente a regiones del genoma de manera aleatoria. Los amplicones

generados son separados mediante un gel de electroforesis (Cornejo et al., 2014). La
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ventaja de esta técnica es su rapidez, requiere poco ADN que ademas no necesita estar
muy puro, no se requiere un conocimiento previo de la secuencia, y se pueden distinguir
rapida y simultdneamente muchos organismos. Esta técnica tiene como desventaja que es
altamente sensible a las condiciones de la PCR (temperatura de anillamiento,
concentracion de MgCl., ADN molde usado e iniciadores utilizados. La técnica aumenta
su sensiblidad y resolucion cuando se utilizan varios conjuntos de iniciadores y se tiene

bien estandarizadas las condiciones de la PCR (Cornejo et al., 2014; Ndoye et al., 2011).

ARDRA es una variante de la técnica de T-RFLP. Se basa en la amplificacién de
genes especificos del gen ARNr 16S, con la subsecuente digestion con enzimas de
restriccién. La mayor diferencia reside en el uso de iniciadores marcados con compuestos
fluorescentes (4,7,20,70-tetracloro-6-carboxifluoresceina 0 6-FAM (fluorocromo de
fosforamidita) 5-carboxifluoresceina) para crear perfiles marcados con fluorescencia. Los
fragmentos Unicos generados son caracteristicos de unidades taxondmicas operativas
(UTOs) y se puede calcular la longitud y frecuencia de cada UTO mediante analizadores
de frecuencia automatizados Los analizadores de secuencia automatizados cuentan la
longitud y frecuencia de las UTOs. Tiene como ventajas que permite obtener amplicones
con tamarios superiores a 1000 pb, los perfiles de comunidades microbianas generados
son altamente reproducible, permite un monitoreo rapido de comunidades microbianas a
lo largo del tiempo y una buena comparacion de la diversidad microbiana en respuesta a
las condiciones ambientales cambiantes. La técnica tiene como desventaja depende mucho
de las condiciones de PCR, es dificil de resolver perfiles de restriccién de comunidades

microbianas complejas (Srivastava et al., 2019).

I11.2.2.- Hibridacion in situ (Fluorescence in situ hybridization, FISH)

FISH es una herramienta molecular no basada en PCR que emplea sondas de
oligonucledtidos dirigidas al ARN ribosomal para detectar y enumerar de forma rapida y
fiable microorganismos especificos mediante microscopia fluorescente. FISH se puede
utilizar para detectar directamente la presencia del patdgeno en pequefias muestras.
Permite comparar los genomas de dos especies bioldgicas. Permite visualizar la

distribucién de esta especie especifica dentro de un ambiente o nicho ecolégico. También
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puede determinar la diversidad taxondémica y funcional de una comunidad determinada.
Tiene como desventaja que se debe de conocer la secuencia para disefiar la sonda, no

diferencia entre células vivas o muertas (Srivastava et al., 2019; Ndoye et al., 2011).

[11.2.3.- Chips de ADN (Microarrays)

Los chips de ADN consisten en un conjunto ordenado de cadenas de ADN (sondas)
de genes funcionales marcados con fluorescencia que estan fijadas en una pequefia
superficie denominada sustrato que puede ser de vidrio recubierto con grupos amino,
aldehidos o epdxicos (Cornejo et al.,, 2014). También se puede emplear otro tipo de
materiales como pléastico, vidrio, gel, silicio, membranas porosas y oro. Las sefales
pueden evaluarse mediante microscopia de escaneo laser confocal determinar de manera
cuantitativa la cantidad de genes (Srivastava et al., 2019). Para la aplicacion de la técnica
primero hay que realizar una seleccion del tipo de chip y de las secuencias que se
colocaran en el soporte. Luego se tiene que obtener la muestra bioldgica. Posteriormente
se hace la extraccion y purificacion del material genético (ADN o ARN). Luego se hace
una amplificacion del material genético (PCR), se realiza el marcaje de la muestra y a
continuacion se lleva a cabo la hibridacion para finalmente capturar los datos y analizarlos
(Delgado et al., 2011).

A diferencia de las técnicas basadas en PCR, permite estimar la diversidad
funcional de una comunidad microbiana para miles de muestras en un corto periodo de
tiempo permitiendo analizar un gran nimero de genes simultaneamente y de forma
especifica. Permite determinar simultdneamente no solo quien esta en la comunidad, sino
qué esta haciendo, es decir si todos los genes de un organismo se estan expresando 0 no
en una condicion determinada (Srivastava et al., 2019). Tiene como desventajas que es una
técnica costosa, depende en gran medida de la longitud de la sonda de ADN, mientras mas
grandes sean las cadenas a evaluar, menos probabilidades hay de hibridizacion. Esto se
puede corregir dependiendo del objetivo del estudio, cuando se buscan polimorfismos o
mutaciones puntuales, se recomiendan las secuencias mas cortas de tal manera que se

reduzca la hibridacién inespecifica. Las secuencias de mayor tamafio (varios cientos de
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pares de bases) se emplean con mayor frecuencia en estudios de expresion de genes
(Delgado et al., 2011).

La otra desventaja es el problema que acarrea el marcaje de las muestras,
procedimiento que puede realizarse de manera directa e indirecta mediante fluorescencia,
radiactividad, o fluorometria. Si se lleva de manera directa los fluorocromos van a
interferir con la PCR, lo cual va a afectar el rendimiento en la obtencion de los productos
de amplificacion. El uso de material radiactivo y la fluorescencia inespecifica en algunos
soportes también hace parte de los problemas que se pueden presentar al utilizar esta
técnica. El marcaje indirecto permite una mayor sensibilidad, pero aumenta el costo dela
técnica. Otra desventaja que tiene esta técnica es que no se pueden observar valores
absolutos en la expresion de genes, para ello se requiere una PCR cuantitativa (Srivastava
et al., 2019; Delgado et al., 2011).

[11.2.4.- PCR en tiempo real (Real time PCR)

La PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificacion y la deteccion
en un mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con
una sefial de intensidad de fluorescencia, entre mayor concentracion de ADN mayor es la
intensidad de la fluorescencia. EIl procedimiento es similar que realizar un PCR
convencional, con la diferencia que se le adiciona una sustancia marcada con un
fluoroforo, el cual permite medir el nimero de copias y la tasa de generacion de nuevas
moléculas de ADN. Los fluoroforos pueden ser de dos categorias: con afinidad por el
ADN vy sondas especificas para fragmentos del ADN. Los primeros emiten fluorescencia
cuando se unen al ADN (por ejemplo, el SYBR Green). Estos fluor6foros son econdémicos,
sin embargo, presenta varias desventajas, la sefial de fluoréforo no es especifica por lo
tanto no permite el analisis de varios genes a la vez (Srivastava et al., 2019; Cornejo et al.,
2014).

Los segundos solo emiten fluorescencia cuando se ha amplificado un fragmento
del ADN de interés (blanco). Existen tres tipos sondas de hidrolisis, sondas de hibridacion

y sondas de horquilla. Todas se basan en la transferencia de energia entre dos fluoréforos,

69



un donador (reportero) y un aceptor (apagador o quencher), los cuales emiten
fluorescencia a diferente longitud de onda (Cornejo et al., 2014).

Las ventajas de la utilizacion de la técnica PCR en tiempo real es que permite
cuantificar el producto de la amplificacién del ADN, es sensible, especifica y rapida en la
visualizacion del producto, ya que no es necesario realizar una electroforesis posterior. La
desventaja de esta técnica es que es afectada por las ambigliedades y condiciones de la
PCR, como la falta de una estandarizacion adecuada. So6lo se puede utilizar para la
identificacion de genes conocidos (Cornejo et al., 2014). Existe una variante de la PCR en
tiempo real que utiliza una enzima denominada transcriptasa reversa. Esta PCR consiste
en extraer el ARN de la muestra, luego mediante transcriptasa reversa el ARN es
transformado en ADN de doble cadena. Esta técnica sirve para estudiar la expresion de
genes transcritos y sus actividades. Esta técnica tiene como desventaja que requiere
ARNmM de buena calidad, lo cual es un gran desafio pues el ADN facilmente se degrada
en el medio ambiente. Por lo cual se tiene que ser mas riguroso en la utilizacion del material
y de los equipos, como en la estandarizacion de las condiciones de la técnica (Ndoye et
al., 2011).

111.2.5.- Métodos de secuenciacion

La secuenciacion es la determinacion del orden de los nucledtidos en el ADN por
métodos bioquimicos. La secuenciacion tiene innumerables aplicaciones entre ellas el
estudio de las comunidades y el descubrimiento de nuevos microorganismos. Tienen la
ventaja de detectar microorganismos fastidiosos o células bacterianas en el estado viable
pero no cultivable (O’sullivan et al., 2015; Quigley et al., 2012b). Permite la deteccion de
genes asociados a metabolitos que tienen una aplicacion biotecnologica (Alkan et al.,
2011). Permite estudiar la relacidn existente entre el hospedador y microorganismo en
estados diferentes de salud o etapas de crecimiento (Kurokawa et al., 2007). Mediante
estas técnicas se obtienen cantidades de datos mayores (Giga o Tera bases de nucleotidos)
a procesar que corresponden al total de organismos existentes en ese ambiente. No cabe

duda del potencial que tiene la secuenciacion. Sin embargo, hay que aclarar que esta
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técnica tiene sus limitaciones como el excesivo volumen de datos gendmicos obtenidos,
la capacidad de almacenamiento de las computadoras donde se procesa la informacion, la
dificultad en la interpretacion de resultados lo cual solo lo puede hacer personas con
experiencia y conocimiento suficiente y la obtencion de un gran nimero de resultados
inesperados, posible contaminacién o nuevas inserciones, duplicaciones de segmentos,
pérdida de fragmentos en la lectura de genes o genomas y cambios de algoritmos utilizados
entre un tipo de secuenciador y otro (Behjati & Tarpey, 2013). Las técnicas de
secuenciacion tienen en comun los siguientes pasos: extraccion de ADN, preparacion de
bibliotecas, reaccién de secuenciacién, y analisis de datos. Sin embargo, son diferentes
por la combinacién Unica de protocolos especificos que cada una presenta, lo cual se ve
reflejado en la cantidad y calidad de datos, como en el costo de la secuenciacion (Alkan et
al.,, 2011; Metzker, 2010; Wold & Myers, 2008). Existe varios tipos de secuenciacion
como la secuenciacion Sanger y las plataformas de secuenciacion denominadas

secuenciacion de nueva generacion (Behjati & Tarpey, 2013).

I11.2.5.1.- Secuenciacion Sanger

Se basa en la interrupcion controlada de la replicacion del ADN in vitro. EI ADN
es fragmentado y luego es clonado en un plasmido vector. Se realiza una PCR del
fragmento que se va a secuenciar, pero, a diferencia de una PCR convencional, se utiliza
un solo iniciador y se agregan dideoxinucleétidos (ddNTPs) (nucledtidos que tienen un
hidrogeno en vez de un grupo hidroxilo en la ribosa, en el extremo 3" del ADN) que estan
marcados con radiactividad (P®?) o con fluor6foros. Cuando se incorpora un
dideoxinucle6tido a la cadena en elongacion, se termina su amplificacién, de tal manera
que al final, se tienen fragmentos de diferente longitud, cada uno terminando en un
ddNTPs. Los fragmentos obtenidos, se separan y analizan electroforéticamente de manera
manual o automatica (Cornejo et al., 2014). Una de las ventajas que tiene este método es
que puede leer fragmentos entre 400-900 nucle6tidos, tiene un 99% de exactitud, sin
embargo, la secuenciacion Sanger es mucho mas lenta, produce menos informacion
(Gigabases por corrido) y es mas costosa que las nuevas técnicas de secuenciacion. Segln

Behjati y Tarpey (2013), el genoma humano fue secuenciado por el método Sanger casi
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en su totalidad en 10 afios, con las nuevas tecnologias de secuenciacién de alto
rendimiento puede realizarse en un dia. Ademas, en la secuenciacion Sanger se presentan
uniones no especificas del cebador al ADN, que afectan a la correcta interpretacion de la
secuencia de ADN, la estructura secundaria interna de la cadena de ADN molde o ARN
que pueda actuar de cebador al azar, también el método es propenso a la contaminacién

con ADN exdgeno o inhibidores de la enzima ADN polimerasa (Figura 4).

I11.2.5.2.- Secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing)

Las técnicas de secuenciacién han sido modificadas y perfeccionadas en el tiempo
a pasos agigantados, todo con el fin de aumentar su capacidad de lecturas en un menor
tiempo y a un menor costo. Por ello, han recibido el nombre de tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento. La secuenciacion de alto rendimiento se ha convertido
en un potente enfoque independiente de cultivo que se puede utilizar para obtener,
“snapshots” de comunidades microbianas de sistemas alimentarios. En la industria lactea,
se han llevado numerosos estudios basados en tecnologias Next Generation Sequencing
(NGS) con diferentes propositos (Yeluri et al., 2018), por ejemplo, para descifrar la
microbiota de ambientes de granja y animales (Frétin et al., 2018), leche cruda y
pasteurizada (Quigley et al., 2013), tanques de transporte, cubas, utensilios e instalaciones
de produccion de queso (Falardeau et al., 2019; Kable et al., 2016) y las variaciones
asociadas a la temporada o al clima (Kable et al., 2016), a la alimentacién animal (Giello
et al., 2017), para establecer como se relacionan las comunidades microbianas en las
materias primas, el medio ambiente y el producto terminado (Falardeau et al., 2019;
Bokulich & Mills, 2013), para estudiar los cambios en las comunidades bacterianas
asociadas con la elaboracion de queso (Giello et al., 2017; Aldrete-Tapia et al., 2014) y los
procesos de maduracion del queso (Giello et al., 2017; Porcellato & Skeie, 2016; Silvetti
etal., 2017), o para determinar la composicion microbiana de quesos y variedades de queso
(Dugat-Bony et al., 2016; Kamimura et al., 2019). Ademas, los estudios de secuenciacién
masiva también pueden proporcionar informacion sobre la microbiota adventicia, la
presencia de bacterias patdgenas y/o de deterioro en el ambiente de quesos y lacteos
(Quigley et al., 2012b; Yeluri et al., 2018; Aldrete-Tapia et al., 2014; Riquelme et al.,
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2015; O’Sullivan et al., 2013; Dalmasso et al., 2016). Entre ellas se encuentran las
plataformas 454 Life Sciences de Roche®, las plataformas de Life Technologies el
SOLID® (por sus siglas en inglés “Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection™), las diferentes, Ion Torrent™ GeneStudio S5, plataformas de Illumina®
(Solexa) GA/HiSeq/MiSeq/NextSeq y PacBio RS® (Pacific Biosciences).

Las plataformas NGS tienen como ventaja que no es necesario usar geles lo que
supone una mayor rapidez y un menor coste que la secuenciacion de Sanger. Las técnicas
de secuenciacion tienen en comin los siguientes pasos: extraccion de ADN, preparacion
de bibliotecas, reaccion de secuenciacion y analisis de datos. Sin embargo, en general se
diferencian por el tipo de PCR y el modo de deteccion. Para la construccion de la libreria
en primer lugar, el ADN es extraido y luego es fragmentado, lo cual es comun para todas
las plataformas de secuenciacion. Luego al ADN fragmentado se le adiciona unos
adaptadores. Los adaptadores son secuencias de ADN comunes o universales, los cuales
se unen o “ligan” de manera aleatoria a los extremos de las hebras del ADN fragmentado.
La preparacion resultante se denomina libreria de secuenciacion. Estos adaptadores a su
vez unen el ADN en una superficie sdlida y definen el sitio en la cual la reaccion de

secuenciacion iniciara. A esto se le llama inmovilizacion (Pacheco et al., 2015).

Posteriormente (con excepcion de la plataforma PacBio RS®), la libreria de
secuenciacion se amplifica por PCR. El objetivo de la PCR es intensificar la sefial antes
de la reaccion de secuenciacion (Pacheco et al., 2015). Las NGS se diferencian por el tipo
de PCR. La PCR puede ser de dos tipos, PCR en emulsion o PCR en puente. La PCR por
emulsion consiste en mezclar los fragmentos de ADN en micromicelas ubicadas en una
emulsion de aceite en agua, con unas microesferas que esta recubierta de adaptadores
complementarios a los adaptadores del fragmento y una polimerasa que iniciara la PCR.
La hebra original se hibrida con los adaptadores ubicados en la microesfera con el objetivo
de ser copiada o amplificada. Después de la amplificacion, se retiran todas las hebras
complementarias y dejan solo las hebras con los adaptadores ligados a la microesfera,
finalmente se obtiene miles de copias de un mismo fragmento de ADN (Rubio et al., 2020).
Este tipo de PCR se emplean en la secuenciacién GS FLX+ y SOLID 5500xI (Tabla 5).
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Tabla 5.

Caracteristicas de los métodos de secuenciacion de nueva generacion

Caracteristicas GS FLX+ SOLID 5500xI  lon Hiseq 2500 PacBio RS®
(454 Life (Allseq) Torrent™ (Solexa (Pacific
Sciences, Roche) llumina) Biosciences)
Adaptadores Lineales Lineales Lineales Lineales De burbujas
Soporte Placa Celdas de flujo Celdas de flujo Celdas de Guias de onda
picotituladora flujo en modo cero
Tipo de PCR Emulsion Emulsién Emulsién Puente PCR No, se hace por
molécula Unica
Reaccion ~ de  Sintesis Ligacion chip Sintesis Sintesis en
secuenciacion semiconductor tiempo real
Métodos de Pirosecuenciacion  Sondas de Ton 510™ Chip Terminadores  Nucle6tidos
deteccion oligonucledtidos reversibles marcados con
marcados con marcados con  fluorescencia
fluorescencia fluorescencia  fosfovinculados
Longitud de 700 2x60 200 2x125 1000
lectura (pb)
Exactitud (%) 99 99 99 98 99
Lecturas por 1 95 0,1 450-500 1
corrida (Gb)
Tiempo (h) 23 >72 45 72 0,5-4

La PCR en puente consiste en colocar los fragmentos de ADN sobre una superficie
solida de vidrio separada por carriles. Cada carril estda completamente recubierto por
oligonucledtidos complementarios a los adaptadores de cada fragmento que se va a
secuenciar, por lo que permiten que cada fragmento se pueda anclar a la celda de flujo.
Una vez anclados los segmentos, la polimerasa inicia el proceso de copia en la hebra de
ADN y genera una hebra reversa complementaria. La hebra original es entonces retirada;
mientras que la hebra reversa, a través de una secuencia terminal, se pliega y se anclaa su
respectiva secuencia complementaria de oligonucle6tido, y asi queda en forma de puente.
Posteriormente, la polimerasa genera una hebra complementaria idéntica a la original, que
resulta en dos hebras clonadas del segmento inicial. Este proceso se repite masivamente

hasta formar millones de copias de cada fragmento (Rubio et al., 2020).

Las plataformas de secuenciacion también se diferencian por el proceso de
deteccidn, el cual es especifico para cada plataforma (Tabla 5). Para la plataforma 454
Life Sciences de Roche®, se hace PCR por emulsion y la deteccion se hace captando la

emision de luz producida por unas enzimas cuando se liberacion de pirofosfatos
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(pirosecuenciacion), durante la extension por polimerizacion de la cadena de ADN. Este
meétodo fue el primer método NGS, ha sufrido modificaciones a través de los afios. Hoy
en dia esta siendo discontinuado debido a su incapacidad de competir con las nuevas
plataformas de secuenciacién (Lopez de Heredia, 2016).

La plataforma de secuenciacion SOLID de Life Technologies (ahora
ThermoFisher) utiliza PCR en emulsion (emPCR) y un enfoque de secuenciacion por
ligadura que genera resultados en "espacio de color”. Para la deteccion se utilizan sondas
de oligonucleétidos marcados con fluorescencia. Si bien no han discontinuado
oficialmente la plataforma, ya no la promocionan activamente y no parecen estar
desarrollandola o vendiendo nuevos instrumentos (SOLID ThermoFisher AllSeq, 2020).
lon Torrent™ utiliza PCR en emulsién con microesferas. La deteccion se lleva a cabo por
cambio de pH, el cual es detectado mediante un ion semiconductor el cual est4 en cada
pocillo. Cuando un nucledétido es ligado a la hebra que se va a secuenciar, se forma un
enlace covalente y se libera un ion de hidrégeno (H™), el cual produce un cambio en el pH
de la solucion del pocillo y se genera una corriente eléctrica. Para la identificacion del tipo
de nucledtido agregado, inicialmente se inserta solo un tipo de base en el pocillo y el sensor
detectara o no el voltaje dependiendo de la complementariedad de la base. Si esta no es
complementaria, se agrega otro nucledtido hasta que se detecte voltaje. En esta tecnica,
los nucledtidos no estdn modificados con terminadores reversibles, por lo que en caso de
que haya homopolimeros (dos 0 mas nucleotidos iguales que se repiten), el pH disminuira
en mayor proporcion y la diferencia de voltaje aumentara proporcionalmente al namero
de bases afiadidas (Rubio et al., 2020; Goodwin et al., 2016).

En las plataformas de HHlumina® (Solexa) GA/HiSeg/MiSeq/NextSeq, la deteccion
se basa en la incorporacién de nucledtidos marcados con terminadores reversibles de
manera que, en cada ciclo de ligacion, solamente uno de los cuatro nucleétidos posibles
se une de forma complementaria al ADN molde, emitiendo una sefial luminosa que es
captada por un sistema éptico altamente sensible. Posteriormente, el terminador es
eliminado para permitir la incorporacion del siguiente nucleétido en ciclos sucesivos de

secuenciacion. Estas plataformas son las mas empleadas actualmente para la
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secuenciacion de &cidos nucleicos debido a su buena relacion coste-beneficio. Cabe
resaltar que la plataforma Ilumina Hiseq es la que genera mas informacion (500 gigabases
por corrida) (Rubio et al., 2020).

Una de las desventajas de la secuenciacion mediante las plataformas Illumina
Hiseq 2500 (Solexa llumina) y SOLID 5500xI (Allseq), es la baja resolucion taxonémica
en comparacion con la secuenciacion Sanger. Las lecturas arrojadas por NGS son mas
cortas (aproximadamente 300 pb dependiendo del sistema utilizado), por lo tanto,
proporcionan una resolucién al maximo hasta el nivel de género, por lo cual es insuficiente
para aquellos géneros que comprenden especies patdgenas o son de relevancia tecnologica
para el proceso de elaboracion del queso (Tabla 5). Esta desventaja puede ser compensada
cuando se utiliza técnicas dependientes de cultivo acompafiadas se secuenciacion del
ADNr 16s. La combinacion de ambos enfoques puede ser usado para describir la
contribucién de microorganismos individuales encontrados en el queso (dependiente del
cultivo) y para determinar la diversidad y el dominio de los microbios poblaciones o

especies (independientes del cultivo) asi como la actividad microbiana.

Existe otras plataformas denominadas de tercera generacion, las cuales no
requieren reacciones de PCR. Ello economizaria mas tiempo y evitaria las ambigtiedades
que se producen en esta. Entre ellas se encuentra la plataforma de secuenciacion
denominada PacBio RS® (Pacific Biosciences), la cual es capaz de secuenciar pequefios
fragmentos de ADN miles de veces con gran precision y leer secuencias de ADN que
tengan un largo de entre 1,000 bases, esta caracteristica le permite superar los
inconvenientes que tienen otras plataformas de secuenciacion masiva como Illumina. Otra
ventaja es que cada lectura del PacBio® costaria menos de lo que cuesta una corrida en
las actuales plataformas (Goodwin et al., 2016) Existen otras plataformas que no requieren
PCR como nanopore y otros sistemas que se encuentran en fase de desarrollo como
Helicos, Stratos, el sistema de transferencia energética de resonancia de la fluorescencia
FRET (LOpez de Heredia, 2016).
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V.- OBJETIVOS



IV.1.- GENERAL

- Determinar la biodiversidad bacteriana del queso Paipa mediante el uso de las

tecnologias dependientes e independientes de cultivo.

IV.1.1.- ESPECIFICOS

Determinar la biodiversidad bacteriana del queso Paipa durante el periodo de

maduracion.

- Evaluar la calidad microbioldgica del queso Paipa comercializado por empresas
formales e informales mediante el recuento de bacterias cultivables y Ila
caracterizacion de los aislamientos potencialmente patdgenos presentes en el queso

Paipa.

- Seleccionar y caracterizar bacterias acido lacticas productoras de sustancias

antimicrobianas contra bacterias potencialmente patdgenas aisladas del queso Paipa.

- Purificar parcialmente y caracterizar las sustancias antimicrobianas producidas por

las bacterias acido lacticas seleccionadas.
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V.- MATERIALES Y METODOS



V.1.- Andlisis de la diversidad bacteriana del queso Paipa por secuenciacion masiva

V.1.1.- Muestreo de los quesos

El queso Paipa fue elaborado por productores formales locales a partir de leche
cruda de vaca mediante coagulacién enziméatica y moldeo a mano, siguiendo el
procedimiento estadndar descrito en la normativa colombiana para la denominacion
protegida del origen del queso (SIC-Colombia, 2011). La maduracién se realizd sobre
estantes de madera ubicados en cuartos con condiciones naturales (temperaturas locales
de 12-20°C, humedad relativa 60%—70 %) con volteo diario del queso a mano. Las
muestras de queso fueron proporcionadas por tres productores locales de queso (C, A, F)
en el afio 2018. Para cada productor, se realizaron dos muestras (A y B) en dos quesos de
diferentes lotes de produccién que se prepararon con aproximadamente un mes de
diferencia. Los muestreos se realizaron a los 0, 10, 21 y 28 dias de maduracion.
Brevemente, las rodajas radiales (ca. 100 g de peso cada una) se separaron asépticamente
de los quesos con un cuchillo estéril y se depositaron, en condiciones asépticas, dentro de
bolsas de plastico con cierre de cremallera. Las bolsas se almacenaron a 4°C y luego se
transportaron al laboratorio sobre hielo. Las muestras se almacenaron congeladas a -20°C

hasta el analisis.
V.1.2.- Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd utilizando un kit de aislamiento de ADN
microbiano PowerFood™ (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, EE. UU.) siguiendo
las instrucciones proporcionadas por el fabricante para extraer ADN de microorganismos
no cultivables de los alimentos (Quigley et al., 2012a). Las bolsas con cierre de cremallera
gue contenian las muestras de queso se dejaron a temperatura ambiente durante 10 minutos
y luego se colocaron dentro de bolsas Stomacher. Las muestras de queso dentro de las
bolsas dobles primero se rompieron en trozos pequefios frotando a mano y luego fueron
homogenizadas durante 1 minuto en un Stomacher 400 (Seward, Reino Unido). Para cada
muestra de queso, se utilizaron dos porciones de 0,25 g del homogenizado y el ADN
extraido se agrupd en un solo tubo de ensayo. La calidad y cantidad del ADN extraido de

los microorganismos se determind utilizando el sistema QuantiFluor® ONE
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dsDNA (Promega, Madison, WI, USA). El ADN se almacend a —20°C hasta elanalisis.
V.1.3.- Secuenciacion de ADN

Los amplicones del gen 16S ADNr se obtuvieron siguiendo el protocolo Illumina
de la biblioteca de secuenciacion metagenomica del gen 16S rDNA (Cod. 15044223 Rev.
B). Las secuencias especificas genéticas utilizadas en este protocolo se dirigen a la region
V3 y V4 del gen 16S ADNr. Se agregaron secuencias de nucledtidos salientes del
adaptador Illumina a las secuencias especificas de genes. Los primers fueron
seleccionados de (Klindworth et al., 2013). Se utilizaron las siguientes secuencias de los
primers para la amplificacion del gen ARNr 16S: forward primer:
5TCGTCGGCAGCGTAGATGTATAAGAGACCCCCCNGNGGCWGCAG; reverse  primer:
5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC. Para
iniciar el protocolo se utilizo ADN genomico microbiano (5 ng/puL en 10 mM Tris pH
8,5). Después de la amplificacion del gen 16S rADN, el paso de multiplexacion se realizo
utilizando un kit Nextera XT (FC- 131-1096). Se analizdé una cantidad de 1 pL del
producto PCR en un chip Bioanalyzer DNA 1000 para verificar el tamafio (tamafio
esperado de 550 bp). Después de la verificacion del tamafio, las bibliotecas se
secuenciaron por extremos emparejados de 2 x 300 pb (MiSeq Reagent kit v3, MS-102-
3001) en un secuenciador MiSeq, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Illumina,
Inc., San Diego, CA., EE. UU.). La evaluacion de la calidad se realizé utilizando el

programa prinseg-lite (Schmieder et al., 2011).

V.1.4.- Analisis de las secuencias de ADN

Los datos de la secuencia se analizaron utilizando giime2 Pipeline (Caporaso et al.,
2011). La eliminacién de ruido y quimeras y la union de fragmentos emparejados se
realizaron utilizando DADAZ2 Pipeline (Callahan et al., 2016). Las afiliaciones
taxonomicas fueron asignadas usando el clasificador bayesiano integrado en los plugins
quiime2 y la base de datos SILVA release_132 (Quast et al., 2013). El analisis estadistico
se llevd a cabo con la versién 24 del software SPSS (IBM Corp., Foster City, CA, EE.

UU.). Tanto la secuenciacién como el analisis de las secuencias fueron realizados por un
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servicio externo. Los archivos de correspondientes a las secuencias se depositaran en el
servicio Sequence Read Archive (SRA) de la base de datos del Instituto Europeo de

Bioinformética (EBI) con el nimero de acceso PRIEB36556.

V.2.- Evaluacién de la calidad microbiolégica del queso Paipa comercializado por

empresas formales e informales

V.2.1.- Recuento de bacterias potencialmente patdgenas presentes en el queso Paipa

V.2.1.1.- Muestreo de los quesos

En los puntos de venta del municipio de Paipa, se compraron muestras de 500 g de
queso de dieciséis empresas, ocho de productores informales y ocho de productores
formales durante los afios 2015, 2016 y 2017. Los quesos Paipa se maduraron durante 21
dias antes de la venta. Los quesos fueron transportados al laboratorio y refrigerados a 4°C
durante 24 h.

V.2.1.2.- Recuento de las poblaciones microbianas

Las muestras de queso (10 g) se homogeneizaron en 90 mL de solucion salina
fisiologica (0,85% NaCl) en un Stomacher (Blender). Posteriormente, se realizaron
diluciones seriadas en base 10, hasta 10®. Las homogenizados de queso resultantes se
utilizaron para analisis microbioldgicos de aerobios mesdfilos, mohos y levaduras,

estafilococos, y coliformes totales y fecales (Madigan et al., 2010).

V.2.1.2.1.- Recuento de aerobios mesofilos

Los aerobios mesoéfilos totales se determinaron por el método de recuento en placa
profunda por triplicado en el agar Standar Plate Count (Oxoid, USA). Las cajas fueron
incubadas 35°C durante 48 h. Pasado este tiempo se realizo el recuento segun la Norma
Técnica Colombiana 4092 (ICONTEC, 2009).
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V.2.1.2.2.- Recuento de mohos y levaduras

Los mohos y las levaduras se determinaron por recuento en placa en agar patata
dextrosa (PDA) suplementado con 30 mg/L de cloranfenicol por triplicado. Las cajas
fueron incubadas 25°C durante 8 dias. Pasado este tiempo se realizé el recuento segun la
Norma Técnica Colombiana 4092 (ICONTEC, 2009).

V.2.1.2.3.- Recuento de estafilococos

Staphylococcus sp. se determind por recuento en placa con confirmacion posterior
El recuento se realizo por triplicado. Para ello se sembraron 0,1 mL de las diluciones (hasta
10 en agar salado manitol. Las cajas se incubaron a 35°C durante 24 h (ISO, 1999). Para
Staphylococcus sp., se aislaron cinco colonias presuntivas por muestra en agar salado
Manitol (Sharlau, Espafia). Se les realizé la prueba de la coagulasa tradicional para su
confirmacion posterior. Para la prueba de la coagulasa, se inocul6 una asada de la colonia
bacteriana presuntiva y se inoculd en tubos con 2 mL de plasma (obtenido por
centrigugacion de sangre a 6000 rpm). Posteriormente los tubos se incubaron a 37°C
durante 6 h. Luego se corrigio el recuento segun la norma técnica colombiana 4092
(ICONTEC, 2009). Se seleccionaron los aislamientos que dieron positivo para la prueba

de la coagulasa.

V.2.1.2.4.- Recuento de coliformes totales y fecales

Los coliformes totales y fecales fueron determinados por la técnica de tubos
multiples de fermentacion (NMP/mL). Para ello se sembré 1 mL de las diluciones 10!
hasta 10 por triplicado en caldo LMX Fluorocult® (Merck 110620, Alemania). Los tubos
luego fueron incubados a 35°C durante 24 h Posteriormente se realizd la lectura de los
tubos utilizando la tabla del nimero mas probable para tres diluciones de la norma técnica
colombiana 4092 (ICONTEC, 2009). Para coliformes, se replico untubo positivo de caldo
LMX fluorocult por muestraenagar EMB y Agar Chromocult coliformes (Merck 110426,
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Alemania). Las cajas de Petri se incubaron a 37°C y 42°C durante 24 h. Se seleccionaron
todos los aislamientos que crecieron en estos dos agares (APHA et al., 2012).

V.2.1.2.5.- Recuento de Listeria monocytogenes

Para L. monocytogenes se pesaron 25 g de queso y se depositaron en 225 mL de
caldo Fraser estéril (Sharlau, Espafia). Luego la solucion se incub6 a 4°C durante 15 dias.
Pasado este tiempo 0,1 mL del caldo Fraser fue sembrado por agotamiento en agar Palcam
(Oxoid, USA) a 30°C por 48h. Las colonias presuntivas fueron luego confirmadas por
prueba réapida Singlepath® L'mono (Merck 104148, Alemania) Se seleccionaron los
aislamientos que dieron positiva la prueba confirmativa (1SO, 2017a).

V.2.1.2.6.- Recuento de Salmonella sp.

Para Salmonella sp. se pesaron 25 g de queso, luego se depositaron en 225 mL de
agua peptona estéril. Posteriormente esta solucién se incubd a 37°C por 24 h. Pasado el
tiempo de incubacién, 1 mL del pre-enriquecimiento fue inoculado en 10 mL de caldo de
Rappaport Vassiliadis (Sharlau, Espafia). Esta solucion fue incubada a 42°C durante 24 h.
Pasado el tiempo de incubacion 0.1 mL del caldo Rappaport fue sembrado por agotamiento
en el agar XLD (Sharlau, Espafa) a 37°C por 24 h. Las colonias presuntivas luego fueron
confirmadas mediante la prueba rapida Singlepath® Salmonella (Merck 104140,
Alemania). Se seleccionaron las colonias que dieron positivo para la prueba confirmativa
(1SO, 2017h).

V.2.1.3.- Conservacion de los aislamientos bacterianos
Todos los aislados seleccionados fueron cultivados en agar nutritivo a 37°C

durante 24 h'y conservados a -80°C en crioviales con caldo BHI estéril suplementado con

glicerol al 40%.
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V.2.2.- Identificacion de los aislamientos por secuenciacion del gen ARNr 16S

La identificacién de los aislados bacterianos se llevé a cabo mediante la
amplificacion y el andlisis de la secuencia del gen para el ARNr 16S. Las cepas se
cultivaron en agar nutritivo a 30°C durante 24 h.

La extraccion total de ADN se realizé utilizando el kit de extraccion Xtrem,
siguiendo las instrucciones del fabricante (Xtrem-Biotech, 2018). Todas las extracciones
se visualizaron con Midori Green en un transiluminador de luz ultravioleta, después de
realizar electroforesis horizontal en gel de agarosa del 1,0% (Advance Tin Stain Catalog
M604, NIPPON Genetics Europe GmbH).

La pureza del ADN se evaluo utilizando un NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific Inc) midiendo la relacion de absorbancia a 260/280 nm (Quigley et al., 2012a).

Posteriormente, se amplifico el gen casi completo del gen para el ARN ribosomico
16S por reaccion en cadena de polimerasa (PCR), utilizando los cebadores 27F (5'-
GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) y 1492R (5-ACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3"). La composicion general de la mezcla de amplificacion fue la siguiente (volumen final
50 pl): 2 pL de ADN diana (10 ng/L), 6 pL de los desoxinucleotidos trifosfato (200 um),
2,5 pL de cada cebador (10 pmol) /L), 0,75 pL de MgCl, (100 mM), 5 uL del tampon de
polimerasa Taq (10X), 0,25 pL de Taq polimerasa (5 U/uL) y 31 pL de agua esteril Milli
Q (Invitrogen, Milan, Italia). Las condiciones de PCR fueron una desnaturalizacion inicial
a 94°C durante 4 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacién a 96°C para 10 s, 30 ciclos de
recocido a 52°C para 30 s, 30 ciclos de extension a 72°C por 2 minutos y una extension

final a 72°C durante 4 minutos.

Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 1% con un marcador
de peso molecular de 1 kb a 80 V durante 20 minutos. Luego fueron purificados con la
enzima ExoProStarTM 1-Step (GE Healthcare Life Sciences) y secuenciados por Sistemas

Genomicos Ascires Biomedical Group (Valencia, Espafia). Los
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electroferogramas se analizaron utilizando el software BioEdit y las secuencias de
nucledtidos de consenso obtenidas se compararon utilizando la herramienta BLAST con
las secuencias de referencia almacenadas en NCBI (Alzohairy, 1991; Zhang et al., 2000).

V.2.3.- Susceptibilidad a los antimicrobianos

La susceptibilidad a los antibiéticos por parte de las cepas de S. aureus y

coliformes se evalu6 mediante el método de difusion en disco (CLSI, 2019).

Los antibidticos analizados para S. aureus fueron penicilina (P, 10 pg),
clindamicina (DA, 10 pg), tetraciclina (TE, 30 pg), amikacina (Ak, 30 ug), cloranfenicol
(C, 30 pg), trimetropin Sulfa (SXT, 25 ug), norfloxacina (NOR, 5 pg), cefoxitina (FOX,
30 pg), ciprofloxacino (CIP, 5 ug) y levofloxacino (LEV, 5 pg).

Los antibidticos analizados para coliformes fueron: tetraciclina (TE, 30 pug),
amikacina (Ak, 30 pg), cloranfenicol (C, 30 pg), trimetoprim Sulfa (SXT, 25 ug),
norfloxacina (NOR, 5 pg), ampicilina (AMP, 10 ug), ertapenem (ETP, 10 pg), imipenem
(IPM, 10 pg), cefoxitina (FOX, 30 pg), ceftazidime (CAZ, 30 ug), ceftriaxona (CRO, 30
MQ), ciprofloxacina (CIP, 5 pg), levofloxacino (LEV, 5 pg), acido ceftazidime-clavulanic

(Caz-Cla) , gentamicina (CN, 10 ug) y acido nalidixico (NA, 30 ug).

Las cepas de L. monocytogenes se evaluaron por método de concentracion minima
inhibitoria (CLSI, 2019). Los antibidticos evaluados para L. monocytogenes fueron
penicilina (P, 10 ug), eritromicina (E, 15 ug), vancomicina (VA, 30 pg), tetraciclina (TE,
30 ug), trimetropin-Sulfa (SXT, 25 pg), ampicilina (AMP, 10 ug), ciprofloxacina (CIP, 5
1Q), levofloxacino (LEV, 5 ug) y gentamicina (CN, 10 ug). Los antibiéticos utilizados

fueron marca Oxoid (Basingstoke, Reino Unido).

V.2.4.- Susceptibilidad a los biocidas

La susceptibilidad a los biocidas para las cepas potencialmente patdgenas que
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fueron multi-resistentes a antibioticos, se evaluo utilizando el método de microdilucion en
placa (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ). Los biocidas Cetrimida (C),
digluconato de clorhexidina (CL), cloruro de benzalconio (BC), hexaclorofeno (HC),
cloruro de hexadeciridinio (HP) y triclosdn (T) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia). Las diluciones de cada biocida en TSB (caldo de soja triptico, CM0129)
fueron inoculadas al 1 % (v/v) con cultivos overnight de las cepas bacterianas en TSB. El
experimento se realizo por triplicado. Se incluyeron controles de crecimiento para cada
bacteria. Las placas de microtitulacion se incubaron a 37°C durante 24 h. Luego, se midi6
la densidad optica (OD-595 nm) con un lector de microplacas iMark (BioRad, Madrid).
Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) a 24 h se definieron como la
concentracion mas baja en la que el crecimiento se inhibid por completo (DO <0,05)
(Fernandez et al., 2017).

V.3.- Seleccion y caracterizacion de bacterias acido lacticas con actividad

antimicrobiana contra bacterias potencialmente patogenas aisladas del queso Paipa

V.3.1.- Recuento y aislamiento de bacterias acido lacticas

Para el andlisis de BAL, se realizaron diluciones seriadas hasta 107 de los quesos
anteriormente muestreados, luego los homogenizados de las diluciones fueronsembrados
en agar De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Sharlau 02-135-500) por triplicado. Las placas
fueron incubadas a 25°C durante 72 h. Posteriormente se hizo el recuento segun la Norma
Técnica Colombiana 4092 y se aislaron los diferentes morfotipos observados (ICONTEC,
2009).

V.3.2.- Seleccidn de las bacterias acido lacticas con actividad antimicrobiana
Los aislados a partir del agar MRS fueron evaluados mediante las pruebas oxidasa,

catalasa, morfologia, tincion de Gram y actividad antimicrobiana mediante prueba de

difusion en pocillos de agar (Balouiri et al., 2016; Chandrasekar et., 2015).
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V.3.2.1.- Prueba oxidasa

La actividad oxidasa se evalué mediante tiras de oxidasa (Bactident® Oxidasa,
Merck, Germany). Para ello, se tom6 una tira de oxidasa, luego se escogio la colonia que
crecio previamente en agar MRS a 25°C durante 48 h, una muestra de esa colonia se tomo
con un palillo de madera estéril y se frotd de forma circular el papel de filtro. Pasados 30

segundos se comparé con la escala de colores que trae el producto (Madigan et al., 2010).

V.3.2.2.- Prueba catalasa

Para evaluar la actividad catalasa se agrego una gota de peroxido de hidrogeno al
30 % en un portaobjetos limpio. Luego, se tomd una porcion de la colonia (la misma con
la que se hizo la prueba oxidasa) con un palillo de madera estéril y se frotd de forma

circular con la solucion de peroxido de hidrogeno (Madigan et al., 2010).

V.3.2.3.- Caracteristicas microscopicas

Para cada aislado por separado se tomO una lamina portaobjetos limpia,
posteriormente se agrego una gota de NaCl al 0,85 % en el centro de la lamina. Luego se
tom6 una muestra muy pequefia de la colonia. Se realizd un frotis de la misma
extendiéndola sobre la lamina. Se dejo secar al aire por un minuto. Se tomo la lamina por
uno de sus extremos y se flameo sobre el mechero 3 veces. Luego, se le agregé cristal
violeta por 1 minuto, Posteriormente se enjuagd con agua de grifo. Posteriormente se
agrego lugol por 1 minuto y se volvié a enjuagar con agua de grifo. Posteriormente a la
lamina se le agregd alcohol cetona durante 20 segundos. Luego se enjuagd con agua de
grifo. Por ultimo, se agregd Fucsina, se dejé por 1 minuto y finalmente se enjuagd con
agua de grifo. Se secd la lamina sobre papel adsorbente y se observo al microscopio con

aceite de inmersion mediante el objetivo de 100x (Madigan et al., 2010).

Se seleccionaron los aislamientos con morfologia bacilo y cocos Gram positivos,

catalasa y oxidasa negativa. Estos aislamientos fueron conservados a -80°C en caldo MRS
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con glicerol al 40 %.

V.3.2.4.- Actividad antimicrobiana

Las BAL fueron seleccionados por su actividad antimicrobiana mediante el
método de difusion en pocillos en agar BHA (Balouiri et al., 2016; Chandrasekar et al.,
2015). Las bacterias indicadoras fueron las cepas de las colecciones de cultivos tipo
americana (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 43300, L. monocytogenes ATCC 7644
y S. enteritidis ATCC 13076) y espafiola (E. coli CECT 47557, S. enteritidis CECT 915,
S. aureus CECT 828, L. monocytogenes CECT 4032), y de la coleccion de cepasaisladas
de queso Paipa (L. monocytogenes cepas L1, L4, L5, L6, L7, L8, L. innocua cepa L3, S.
aureus cepas S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S10, S11, S15, S21, S22, S23, S26, S25, S20, E.
coli cepas C10, C22, C8, C5, C3, Escherichia fergusonii strain C27, Citrobacter freundii
cepas C2, C7, C11, C14, C18, C29, C33, Citrobacter braakii cepas C12, C19b, C30,
Proteus mirabilis cepas C20, C19a, C34, C4, Proteus vulgaris cepa C3, Proteus penneri
cepa C6, Serratia marcescens cepa C9 y C25c, Hafnia alvei cepa C24, Hafnia paralvei
cepa C13, Shigella dysenteriae cepa 16, Morganella morganii cepa C17, Acinetobacter

baumannii cepa C21, Raoultella ornithinolytica cepa C28.

Para ello, las BAL fueron cultivadas en caldo MRS a 30°C durante 24 h. Los
cultivos se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Simultaneamente se
cultivaron las cepas indicadoras en BHI a 37°C overnight. Luego se colocaron las
torrecillas Oxford con pinzas estériles sobre agar cerebro corazén tamponado estéril
(BHAT). El medio de cultivo BHAT se preparé mezclando los siguientes componentes
(g9/L): KoHPO4 9,0, KH2PO4 4,085, agar-agar 16,15, caldo cerebro corazon 35,15 y 950
mL de agua destilada. Luego a 10 mL de BHAT fundido en autoclave ytemperado a 55°C
en bafio termostatado (sobrecapa), se le agregdé 60 pL de un cultivo overnight de la cepa
indicadora patdgena, se mezcl6 bien con el vortex y se agregé a las cajas de Petri con agar
BHAT que contienen las torrecillas. Se dejé solidificar y se quitaron las torrecillas con
pinzas estériles. Posteriormente, en los pocillos formados se agregaron 100 uL del

sobrenadante del cultivo de BAL obtenido previamente y se incubé a 37°C durante 16 h.
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Luego se midieron el diametro de los halos de inhibicién en milimetros.

Como control positivo del experimento se utilizo el sobrenadante de un cultivo de
L. lactis cepa ATCC 11454 productora de nisina. Como control negativo se utiliz6 caldo
MRS estéril.

V.3.3.- Caracterizacion de los aislamientos seleccionados

V.3.3.1.- Caracterizacion fenotipica

V.3.3.1.1.- Caracterizacion macroscopica

Las caracteristicas macroscopicas de las colonias fueron determinadas por el
crecimiento de las cepas en los agares MRS, KKA (Kanamicina, esculina, Azida), sangre,
manitol, China Blue, SPC, Mossel, Baird Parker a 30°C durante las 48 h. Para la
caracterizacién macroscépica se observaron caracteristicas como el borde, la elevacion,
borde, aspecto, consistencia, color y en algunas el olor (Beltrdn & Castellanos-Rozo,
2016).

V.3.3.1.2.- Caracterizacion microscépica

Se determiné su morfologia y la formacién de agrupaciones mediante el

procedimiento de tincion de Gram (Ver V.3.2.3.- Morfologia y tincién de Gram).

V.3.3.1.3.- Caracterizacion bioquimica

La caracterizacion bioquimica se llevd a cabo utilizando el sistema de
identificacion bioquimica BBL ™ Crystal ™ Identification Systems Gram-positive 1D
Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante (Becton Dickinson, Maryland, EE.UU.).
Las bacterias seleccionadas (cocos o bacilos Gram positivos, oxidasa y catalasa negativa),

fueron cultivadas por agotamiento en agar MRS a 30°C durante 24 h. Luego se tomo una
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colonia pura y se suspendié completamente en un tubo de fluido de indculo BBL Crystal
GP. Posteriormente, se ajustd la turbidez del cultivo teniendo como referencia un patron
McFarland N° 0,5. Luego se agreg6 todo el contenido del tubo de fluido de indculo en el
area demarcada de la base del microsistema. Se tomo la base con las dos manos y se
balance6 suavemente hasta que todos los pocillos se llenaron con el inéculo. Luego se
balance6 nuevamente la base para escurrir el exceso de liquido de vuelta a la base
demarcada y se puso sobre la mesa. Se aline6 la tapa y se presiond hacia abajo con los
pulgares puestos a cada lado para cerrarla. Luego los paneles se colocaron boca abajo en
una estufa a 30°C durante 24 h (BBL™ Crystal™ Identification, 2020). Luego del periodo
de incubacién los paneles fueron leidos usando la tabla 3 del inserto
https://legacy.bd.com/ds/technicalCenter/inserts/8809711JAA(02).pdf (BBL™
Crystal™ Identification, 2020). Los resultados fueron anotados en un block de informes

BBL Crystal GP y luego se calculo el nimero de perfil BBL cristal (BBL™ Crystal™
Identification, 2020). Para obtener la identificacion, el nimero del perfil resultante y la
morfologia celular fueron incluidos en un computador al cual previamente se le instald el
software BBL Crystal MIND.

V.3.3.1.4.- Pruebas de resistencia
V.3.3.1.4.1.- Efecto de la concentracion de NaCl sobre las cepas seleccionadas

Las cepas fueron repicadas por duplicado en agar MRS preparado a diferentes
concentraciones: 0,85, 1, 4, 6,5%. Las placas fueron incubadas a 30°C por 72 h. Luego se
determino presencia o ausencia de colonias.
V.3.3.1.4.2.- Efecto de la temperatura sobre las cepas seleccionadas

Las cepas fueron repicadas por duplicado en agar MRS. Las cajas fueron incubadas

a diferentes temperaturas (4, 15, 30, 37 42 y 45°C) durante 72 h. Luego se determiné

presencia 0 ausencia de crecimiento.
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V.3.3.1.4.3.- Efecto del pH sobre las cepas seleccionadas

Las cepas fueron repicadas por duplicado en tubos con caldo MRS preparado a
diferentes valores de pH (2, 4, 6,5, 9, 12). Los tubos fueron incubados a 30°C por 72 h.

Luego se determind presencia o ausencia de turbidez.

V.3.3.1.4.4.- Susceptibilidad a los antimicrobianos

Las cepas de BAL seleccionadas por su actividad antimicrobiana fueron evaluadas
por su susceptibilidad a los antibioticos mediante el método de difusién en disco (CLSI,
2019). Los antibidticos utilizados fueron Ampicilina (10 pg), Cloranfenicol (30 pg),
Penicilina (10 pg), Eritromicina (15 pg), Kanamicina (30 ug), Tetraciclina (30 ug),
Vancomicina (30 pg), Rifampicina (5 pg), Carbenicilina (100 ug), Oxacilina (1 ug),
Estreptomicina (10 pg), Clindamicina (10 pg, Levofloxacina (30 ug), Trimetropin-sulfa
(25 pg). Todos los sensi-discos utilizados fueron marca Oxoid (Basingstoke, Reino
Unido).

V.3.3.2.- ldentificacion molecular

La identificacion de los aislados bacterianos se llevd a cabo mediante la
amplificacion y el analisis de la secuencia de ADNr 16s. Las cepas se cultivaron en agar
MRS a 30°C durante 24 h. La extraccion de ADN, amplificacién por PCR y analisis de
las secuencias se realizaron segun se describe en el apartado V.2.2.- Identificacion de los
aislamientos por secuenciacion del gen ARNr 16S. Elandlisis filogenético se llevo a cabo
utilizando el software MEGA MX version 10.0.4, utilizando el modelo de dos pardmetros
de Kimura y construyendo el arbol de distancia por el método Neighbor-Joining con 1.000

iteraciones.

V.4.- Purificacion y caracterizacion de las sustancias antibacterianas producidas por

las bacterias acido lacticas seleccionadas
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V.4.1.- Curva de crecimiento de las bacterias acido lacticas productoras de sustancias

antibacterianas

Se realizd una siembra de la cepa conservada a -80°C en BHI con glicerol al 40 %
en placas con agar MRS. Las placas se incubaron a 30°C durante 48 h. Luego de obtener
el cultivo puro se repico una colonia en 2 mL de caldo MRS y se incub6 a 30°C durante
16 h.

Posteriormente se inoculé caldo MRS (150 mL) al 2% con la cepa que presentd
actividad antimicrobiana, se agitd bien y se dispensé de a 10 mL en 16 tubos falcon
estériles. Posteriormente se incubaron a 30°C durante 48 h. Se tomd un tubo de la estufa
durante los siguientes tiempos (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 30, 36, 42y 48 h).
Cada tubo se homogenizé y se le realizo diluciones seriadas en base 10 y recuento en placa
de células viables por duplicado en agar MRS. También de cada tubo se tomo 1 mL y se

midio la densidad optica a 600 nm.

Posteriormente se midié el pH del medio de cultivo y se ajusto a 6,5 con NaOH
10N. Luego de ajustar el pH, se dispenso el caldo MRS en tubos eppendorff (1mL por
tubo), y los tubos se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se recuperaron
todos los sobrenadantes en una placa de Petri estéril. Se tomaron con una jeringa estérily
luego se filtraron por filtros de 0,22 um (Millipore, EU). Luego se recuperaron en un tubo
falcon estéril. Posteriormente se realizo la prueba de difusion en agar (prueba de pocillos
descrita anteriormente). Como bacteria indicadora se utilizd L. monocytogenes ATCC
7466.

V.4.2.- Purificacion parcial de las sustancias antibacterianas por cromatografia de

intercambio catidnico

Se realiz6 una siembra de la cepa con actividad antimicrobiana conservada a -80°C
en BHI con glicerol al 40 % en placas con agar MRS. Las placas se incubaron a 30°C

durante 48 h. Luego de obtener el cultivo puro se repicé una colonia en 2 mL de caldo
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MRS y se incub6 a 30°C durante 16 h. Posteriormente se inoculo la cepa al 2 % en caldo
MRS (150 mL) y se incub6 durante 16 h a 30°C. Luego se realiz6 una inoculacion al 2%
de lacepaen 1L de caldo MRS y se incub6 de la misma manera.

Finalmente se realizé una inoculacion al 2% con un volumen final de 10 L de caldo
MRS. Se incub6 a 30°C durante el tiempo donde se encontré la mayor actividad
antimicrobiana segin la curva de crecimiento para cada bacteria (16 y 24 h

respectivamente).

Posterior a la incubacion, se ajusté el pH del cultivo a 6,5 con NaOH 10 N. Luego
se le agrego al cultivo la matriz de intercambio i6nico CM Sephadex C-25 (GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Sweden), se mezcld bien y se prosiguid a incubar a 37°C con agitacion
de 150 rpm, durante 45 minutos. Posteriormente se dejo decantar el cultivo durante 30
minutos. Luego el sobrenadante fue descartado en el lavado lentamente e inactivado
simultdneamente con hipoclorito de sodio al 5,25 %. A medida que se fue descartando el

sobrenadante, se recolecté una muestra de 10 mL.

El gel se traslado a la columna y se lavo con 250 mL de agua Milli Q y se tomé
dos fracciones de los lavados cada uno de 10 mL. Luego se prosiguio a eluir con NaCl 0,5
M y se tomaron dos fracciones de 10 mL del eluido. Posteriormente se realizé una segunda
elucion con NaCl a 1,5 M. Simultaneamente se tomaron 18 fracciones de 10 mL durante
el transcurso de la elucion. La actividad antimicrobiana de las fracciones recolectadas fue
evaluada mediante el método de difusion en agar descrito anteriormente (ver seccién

V.3.3.-). Se us6 como bacteria indicadora L. monocytogenes ATCC 7466.

V.4.3.- Caracterizacion de las sustancias antibacterianas

V.4.3.1.- Efecto de la temperatura sobre las sustancias antibacterianas

El efecto de la temperatura sobre las sustancias antibacterianas se evalud

calentando 1 mL del eluido cromatografico a 30, 60, 80 y 100°C durante 120 minutos.
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También se tomd 1 mL del eluido y se sometid al proceso de autoclavado (121°C durante
15 minutos a 15 libras de presion). La actividad antimicrobiana de los compuestos se
midi6é mediante el método de difusidn de pocillos de agar por triplicado. L. monocytogenes
ATCC 7644 se utiliz6 como cepa indicadora (Chandrasekar et al., 2015).

V.4.3.2.- Efecto del pH sobre las sustancias antibacterianas

En un experimento paralelo, se ajusté el pH del eluido (ImL) a 2,0, 6,5, 9,0y 12
conHCI1 N y NaOH 1 N. Luego los eluidos con el pH ajustado, fueron incubados a 30°C
durante 2 h. Después de este periodo, el pH de las muestras se reajusto6 al pH 6,5. Luego
se midi6 la actividad antimicrobiana de los compuestos mediante el método de difusion
de pocillos de agar por triplicado. L. monocytogenes ATCC 7644 se utiliz6 como cepa
indicadora.

V.4.3.3.- Efecto de las enzimas proteoliticas sobre las sustancias antibacterianas

A tres tubos eppendoff se les agreg6 400 pL del eluido cromatografico. A untubo
se le agregd 20 pL de pepsina de estdbmago de porcino (Fluka, Alemania) a una
concentracion final de 10 mg/mL, a otro tubo se le agregd 20 pL de proteinasa K (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) a una concentracion final de 10 mg/mL, y al otro tubo 20
ML de tripsina de pancreas porcino a una concentracion final de 10 mg/mL (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Luego los tubos fueron incubados a 37°C durante 12 h.
Pasado el tiempo de incubacidén se midid la actividad antimicrobiana de los compuestos
mediante el método de difusion en pocillos por triplicado (Seccidn 3.3). L. monocytogenes

ATCC 7644 se utilizé como cepa indicadora.

V.4.3.4.- Efecto de los compuestos quimicos sobre las sustancias antibacterianas

Se tomaron 5 tubos ependorff. A cada tubo se les agregé 400 pL del eluido
conteniendo actividad antibacteriana. Al primer tubo se le agregd EDTA a una

concentracion final del 1 %, al segundo tubo Tween 20 al 1 %, al tercer tubo Tween 80 al
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1 %, al cuarto tubo SDS al 1 % y al quinto tubo se le agreg6 urea a 1M. Todos los reactivos
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. Las muestras se incubaron a
30°C durante 24 h. Posteriormente la actividad antibacteriana de los eluidos se evalu6
mediante el método de difusion en pocillos por triplicado. L. monocytogenes ATCC 7644
se utiliz6 como cepa indicadora. La actividad antimicrobiana se evalué por medicion del

tamafio del didmetro de los halos de inhibicién en milimetros.

V.4.3.5.- Espectro de actividad de las sustancias antimicrobianas parcialmente purificadas

El espectro de la actividad antimicrobiana de los eluido cromatograficos fue
evaluado mediante el método de difusion en pocillos en agar BHA como se describid
anteriormente (ver seccion V.3.3.-). Se utilizaron como cepas indicadoras las cepas Gram
positivas: S. aureus ATCC 43300, S. aureus CECT 828, S. aureus cepas S1, S2, S3, S4,
S5, S6, S7, S10, S11, S15, S21, S22, S23, S26, S25, S20, Staphylococcus saprophyticus
ATCC 49907, L. monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes CECT 4032 L.
monocytogenes cepas L1, L4, L5, L6, L7, L8, L. innocua cepa L3, Enterococcus faecalis
ATCC 51299, Enterococcus faecium ATCC 33667, Bacillus subtilis ATCC 6633, B.
thuringiensis ATCC 33679, Bacillus cereus ATCC 11778, Lactobacillus casei ATCC
393, Lactococcus acidophilus ATCC 4356, Streptococcus mutans ATCC 25175
Streptococcus agalactiae ATCC 12386 y Clostridium perfringens ATCC 13124, L. lactis
ATTC 11454, L. lactis QP63 y L. mesenteroides QP117. En el caso de Lactobacillus casei
ATCC 393, Lactococcus acidophilus ATCC 4356, Streptococcus mutans ATCC 25175
Streptococcus agalactiae ATCC 12386, los ensayos se realizaron mediante incubacion en
jarras de anaerobiosis de 2,5 L con sobres del CO2 (Thermo Scientific™, USA) a una
temperatura de 30°C durante 48h. En el caso de Clostridium perfringens, los ensayos se
realizaron mediante incubacién en jarras de anaerobiosis de 2,5 L y sobres de

AnaeroGen™ a una temperatura de 35°C durante 24 h (Thermo Scientific™, USA).

Como cepas indicadoras Gram negativas se utilizaron: E. coli ATCC 25922, E.
coli CECT 47557, E. coli cepas C10, C22, C8, C5, C3, Escherichia fergusonii cepa C27,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, S. enteritidis CECT 915, Citrobacter freundii cepas
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C2, C7, C11, C14, C18, C29, C33, Citrobacter braakii cepas C12, C19b y C30, Proteus
mirabilis cepas C20, C19a, C34, C4, Proteus vulgaris cepa C3, Proteus penneri cepaC6,
Serratia marcescens cepas C9 y C25c, Hafnia alvei cepa C24, Hafnia paralvei cepa C13,
Shigella dysenteriae cepa 16, Morganella morganii cepa C17, Acinetobacter baumannii
cepa C21, Raoultella ornithinolytica cepa C28. Como control positivo se utilizd nisina
grado analitico (Sigma-Aldrich, 98% de pureza) a concentraciones de 6 y 12 mg/L en
acido clorhidrico 0,02 N. Como control negativo se utilizé caldo MRS estéril.

V.4.3.6.- Determinacion del peso molecular de las sustancias antibacterianas por MALDI-
TOF MS)

Se tom6 1 pL del eluido cromatografico que presentd mayor actividad
antimicrobiana (E4 para L. mesentoroides QP117 y EG6 para L. lactis QP63) y se deposito
sobre un pocillo de la placa del MALDI, después se agregd 1ul de la matrix organica
(acido a-ciano-4-hidroxicinamico). Se utiliz como control positivo una solucién de nisina
de grado comercial (Sigma Aldrich 99% de pureza) al 1% diluida en una solucion de NaCl
al 0,85% estéril. Tanto las muestras como el control se realizaron por duplicado. Las
muestras se dejaron secar durante 20 minutos, luego las placas fueron colocadas en el
equipo. EIl analisis de identificacion MALDI-TOF MS se llevo a cabo utilizando un
instrumento Autoflex (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA) operado en el modo i6nico
positivo lineal utilizando el software FlexControl 3.1. Los espectros se analizaron en un
rango de masa molecular de 2-10 kDa y los picos se examinaron comparandolos con los

descritos en la base de datos http://bactibase.hammamilab.org/search.php.
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V1.1.- Andlisis de la diversidad bacteriana del queso Paipa por secuenciacién masiva

V1.1.1.- Caracteristicas de las lecturas de las muestras secuenciadas

Se obtuvieron un total de 4,922,740 lecturas de las 24 muestras de queso. Después
del control de calidad, se obtuvieron 3,786,938 lecturas fusionadas, de las cuales
3,486,293 eran lecturas no quiméricas. El nimero total de lecturas asignadas a unidades
taxondmicas operativas (UTOs) por muestra oscil6 entre 100,681 y 189,360 (Tabla 6).

Tabla 6. Numero de lecturas e indices de diversidad alfa a nivel de género de las muestras

de queso Paipa

Muestra | N° lecturas N° Observaciones | Chaol ACE | Shannon | Simpson
CA0 119123,00 32,00 32,00 32,00 1,50 0,65
CA10 117789,00 28,00 28,00 28,00 1,98 0,81
CA21 100681,00 33,00 33,00 33,00 1,73 0,73
CAZ28 106138,00 32,00 32,00 32,00 1,64 0,66
CBO 101205,00 25,00 25,00 25,00 1,41 0,66
CB10 105216,00 27,00 27,00 27,00 1,55 0,71
CcB21 112479,00 32,00 32,00 32,00 1,45 0,62
CB28 104831,00 31,00 31,00 31,00 1,65 0,66
AA0 124879,00 33,00 33,00 34,08 2,10 0,80
AA10 6744,00 13,00 13,00 13,00 1,71 0,67
AA21 130445,00 30,00 30,00 30,00 1,99 0,80
AA28 125251,00 35,00 35,00 35,00 1,89 0,77
ABO 189360,00 26,00 26,00 26,00 1,52 0,72
AB10 153619,00 31,00 31,00 31,35 1,74 0,77
AB21 158773,00 34,00 34,00 34,44 2,05 0,82
AB28 157004,00 41,00 41,00 41,00 1,74 0,66
FAO 161174,00 41,00 41,00 41,00 1,40 0,55
FA10 128947,00 37,00 37,00 37,00 1,57 0,59
FA21 151273,00 39,00 39,00 39,00 1,50 0,56
FA28 151121,00 45,00 45,00 45,00 1,91 0,76
FBO 152092,00 44,00 44,00 44,00 1,59 0,61
FB10 162325,00 51,00 51,00 51,00 1,86 0,71
FB21 177231,00 45,00 45,00 45,00 141 0,52
FB28 160890,00 44,00 44,00 44,00 1,86 0,70

La muestra AA10 (muestra A del productor A en el dia 10 de maduracion) fue una

excepcion, ya que contenia un nimero muy bajo de lecturas. Ademas, después de la
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asignacion de UTOs, la muestra 10 no mostro la composicion microbiana tipica de los
quesos, sino que contenia una abundancia relativa muy alta de Pseudomonas. Por lo tanto,
esta muestra no se incluyo en el anélisis después de este punto. Los indices de diversidad
alfa se muestran en el Tabla 6.

VI1.1.2.- Poblaciones bacterianas en las muestras de quesos

El principal filo bacteriano encontrado en los quesos fue Firmicutes, con
abundancias relativas que van desde el 59,2 % hasta el 82 % (Figura 5a). El segundo filo
principal fue Proteobacteria, con abundancias relativas que oscilan entre el 15,93 %y el
39,50 %. Actinobacteria y Bacteroidetes tenian abundancias relativas mucho mas bajas,
siempre por debajo del 3,5 %. El grupo de Firmicutes estaba representado principalmente
por miembros del Orden Lactobacillales. Las UTOs con mayor abundancia relativa en la
mayoria de las muestras de queso (del 21,45 % al 74,40 %) pertenecian a la Familia
Streptococcaceae (Figura 5b). El genero principal detectado en este grupo fue
Lactococcus (Figura 5c¢), que se detecto en todas las muestras de queso (en abundancias
relativas que oscilan entre 20,96 % y 68,64 %). El segundo grupo en abundancia relativa
fue la Familia Enterococcaceae, con el género Enterococcus como principal
representante. EI género Enterococcus fue el mas frecuente en los quesos del productor A
en comparacion con los otros quesos, alcanzando hasta 30,38 % en una muestra.
Leuconostoc y Streptococcus también se encontraron en muchas otras muestras de queso,
aungue tenian abundancias relativas muchos menores. El género Staphylococcus fue
detectado en abundancias relativas de > 2 % en 6 muestras (todas ellas pertenecientes a

quesos de los productores C y A), alcanzando el 18,63 % en una muestra.
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(b) y género (c). Se analizaron muestras de queso de tres productores formales (C, A, F)

correspondientes a dos lotes independientes (A y B) en diferentes tiempos de maduracion

(0, 10, 21, 28 dias)

103



Las proteobacterias fueron representadas principalmente por
Gammaproteobacterias  pertenecientes a la Familia  Enterobacteriaceae vy
Aeromonadaceae Yy, en menor medida, también Moraxellaceae (Figura 5b).
Enterobacteriaceae se detectd en todas las muestras de queso, con abundancias relativas
compuestas entre 3,36 % y 12,30 %. Las UTOs asignadas al género Enterobacter también
fueron detectadas en todas las muestras de queso, aunque tenian menores abundancias
relativas (Figura 5c¢). Serratia se detect6 en abundancias relativas entre el 2 % y el 3 % en
tres de las muestras de queso C. Citrobacter también fue relevante, especialmente en
muestras del productor F (llegando al 2,30 % en una muestra).

Dentro de Familia Aeromonadaceae, la presencia de UTOs asignadas al género
Aeromonas fue relevante en la mayoria de las muestras de queso, alcanzando altas
abundancias relativas en algunos casos (hasta 27,60 %). Acinetobacter (Fam.
Moraxellaceae) también se detecto con frecuencia en abundancias relativas de hasta 8,60
%, principalmente en las muestras de queso FA y AB. Otros géneros (Marinomonas,
Corynebacterium y Chryseobacterium) s6lo se detectaron en abundancias relativas del >2
% en algunas muestras de queso. Durante la maduracion no se observaron cambios
importantes en las poblaciones bacterianas. La abundancia relativa de Lactococcus solo
aumento ligeramente pero no significativamente (p > 0,05) al final de la maduracién en
las muestras de queso CA (dia 21), CB (dias 21 y 28) y FB (dia 21), pero en algunos casos
disminuyo (AB21, FA28).

El andlisis de componentes principales (ACP) reveld que la mayoria de las
muestras de queso se agruparon segun el origen de la muestra (productor local) e
independientemente del lote de produccion (Figura 6). Sin embargo, también habia
valores atipicos claros, especialmente en las muestras del productor de queso A. Una
caracteristica distintiva de los quesos del productor A fue la mayor abundancia relativa de

UTOs asignadas al género Enterococcus.
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Figura 6. Analisis de componentes principales del microbioma bacteriano del queso
Paipa. Se analizaron muestras de queso de tres productores formales (C, A, F)
correspondientes a dos lotes independientes (A y B) en diferentes tiempos de maduracion
(0, 10, 21, 28 dias). Las elipses indican la agrupacion de las muestras de los productores
C (rojo), A (azul) y F (verde)

V1.2.- Evaluacion de la calidad microbioldgica del queso Paipa comercializado por

empresas formales e informales

VI1.2.1.- Recuento y aislamiento de las poblaciones bacterianas

Las muestras de queso de microempresas formales e informales mostraron
recuentos similares de aerobios mesdéfilos (entre siete y nueve unidades logaritmicas por
gramo de queso), mientras que las poblaciones de mohos y levaduras se encontraban entre
cuatro y ocho unidades logaritmicas/g (Tabla 7). Todas las muestras obtenidas de
microempresas formales e informales presentaron recuentos de estafilococos y coliformes
por encima de la Norma Técnica Colombiana 750. L. monocytogenes estuvo presente en
el 37,5 % de las muestras (3 formales y 3 microempresas informales). Salmonella sp. no

se detectd en ninguna de las muestras (Tabla 7).
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Tabla 7. Analisis microbioldgico de quesos Paipa comercializados por microempresas formales e informales

Grupo
Indicador

A. mes6filos
(Log UFCl/g)

Hongos
(Log UFC/g)

Staphylococcus
sp.
(Log UFCl/qg)

Coliformes
totales
(Log NMP/g)

Coliformes
fecales (Log
NMP/g)

Salmonella sp.
(P/A)/25 g

L.

monocytogenes
(PIA) 25 g

8,57+0,9

6,24+0,3

6,40+0,0

8,04+0,0

5,21+3,7

8,13+0,9

4,15+0,0

5,14+0,3

5,55+1,2

3,70+0,3

EMPRESAS FORMALES

9,48+1,0

6,48+0,3

6,08+1,5

6,09+1,0

5,09+2,2

4

8,87+0,3

6,33+1,6

5,25+0,3

6,50+0,7

5,15+0,7

A

5

8,26+0,4

6,25+0,4

4,87+0,2

6,30+0,0

6,15+0,0

A

8,26+0,5

8,00+1,4

4,80+0,3

3,40+0,6

2,93+0,1

A

8,04+0,4

6,00+0,5

5,62+0,0

4,37+0,0

2,20+1,2

8,09+0,0

7,61+0,7

6,89+0,5

5,04+0,1

4,76+0,4

8,06+0,1

6,74+0,2

4,83+1,3

4,35+1,0

3,84+17

8,51+0,0

8,43+0,5

5,66+0,0

5,04+0,0

3,84+17

EMPRESAS INFORMALES

3

7,52+0,0

7,28+0,6

5,75+1,4

4,35+1,0

3,85+1,7

4

8,26+0,6

7,65+1,6

5,59+1,9

4,85+0,3

4,71+0,5

5

7,49+0,3

8,11+0,9

7,13+0,3

5,04+0,0

4,85+0,3

8,73+0,3

7,26+0,6

4,00+0,2

5,04+0,0

5,04+0,0

7,98+0,0

8,78+0,0

4,20+0,0

5,04+0,0

4,04+0,0

8,34+0,0

6,67+0,0

3,10+0,0

6,56+0,0

6,36+0,0

L.P*

N/A

N/A

P, presencia. A, ausencia. *L. P, limite permisible segtin la Norma Técnica Colombiana 750 (ICONTEC, 2009)
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VI1.2.2.- ldentificacion de los aislamientos potencialmente patdgenos por
secuenciacion del gen ARNr 16S

Los resultados obtenidos por secuenciacion del gen ARNr 16S indicaron que
el 56 % de las especies de Staphylococcus sp., aisladas en agar salado manitol (n=31)
fueron S. aureus y 44 % fueron Staphylococcus saprophyticus. Los resultados
también indicaron que el 22,2 % de las enterobacterias aisladas (n=36) fueron
Escherichia coli, 22,2 % fueron Citrobacter freundii, 13,9 % Proteus mirabilis, 8,33
% Citrobacter braakii, 8,33 % Serratia marcescens, 5,5 % Hafnia alvei, 2,7 %
Proteus penneri, 2,7 % Proteus vulgaris, 2,7 % Raoultella ornithinolytica, 2,7 %
Shigella dysenteriae, 2,7 % Hafnia paralvei, y 2,7 % Morganella morganii. También
se obtuvieron aislamientos de Acinetobacter baumannii correspondiente al 2,7 %.
Los resultados también indicaron que el 85 % de las listerias aisladas (n=6) fueron
L. monocytogenes y el 15 % fueron Listeria innocua (Figura 7).

I Citrobacter freundii

Proteus miriabilis
Citrobacter braakii

I Serratia marcescens

I Hafnia alvei

Il Proteus penneri

Il Proteus vulgaris

I Raoultella ornithinolytica

Staphylococcus sp.

M shigella dysenteriae

Bacterias indicadoras

B Hafnia paralvei
Morganella morganii

Staphylococcus aureus

Enterobacterias B staphylococcus saprophyticus

M Listeria monocytogenes

M Listeria innocua

Prevalencia (%0)

Figura 7. Prevalencia de bacterias patdgenas aisladas en el queso Paipa
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V1.2.3.- Susceptibilidad a los antimicrobianos

Los resultados indicaron que la mayoria de las cepas de S. aureus fueron
susceptibles a los antibiéticos ensayados. Todos los aislamientos fueron sensibles a
la cefoxitina (antibidtico usado como sustituto para combatir cepas
oxacilina/meticilina resistentes). Sin embargo, el 7 % fueron resistentes a la
tetraciclina y la eritromicina, pero ninguna de las cepas mostr6 multiresistencia a los
antibidticos (Tabla 8).

Tabla 8. Perfil de sensibilidad de los aislamientos de S. aureus a los antibi6ticos

Antibiéticos S | R Cepas sensibles (%)
Cloranfenicol (C 30 ug) >18 13-17 <12 100
Penicilina (P 10 pug) >29 - <28 100
Tetraciclina (TE 30 pg) >19 15-18 <14 93
Clindamicina (DA 10 pg) >1 1520 >14 100
Levofloxacina (LEV 5 ng) >19 16-18 <15 100
Trimetropin Sulfa (SXT 25 ug) =16 11-15 <10 100
Cefoxitina (FOX 30 pg) >22 - <21 100
Ciprofloxacina (CIP 5 pg) >21 16-20 <15 100
Eritromicina (E 15 pg) >23 1422 <13 93

S: sensible; I: intermedio; R: resistente.

Por otro lado, el 100 % de las cepas de L. monocytogenes fueron sensibles a
todos los antibioticos probados. Del mismo modo, el 94,1 % de las cepas coliformes
fueron sensibles a cloranfenicol, ertapenem y levofloxacino, el 85 % fueron sensibles
a trimethopin-sulfa, ciprofloxacina y gentamicina, el 76,5 % a tetraciclina y a

ampicilina, mientras que el 67% de las cepas fueron sensibles a cefoxitina (Tabla 9).
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Tabla 9. Perfil de sensibilidad de los coliformes a los antibidticos

Antibidtico S | R Cepas sensibles (%)
Tetraciclina (TE 30 pg) >15  12-14 <11 76,5
Amikacina (AK 30 pg) >17 15-16 <14 79,4
Chloranfenicol (C 30 pg) >18  13-17 <12 94,1
Trimethopin Sulfa (SXT 25 pg) =16 11-15 <10 85,3
Ampicilina (AMP 10 ug) >17 14-16 <13 76,5
Ertapenem (ETP 10 pg) >22 19-21 <18 94,1
Imipenem (IPM 10 pg) >23 2022 <19 91,2
Cefoxitin (FOX 30 pg) >18 1517 <14 67,6
Ceftaxidime (CAZ 30 ng) >21 1820 <17 97,0
Ceftriazona (CRO 30 pg) >23 2022 <19 91,2
Ciprofloxacina (CIP 5 pg) >26 22-25 <21 85,3
Levofloxacina (LEV 5 ng) >21 17-20 <16 94,1
Gentamicina (CN 10 pg) >15 13-14 <12 85.3
Acido nalidixico (NA 30 pg) >19 14-18 <13 88.2

S: sensible; I: intermedio; R: resistente.
VI1.2.4.- Tolerancia a los biocidas por las cepas multi-resistentes a los antibioticos Los

resultados demuestran que el 30 % de las cepas de coliformes fueron

resistentes a los antibidticos. P. mirabilis cepa CFQP121b y E. coli cepa CFAll
fueron resistentes a siete antibioticos, C. freundii cepa CFC25 fue resistente a cinco
antibioticos y C. freundii cepa cfc2A Rappaport y C. freundii cepa CFA22 fueron
resistentes a tres antibidticos. Sin embargo, estas cepas no fueron resistentes a los
biocidas. Las excepciones fueron S. marcescens cepa CFC11, C. freundii cepa
CFA14 y C. freundii cepa cfc2A Rappaport, las cuales resistieron una concentracion
de 8 mg/L de triclosan (Tabla 10).
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Tabla 10. Cepas multirresistentes y su tolerancia a los biocidas

Aislamientos Antibidticos Concentracion minima inhibitoria del biocida
CMI (mg/L)
C CL BC HC HP T
Citrobacter freundii CFC25 TE, AMP, FOX, IPM, NA <2 <2 <2 <2 <2 <2
Citrobacter freundii cfc2A C, FOX, CRO <2 <2 <2 <2 <2 8
Rappaport
Citrobacter freundii CFA22  SXT, AMP, FOX <2 <2 <2 <2 <2 <2
Citrobacter freundii CFA14 FOX, CIP <2 <2 <2 <2 <2 8
Citrobacter freundii CFC52  TE, FOX <2 <2 <2 <2 <2 <2
E. coli CFA11 TE, SXT, CIP, C, AMP, NA, <2 <2 <2 <2 <2 <2
CN
E. coli CFA15 AK, IPM, CN <2 <2 <2 <2 <2 <2
E. coli CFS21 LEV, CN <2 <2 <2 <2 <2 <2
Morganella morganii CFA3  TE, AMP, CN, FOX <2 <2 <2 <2 <2 <2
Proteus mirabilis CFQP121  TM/SXT, ETP, FOX, CRO, <2 <2 <2 <2 <2 <2
IPM, CAZ, NA
Serratia marcescens CFC11  AMP, CN, AK, FOX <2 <2 <2 <2 <2 8

AMP, ampicilina; CTX, cefotaxime; CFZ, ceftazidime; IMP, imipenem; SM, estreptomicina; CIP, ciprofloxacina;
CM, cloranfenicol; TET, tetraciclina; NAL, &cido nalidixico; NET, netilmicina; TM/STX, trimethoprim-
sulfametoxazol; FOX, Cefoxitina; C, Cetrimida; CL, clorhexidina digluconato; BC, Cloruro de benzalconio; HC,
hexaclorofeno; HP, Cloruro de cetilpiridinio; T, triclosan.

V1.3.- Seleccion y caracterizacion de bacterias acido lacticas con actividad

antimicrobiana
V1.3.1.- Recuento de bacterias acido lacticas

Se determinaron los recuentos de bacterias del acido lactico (BAL)
presentes en diferentes muestras de queso Paipa. Los recuentos variaron entre 6 y
10,89 Log UFC/g (Figura 8).
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Figura 8. Recuento de BAL en muestras de queso Paipa
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VI1.3.2.- Seleccion de las bacterias &cido lacticas productoras de sustancias

antibacterianas

Se aislaron un total de 250 morfotipos en agar MRS, de los cuales 208
(equivalentes al 86 %) mostraron caracteristicas tipicas de BAL, bacilos o cocos
Gram-positivos, catalasa y oxidasa negativos. El 14 % de los aislados presentaron
caracteristicas tipicas de levaduras, colonias mucosas cremosas u opacas, oxidasa

negativa, catalasa positiva (Figura 9).

M Acido lacticas ®Levaduras M Acido lacticas productoras de sustancias antibacterianas

Figura 9. Bacterias acido lacticas productoras de sustancias antimicrobianas

Solo dos cepas (QP117 y QP63) de 208 evaluadas mostraron actividad
antagdnica. La cepa QP117 se aisl6 de muestras de queso Paipa de una empresa
formal, mientras que la cepa QP63 fue aislada de una empresa informal. Ambas
cepas (QP117 y QP63), presentaron actividad antimicrobiana contra las listerias
evaluadas en este estudio (L. monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes CECT
4032 y contra las cepas de L. monocytogenes aisladas del queso Paipa. Los resultados
demuestran que la actividad de estas cepas es muy similar a la presentada por la cepa
referencia L. lactis ATCC 11454 contra las L. monocytogenes evaluadas en este
estudio independiente de su origen. Por otro lado, los resultados también indicaron

que la cepa QP63 y L. lactis ATCC 11454 inhibieron todas las cepas S. aureus
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coagulasa positiva. Por el contrario, la cepa QP117 no tuvo actividad frente a S.
aureus (Tabla 11).

Tabla 11. Inhibicién de Listeria monocytogenes y S. aureus por las BAL seleccionadas

Cepa indicadora Cepa QP63* Cepa QP117* L. Lactis ATCC 11454* Origen

L. monocytogenes ATTC 7644 16,0+0,7 21,5+0,7 16,5+0,7 E. Unidos
L. monocytogenes CECT 4032 12,0+0,0 20,0+0,0 19,0+0,0 Espafa
L. monocytogenes L1 17,0+0,0 17,0+0,0 16,5+0,7 Colombia
L. monocytogenes L4 17,0+0,0 18,0+0,0 19,5+0,7 Colombia
L. monocytogenes L5 19,0+0,0 18,5+0,7 17,5+0,7 Colombia
L. monocytogenes L6 17,0+0,0 17,0+0,0 20,0+0,0 Colombia
L. monocytogenes L7 17,0+0,0 18,3+0,6 17,0£1,41 Colombia
L. monocytogenes L8 17,0+0,0 17,5+0,7 20,0+0,0 Colombia
L. innocua L3 18,0+0,0 21,5+0,7 20,0+0,0 Colombia
S. aureus ATTC 43300 11,04£0,0 0,0+0,0 12,5+0,7 E. Unidos
S. aureus CECT 828 12,0£0,0 0,0£0,0 12,0£0,0 Espafia

S. aureus S1 12,5+0,7 0,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S2 12,5+0,7 0,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S3 12,0+0,0 0,0+0,0 10,0£0,0 Colombia
S. aureus S4 13,0£0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S6 12,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S7 12,5+0,7 0,0+0,0 14,5+0,7 Colombia
S. aureus S10 12,5+0,7 0,0+0,0 14,5+0,7 Colombia
S. aureus S11 12,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S15 13,5+2,1 0,0+0,0 10,0+0,0 Colombia
S. aureus S21 12,0+0,0 0,0+0,0 11,0+1,4 Colombia
S. aureus S22 11,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S23 13,0+1,4 0,0+0,0 13,0+0,0 Colombia
S. aureus S26 12,5.40,7 0,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S25 13,5+0,7 0,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S20 11,5+0,7 0,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S5 13,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 Colombia

* Promedio del diametro de halo de inhibicién en milimetros + desviacién estandar. El experimento se realizé por triplicado.

Los resultados obtenidos en este estudio también indicaron que el
sobrenadante libre de células de las BAL evaluadas no mostraron actividad contra

los coliformes.
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V1.3.3.- Caracterizacion de las cepas &cido lacticas seleccionadas

V1.3.3.1.- Caracterizacion fenotipica

V1.3.3.1.1.- Caracterizacion macroscopica

La cepa QP117 en el agar MRS mostré pequefias colonias blancas, con
elevacion convexa, borde definido, sin brillo. En Agar KKA las colonias fueron
pequefias, de color gris con un pigmento negro a su alrededor. La cepa crecié en agar
China Blue formando colonias de color azul palido. En agar Mossel formo colonias
crema sin precipitado, ni halo y convirtié el medio a Amarillo. También crecié en
agar SPC formando colonias pequefias después de 48 h de incubacion. Presento y
hemolisis en agar sangre. La cepa QP117 no crecidé en agar salado manitol ni
tampoco en Baird Parker. Por otro lado, la cepa QP63 mostrd pequefias colonias
blancas, con elevacion convexa, borde definido, sin brillo, en agar MRS. En Agar
KKA las colonias eran pequefias y grises, producian un pigmento negro alrededor.
En agar China Blue formaron colonias de color azul palido. No crecié en los agares

Mannitol, Baird Parker, Mossel y SPC. Presentd ahemolisis en agar sangre.

VI1.3.3.1.2.- Caracterizacién microscopica

Para la cepa QP117 se observaron cocos Gram positivos agrupados en
pequefias cadenas, no esporulados. Por otro lado, la cepa QP63 al observase bajo el
microscopio presentd morfologia de cocos solos o agrupados como diplococos, no

esporulados, Gram-positivos.

V1.3.3.1.3.- Caracterizacion bioquimica

La cepa QP117 fue anaerobia facultativa, oxidasa y catalasa negativa. No
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presentd movilidad. Hidroliz6 4-MU-p-D-glucésido, L-valina-AMC, L-
fenilalanina-AMC, L-triptéfano-AMC, 4-MU-N-acetil-B-D-glucosaminida, L-
isoleucina-AMC, p-nitrofenil-B-D-glucésido, and esculina, pero no hidrolizé 4MU-
a-D-glucésido, L-4cido piroglutdmico, L-arginina-AMC, 4MU-fosfato, 4AMU-B-D-
glucuronido, p-nitrofenil-B-D-celobidsido, prolina & leucina-p-nitroanilida, p-
nitrofenil-fosfato, p-nitrofenil-a-D-maltésido, o-nitrofenil-p-D-galactésido (ONPG)
& p-nitrofenil-a-D-galactésido y urea. Fermento la lactosa, trehalosa, metil-o & -

glucosido, sacarosa, manitol, maltotriosa, fructosa, pero no usé arabinosa ni glicerol.

Asi mismo la cepa QP63 crecié mejor en un ambiente microaerofilico que en
condiciones aerobicas, fue oxidasa y catalasa negativa. No presentd movilidad.
Hidroliz6 4-MU-B-D-glucosido, L-penilalanina-AMC, L-triptofano-AMC, p-
nitrofenil-a-D-maltosido y esculina, pero no hidroliz6 L-valina-AMC, 4MU-N-
acetil-pB-D-glucosaminida, L-isoleucina-AMC, p-nitrofenil-B-D-glucosido, 4MU-a-
D-glucosido, L- acido piroglutamico-AMC, L-arginina-AMC, 4MU-fosfato, 4MU-
B-D-glucuronido, p-nitrofenil-p-D-celobidsido, prolina y Leucina-p-nitroanilida, p-
nitrofenil-fosfato, o-nitrofenil-p-D-galactésido (ONPG) & p-nitrofenil-a-D-
galactosido y urea. La bacteria usé la arginina. Ferment6 los carbohidratos, lactosa,
trehalosa, maltotriosa, fructosa, pero no fermenté la arabinosa, metil-o & B-

glucésido, sacarosa, manitol, pero no uso glicerol (Tabla 12).
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Tabla 12. caracteristicas de las BAL seleccionadas

Caracteristica

Cepa
QP117

Cepa
QP63

L. lactis
ATCC 11454

Morfologia

Diplococos

Estreptococos Estreptococos

Tincion de Gram

+

+

+

Hemolisis en agar sangre

¥

q

q

Oxidasa

Catalasa

4MU-B-D-glucésido (FGC)

L-valina-AMC (FVA)

L-fenilalanina-AMC (FPH)

L-triptofano-AMC (FTR)

4MU-N-acetil-B-D-glucosaminida (FGA)

L-isoleucina-AMC (FIS)

p-nitrofenil-p-D-glucdsido (BGL)

Esculina (ESC)

+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+

4MU-a-D-glucésido (FGS)

L- 4cido piroglutdmico-AMC (FPY)

L-arginina-AMC (FAR)

4MU-fosfato (FHO)

4MU-B-D-glucuroénido (FGN)

p-nitrofenil-B-D-celobiosido (PCE)

Prolina & Leucina-p-nitroanilida (PLN)

p-nitrofenil-fosfato (PHO)

p-nitrofenil-a-D-maltésido (PAM)

o-nitrofenil-p-D-galactésido(ONPG) &
(PGO)

p-nitrofenil-a-D-galactésido

Urea (URE)

Trehalosa (TRE)

Lactosa (LAC)

Metil-a & B-glucésido (MAB)

Sacarosa (SUC)

Manitol (MNT)

Fructosa (FRU)

Maltotriosa (MTT)

Arabinosa (ARA)

Glicerol (GRL)

Arginina (ARG)
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V1.3.3.1.3.- Pruebas de resistencia de las cepas seleccionadas
V1.3.3.1.3.1.- Efecto de la concentracion de NaCl
Los resultados indicaron que las cepas seleccionadas QP117 y QP63 crece
muy bien a una concentracion no superior al 1 % de NaCl. Cuando la concentracion
aumenta al 4% su crecimiento se reduce. Los resultados indican que las bacterias no

crecen a una concentracion de NaCl del 6,5 % (Tabla 13).

Tabla 13. Efecto de la de la concentracion de NaCl sobre las cepas seleccionadas

Concentracion de NaCl (%) CepaQP117 Cepa QP63 L. lactis ATCC 11454
0,85 +++ +++ +++
1 ++ ++ ++
4 + + +
6,5 - - -

+++ Buen crecimiento; ++ Crecimiento moderado; + Poco crecimiento; - No crecimiento

VI1.3.3.1.3.2.- Efecto de la temperatura

La cepa QP63 y QP117 presentaron una temperatura 6ptima de 30°C. La cepa
QP117 pudo crecer en un rango de temperatura de 4 y 45°C, mientras QP63 no pudo
crecer a 45°C (Tabla 14).
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Tabla 14. Efecto de la temperatura sobre las cepas seleccionadas

Temperatura °C Cepa QP117  Cepa QP63 L. lactis ATCC 11454
4 + + +
15 ++ ++ ++
30 ++++ ++++ ++++
37 +++ +++ +++
42 ++ + +
45 + - -

++++ Excelente crecimiento; +++ Buen crecimiento; ++ moderado crecimiento; + Poco crecimiento; - No

crecimiento

V1.3.3.1.3.3.- Efecto del pH

El pH 6ptimo para el crecimiento de las cepas QP117 Y QP63 es de 6,5. Las
bacterias crecen en ambientes acidos (>pH 4) y en ligeramente basicos (<pH 9). Las
bacterias no crecen en ambientes muy &cidos (pH 4) o muy basicos (pH 12) (Tabla
15).

Tabla 15. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento las cepas seleccionadas

Temperatura °C Cepa QP117 Cepa QP63 L. lactis ATCC 11454
2 - - -
4 - - -
6,5 ++ ++ ++
9 + + +
12 - - -

++Buen crecimiento; + Poco crecimiento; - No crecimiento

V1.3.3.1.3.4.- Susceptibilidad a los antibioticos

Los resultados indicaron que la cepa QP117 era resistente a la kanamicina, la
vancomicina, la carbenicilina, la oxacilina, la estreptomicina y la levofloxacino,
mientras que la cepa QP63 mostraba resistencia a la kanamicina, la carbenicilina, la

oxacilina, y la estreptomicina. La cepa de referencia L. lactis mostro resistenca a la
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estreptomicina (10 pg), clindamicina (10 pg) y trimetoprima sulfametazol (25 pg)
(Tabla 16).

Tabla 16. Perfil de sensibilidad de las bacterias del acido lactico a los antibi6ticos

Antibiético Cepa QP117 Cepa QP63 L. lactis ATCC 11454
Ampicilina (10 pg) 26 26 26
Cloranfenicol (30 pg) 18 22 10
Penicilina (10 pg) 20 30 20
Eritromicina (15 pg) 20 30 26
Kanamicina (30 pg) 0 0 11
Tetraciclina (30 pg) 13 20 30
Vancomicina (30 pg) 0 20 22
Rifampicina (5 png) 15 13 10
Carbenicilina (100 ug) 0 0 25
Oxacilina (1 pg) 0 0 15
Estreptomicina (10 pg) 0 0 0
Clindamicina (10 pg) 20 20 0
Levofloxacina (5 pug) 0 15 20
Trimetoprima sulfa (25 pg) 20 25 0

V1.3.3.2.- Identificacion molecular de las cepas acido lacticas seleccionadas

La secuencia del gen ARNr 16S de la cepa QP117 mostr6 un 98,8 % de

similitud con L. mesenteroides (Figura 10).
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52 — KF637610.1 Leuconostoc mesenteroides strain MPL11 165 nbosomal RNA gene partial sequence
KF697648.1 Leuconostoc mesenteroides strain MEL13 16S nbosomal RNA gene partial sequence
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteriodes strain QP 117 165 nbosomal RNA gene partial sequence
KF697632 1 Leuconostoc mesenteraides strain MPL41 168 rbosormnal RNA gene partial sequence

5 | KF697661.1 Leuconostoc mesenteroides strain MFL26 165 ribosomal RNA gene partial sequence
KY435678.1 Leuconostoc mesenteroides strain 1-15 165 nbosomal RNA gene partial sequence
KF6897617 1 Leuconostoc mesenteroides strain MPL22 163 nbosomal RNA gene partial sequence
KF897656.1 Leuconostoc mesenteroides strain MFLZ21 168 nbosomal RNA gene partial sequence
KF697616.1 Letconostoc mesenteroides strain MPL21 168 ribosomal RMA gene partial sequence
KF687646.1 Leuconostoc mesenteroides strain MEL11 165 nbosomal RNA gene partial sequence

7 MF436197.1 Leuconostoc mesenteroides strain FB111 165 nbosomal RNA gene partial sequence

3

0.0020

Figura 10. Anlisis filogenético de la cepa QP117 y especies relacionadas el método de
neighbor joining. Los valores Bootstrap (%) son indicados en los nodos, las barras de la

escala representan 0.002 sustitucion/sitio

Por otro lado, la cepa QP63 mostré un 97,4 % de similitud con Lactococcus

lactis (Figura 11).

L. lactis subsp. cremons strain QP63 165 ribosomal RNA gene parcial secuence

AB538937 .1 Lactococcus factis subsp. cremans gene for 165 rRNA partial sequence strain: Ni796
LC465154.1 Lactococeus lackis subsp. cremonis 30-145 gene for 165 nbosomal RNA partial sequence
MH891684.1 Lactococcus factis subsp. [actis strain XT6-2 165 nbosomal RNA gene partial sequence
MH891687 1 Lactococcus factis subsp. [actis strain XT7-1 163 nbosomal RNA gene partial sequence
MH891690.1 Lactococcus factis subsp. [actis strain XT7-4 165 nbosomal RNA gene partial sequence
MK414997 1 Lactococcus factis strain IAEST 165 nbosomal RNA gene partial sequence

MK611111.1 Lactococcus lactis strain 1.20 168 ribosomal RNA gene partial sequence

MK774526.1 Lactococcus factis strain 6YC 163 ribosomal RNA gene partial sequence

MK774529 1 Lactococcus factis strain 7Y 165 nbosomal RNA gene pariial sequence

MK774537 1 Lactococcus lactis strain 19Y 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MK774539 1 Lactococcus lactis subsp. cremonis strain 21Y 168 ribosomal RNA gene partial sequence
MK774606.1 Lactococcus lactis strain 37Y 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MK889240 1 Lactococcus lactis strain HNL12 163 ribosomal RNA gene partial sequence

[=z]
=

—
0000

Figura 11. Analisis filogenético de la cepa QP63 y especies relacionadas el método de
neighbor joining. Los valores Bootstrap (%) son indicados en los nodos, las barras de la

escala representan 0,02 sustitucion/sitio
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V1.4.- Purificacion y caracterizacion de las sustancias antibacterianas producidas

por las bacterias acido lacticas seleccionadas

V1.4.1.- Curva de crecimiento de las bacterias &cido lacticas productoras de sustancias

antibacterianas

La cepa Leuconostoc mesenteroides QP117 produjo la mayor actividad
antimicrobiana en la fase de crecimiento exponencial. La méaxima actividad
antimicrobiana se obtuvo a las 16 h y se mantuvo en el tiempo hasta la hora 36,
simultdneamente la acidez del medio de cultivo disminuyo6 hasta pH 4 y se mantuvo

con el mismo valor desde la hora 12 hasta la hora 36 (Figura 12).
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Figura 12. Cinética de crecimiento y de produccion de la bacteriocina por la cepa
L. mesenteroides QP117
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De otro lado, la cepa de L. lactis QP63 también produjo la mayor actividad
de la sustancia antimicrobiana en la fase exponencial de crecimiento. No obstante,
para esta bacteria la actividad antimicrobiana se produjo méas lentamente que L.
mesenteroides QP117, su mayor actividad se obtuvo a partir de la hora 24 y se
mantuvo en el tiempo. A su vez el pH en el medio de cultivo disminuyé a 4 y se

mantuvo con el mismo valor hasta la hora 70 (Figura 13).
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Figura 13. Cinética de crecimiento y de produccion de la bacteriocina por la cepa
L. lactis QP63

V1.4.2.- Purificacion parcial de las sustancias antibacterianas por cromatografia de

intercambio catiénico

Luego de realizar la cromatografia de intercambio cationico se encontré que
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los eluidos de L. mesenteroides cepa QP117 tuvieron actividad antimicrobiana
contra L. monocytogenes ATTC 7644. La mayor actividad antimicrobiana se

presento en los eluidos E4 y E5 con halos de 19 mm (Figura 14).
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Figura 14. Purificacion de las bacteriocina producida por L. mesenteroides QP117

De otro lado, los eluidos E3 a E12, producto de la purificacion por
cromatografia de intercambio ionico de la fermentacion de L. lactis cepa QP63,
tuvieron actividad antimicrobiana contra L. monocytogenes ATTC 7644. El eluido
con mayor actividad antimicrobiana fue E6, el cual present6 halos de 22 mm de
didmetro (Figura 15). La purificacién por cromatografia incrementé la actividad

antimicrobiana de ambas bacterias.
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Figura 15. Purificacion de las bacteriocina producida por L. lactis QP63

V1.4.3.- Caracterizacion de las sustancias antibacterianas

V1.4.3.1.- Efecto de la temperatura sobre las sustancias antibacterianas

Las sustancias antibacterianas producidas por la cepa L. mesenteroides
QP117 y L. lactis QP63 pierden parcialmente su actividad, cuando la temperatura
sube por encima de los 80°C. Sin embargo, su actividad se mantiene a pesar de ser
sometidas al proceso de autoclavado (121°C, 15 libras de presion, 15 minutos). No
se encontraron diferencias entre los halos producidos entre los eluidos de las

diferentes cepas evaluadas (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la temperatura sobre la actividad antimicrobiana de los

eluidos producidos por las cepas y L. mesenteroides QP117 y L. lactis QP63

V1.4.3.2.- Efecto del pH sobre las sustancias antibacterianas

La actividad antibacteriana de los eluidos cromatograficos de L. lactis QP63
y L. mesenteroides QP117 no fue afectada en un rango de pH entre 2 y 9. Tampoco
fue afectado el sobrenadante libre de células de la cepa L. lactis ATCC 11454. Los
resultados indicaron que los eluidos cromatograficos de L. lactis QP63 no perdieron
su actividad a pH 12 (Figura 17).
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Figura 17. Efecto del pH sobre la actividad antimicrobiana de los eluidos
producidos por las cepas y L. mesenteroides QP117 y L. lactis QP63

VI1.4.3.3.- Efecto de las enzimas proteoliticas sobre las sustancias antibacterianas

El tratamiento con enzimas proteoliticas afect6 la actividad antimicrobiana
de los eluidos (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de las proteasas sobre la actividad antimicrobiana de los eluidos

producidos por las cepas L. mesenteroides QP117 y L. lactis QP63
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V1.4.3.4.- Efecto de los compuestos quimicos sobre las sustancias antibacterianas

La urea, sales como el EDTA y detergentes como el Tween 20, Tween 80 y
Dodecilsulfato sddico (SDS) no disminuyen la actividad de los eluidos, alcontrario,
se pueden evidenciar que sustancias como el Tween 20 y SDS podrian potenciar la
accion de las sustancias antimicrobianas producidas por las cepas de BAL (Figura

19).

Control EDTA Tween 20 Tween 80 Urea

= = N N
(V)] o (S] o (S]

Diametro de los halos de inhibicién (mm)

S

® Strain QP63  ®Strain QP117  m L. lactis ATCC 11454

Figura 19. Efecto de las sustancias quimicas sobre la actividad antimicrobiana de

los eluidos producidos por las cepas L. mesenteroides QP117 y L. lactis QP63

V1.4.3.5.- Espectro de actividad de las sustancias antimicrobianas parcialmente

purificadas

Las sustancias antimicrobianas parcialmente purificadas tuvieron actividad
frente algunas cepas Gram positivas como Enterococcus faecalis ATCC 51299,
Enterococcus faecium ATCC 33667, Lactobacillus casei ATCC 393. Sin embargo,
no tuvieron actividad frente a a las cepas de S. aureus, S. saprophyticus ATCC
49907, B. thuringiensis ATCC 33679, Bacillus cereus ATCC 11778. Streptococcus
agalactiae ATCC 12386. No obstante, los eluidos cromatograficos de L.
mesenteroides QP117 inhibieron el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC
25175 y Clostridium perfringens ATCC 13124 (Tabla 17).
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Tabla 17. Espectro de actividad antibacteriana de las sustancias antibacterianas

parcialmente purificadas. Como control positivo se ha incluido la nisina

Cepa indicadora* Cepa QP63  Cepa QP117 Nisina 6 mg/L  Nisina 12 mg/L  Origen

S. aureus ATTC 43300 0,0+0,0 0,0+0,0 11,0+0,0 13,5+0,7 E. unidos
S. aureus CECT 828 0,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 12,0+0,0 Espafia

S. aureus S1 0,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 13,5+0,7 Colombia
S. aureus S2 0,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S3 0,0+0,0 0,0+0,0 11,5+0,7 13,0+0,0 Colombia
S. aureus S4 0,0+0,0 0,0+0,0 13,5+0,7 14,0+0,0 Colombia
S. aureus S6 0,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S7 0,0+0,0 0,0+0,0 13,5+2,1 15,0+0,0 Colombia
S. aureus S10 0,0+0,0 0,0+0,0 13,5+2,1 15,0+0,0 Colombia
S. aureus S11 0,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 12,0+0,0 Colombia
S. aureus S15 0,0+0,0 0,0+0,0 12,5+0,7 12,5+0,7 Colombia
S. aureus S21 0,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 13,0+1,4 Colombia
S. aureus S22 0,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 13,5+0,7 Colombia
S. aureus S23 0,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 13,0+0,0 Colombia
S. aureus S26 0,0£0,0 0,0£0,0 12,0+0,0 14,0+1,4 Colombia
S. aureus S25 0,0£0,0 0,0£0,0 13,0£0,0 14,5+0,7 Colombia
S. aureus S20 0,0£0,0 0,0£0,0 12,0+0,0 13,5+0,7 Colombia
S. aureus S5 0,0£0,0 0,0£0,0 12,5+0,7 12,5+0,7 Colombia
L. monocytogenes ATTC 7644 22,0+£0,0 21,0+£0,0 16,0£0,0 21,0£0,0 E. unidos
L. monocytogenes CECT 4032 15,0+0,0 21,0+0,0 12,5+0,7 15,0+1,4 Espafia

L. monocytogenes L1 22,0+0,0 21,0+0,0 18,0+0,0 22,5+0,7 Colombia
L. monocytogenes L4 22,0+0,0 21,0+0,0 17,5+0,7 24,0+0,0 Colombia
L. monocytogenes L5 22,0+0,0 21,0+0,0 19,5+0,7 25,0+0,0 Colombia
L. monocytogenes L6 22,0+0,0 21,0+0,0 20,5+2,1 23+1,41 Colombia
L. monocytogenes L7 22,0+0,0 21,0+0,0 23,0+1,4 25,0+2,8 Colombia
L. monocytogenes L8 22,0+0,0 21,0+0,0 21,0+0,0 32,0+0,0 Colombia
L. innocua L3 22,0+0,0 21,0+0,0 20,0+0,0 32,0+0,0 Colombia
L. lactis ATTC 11454 12,0£0,0 12,8+0,35 12,0£0,0 12,0+0,0 E. unidos
L. lactis strain QP63 15,5+0,7 15,3+0,35 14,3+0,4 16,3+1,7 Colombia
L. mesenteroides strain QP117 21,0+0,0 20,5+0,70 21,0+1,4 21,014 Colombia
E. faecalis ATCC 51299 14,6+0,6 15,0+0,0 ND ND E. unidos
E. faecium ATCC 33667 14,0+0,0 12,0+0,0 ND ND E. unidos
L. casei ATCC 393 16,0+0,0 15,3+0,5 ND ND E. unidos
S. mutans ATCC 25175 0,0+0,0 17,6+0,6 ND ND E. unidos
C. perfringens ATCC 13124 0,0+0,0 13,0+0,0 ND ND E. unidos

*No se detecto actividad frente a las bacterias Gram negativas ensayadas.
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Los resultados también indicaron que la nisina inhibio a las cepas de Listeria
monocytogenes. Los halos de inhibicion con la nisina a una concentracion de 12
mg/L fueron mayores que los obtenidos con la nisina a una concentracién de 6 mg/L.
A si mismo, se observd que los halos de inhibicion producidos por los eluidos
cromatogréficos de las cepas seleccionadas fueron mayores que los de la nisina a 6

mg/L.

Los resultados también mostraron que los eluidos cromatogréficos inhibieron
a las BAL seleccionadas. Por otro lado, las BAL también fueron inhibidas por nisina
anivelesde 6 mg/L y 12 mg/L (Tabla 17). Ninguna de las sustancias antimicrobianas
incluyendo al control positivo (nisina 6 y 12 mg/L) tuvieron actividad frente a las

bacterias Gram negativas evaluadas.

V1.4.3.6.- Determinacion del peso molecular de las sustancias antibacterianas por
MALTI-TOF

El andlisis por MALDI-TOF-MS de la nisina comercial (control positivo),
permitid la identificacion de tres picos especificos uno de 1681,557, otro de
2361,050 y otro de 3365,8 masa/carga. De otro lado, el analisis de las fracciones
semi-purificadas por cromatografia de intercambio idnico de L. lactis cepa QP63
permitio también la identificacion de tres picos (masa/carga), uno de 1299,818, otro
de 1947,235 y otro en menor proporcion de 5938,94. Para L. mesenteroides QP117,
se identificaron también tres picos especificos (masa/carga), uno de 1284,277, otro
de 2027,756 y otro pico de 3497,558 (Figura 20).

De acuerdo con los valores obtenidos, uno de los picos detectados para la
cepa L. lactis QP63 (5938,94 masa/carga) se encuentra en el rango de las lacticinas
Q (5917,05) y Z (5959,09) de L. lactis QU 14. Asi mismo, uno de los picos obtenidos
para L. mesenteroides QP117 (3497,558 masa/carga) es muy similar a la leukocina
B (3484,5) de Leuconostoc mesenteroides TA33a.
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Figura 20. Espectros representativos MALDI-TOF-MS para las sustancias antimicrobianas
producidas por bacterias aisladas del queso Paipa. a). Nisina comercial al 1%. b). Eluido
cromatogréfico de L. lactis cepa QP63. ¢). Eluido cromatografico de L. mesenteroides cepa
QP117
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VII.- DISCUSION
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En comparacién con los quesos convencionales donde el tratamiento térmico
de la leche y la répida acidificacion producida por cultivos iniciadores afiadidos
minimizan la supervivencia y proliferacion de bacterias potencialmente patogenas,
los quesos artesanales, como el queso Paipa, se basan en la fermentacion natural
donde las bacterias del &cido lactico no siempre logran desplazar a otras poblaciones
microbianas que pueden suponer riesgos para la salud humana o pueden causar
deterioro (Abdel-Hameid et al., 2019; Herrera et al.,, 2016). Existe un delicado
equilibrio entre preservar los sabores Unicos de los quesos artesanales y garantizar la

seguridad del queso.

Segun los resultados obtenidos en este estudio y como era de esperar para un
producto lacteo fermentado, las bacterias del acido lactico son el principal grupo
bacteriano encontrado durante la maduracion del queso. Los resultados obtenidos
por secuenciacion masiva fueron similares a los obtenidos mediante técnicas
dependientes de cultivo, donde los recuentos de BAL presentes en los quesos
alcanzaron valores superiores a otros grupos microbianos como coliformes y
estafilococos. Recuentos similares de BAL ya habian sido obtenidos en otros tipos

de quesos (Rodriguez Villanueva, 2007).

Los miembros del género Lactococcus parecen ser los principales actores de
la fermentacion del &cido lactico en el queso Paipa. Otros géneros de bacterias del
acido lactico, como Leuconostoc, Streptococcus, Enterococcus o Lactobacillus
también fueron detectados, pero mostraron grandes variaciones en sus abundancias
relativas entre las muestras. En particular, las unidades taxondmicas operativas
(UTOs) asignadas al género Enterococcus se detectaron en todas las muestras de
queso y mostraron las mayores abundancias relativas en muestras del productor A,
mientras que las muestras del productor F mostraron la méas baja. Enterococos se
pueden encontrar en muchos habitats diferentes, como el suelo, agua, alimentos, y
el tracto gastrointestinal de los animales. La presencia de enterococos en los

alimentos es un tema controvertido. Los enterococos se encuentran cominmente en
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quesos elaborados con leche cruda o pasteurizada, donde pueden desempefiar varios

papeles beneficiosos en la fermentacion y maduracion del queso (Giraffa, 2003).

Debido a sus actividades proteoliticas, esteroliticas y lipoliticas,
descomposicién del citrato y produccién de diacetilo, y otros compuestos volatiles
importantes, enterococos participan en el desarrollo del sabor especifico del queso,
sabor y textura (Vandera, et al., 2019; Giraffa, 2003). Los enterococos también puede
tener un impacto negativo en los alimentos (incluidos los quesos) a través de la
produccion de aminas biogénicas (Barbieri et al., 2019; Hanchi et al., 2018). Existe
una preocupacion por la presencia de enterococos en los alimentos, ya que estas
bacterias también pueden comportarse como patdgenos oportunistas y causar
diferentes infecciones en los seres humanos (Garcia-Solache & Rice, 2019; Hanchi
et al., 2018). Los enterococos también son preocupantes debido a su capacidad para
adquirir y transferir resistencias a los antibioticos (Garcia-Solache & Rice, 2019;
Gaglio et al., 2016). Por lo tanto, se deben realizar mas estudios para determinar la
seguridad de los enterococos de los quesos Paipa, especialmente el potencial de
produccién de aminas biogénicas y la presencia de factores de virulencia y rasgos de

resistencia a los antibioticos.

Los resultados también indicaron que otros grupos bacterianos toxigénicos o
patdgenos y bacterias alterantes pueden estar presentes durante la maduracion vy el
producto terminado. Las muestras de queso analizadas presentaron grandes
abundancias relativas de UTOs asignadas al género Staphylococcus, especialmente
las muestras del productor C. Por el contrario, las abundancias relativas en la mayoria
de las muestras del productor A y en todas las muestras del productor F fueron muy
bajas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante técnicas dependientes
de cultivo, donde las poblaciones de Staphylococcus spp. variaron entre los
productores. Esperdbamos que los recuentos de las muestras de quesos
comercializados por empresas formales fueran menores que los de las empresas
informales. Pero no fue asi, todas las muestras obtuvieron recuentos mas altos que

los limites permisibles segun la normatividad colombiana. Las diferencias
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observadas entre los productores con respecto a los estafilococos podrian atribuirse
a diferencias en las practicas higiénicas. Al realizar el aislamiento e identificacion
de especies bacterianas de este género a partir del queso, se encontrd que el 56 %
correspondia a especies de S. aureus y el 44 % a S. saprophyticus. Los estafilococos
son bacterias Gram positivas anaerobias facultativas que tiene una alta osmo-
tolerancia. Habita en las membranas mucosas, la piel, el cabello y la nariz de las
personas. La presencia de miembros del género Staphylococcus en el queso Paipa
debe ser motivo de preocupacion, ya que este grupo bacteriano puede contener
especies 0 cepas que pueden causar infecciones humanas o producir enterotoxinas.
S. saprophyticus participa con frecuencia en infecciones del tracto urinario humano
(Argemi et al., 2019). Por otro lado, S. aureus es el principal productor de
enterotoxinas dentro del género, puede crecer en la leche y en el queso y producir
enterotoxinas estables al calor que cuando se ingiere producen la intoxicacion
alimentaria estafilococica (Fisher et al., 2018). El crecimiento de S. aureus en los
quesos y la produccion de enterotoxinas estan influenciados por las condiciones
ambientales, como la temperatura, el pH, la actividad del agua, la concentracion de
sal y la competencia bacteriana (Bellio et al., 2019). La presencia de Staphylococcus
sp.es un indicador de una mala manipulacion de los alimentos. Las principales
fuentes de estafilococos en el queso podrian ser las ubres de las vacas lactantes y las
manos de los queseros (Kimmel et al., 2016). Segun la tradicion familiar, durante la
fase de amasado del queso Paipa, es esencial que la persona entre en contacto con el
queso porque el calor corporal transmitido por las manos, da a la masa caracteristicas
especiales Unicas como una textura semifina que no se obtienen mediante otro
método de amasado (Robayo & Pachon, 2013). La préactica tradicional de moldeo a
mano y el “volteo” diario del queso Paipa manualmente, también podria explicar la

presencia de estafilococos en los quesos.

Asi mismo la presencia de estafilococos indicd que las vacas podrian haber
tenido mastitis. Segun Neira y De Silvestri, en las granjas donde se recoge la leche,
no se realizan pruebas permanentes para determinar la mastitis (Neira & de Silvestri,

2006). La contaminacion de la leche puede prevenirse mediante un plan de salud
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animal donde se controle que los animales enfermos no sean ordefiados, un plan
donde se cumplan las buenas précticas de ordefio, como la desinfeccion de las ubres
antes de ordefiar, donde se estipule un lugar de ordefio fijo, ordenado y limpio, lejos
de los puntos criticos de contaminacion, como también un lavado riguroso de manos,
el uso de equipo de proteccion personal (méascara, guantes, sombrero) y una buena
desinfeccion de equipos y utensilios. Las medidas para abordar este problema deben
basarse en la combinacion de estrategias educativas permanentes sobre todo conlos
campesinos y productores para permitir estas buenas practicas de ordefio, ya que el
esfuerzo y el buen trabajo realizado por los productores con buenas practicas se

pierde cuando las leches se mezclan para la fabricacion de queso.

De otro lado todas las muestras de queso arrojaron altos porcentajes de UTOs
pertenecientes a Proteobacterias. La mayoria de los miembros de este grupo que se
encuentran en el queso, incluyeron bacterias que deterioran los alimentos, pero
también algunos patdégenos humanos importantes. La Familia Enterobacteriaceae
fue uno de los dos principales grupos bacterianos dentro de Proteobacterias en el
queso Paipa. Estaban presentes en todas las muestras de queso. Estos resultados
fueron corroborados mediante los analisis microbiologicos dependientes de cultivo,
todas las muestras presentaron coliformes por encima de los limites permisibles de
acuerdo con las regulaciones colombianas. Esperdbamos que los recuentos de
coliformes de las empresas informales superaran en dos o tres ordenes de magnitud
los recuentos de las empresas formales. Sin embargo, no hubo una diferencia
marcada entre las empresas formales y las empresas informales con respecto al
cumplimiento de la norma. Incluso algunas empresas informales tenian recuentos de
coliformes mas bajos que las empresas formales. Esto es probable porque las
empresas informales producen su propia leche. Por lo tanto, no necesitan transportar
la leche, tampoco necesitan mezclarla con la de otros hatos ganaderos, lo cual hace

posible que puedan controlar todo el proceso, reduciendo la contaminacién cruzada.

Estudios realizados por Neira y De Silvestri evaluaron la calidad

microbioldgica de la leche cruda con la que elaboraban el queso Paipa antes y
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después de un entrenamiento en buenas practicas de ordefio (Neira & de Silvestri,
2006). La leche presentd recuentos totales de coliformes que iban desde 1,8x102
UFC/mL a 1,5x10* UFC/mL antes del entrenamiento y 3,8x10® UFC/mL a 1,8x108
UFC/mL después de la capacitacion, lo cual indico que en algunas granjas la leche
sufria contaminacién cruzada con materia fecal, por lo que los campesinos no
aplicaron las buenas practicas de ordefio impartidas durante la capacitacién, tampoco
llevaron a cabo condiciones adecuadas de transporte y almacenamiento. Ellos
Ilegaron a la conclusién de que el principal problema es la higiene personal de los
ordefiadores y la incorrecta desinfeccion de los equipos y utensilios. Encontraron que
el 80% de los ordefiadores no se lavan las manos antes de ordefiar, el 50% no lavan
las ubres antes de ordefiar, el 70% lava las cantinas, pero no las desinfectan, y en el
90% de los casos, la leche se transporta a temperatura ambiente. Estos problemas de
higiene también han sido evidentes durante el ordefio en diferentes “hatos”

ganaderos en Colombia (Trujillo et al., 2010).

La mayoria de las UTOs detectadas de coliformes en muestras de queso,
pertenecieron al género Enterobacter. Sin embargo, también se detectaron miembros
potencialmente patdgenos de Enterobacteriaceae, como Serratia (que era relevante
en tres muestras del productor C) y Citrobacter (que era relevante en algunas
muestras del productor F). Por otro lado, las técnicas dependientes de cultivo
permitieron aislar e identificar diferentes especies de enterobacterias. Las especies
que predominaron fueron Escherichia coli con un (22%), Citrobacter freundii
(13,9%), Proteus mirabilis (8,33 %) Citrobacter braakii, (8,33 %) Serratia
marcescens (5,5 %). Otras especies que se pudieron aislar e identificar en el presente
estudio son Hafnia alvei, Hafnia paralvei, Raoultella ornithinolytica, Shigella
dysenteriae, Acinetobacter baumannii y Morganella morganii. Elbagory vy
colaboradores obtuvieron resultados similares para los quesos elaborados con leche

cruda en Egipto (Elbagory et al., 2016).

La mayoria de los coliformes son inofensivos y viven en los intestinos de los

seres humanos y los animales. Estos realizan importantes transformaciones
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bioquimicas en quesos que influyen significativamente en sus caracteristicas
sensoriales (Chaves-Lopez et al., 2006). Sin embargo, dentro de este grupo, hay
bacterias potencialmente patdgenas. Algunos serotipos de E. coli causan
enfermedades transmitidas por los alimentos. Los sintomas de la enfermedad
incluyen principalmente calambres abdominales y diarrea. La mayoria de los
pacientes se recuperan dentro de 10 d. Sin embargo, en algunos casos, puede llegar
a ser mortal (Fratamico et al., 2016; Miri et al., 2017). Shigella dysenteriae es una
enterobacteria importante para la inocuidad de los alimentos porque produce
disenteria bacilar. Las bacterias producen una poderosa y mortal enterotoxina
Ilamada toxina Shiga (Shahin et al., 2019).

Citrobacter sp. representa uno de los géneros de coliformes ubicuos mas
frecuentemente aislados. Géneros como Serratia o Hafnia representan coliformes
ambientales. Algunos pueden crecer en leche a temperaturas de refrigeracion y
pueden causar bacteriemia en personas inmunodeprimidas (Masiello et al., 2016).
Citrobacter sp., Morganella morganii, y Serratia marcencens son prominentes
oportunistas responsables de infecciones en las vias respiratorias, vias urinarias,
sistema nervioso central, e infecciones intra-abdominales y del torrente sanguineo
(Dhanashekar et al., 2012).

El género Aeromonas también fue muy representativo en las muestras de
queso Paipa. Las UTOs asignadas a este grupo bacteriano mostraron las mayores
abundancias relativas al comienzo del periodo de maduracion (especialmente en
muestras de queso del productor C y también en uno de los lotes de los productores
A y F). La presencia de Aeromonas en la leche y los productos lacteos se ha
notificado en varios estudios dependientes de cultivo, por ejemplo, en muestras de
leche cruda, en leche cruda de vaca, yogur natural local y queso Domiati de Egipto
(Ahmed et al., 2014) quesos griegos Anthotyros y Manouri (Melas et al., 1999), en
queso Urfa de Turquia (Uraz et al., 2008) y en quesos Villalon en Espafia (Santos et
al., 1996). Aeromonas spp. también se ha descrito en varios estudios sobre leche y

quesos frescos de Brasil (Freitas et al., 1993). Aeromonas spp. fue aislada durante el
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procesamiento del queso Minas Frescal; fue aislada en leche cruda y pasteurizada,
en el medio ambiente y en las manos de los manipuladores. Durante el procesamiento
de queso colonial, Aeromonas spp. se aislé en el agua, leche cruda, después del
tratamiento térmico y cuajada, asi como en las manos y utensilios de los

manipuladores (Cereser et al., 2013).

Aeromonas spp. €S un importante microorganismo emergente en
enfermedades transmitidas por los alimentos (Schuetz, 2019; Janda & Abbott, 2010).
Aeromonas spp. puede causar enfermedades humanas, que van desde la
gastroenteritis hasta la enfermedad invasiva. La causa mas comun de la infeccién por
Aeromonas es la ingestion de agua contaminada, pero la transmision también puede
ocurrir a través de alimentos contaminados (Schuetz, 2019; Janda & Abbott, 2010).
Segun los resultados del presente estudio, Aeromonas debe considerarse una bacteria

preocupante por la seguridad microbiologica del queso Paipa.

Las UTOs asignadas al género Acinetobacter también se detectaron entodas
las muestras de queso, mostrando las mayores abundancias relativas en muestras de
los productores Ay F. Las especies de Acinetobacter son ubicuas, viven en el suelo,
el agua y diferentes tipos de alimentos, incluyendo leche y queso, siendo a menudo

asociadas con el deterioro (Cousin, 1982).

Un estudio informé que aislados del género Acinetobacter durante la
maduracion del queso Camembert mostraron actividad lipolitica y fueron capaces de
utilizar citrato, dos propiedades que podrian explicar su capacidad para creceren el
ecosistema del queso (Addis et al., 2001). Otro estudio informé que los aislados de
Acinetobacter del queso mozzarella eran proteoliticos (Baruzzi et al., 2012).
Acinetobacter spp. ha sido detectada por secuenciacién masiva en varios estudios,
incluyendo leche bovina cruda de camiones cisterna (Kable et al., 2016), tinas y otras
muestras ambientales (Stellato et al., 2015), leche, cuajada y queso Pico (un queso
artesanal fabricado a partir de leche cruda de vaca cruda en pequefias empresas

lacteas en Portugal) (Aldrete-Tapia et al., 2014; Riquelme et al., 2015) y en queso
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chino Rushan (Xue et al., 2018). La presencia de Acinetobacter en el queso Paipa
podria ser importante no sdlo como una indicacion de mala higiene y contaminacion
ambiental, sino también porque los miembros de este grupo también pueden llevar

genes de resistencia a los antibidticos.

L. monocytogenes fue aislada de los quesos Paipa comercializados por
microempresas formales e informales. Los resultados del presente estudio sugieren
que el consumo de queso Paipa supone un alto riesgo de listeriosis. L. monocytogenes
es un patdgeno transmitido por alimentos que puede causar abortos, enfermedades
gastrointestinales, septicemia y meningoencefalitis. La listeriosis presenta altas tasas
de mortalidad en nifios, ancianos, inmunocomprometidos, y personas sometidas a
trasplante de organos (WHO, 2018b). A nivel mundial, la tasa de mortalidad
aumento entre el 20 y el 30% (Montero et al., 2015). En 2019 se notificaron en
Espafa un total de 222 casos confirmados relacionados con un brote asociado al
consumo de un producto de cerdo asado y refrigerado (WHO, 2019). L.
monocytogenes ha sido descrita a nivel mundial en quesos frescos y maduros
elaborados con leche cruda (Zhu et al., 2017; Rudolf & Scherer, 2001). En Colombia,
los quesos artesanales tienen la mayor prevalencia de L. monocytogenes (Soto-
Varela et al., 2018; Ocampo et al., 2019; Gallegos et al., 2007). Mufioz y
colaboradores analizaron 1424 aislados de Listeria spp., obtenidos de diferentes
muestras de alimentos en Colombia. EI 89% correspondi6é a L. monocytogenes, de
los cuales el 57,6% pertenecia al serotipo 4b altamente virulento (Mufioz et al.,
2011). En Colombia se han notificado en los Ultimos tres afios los siguientes brotes:
en 2017, 2 (1 en Narifio para queso fresco), en 2018, 4 brotes de los cuales en uno se
involucré queso fresco, en 2019, 3 (uno por queso en Antioquia, uno por arroz chino
en Narifio y uno por Mortadela en Medellin). Sin embargo, a pesar de que la
legislacion colombiana establece que los quesos artesanales no deben de tener
Listeria, no se hace un monitoreo obligatorio de L. monocytogenes en los quesos
artesanales, por lo tanto, existe un problema en la notificacion de los casos (Ocampo
et al., 2019).
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L. monocytogenes se distribuye ampliamente en el medio ambiente,
incluyendo agua, suelo y vegetacion. Debido a su amplia distribucién, este
microorganismo tiene muchas oportunidades para contaminar los alimentos en
diferentes pasos en la produccion de alimentos. L. monocytogenes tiene capacidad
para sobrevivir en diferentes condiciones ambientales extremas; por lo tanto, su
crecimiento es dificil de controlar en el sistema alimentario (Zhu et al., 2017; Melo,
et al., 2015). L. monocytogenes puede sobrevivir en amplios rangos de pH (4,0 —
9,5), y temperatura entre 1 y 45°C. Ademas, puede crecer en presencia de alto
contenido de sal, superior al 10% (p/v). Los quesos frescos suaves se caracterizan
por un pH entre 4,5y 6,5; y el contenido de sal entre 2,3 y 3,5% m/m; Ademas, el
microorganismo tiene la capacidad de formar biopeliculas, lo que dificulta su
erradicacion de las lineas de produccion (Almeida et al., 2013). La contaminacion de
los alimentos por L. monocytogenes puede ocurrir en cualquier paso de la cadena
alimentaria de la granja a la mesa. Los brotes de listeriosis se han detectado en vacas,
ovejas y cabras asociadas con el consumo de ensilajes contaminados (Zhu et al.,
2017).

Neira y De Silvestri encontraron L. monocytogenes en la leche cruda con la
cual elaboran el queso Paipa (Neira & de Silvestri, 2006). L. monocytogenes puede
ser parte de la microbiota de la ubre de vaca, en algunos casos produciendo mastitis
clinica o subclinica, causando asi la contaminacion de la leche en el momento del
ordefio y, en consecuencia, produciendo contaminacion de derivados lacteos.
También puede transmitirse por contaminacion cruzada mezclando alimentos crudos
y cocidos, y por equipos y utensilios contaminados (WHO, 2020). Para controlar L.
monocytogenes en el sistema alimentario es necesario mantener un plan de salud
animal que monitoree la calidad de los ensilajes consumidos por los animales,
monitoree periédicamente enfermedades como la mastitis, tenga orden y limpieza
durante todo el proceso, realice un buen manejo de alimentos, implemente

adecuadamente un plan de desinfeccidn de equipos, utensilios y superficies.

El queso Paipa es un gqueso artesanal que madura durante 21 dias. Durante la
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maduracion del queso, muchos microorganismos mueren porque el pH y la actividad
del agua disminuyen, y el medio ambiente del queso se vuelve altamente
competitivo. Aun asi, algunas bacterias patdgenas potenciales sobreviven en tales
condiciones. Segun la FDA, el queso hecho con leche de vaca cruda se debe madurar
durante 60 dias antes del consumo (FDA, 2016). Algunos autores han indicado que
60 dias de maduracion son insuficientes para eliminar L. monocytogenes, coliformes
y S. aureus en quesos elaborados con leche cruda (Peng et al., 2013; D’ Amico et al.,
2008). Fadul y Quecano concluyeron que 30 dias de maduracion del queso Paipa
reducen las poblaciones de S. aureus por debajo de los limites permisibles y eliminan
Salmonella sp. y Listeria sp., pero no los coliformes (Fadul & Quecano, 2005). Estos
resultados no concuerdan con los obtenidos en este estudio; el queso Paipa
comercializado presentd Listeria monocytogenes, coliformes y S. aureus,
probablemente porque no se respetaron los tiempos de maduracion del queso. Los
resultados obtenidos mediante técnicas independientes de cultivo indicaron que las
poblaciones en los diferentes tiempos de maduracion no variaron demasiado, lo cual
nos permite deducir que los tiempos utilizados para madurar el queso Paipa son
insuficientes para eliminar o disminuir las poblaciones de estos grupos microbianos
patdgenos. Los productores de queso Paipa argumentan que un tiempo de
maduracion mas largo (>21 dias) cambia las propiedades del queso, haciéndolo muy
acido y muy duro, caracteristicas que tampoco agrada a los consumidores. Por lo
tanto, ellos buscan otro tipo de estrategia que pueda mejorar la calidad sanitaria del

queso Paipa, sin que se afecte las caracteristicas sensoriales del producto.

La contaminacion de los alimentos con bacterias patdgenas como S. aureus,
coliformes y L. monocytogenes, es un problema grave de salud publica, pero puede
ser aun mas grave si las bacterias son resistentes a los antimicrobianos. El uso
indiscriminado de antimicrobianos en seres humanos como en animales destinados
al consumo humano y criados con métodos de ganaderia intensiva, puede afectar la
resistencia a los antibioticos agravando el problema. La Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconocen que

las personas, los animales y el medio ambiente estan interconectados; que, en
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particular, los alimentos derivados de animales pueden ser una fuente directa de
patdgenos resistentes (WHO, 2018b; OIE, 2020). Todo ello ha llevado a una gran
preocupacion por la presencia de bacterias resistentes a antibi6ticos en los quesos.
Estudios recientes informaron de la presencia de S. aureus resistente a la meticilina
(MRSA) en el queso Doble Crema (un queso fresco similar a la mozzarella y otros
quesos curados estirados, tradicionalmente elaborados con leche de vaca cruda en
pequefas lecherias en Colombia) (Herrera et al., 2016) y en quesos artesanales de
México (Adame-Gomez et al., 2018), Brasil (Gonzalez et al., 2017) y Egipto (Abdel-
Hameid et al., 2019), entre otros. Ademas, los quesos también pueden contener
especies de estafilocococos coagulasa negativas resistentes a los antimicrobianos y
también productoras de enterotoxinas (Alnakip et al., 2019; Bachmann & Spabhr,
1995).

Los resultados de este estudio indicaron que Listeria sp., aislado del queso
Paipa eran sensibles a los antibioticos. Sin embargo, las cepas de S. aureus (7%) y
coliformes (23,5%) fueron resistentes a la tetraciclina. Esto es probablemente debido
al uso inadecuado de antibidticos. Segun los productores de queso Paipa, la
tetraciclina es el antibiotico mas comin detectado en la leche. EI aumento de
patogenos resistentes a los antibidticos en Colombia podria ser por la mala aplicacion
de buenas practicas agricolas en el plan de salud animal. Esta situacion no es sélo de
Colombia; se ha descrito en otros paises con contextos socioeconémicos similares
donde la comercializacidn de antibidticos para uso veterinario no tiene restricciones;
por lo que en algunos casos el suministro es empirico y sin la formulacion del
veterinario, otros utilizan antibiéticos como promotores del crecimiento en lugar de

utilizarlos para fines terapéuticos (Callejas, 2011).

Los resultados también indicaron que algunas especies de coliformes aisladas
del queso Paipa como Proteus mirabilis CFQP121, E. coli CFAL1, Citrobacter
freundii CFC25 y Morganella morganii CFA3 fueron multi-rresistentes a los

antibioticos (Tabla 10). La resistencia a los antimicrobianos, particularmente en la
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familia Enterobacteriaceae, ha alcanzado niveles alarmantes en ciertas partes del
mundo. Segun la OMS, las bacterias comunmente notificadas como resistentes a los
antibiéticos han sido E. coli, K. pneumoniae, S. aureus y S. pneumoniae y
Salmonella spp.

Los coliformes multi-rresistentes se han aislado de varios alimentos
(Elbagory et al., 2016; Ombarak et al., 2018). Citrobacter spp., S. marcescens, y M.
morganii han sido a menudo resistente a la ampicilina y cefalosporinas debido a la
sobreexpresion de un gen inducible ubicado en el cromosoma bacteriano
denominado AmpC-lactam que codifica para ampC-beta-lactamasas, las cuales
confieren resistencia a las cefalosporinas (Tekiner & Ozpinar, 2016; Kanamori et al.,
2013). C. freundii presentd lactamasas de las clases A, B y D en un plasmido
multirresistente (Yao et al., 2014). También se ha notificado la aparicion de
Enterobacteriaceae resistentes al carbapenem con metalo-lactamasas (clase B).
Estos aislados albergaban un plasmido con elementos mdviles que podian

transferirse entre la familia Enterobacteriaceae (Peter et al., 2014).

Asimismo, el uso de productos para la limpieza y desinfeccion llamados
biocidas, influyen en la resistencia a los antibioticos. Bourtafii y colaboradores
aislaron especies de Enterobacter resistentes a los antimicrobianos y tolerantes a los
biocidas utilizados en los entornos hospitalarios (Boutarfi et al., 2019). Fernandez y
colaboradores aislaron cepas Gram-positivas que eran tolerantes a un solo biocida,
y s6lo unos pocos parecian ser multi-tolerantes (Fernandez et al., 2017). Segun
Wesgate y colaboradores, las bacterias tolerantes a los biocidas son mas propensas a
ser resistentes a los antibidticos, probablemente porque tienen mecanismos de

resistencia similares (Boutarfi et al., 2019).

En este estudio, encontramos que las cepas multi-rresistentes a los
antibioticos no fueron resistentes a los biocidas. Sin embargo, cabe resaltar que las
cepas S. marcescens CFC11, C. freundii cfc2A Rappaport y Citrobacter freundii

CFAL14 fueron tolerantes al triclosan a una concentracién de 8 mg/L.
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Los biocidas que han presentado mayores valores de tolerancia ha sido la
clorhexidina y el triclosan, seguidos de compuestos de amonio cuaternario,
resultados que coinciden con este estudio (Lavilla et al., 2013). Arioli y sus
colaboradores tampoco encontraron tolerancia sistematica entre dos o mas de los
biocidas probados en bacterias Gram-positivas (Arioli et al., 2013). Vijayakumar no
encontrd una correlacién significativa entre la presencia o ausencia de genes
resistentes a los biocidas y las concentraciones minimas inhibitorias en cepas multi-
resistentes de K. pneumoniae, P. aeruginosa y A. baumannii (Vijayakumar et al.,
2018). Beier y sus colaboradores observaron que el 20% de las cepas de E. coli
0157:H7 aisladas de la carne de vacuno fueron resistentes a la clorhexidina o al
cloruro de benzalkonio (Beier et al., 2013). Ademas, encontraron resistencia a los
antibioticos tetraciclina, estreptomicina y cloranfenicol, pero no mostraron
correlacién entre la tolerancia a biocidas y la resistencia a los antibidticos. La no
correlacion entre la resistencia a los antibioticos y la tolerancia a los biocidas es
posible porque dicha tolerancia estd mediada por bombas de exporte con amplia
especificidad de sustrato y por cambios en la fluidez de la membrana (Fernandez et
al., 2017; Beier et al., 2013). Hay estudios que demuestran que la resistencia a los
antibioticos viene dada por la exposicion sub-inhibidora a los biocidas. Gadea y
colaboradores adaptaron cepas de E. coli a través de la exposicion repetida y un
aumento gradual de las concentraciones de triclosan. Los resultados mostraron que
las cepas disminuyeron la susceptibilidad a varios agentes antimicrobianos,
incluyendo cloranfenicol, eritromicina, imipenem, tetraciclina, trimetoprim, asi

como una serie de biocidas (Gadea et al., 2016).

Segun los resultados obtenidos, el queso Paipa tiene una gran abundancia de
bacterias que son un riesgo para la salud, algunas de ellas resistentes a los
antibioticos, ello compromete su calidad sanitaria. A nivel mundial, se han estudiado
diferentes técnicas para reducir las poblaciones de microorganismos patdgenos y
alterantes en los alimentos, dentro de ellos se encuentran tratamientos térmicos como
la pasteurizacion y la ultrapasteurizacion (Silva & Gibbs, 2012), tratamientos no
térmicos como altas presiones hidrostéaticas (Téllez-Luis et al., 2015; Pérez Pulido et

al., 2015), pulsos eléctricos de alta intensidad (Cerdn-Castillo et al., 2010),
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irradiacion (Rossi et al., 2009), compuestos antimicrobianos naturales como el
sistema lactoperoxidasa (Seifu et al., 2005), reuterina y diacetilo (Langa et al., 2014),
reutericiclina (Ganzle, 2004), lactoferrina (Montiel et al., 2015), lisozima (Avila et
al., 2014) y bacteriocinas (Heng et al., 2007).

Las bacteriocinas son péptidos de origen bacteriano sintetizados
ribosdmicamente que se caracterizan por presentar un amplio potencial como
conservadores de alimentos. Las bacteriocinas que se han estudiado con mayor
interés son las producidas por BAL. Muchas de ellas tienen actividad antimicrobiana
contra patdégenos transmitidos por alimentos que pueden estar en el queso, como L.
monocytogenes y S. aureus (Heng et al., 2007). Son seguras para su consumo
humano porque al llegar al tracto gastrointestinal son inactivadas por proteasas de
origen pancredtico y gastrico (tripsina y pepsina). Algunas son resistentes al calor, a
la acidez y a sustancias quimicas como urea, EDTA, Tween 80, NaCl(Favaro et al.,
2015; Egan et al., 2016), no alteran las propiedades sensoriales de los alimentos y
pueden utilizarse en los alimentos como cultivos iniciadores o como bacteriocina
purificada o semi-purificada (Zacharof & Lovitt, 2012). Su actividad se ve
potenciada con niveles bajos de pH y pueden llegar a ser méas efectivas de manera
combinada con otros tratamientos térmicos y no térmicos (Pérez Pulido et al., 2015).
Algunas bacteriocinas, también sugieren la posibilidad de mejorar y potenciar las
caracteristicas de los productos de los que han sido aisladas. Se ha determinado que
las bacteriocinas pueden ayudar a acelerar el proceso de maduracion de los quesos
(Favaro et al., 2015). Por lo tanto, el potencial tecnoldgico de las BAL del queso

Paipa merecié una mayor investigacion.

A pesar de que predominaron las BAL en la microbiota del queso Paipa, muy
pocos aislamientos tuvieron actividad antagdnica contra las bacterias patdgenas del
queso Paipa. Sélo dos BAL de 250 aislamientos mostraron actividad contra L.
monocytogenes y S. aureus. Ninguna cepa tuvo actividad frente a los coliformes.
Resultados similares fueron obtenidos por Gonzalez et al. (2007), quienes
investigaron la actividad antimicrobiana de 395 cepas aisladas del queso semi-
maduro Genestoso, fabricado en Asturias, Espafia. También identificaron ocho cepas
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de L. lactis subsp. lactis que tenia actividad contra S. aureus, dos cepas de E. faecalis
y una de L. lactis subsp. lactis tenia actividad contra L. monocytogenes. Del mismo
modo, 58 cepas de L. mesenteroides fueron aisladas, y ninguna tuvo actividad contra
S. aureus y L. monocytogenes. Fuentes-Vanegas et al. (2017) aisl6 32 BAL de
quesos, de las cuales dos cepas identificadas como L. mesenteroides subsp.
mesenteroides, mostraron actividad contra L. monocytogenes ATCC 7644.

Los estudios realizados por Attar et al. (2018) indicaron que, en las primeras
etapas de la produccion de queso, las poblaciones de BAL eran altas, pero luego
disminuyeron durante el proceso de maduracion. Este fenémeno no fue observado en
los estudios independientes de cultivo realizados al queso Paipa. Sin embargo, el bajo
numero de cepas con actividad antimicrobiana puede ser el resultado de una serie de
factores como la baja actividad del agua, los cambios de temperatura y pH, la
disponibilidad de nutrientes y la competencia que afectan a la expresion de genes
que codifican sustancias antimicrobianas, asi como su adsorcion en la pared celular

de microorganismos (Favaro et al., 2015; de Paula et al., 2015).

La presencia de cepas QP117 y QP63 en el queso Paipa y su capacidad para
producir sustancias antimicrobianas se debe a que estas bacterias podrian generar
mecanismos de defensa para sobrevivir durante mucho tiempo en condiciones de
estrés. Estas bacterias resisten mejor las condiciones de acidez, propiedad que les
permite seguir creciendo en las ultimas fases de la mayoria de las fermentaciones
acidas-lacticas. Incluso algunos estudios han indicado que las bacterias pueden
permanecer durante muchos afios en superficies y herramientas utilizadas en la
produccién de quesos tradicionales formando biopeliculas (Galinari et al., 2014;
Kubota et al.,, 2008). Estos resultados fueron corroborados durante esta
investigacion, pues se observO que las cepas QP63 y QP117 resistieron
concentraciones de NaCl del 4%, crecieron en un rango amplio de temperatura (4-
42°C) y fueron capaces de soportar ambientes acidos (>pH 4). En este estudio, el
sobrenadante libre de células (SLC) de la cepa QP117, exhibié antagonismo contra
todas las L. monocytogenes evaluadas, similar al SLC de la cepa de referencia

productora de nisina L. lactis subsp. lactis ATCC 11454. Los resultados también
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indicaron que la cepa QP63 mostrd actividad antimicrobiana contra L.
monocytogenes de la coleccion estadounidense y colombiana. Sin embargo, el efecto
del SLC contra L. monocytogenes de la coleccion espafiola fue menor en todos los
experimentos realizados (Tabla 11). Las diferencias en la actividad antimicrobiana
entre cepas de la misma especie podrian ocurrir porque presentaron resistencia
intrinseca o resistencia adquirida (de Freire et al., 2015). Existen varios estudios en
los que la resistencia de L. monocytogenes esta relacionada con la secrecion de
enzimas Y alteraciones en el potencial eléctrico, fluidez, carga y composicién de los
lipidos de la membrana, dificultando la formacién de poros (Kumariya et al., 2019;
de Freire et al., 2015; Collins et al., 2012).

Paralelamente, se evalud el efecto del SLC en cepas de S. aureus. Los
resultados indicaron que la cepa QP63 y la cepa de referencia L. lactis ATCC 11454,
mostraron una actividad antimicrobiana similar contra S. aureus. Sin embargo,
QP117 no mostrd tal actividad. Las cepas QP117 y QP63 fueron caracterizadas por
pruebas morfoldgicas, fisiologicas, bioguimicas y moleculares. La cepa QP117
presento caracteristicas similares a las descritas por de Paula et al. (2015) y Kulwichit
et al. (2007), mientras que la cepa QP63 presento caracteristicas similares a la cepa de
referencia Lactococcus lactis ATCC 11454, excepto por la fermentacion de sacarosa
y la hidrélisis de p-nitrofenil-a-D-glucésido (BGL). Las cepas bacterianas se
identificaron molecularmente como Leuconostoc mesenteroides y Lactococcus
lactis respectivamente. Ademas de presentar tolerancia a la acidez (pH 4), a la
temperatura (42°C) y a altas concentraciones de la (4%), las bacterias presentaron
caracteristicas importantes para la industria alimentaria, como la capacidad de
fermentar diversos azicares como la lactosa, la fructosa, la trehalosa, la maltotriosa.
Ademas, no produjeron 3 hemolisis en agar de sangre, lo cual sugiere que no son
patdgenos, caracteristica importante que deben de cumplir para ser utilizados de

manera segura como cultivos iniciadores en alimentos.

L. mesenteroides y L. lactis se han utilizado como cultivo iniciador en varios
procesos de fermentacion porque mejoran las propiedades fisicoquimicas y

organolépticas de los alimentos y podrian ser Utiles en el disefio de nuevos alimentos
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funcionales con posibles propiedades probioticas (Bintsis, 2018; Mutukumira et al.,
2015; Shin & Han, 2015; Castro et al., 2015; Frece et al., 2014). L. lactis tiene un
estatus GRAS bien aceptado (Alegria et al., 2010). Sin embargo, L. mesenteroides se
ha considerado también como un patégeno humano emergente con resistencia
natural a la vancomicina (Barletta et al., 2017; Franco-Cendejas et al., 2017; Bou et
al., 2008). La prueba de susceptibilidad a antibi6ticos realizada en la cepa de L.
mesenteroides QP117 indico resistencia a la vancomicina, kanamicina, carbenicilina,
oxacilina, estreptomicina y levofloxacina. Estudios realizados por de Paula et al.
(2014) revelaron que L. mesenteroides subsp. mesenteroides SJRP55 contienen
genes que codifican factores de virulencia como la proteina de superficie
enterocdcica (esp), la proteina de adhesién al colageno (ace) y el gen de resistencia
a la vancomicina (vanA). Por lo tanto, si desea utilizar esta cepa para mejorar la
calidad del queso Paipa, se debe determinar la presencia de posibles genes de

virulencia a través de un enfoque molecular.

Luego de realizar la seleccion de las cepas, se realizd una curva de
crecimiento para saber en qué tiempo se producia la mayor cantidad de sustancia
antimicrobiana, con el fin de posteriormente realizar su purificacion. L.
mesenteroides QP117 y L. lactis QP63 produjeron las sustancias antimicrobianas de
manera extracelular durante la fase logaritmica. La cepa QP117 produjo su mayor
actividad a las 16 h de fermentacién mientras que QP63 lo logro a las 24 h. La
produccién de las bacteriocinas tiene una relacion directamente proporcional con el
crecimiento bacteriano e inversamente proporcional a la acidez en el medio de
cultivo, lo cual concuerda con lo descrito por Martinez et al. (2019). También se
observé gue las sustancias antimicrobianas no pierden su actividad, por elcontrario,
se mantiene en el tiempo. Estos resultados sugieren que las sustancias
antimicrobianas son estables a factores fisicoquimicos y no son degradas por la cepa
productora. Luego de realizar la determinacion de los tiempos donde se produce la
mayor actividad de la sustancia antibacteriana, se realizd6 un escalamiento del
proceso de fermentacion hasta alcanzar un volumen final de 10 L con el fin de
realizar su purificacién parcial. Los resultados indicaron que las sustancias

antimicrobianas aumentaron su actividad anti-listeria, siendo superior a la obtenida
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con los sobrenadantes libres de células y a la nisina a una concentracion de 6 mg/L,
resultados que coinciden con lo reportado (Lee et al., 1999).

Las sustancias antimicrobianas parcialmente purificadas también se
evaluaron contra otras cepas bacterianas. Los resultados indicaron que L. lactis QP63
presentd actividad frente E. faecalis ATCC 51299, E. faecium ATCC 33667, L. casei
ATCC 393, L. mesenteroides QP117 y L. lactis ATCC 11454. Sin embargo, no tuvo
actividad contra S. aureus, S. saprophyticus ATCC 49907, B. thuringiensis ATCC
33679, B. cereus ATCC 11778 y S. agalactiae ATCC 12386. Estos resultados
coincidieron parcialmente con lo descrito por Egan et al. (2016), quienes reportaron
que L. lactis inhibia a Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Micrococcus Y diferentes bacterias espoluradas como Bacillus cereus,
B. pumilus, B. subtilis, B. circulans, B. coagulans, Clostridium perfringens, C.
sporogenes, Clostridium butyricum y C. tyrobutyricum. Eso podria ser posible
porque L. lactis puede producir diferentes bacteriocinas como nisina, lacticina y
lactococcina (Ribeiro et al., 2016; Alegria et al., 2010).

Para determinar el tipo de bacteriocina se determind la naturaleza de los
compuestos antimicrobianos. Los resultados indicaron que son peptidos
termoestables y acidotolerantes que no pierden su actividad en presencia de agentes
quimicos como EDTA, urea, SDS y Tween, resultados que concuerdan con los
obtenidos por Kaktcham et al. (2019). A diferencia de la nisina, las sustancias
antimicrobianas producidas por la cepa QP63, no pierden su actividad a pH 12. La
resistencia de estos compuestos podria atribuirse a los enlaces intramoleculares
monosulfuro y disulfuro, que mantiene estable la estructura secundaria mediante la
reduccion de las posibles estructuras desplegadas (Oscéariz & Pisabarro, 2001).
Posteriormente se determind la relacion masa/carga de las sustancias
antimicrobianas. Los espectros obtenidos por MALDI-TOF indicaron que las
sustancias antimicrobianas son péptidos de bajo peso molecular (relacién masa/carga
<6). El espectro de accion de las sustancias antimicrobianas, su fuerte actividad
antilisteria, sumado a latermotolerancia y acidotolerancia y a su relacion masa/carga

indicaron que se trato de bacteriocinas de la familia de los lantiéticos (clase 1 o I1).
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Estas bacteriocinas son las més extensamente estudiadas y caracterizadas (Garcia-
Cayuela et al., 2017; Ennahar et al., 1999). Al comparar los espectros de L. lactis
QP63 con la nisina comercial, se observd que fueron muy diferentes. La nisina
presentd tres picos especificos, uno de 3365,8 masa/carga, el cual como era de
esperar esta dentro del rango de masas para las diferentes variantes de la nisina
(3327-3354 masa/carga) (Garcia-Cayuela et al., 2017). El analisis MALDI-TOF de
las fracciones semipurificadas por cromatografia de intercambio iénico de L. lactis
cepa QP63, permitio la identificacion de tres picos especificos (1299,818, 1947,235
y 5938,94 masa/carga). Ninguno de ellos coincidié con los de la nisina comercial.
En este sentido, se llevd a cabo una busqueda de literatura y en la base de datos

(http://bactibase.pfba-lab-tun.org/main.php) de los valores masa/carga de L. lactis

QP63. No se encontraron similitudes con bacteriocinas producidas por L. lactis. La
nisina A tuvo un peso molecular de 3516, 78 Da, la nisina Z de 3493,74 Da, la nisina
Q de 3489,73 Da, la nisina F de 3479,71 Da y la nisina U, tuvo un peso molecular de
3192,37 Da. Por lo anterior los resultados junto con su reducido espectro
antimicrobiano, sugieren que los péptidos antimicrobianos producidos por L. lactis

QP63 no corresponde a la nisina.

De otro lado, se hizo el mismo analisis con las bacteriocinas lacticinas y
lactococinas. Ninguna de las relaciones masa/carga coincidieron de forma precisa
con lo descrito en la base de datos. Sin embargo, las lacticinas que tuvieron una
relacion masa/carga mas cercana fueron lacticina Z (5959,09) y lacticina Q
(5917,05). Al mirar todo el contexto, la identidad de la cepa productora, el espectro
de inhibicidn, acidotolerancia, termoresistencia, la estabilidad de su actividad a un
pH de 12, la no afectacion por sustancias quimicas y la relacion masa carga,
consideramos que la bacteriocina producida por L. lactis QP63 pertenece al grupo
de las lacticinas. Sin embargo, se requieren hacer un analisis mucho mas profundo
que involucre la amplificacion de genes especificos de lacticinas y la secuenciacion

de aminoécidos, para poder identificar la bacteriocina completamente.

De otro lado, L. mesenteroides presentd un espectro de accion inhibitorio un

poco mas amplio. Ademas de presentar actividad contra E. faecalis ATCC 51299,
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E. faecium ATCC 33667, L. casei ATCC 393, L. mesenteroides QP117 y L. lactis
ATCC 11454, presentd actividad contra Streptococcus mutans ATCC 25175 y
Clostridium perfringens ATCC 13124. Sin embargo, cabe resaltar que no presento
actividad contra S. aureus, S. saprophyticus ATCC 49907, B. thuringiensis ATCC
33679, B. cereus ATCC 11778 y S. agalactiae ATCC 12386. Las sustancias
antimicrobianas producidas por L. mesenteroides QP117 también fueron peptidos
termoestables y acidotolerantes que no pierden su actividad en presencia de agentes
quimicos como EDTA, urea, SDS y Tween. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por diferentes investigadores (Chen et al., 2018; Shin & Han, 2015; de
Paula et al., 2015; Arakawa et al., 2016). El analisis mediante MALDI-TOF de las
fracciones semipurificadas por cromatografia de intercambio i6nico de L.
mesenteroides cepa QP117, permitid la identificacion de tres picos especificos
(1284,277, 2027,756 y 3497,558 masa/carga). En este sentido, se llevo a cabo una
busqueda de literatura de los valores masa/carga de las bacteriocinas producidas por
L. mesenteroides. Se determind que las mesenterocinas y leucocinas son las
bacteriocinas producidas por L. mesenteroides (Chen et al., 2018; Shin & Han, 2015;
de Paula et al., 2015). Al comparar los picos especificos con los reportados por la

base de datos (http://bactibase.pfba-lab-tun.org/main.php). se determind que el pico

(3497,558 masa/carga) es muy similar al pico de Leuconostoc mesenteroides (3484,5
masa/carga) productor de wuna bacteriociocina denominada Leucocina B
(Papathanasopoulos et al., 1998). La fuerte actividad antilisteria de las sustancias
antimicrobianas, su caracter proteico, acidotolerancia, termotolerancia y surelacion
masa/carga indicaron que podria tratarse de una Leucocina. No obstante, el siguiente
paso de esta investigacion seria realizar amplificacion de genes especificos de

leucocinas y la secuenciacion de aminoacidos, para poder identificar la bacteriocina

de una manera completa.

Algunos autores sugieren que utilizar una cepa productora de bacteriocinas
puede no ser suficiente para generar la proteccion de los alimentos (Mills et al.,
2017). La actividad de la bacteriocina podria aumentarse si se agregan varias cepas
gue actlen sinérgicamente como cultivos iniciadores y/o protectores (Coelho et al.,

2014). En este estudio se evalu6 la actividad de los eluidos cromatograficos entre las
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cepas BALSs seleccionadas. Los resultados indicaron que las cepas fueron inhibidas
entre si, por lo que no pueden utilizarse en combinacion para realizar un tratamiento
que mejore la calidad microbioldgica del queso. Ellas también fueron inhibidas por
la nisina a concentraciones 6 and 12 mg/L. Coelho et al. (2014) hicieron diferentes
combinaciones de BAL para controlar L. monocytogenes en queso fresco.
Concluyeron que los consorcios de E. faecalis disminuyeron la poblacion de L.
monocytogenes en cinco unidades logaritmicas. Mills et al. (2017) desarrollé un
cultivo iniciador grado commercial denominada L. lactis CSK3533, capaz de
producir nisina y lacticina 3147, que es inmune a la bacteriocinas. También evaluaron
el potencial anti-listeria de la cepa CSK3533 solo y en combinacion con la cepa
también productora de bacteriocina Lactobacillus plantarum LMG P-26358. Sus
resultados indicaron que la combinacion de estas cepas fue mas eficaz en el control
de Listeria sp., en quesos. Otra estrategia para mejorar el uso de bacteriocinas es
utilizar combinaciones de bacteriocinas puras o parcialmente purificadas. Bouttefroy
& Milliere (2000) concluyeron que la combinacion de nisina y curvaticina 13
(subclase 11a) es mejor contra L. monocytogenes que las bacteriocinas solas. Kaur et
al. (2013) determinaron que la combinacion de nisina, pediocina 34 y enterocina
FH99 disminuyo las poblaciones de L. monocytogenes. Asimismo, Arques et al.
(2008) determind que la combinacidn de lactoperoxidasa, nisina e enterocina AS-48
redujo las poblaciones de L. monocytogenes en leche en ocho unidades logaritmicas.
Por otro lado, Chi & Holo (2018) mostraron que la combinacién de garvicina K 'y
nisina actuaron sinérgicamente contra S. aureus. Pimentel-Filho et al. (2014)
encontraron que la combinacion de nisina y bovicin HC5 disminuyd las poblaciones
de L. monocytogenes y S. aureus en queso fresco. La combinacion de bacterias puras
o semi-purificadas de las cepas seleccionadas en este estudio podria tener un efecto

significativo en los patdgenos presentes en el queso Paipa.

Los resultados obtenidos en este estudio indicaron que los BAL aislados del
queso Paipa y la nisina no mostraron actividad contra coliformes (Tabla 1). Estos
resultados coinciden con el descrito por varios investigadores donde se informa que
las sustancias antimicrobianas producidas por bacterias Gram-positivas tienen un

espectro de inhibicién reducido, especialmente contra las bacterias Gram-negativas
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(Schirru et al., 2012). Las bacteriocinas podrian aumentar su eficacia contra las
bacterias Gram-negativas cuando se combinan con tecnologias emergentes. Branen
& Davidson (2004) determinaron que la combinacion de nisina y EDTA disminuye
las poblaciones de E. coli enterohemorrégica. Chi & Holo (2018) evindenciaron que
la combinacién de garvicina KS, nisin y farnesol, inhibio el crecimiento de E. coli y
Acinetobacter spp. Rodriguez et al. (2005) determinaron que una presion
hidrostatica de 500 MPa a 10°C durante 5 minutos con inoculacion de bacteriocinas
productoras de BAL son suficientes para inhibir la poblacion de E. coli O157:H7 en
cinco unidades logaritmicas en quesos maduros durante 60 dias. Kavas et al. (2015)
determinaron que los aceites esenciales de tomillo y clavo de olor al 1,5% (v/v)
aplicados en el envasado de queso Kashar disminuyeron las poblaciones de E. coli.
Mirhosseini & Afzali (2016) determinaron que la combinacion de nanoparticulas de
oxido de magnesio (MgO NP), con nisina, tenia un efecto antibacteriano sinérgico
contra E. coli en la leche. Es posible que las cepas BAL aisladas y caracterizadas en
este estudio, o sus bacteriocinas purificadas o parcialmente purificadas, combinadas
con algunas de estas tecnologias emergentes en la conservacion de alimentos, puedan
mejorar la calidad sanitaria del queso Paipa, especialmente para el control de los

coliformes.
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Los resultados del presente estudio revelaron que la microbiota central de los
quesos Paipa no solo incluye bacterias del &cido lactico, sino también bacterias
alterantes, potencialmente productores de enterotoxinas y patdgenoshumanos,
lo que sugiere la necesidad de una mejora o refuerzo en las regulaciones para la

produccion de queso Paipa tradicional.

Las diferencias en la composicidn microbiana de los quesos encontrados
sugieren que la microbiota residente y las diferentes précticas de higiene

contribuyen a la microbiota final de los quesos.

Los quesos Paipa de empresas formales e informales no cumplen con los limites
permisibles de S. aureus, coliformes y L. monocytogenes contemplados en la
normatividad nacional. Estos resultados podrian ser una indicacion de los

riesgos para la salud asociados con el consumo de queso Paipa.

En este estudio se pudo comprobar que hay pocas cepas multi-rresistentes a
antimicrobianos y susceptibles a los biocidas, lo cual da una parte de la
tranquilidad a los consumidores y a la comunidad en general. Sin embargo,
tenemos que estar alerta. Creemos que los estudios futuros deben centrarse en
mejorar la calidad higiénica de la leche con la que se elabora el queso Paipa.
Los procedimientos de limpieza y desinfeccion en las microempresas del queso
Paipa deben estar estandarizados, empezando por el lavado de manos, la
limpieza del lugar de trabajo, la desinfeccion de equipos y superficies teniendo
en cuenta la rotacion y dosificacion de los biocidas con el objetivo final de
controlar la resistencia bacteriana. Se deben implementar muestreos para
controlar los patdégenos y tomar medidas correctivas para reducir la

contaminacidén microbiana y la resistencia a los antibioticos y biocidas.

Las bacterias del &cido lactico son el principal grupo bacteriano de los quesos Paipa

y eso es lo que hay que potenciar. En este estudio se pudo aislar y caracterizar
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dos BAL productoras de bacteriocinas L. lactis QP63 y L. mesenteroides
QP117. Ambas cepas presentan caracteristicas prometedoras para poder ser
utilizadas como cultivos iniciadores en la fabricacion del queso Paipa. L. lactis
QP63 produjo una bacteriocina con caracteristicas similares al grupo de las
lacticinas, mientras que L. mesenteroides QP117 produjo una bacteriocina con
caracteristicas similares a las del grupo de las leucocinas. Sin embargo, se debe
realizar una caracterizacion mas profunda, como la deteccion de genes
productores de lacticina y leucocina y la secuenciacién de aminoacidos para su

identificacion completa.

Se deben seguir haciendo investigaciones para mejorar la calidad sanitaria del
queso, como la evaluacidn de cultivos protectores, cultivos iniciadores y el uso
de bacteriocinas solas 0 combinadas con otras técnicas como bacteriofagos y
nanoparticulas. Todas estas medidas contribuiran a aumentar la confianza entre
los consumidores que generan mas empleo y mas ingresos y a mejorar la

calidad de vida de los productores, vendedores y consumidores.
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MEDIOS DE CULTIVOS UTILIZADOS

PDA SUPLEMENTADO CON CLORANFENICOL (g/L) (Oxoid CM0139)
Composicién: peptona de patata 4 g, glucosa 20 g, agar agar 15 g.

Preparacion: disolver 39 g del polvo y 30 mg de cloranfenicol en 1 L de agua destilada y
agitar hasta ebullicion. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. No sobrecalentar.
Servir en cajas de Petri estériles.

AGAR NUTRITIVO (g/L) (Oxoid CM-033B)

Composicion: peptona 5 g, extracto de carne 3 g, cloruro de sodio 5 g, agar agar 15 g.
Preparacion: disolver 28 g del polvo en 1 L de agua destilada y agitar hasta ebullicion.

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Servir en cajas de Petri estériles.

AGAR STANDART PLATE COUNT (SPC) (g/L) (Oxoid CM0463)
Composicidn: peptona de caseina 5 g, extracto de levadura 2,5 g, glucosa 1g, agar agar 159

Preparacion: disolver 23,5 g del polvo en 1 L de agua destilada y agitar hasta ebullicion.

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Servir en cajas de Petri estériles.

AGAR SALADO MANITOL (g/L) (Sharlau 01-116)

Composicidn: extracto de carne 1, peptona de caseina 5, peptona de carne 5, manitol 10,
cloruro sédico 75, rojo fenol 0,025, agar 15.

Preparacion: disolver 111 g del polvo en 1 L de agua destilada y agitar hasta ebullicion.

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Servir en cajas de Petri estériles.
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AGAR DE MAN, ROGOSA Y SHARPE (MRS) (g/L) (Sharlau 01-135)

Composicién: peptona proteosa 10, extracto de carne 8, extracto de levadura 4, glucosa 20,
acetato de sodio 5, citrato de triamonio 2.0, fosfato dipotésico (K:HPO.) 2, sulfato de
magnesio 0,2, sulfato de manganeso 0.05, Polisorbato (Tween 80) 1, agar 14 (pH 6,5 £ 0,2).

Preparacion: disolver 66 g del polvo en 1 L de agua destilada y agitar hasta ebullicion.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. No sobrecalentar. Servir en cajas de
Petri estériles.

AGAR CEREBRO CORAZON TAMPONADO ESTERIL (BHAT) (g/L)
Composicion: fosfato dipotasico (K:HPOs) 9, dihidrogenofosfato de potasio (KH2POs)
4,085, caldo cerebro corazon (BHI) 35,15, agar 16,15.

Preparacion: disolver los siguientes componentes (g/L): KoHPO4 9, KH2PO4 4,085, agar-
agar 16,15, caldo cerebro corazén 35,15 y 950 mL de agua destilada.

AGAR EOSINA AZUL DE METILENO (EMB) (g/L) (Sharlau 01-068)

Composicion: peptona 10, lactosa 10, KoHPO4 2, eosina Y 0,4, azul de metileno 0,065,
agar 15.

Preparacion: agregar 37,5 g aun 1 L de agua destilada. Agitar hasta ebullicion. Esterilizar

en autoclave a 121°C por 15 minutos. Servir en cajas de Petri estériles.

AGAR CHROMOCULT COLIFORMES (g/L) (Merck 110426)

Composicion: peptona 3, NaCl 5g, KH2PO4 1,7, KoHPO4 3, piruvato de sodio 1, triptéfano
1 0,065, mezcla de cromogenos (sustrato Salmon-GAL y X-glucurénido 0,2, agar 12.
Preparacion: agregar 37,5 g aun 1 L de agua destilada. Agitar hasta ebullicién. Esterilizar

en autoclave a 121°C por 15 minutos. Servir en cajas de Petri estériles.
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AGAR PALCAM (g/L) (Sharlau 01-470)

Composicion: triptona 23, cloruro de litio 15, manitol 10, cloruro de sodio 5, extracto de
levadrua 3, almidon 1, esculina 0,8, citrato de amonio férrico 0,5, dextrosa 0,5, rojo de fenol
0,08, agar 13. (pH 7,2 £ 0,2).

Preparacion: agregar 72 g a un 1 L de agua destilada. Agitar hasta ebullicion Distribuir en
botellas de 500 mL. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Enfriar a 50°C y
asépticamente agregar a cada botella un vial de suplemento selectivo para agar Palcam 06-
110-LYO). Mezlcar bien y distribuir en cajas de Petri estériles.

AGAR Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) (g/L) (Sharlau 01-211)

Composicion: xilosa 3,5, L-lisina 5, lactosa 7,5, sacarosa 7,5, cloruro de sodio 5, extracto de
levadura 3, rojo de fenol 3, desoxicolato de sodio 2,5, tiosulfato de sodio 6,8, citrato de
amonio férrico 0,8, agar 15.

Preparacion: disolver 56,58 g en 1L de agua destilada constantemente hasta ebullicion.

Distribuir en cajas de Petri estériles No autoclavar.

AGAR Kanamicina, Esculina, Azida (KKA) (g/L) (Sharlau 01-263)

Composicidn: triptona 20, extracto de levadura, 5, cloruro de sodio 5, citrato disodico 1,
esculina 1, citrato de amonio férrico 0,5, azida de sodio 0,15, sulfato de kanamicina 0,02,
agar 15.

Preparacion: agregar 48 g a un 1 L de agua destilada. Agitar hasta ebullicion Distribuir en

cajas de Petri estériles. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

AGAR BASE SANGRE (g/L) (Sharlau 01-352)

Composicidn: extracto de carne 10, triptona 10, cloruro de sodio 5, agar 15.

Preparacion: suspender 40 g en 950 mL de agua destilada. Calentar hasta punto de
ebullicion. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Enfriar a 50°C y asépticamente

agregar 50 mL de sangre desfibrinada.
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AGAR BAIRD PARKER (g/L) (Sharlau 01-030)

Composicion: triptona 10, piruvato de sodio 10, glicina 12, extracto de carne 5, cloruro de
litio 5, extracto de levadura 1, agar 17.

Preparacion: suspender 60 g en 950 mL de agua destilada. Agitar constantemente hasta
ebullicion. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Enfriar a 50°C y asépticamente
agregar 50 mL del suplemento yema de huevo mas telurito (06-026). Homogenizar y
distribuir en cajas de Petri estériles.

AGAR CHINA BLUE (g/L) (Oxoid CM0209)

Composicién: peptone 5, "Lab-Lemco’ powder 3, lactose 10, cloruro de sodio 5, china blue
0,375, agar-agar 12,0. (pH 7,2 £ 0,2).

Preparacion: suspender 35 g en 1 L de agua destilada. Hervir para disolver completamente.

Esterilizar mediante autoclavacion a 121°C durante 15 minutos.

AGAR MOSSEL (g/L) (Merck 1.05267.0500)

Composicidén: peptona de caseina 10, extracto de carne 1, D-manitol 10, Cloruro de sodio
10, rojo de fenol 0,025, agar 12.

Preparacion: Disolver 43 g del polvo en 900 mL de agua destilada y agitar hasta ebullicion.
Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Enfriar a 50°C y asépticamente agregar 100
mL del suplemento yema de huevo y 0,1 g/L desulfato de polimixina B. Homogenizar y

distribuir en cajas de Petri estériles.

CALDO NUTRITIVO (g/L) (Oxoid CM-003)
Composicidén: peptona 5, extracto de carne 3, cloruro de sodio 5

Preparacion: disolver 13 del polvo en 1 L de agua destilada y agitar hasta ebullicion,

dispensar en tubos. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Servir en cajas de Petri.
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CALDO LMX FLUOROCULT (g/L) (Merck 110620)

Composicion: triptosa 5, cloruro de sodio 5, sorbitol 1, triptéfano 1, hidrogeno fosfato
dipotésico 2,7, dihidrogeno fosfato de potasio 2, lauril sulfato de sodio 0,1, 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-p-D-galactopirandsido (X-GAL) 0,08, 4-metilumberiferil B-D glucorénido (MUG)
0,05, 1-isopropil B-D-1-tio-galactopiranosido (IPTG) 0,01.

Preparacion: Disolver 17 g del polvo en 1 L de agua destilada y agitar hasta ebullicion.
Dispensar en tubos tapa rosca de 15x150 mm. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15

minutos.

CALDO BHI (g/L) (Oxoid CM1135B)

Composicidn: extracto de cerebro 12,5, extracto de corazon 5, peptona proteasa 10, cloruro
de sodio 5, fosfato disddico (Na2HPO.) 2,5, glucosa 2, agar agar 15.

Preparacion: Disolver 52 g del polvo en 1 L de agua destilada y agitar hasta ebullicion,
dispensar en tubos y esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Para preparar el caldo

BHI suplementado con glicerol al 40% agregue 40 mL de glicerol y 60 mL del caldo.

CALDO FRASER (g/L) (Sharlau 02-472)

Composicidn: proteasa peptona 5, triptona 23, extracto de carne 5, extracto de levadura 5,
cloruro de sodio 20, esculina 1, hidrégeno fosfato dipotasico 1,35 g, dihidrogeno fosfato de
potasio 12 g (pH 7,2 £ 0,2).

Preparacion: adicionar 53,35 gaun 1 L de agua destilada. Agitar hasta ebullicidn. Distribuir
en botellas de 500 mL. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfriar a 50°C
y asépticamente agregar a cada botella un vial de suplemento UVM | para enriquecimiento
primario (06-110-LYO) y el suplemento UVM |1 para enriguecimiento secundario (06-111-
LYO).

CALDO RAPPAPORT VASSILIADIS (g/L) (Sharlau 02-379)

Composicidn: peptona de soja 4,5, cloruro de sodio 7,2, monofosfato de potasio 1,26, fosfato

dipotasico 0,18, cloruro de magnesio 13,580, verde de malaquita 0,036. (pH 7,2 + 0,2).
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Preparacion: Disolver 26,8 g del polvo en 1 L de agua destilada y agitar hasta ebullicion,

dispensar en tubos y esterilizar en autoclave a 115°C durante 15 minutos.

CALDO MRS (g/L) (Sharlau 02-135)

Composicidn: peptona proteosa 10, extracto de carne 8, extracto de levadura 4, glucosa 20,
acetato de sodio 5, citrato de triamonio 2, fosfato dipotasico 2, sulfato de magnesio 0,2,
sulfato de manganeso 0,05, Polisorbato (Tween 80) 1. (pH 6,2 + 0,2).

Preparacion: disolver 52 g del polvo en 1 L de agua destilada y agitar hasta ebullicion.
Dispensar en tubos o en frascos. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. No

sobre calentar.
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COLORANTES

CRISTAL VIOLETA

Composicion: solucién A: cristal violeta 2 g, alcohol etilico 95% 20 mL. Solucion B: oxalato de
amonio 0,8 g y agua destilada 80 mL.

Preparacion: disolver el cristal violeta en el alcohol y el oxalato de amonio en agua destilada.
Mezclar las dos soluciones. Dejar reposar 24 h y filtrar antes de usar. Envasar en frasco oscuro.

LUGOL

Composicién: Cristales de yodo 1 g, yoduro de potasio 2 g, agua destilada 300 mL.
Preparacion: pulverice en un mortero el yodo y yoduro de potasio secos. Agregar agua poco a
poco Yy agite lentamente hasta que se hayan disueltos completamente los reactivos. Mezclar esta

solucion en un frasco de vidrio oscuro y completar el volumen de agua destilada.

ALCOHOL ACETONA
Composicién: Alcohol etilico 95% 50 mL, acetona 50 mL.

Preparacion: mezclar las dos soluciones y envasar en un frasco oscuro.

FUSCINA BASICA
Composicién: Fuscina basica 1 g, alcohol absoluto 10 mL.

Preparacion: Disolver la Fuscina basica en alcohol absoluto y envasar en un frasco oscuro.

AZUL DE LACTOFENOL

Composicidn: Cristales de fenol 20 g, &cido lactico 20 mL, glicerol 40 mL, agua destilada 20 mL,
azul de algodon 0,05.

Preparacion: Disolver en agua los cristales de fenol, el acido lactico y el glicerol calentando
lentamente. Luego agregue los gramos de azul de algodon, mezcle y envase en un frasco oscuro.

Nota tener cuidado con el fenol es toxico y corrosivo.
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SOLUCIONES

HIPOCLORITO DE SODIO AL 1% (Clorox, USA)
Preparacion: Mezclar 19 mL de hipoclorito sodio al 5,25% con 100 mL de agua destilada.

ETANOL AL 95% (Merck 107017)
Preparacion: Mezclar 95 mL de etanol absoluto con 5 mL de agua destilada.

ETANOL AL 70% (Merck 107017)
Preparacion: Mezclar 70 mL de etanol absoluto con 30 mL de agua destilada

CLORURO DE SODIO AL 0,85% (Merck 106404)
Preparacion: disolver 8,5 g de cloruro de sodio en 1000 mL de agua destilada.

CLORURO DE SODIO AL 1,5 M (Merck 106404)
Preparacion: disolver 43,83 g en 500 mL.

CLORURO DE SODIO AL 0,5 N (Merck 106404)

Preparacion: disolver 2,922 g en 100 mL.

HIDROXIDO DE SODIO AL 0,5 N (Merck 106482)

Preparacion: disolver 1,4 g de hidroxido de sodio en 50 mL de agua destilada. Luego, enrasar a

100 mL con agua destilada.

HIDROXIDO DE SODIO AL 10 (Merck 106482)

Preparacion: disolver 28 g de hidréxido de sodio en un balon aforado con 80 mL de agua

destilada. Luego aforar a 100 mL con agua destilada.

EDTA AL 1 % (Sigma-Aldrich 03695)
Preparacion: disolver 0,1g de EDTA 10 mL destilada estéril.
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TWEEN 20 AL 1% (Sigma-Aldrich 822184)
Preparacion: disolver 0,1mL de Tween 20 en 10 mL destilada estéril.

TWEEN 80 AL 1 % (Sigma-Aldrich P1754)
Preparacion: disolver 0,1mL de Tween 80 en 10 mL destilada estéril.

DOCECIL SULFATO DE SODIO AL 1 % (Sigma 436143)
Preparacion: disolver 0,A1mL de SDS en 10 mL destilada estéril.

UREA AL 1M (Sigma-Aldrich U5378)

Preparacion: disolver 60,06 g en 1L de agua destilada.

HCI AL 1 N (Merck 100317)

Preparacion: disolver 8,2 mL de acido clorhidrico al 37% en 1L de agua destilada.

HCI AL 0,02N (Merck 100317)
Preparacion: disolver 20 mL de una solucion de acido clorhidrico al 1 N en 1L de agua

destilada.

PEPSINA DE ESTOMAGO DE PORCINO (10 mg/mL) (FLUKA 77151)

Preparacion: disolver 10 mg en 1 mL de agua destilada estéril.

TRIPSINA DE PANCREAS PORCINO 1:250 (10 mg/mL) (Sigma-Aldrich 85450C)

Preparacion: disolver 10 mg en 1 mL de agua destilada estéril.

PROTEINASA K (10 mg/mL) (Sigma-Aldrich 1.24568)

Preparacion: disolver 10 mg en 1 mL de agua destilada estéril.

NISINA (6 mg/mL) (Sigma-Aldrich N5764)

Preparacion: disolver 6 mg en 1L &cido clorhidrico 0,02 N.
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NISINA (12 mg/mL) (Sigma-Aldrich N5764)

Preparacion: disolver 6 mg en 1L &cido clorhidrico 0,02 N.

NISINA AL 1% (Sigma-Aldrich N5764)

Preparacion: disolver 0,1 g 1% en 10 mL de agua destilada o NaCl al 0,85%.
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