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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad higiénica del
queso de capa del municipio de Mompdx en el departamento
de Bolivar, Colombia y la capacidad bactericida de Lactobaci-
llus spp aislados de un producto comercial (yogurt). Se toma-
ron 16 muestras de 200 g en cuatro sitios de fabricacion del
queso de capa, entre abril y noviembre del 2006; fueron empa-
cadas en bolsas estériles y trasladadas en nevera de icopor
con hielo hasta el laboratorio de Microbiologia de Alimentos de
la Universidad de Cartagena, alli se evalué la carga microbia-
na de mesdfilos aerobios, coliformes totales, coliformes feca-
les, E. coliy Salmonella. Este estudio arrojé6 un promedio de
mesofilos aerobios 1,5x10%, de coliformes totales 2,5x10% se
confirmé la presencia de E. coli y la ausencia de Salmonella,
asi como de cepas acido lacticas en las muestras estudiadas.
En general, los recuentos microbiologicos sobrepasan los va-
lores establecidos por la legislacion colombiana. Por otro lado,
la evaluacion de actividad antagoénica de Lactobacillus comer-
ciales fue demostrada frente a las cepas de E. coli aisladas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess the hygienic quality of the
cheese layer in the Mompox Municipality in the Department of
Bolivar, Colombia, and the bactericidal capacity of the Lactoba-
cillus spp isolated from a commercial product (yogurt). Sixteen
cheese layer samples of 200g each were taken from four
manufacturing sites between April and November of 2006, the
samples were packed in sterile bags and transported with ice
in polystyrene to the laboratory of food Microbiology at the Uni-
versity of Cartagena, the university assessed the microbial of
aerobic mesophiles total coliforms, fecal coliforms, E. coli and
salmonella. This study threw an average of aerobic mesophiles
1.5x10%, of total coliforms 2.5x10% confirmed the presence of
E. coli and the absence of Salmonella, as well as strains of lac-
tic acid in the samples studied. In general, microbial counts ex-
ceed the levels established by Colombian legislation. Further-
more, assessment of antagonistic activity of commercial Lacto-
bacillus was demonstrated against isolated strains of E. coli.

Key words: Antagonism, bacteriocins, cheese, probiotics.

INTRODUCCION

El queso es un excelente medio para el crecimiento de
microorganismos debido a su alto contenido en agua, su pH y
la gran variedad de nutrientes que éste posee [7]. El Unico in-
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grediente para la produccién de quesos es la leche, la cual,
debido a su procesamiento, va adquiriendo una microbiota en-
tre la que se incluyen microorganismos patégenos como
E.coli, Salmonella y Listeria monocytogenes en quesos blan-
cos elaborados con leche cruda [15].

Las bacterias patdgenas que tradicionalmente han preo-
cupado en mayor medida a los microbidlogos de alimentos
son:. Staphylococcus aureus, Salmonella spp. y Clostridium bo-
tulinum. Sin embargo, en los ultimos afios, diversos microorga-
nismos han ganado una gran importancia como agentes cau-
santes de toxiinfecciones alimentarias. Entre estos microorga-
nismos denominados patégenos “emergentes” se incluyen Lis-
teria monocytogenes, Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila,
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli verotoxigénico (ECVT)
y Campylobacter jejuni [5, 11, 22]. Asi mismo, como conse-
cuencia del abuso de antibiéticos en medicina y animales de
abasto, se esta observando un aumento considerable en la
aparicion de patégenos alimentarios multirresistentes a anti-
bioticos [20].

Las bacterias acido lacticas presentan en la actualidad
un inmenso potencial biotecnolégico, dada su presencia en
multitud de procesos fermentativos de alimentos destinados al
consumo humano, como son los derivados lacteos, vegetales,
carnicos, panaderia y bebidas alcoholicas; también es frecuen-
te su uso en la obtencion de ensilados para consumo animal
[6]. Estas bacterias no sélo contribuyen al desarrollo de las ca-
racteristicas organolépticas y reoldgicas de los alimentos, sino
que generan en los mismos, ambientes poco favorables para
el desarrollo de microorganismos patdgenos debido a su mar-
cada capacidad antagénica [11].

Ademas de este importante papel en procesos de bio-
conservacion, se ha podido comprobar que, algunas cepas de
bacterias lacticas, entre ellas las del género Lactobacillus, son
beneficiosas para la salud, tanto humana como animal (probié-
ticos) [6]. Ambos efectos beneficiosos, ocasionados por su ca-
pacidad antagdnica, se basan en la produccién de acidos or-
ganicos y otros metabolitos inhibidores, entre los que cabe
mencionar el perdxido de hidrégeno (H,0,) y otros derivados
del metabolismo del oxigeno, asi como compuestos aromati-
cos (diacetilo, acetaldehido), derivados deshidratados del gli-
cerol (reuterina), enzimas bacterioliticas, bacteriocinas [4].
Inhibiendo microorganismos patégenos y mejorando la salud
del consumidor [6].

Las bacteriocinas reconocidas como beneficiosas produ-
cidas por las bacterias acido lacticas han despertado una gran
atencidén como algo novedoso para el control de patégenos en
productos alimenticios. Las bacteriocinas son compuestos pro-
teinicos antimicrobianos que inhiben cepas sensibles y son
producidas, tanto por bacterias Gram positivas como Gram ne-
gativas [19].

Las bacterias acido lacticas ejercen una fuerte actividad
antagdnica contra muchos microorganismos, incluyendo ali-

mentos con una carga de microorganismos patégenos. Ade-
mas, muchas cepas pueden contribuir a la conservacion de ali-
mentos fermentados a través de la produccién de bacterioci-
nas [14].

Investigaciones sobre bacteriocinas producidas por bac-
terias acido lacticas se han expandido durante las ultimas dé-
cadas, hasta incluir el uso de bacteriocinas o de organismos
productores como preservativos de origen natural, con el fin de
disminuir cada vez mas el uso de preservantes y aditivos qui-
micos en los alimentos, debido a efectos adversos que puedan
causar en la salud del consumidor [21]. En esta investigacion
fue evaluada la calidad higiénico-sanitaria de los quesos de
capa del municipio de Mompox y la accién bactericida de /ac-
tobacillus spp.

MATERIALES Y METODOS

Fueron tomadas 16 muestras de 200 g de queso de
capa en cuatro sitios de fabricacion artesanal del municipio de
Mompéx-Bolivar (Colombia), entre los meses de abril y no-
viembre del afio 2006, estas muestras fueron empacadas en
bolsas estériles y trasladadas en cava de anime con hielo has-
ta el laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Universi-
dad de Cartagena, el muestreo se realiz6 por triplicado.

Recuento de mesofilos aerobios

Fue realizado siguiendo las técnicas del Instituto Nacio-
nal de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos INVIMA utili-
zando agar para recuento de colonias Difco, y realizando dilu-
ciones seriadas 1072, 102,10y 10°. Los resultados fueron
reportados como unidades formadoras de colonias por gramo
(UFC/g) [16].

Determinacion de coliformes totales y E. coli [10]

Para el recuento de coliformes se utilizé el método del
numero mas probable (NMP) con recuento en tubos multiples
en caldo bilis verde brillante. Se homogeneizaron 50 g de cada
muestra en 450 mL de agua peptonada al 0,1 % pH 7,2 duran-
te un minuto en una licuadora doméstica marca Oster 4655-
041, México, de tres velocidades; lo que constituyé la dilucién
107", A partir de ésta se realizaron diluciones decimales conse-
cutivas hasta una concentracién 10° en agua de peptona al
0,1%.

Para la prueba presuntiva se inocularon las diluciones
107", 102 y 1072 en caldo bilis verde brillante (Merck). Estas
fueron incubadas a 37°C por 24 horas, en una incubadora
marca thermolyne, type 42000, EUA. Como prueba confirma-
toria de la presencia de coliformes fecales se uso6 el caldo bi-
lis verde brillante (Merck) incubados a 45°C por 24 horas y
para la confirmacién de E. coli se usaron placas de agar Levi-
ne eosina azul de metileno (EMB). La identificacion se realizé
mediante la prueba de indol, rojo de metilo, Voges-Proskaier
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y citrato (Difco), ademas de la prueba de fermentacién en
agar hierro triple azucar y la tincion de Gram. Los resultados
se reportaron como numero mas probable por gramo
(NMP/g).

Aislamiento de bacterias acido lacticas a partir
de un producto comercial y del queso [10]

Para el aislamiento a partir del queso, fueron pesados y
homogenizados 25 g de la muestra en agua peptonada. A
partir de ésta, se sembro en placas de petri con agar rogosa
(MRS). Estas se incubaron en anaerobiosis por 48 horas a
37°C. Para la identificacion del género Lactobacillus se usa-
ron las pruebas de fermentacion de glucosa y lactosa, asi
como las tinciones de Gram y la prueba de catalasa. El aisla-
miento a partir de un producto comercial (yogurt) se realiz6
en agar rogosa MRS siguiendo el procedimiento descrito para
el aislamiento a partir del queso [5]. Después del aislamiento
se realizaron pruebas confirmativas: coloraciéon de Gram y la
catalasa. Para determinar la presencia de bacterias pertene-
cientes al género Lactococcus, en el queso de capa, fue utili-
zado el agar M17, las placas sembradas se incubaron por 24
horas a 37°C en una incubadora marca thermolyne, type
42000, EUA.

Determinacion de bacteriocinas activas en queso

Cinco gramos de queso fueron homogeneizados con 10
mL de HCI 0,02 N estéril a 50°C. Fueron centrifugados en un
equipo marca Jovan inc, modelo b3-11, EUA a 12.000 g du-
rante 20 minutos a 4°C. Luego se neutralizd el sobrenadante
hasta pH 6 con NaOH 1 N y se congelé en un equipo marca
Super Nérdico, modelo 12000 Bogota-Colombia, a —20°C por
24 horas [1].

Para determinar la actividad bactericida se empleé el en-
sayo de difusion en pozos con algunas modificaciones [9],
para lo cual se tomaron placas de petri, se adicionaron de 10 a
12 mL de agar MRS, después se procedié a hacer 5 pocitos
utilizando un molde con cinco torrecitas de acero inoxidable.

En cada pocito se adiciond de 10 a 100 pL del extracto y
se sell6 con una pequena capa de agar, posteriormente se
sembrod la cepa indicadora, E. coli ATCC 25922 6x1078 bacte-
rias/mL, se tom6 15 pL y se mezclé con 12 mL de agar Infu-
sion cerebro corazén semisolido (0,8%) (Merck) se agitd y se
adiciond sobre la caja de agar MRS que contenia los extrac-
tos, formandose una doble capa, y se incubé a 37°C/48h. La
actividad bactericida de los extractos se detecté por una zona
clara de inhibicion alrededor del pozo (halos de inhibicién), se
consider6 como actividad inhibitoria la formaciéon de un halo
mayor de 2 mm segun Gutierrez y Acosta [8].

Espectro de actividad antagonica [18]
Se utilizé la técnica de difusidn en pocitos sobre placas

con agar rogosa MRS (15 mL) fluido a 45°C, luego se depositd
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un molde de acero inoxidable con 5 cilindros de 6 mm de dia-
metro, utilizada para hacer hoyuelos en el agar. La placa se
dejo a temperatura ambiente hasta que se solidifico el medio e
inmediatamente se retir6 el molde, quedando una placa de
agar con 5 pocitos listos para ser inoculados. En los pocitos
fueron depositados cantidades de 6x10%, 1,5x107; 3x107 y
6x107 unidades de Lactobacilos comerciales a ensayar, ade-
mas de una capa de agar después del in6culo de las mues-
tras, con el fin de sellar los pocitos. Estos fueron incubados en
anaerobiosis a la temperatura de 37°C durante doce horas.
Pasado este tiempo de incubacion se inoculé el microorganis-
mo aislado del queso de capa (E. coli) 15 pL, a una concentra-
cion de 6 x 10% seguin escala 2 de McFarland [12, 13], en un
tubo con 12 mL de agar infusiéon cerebro corazén fundido a
45°C, se homogenizo, se adicioné sobre la placa de agar rogo-
sa quedando una capa doble, después de solidificada, nueva-
mente se incub6 37°C por 24 horas, y se midi6 el halo de inhi-
bicion del crecimiento del microorganismo problema alrededor
de cada pocillo.

Analisis estadistico

Los resultados son presentados como la media + el error
estandar. Se utilizé analisis de varianza para detectar diferen-
cias en el nimero mas probable de las muestras tomadas a di-
ferentes épocas del afo, al igual que los diametros de los ha-
los de inhibiciéon formados por E. coli, con diferentes cantida-
des de Lactobacillus spp inoculados. La significancia estadisti-
ca establecida a P< 0,05 fue realizada utilizando un analisis de
varianza, seguido por un test de Tukey. [23]. Los datos obteni-
dos fueron procesados utilizando el programa estadistico INS-
TAT-3 y EXCEL [24].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los recuentos de mesofilos aerobios arrojaron en pro-
medio 1,5x108 UFC/g lo que indica que sobrepaso los valores
establecidos por la norma técnica Colombiana FIG. 1.

El recuento de coliformes totales (NMP) fue de 2,5x10°,
lo que mostrd un alto indice de coliformes en comparaciéon con
los niveles permitidos por la norma colombiana [17], esto indi-
c6 que las muestras tuvieron un procesamiento higiénico-sani-
tario inadecuado, FIG. 2.

Una vez sembrados los coliformes positivos en agar
EMB y realizadas las pruebas bioquimicas (indol, rojo de meti-
lo, Voges Proskalier y citrato) para confirmar la presencia de
E. coli, se procedi6 a verificar si eran cepas de alta patogenici-
dad (E. coli 0157: H7) sembrandolas en agar Mac Conkey sor-
bitol, confirmandose la ausencia de estas cepas.

La presencia de E. coli, considerado un microorganismo
indicador de contaminacion fecal, pone de manifiesto el trata-
miento inadecuado en el proceso de fabricacion e higiene de
este producto [22].
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FIGURA 1. PROMEDIOS DE MESOFILOS AEROBIOS DEL
MUESTREO EN TRES DIFERENTES MESES DEL ANO / AE-
ROBIC MESOPHILIC AVERAGE OF THE SAMPLING IN THREE DIFFE-
RENT MONTHS OF YEAR.
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FIGURA 2. PROMEDIOS DEL NUMERO MAS PROBABLE
PARA COLIFORMES TOTALES DEL MUESTREO EN TRES
DIFERENTES EPOCAS DEL ANO / MOST PROBABLE NUMBER
AVERAGES OF TOTAL COLIFORM OF THE SAMPLING IN THREE
DIFFERENT MONTHS OF YEAR.

FIGURA 3. DETERMINACION DE BACTERIOCINAS ACTI-
VAS EN EL QUESO / DETERMINATION OF ACTIVE BACTERIO-
CINS IN CHEESE.

Los cultivos probiéticos fueron obtenidos de yogurt co-
mercial que contenian Lactobacillus acidophilus y Lactobaci-
llus casei. A partir del aislamiento en agar rogosa, la determi-
nacion de catalasa, tincion de Gram se confirmd que los mi-
croorganismos alli presentes pertenecian al género Lactoba-
cillus.

La determinacion de bacteriocinas activas en el queso
resulté negativa, esto se debe a la naturaleza proteica de es-
tas sustancias, las cuales son inactivadas total o parcialmen-
te por enzimas proteoliticas [3] FIG. 3; igualmente resulté ne-
gativo el crecimiento de Lactococcus y Lactobacillus a partir
de las muestras de queso en agar Rogosa y M 17, respecti-
vamente.

Después de realizados los ensayos de doble difusién
con las cepas de E. coli, se encontré que los Lactobacillus ais-
lados de productos comerciales, inhibieron el crecimiento de
estas bacterias (TABLA 1y FIG. 4), los halos de inhibicion pre-
sentaron un promedio de 7,2 mm. Este hecho se considero
como actividad antagonica positiva [8].

La produccion de acidos organicos, compuestos carboxi-
licos y bacteriocinas son alternativas planteadas que explican
la accion de los probiéticos. Los Lactobacilos, también gene-
ran proteasas que pudieran actuar como bactericidas, hecho
demostrado por Barrantes y col. [2].

TABLA |
ESPECTRO DE ACTIVIDAD ANTAGONICA EN EL QUESO
DE CAPA A DIFERENTES CONCENTRACIONES
SEGUN LA ESCALA DE MCFARLAND DE LACTOBACILOS
COMERCIALES / ANTAGONISTIC ACTIVITY SPECTRUM
IN THE LAYER CHEESE AT DIFFERENT CONCENTRATIONS
ACCORDING TO THE MCFARLAND SCALE OF COMMERCIAL
LACTOBACILLI

Diametro de
inhibicion

Concentracion de
E.coli (escala de
Mcfarland)

Unidades de
Lactobacillus
acidoéfilos comercial

5,0 mm
7,0 mm
8,0 mm
10,0 mm

4,0 mm
5,0 mm
9,0 mm
10,0 mm

3,0 mm
10,0 mm
5,0 mm
9,0 mm

6x10° 6x108 UFC/mL

1,5%x107 6x108 UFC/mL

3x10’ 6x10% UFC/mL

5,0 mm
9,0 mm
8,0 mm
9,0 mm

6x107 6x108 UFC/mL

UFC/mL: unidades formadoras de colonias por mililitros.
mm: milimetro.
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FIGURA 4. ESPECTRO DE ACTIVIDAD ANTAGONICA DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS COMERCIALES FRENTE A
Escherichia coli, AISLADAS DEL QUESO CAPA / ANTAGO-
NIST ACTIVITY SPECTRUM OF COMERCIAL LACTIC ACID BACTE-
RIAS IN FRONT TO Escherichia Coli, ISOLATED FROM LAYER CHEE-
SE.

CONCLUSIONES

Los ensayos realizados mostraron que estos quesos es-
taban contaminados con Eschericha coli, un indicador de con-
taminacion fecal, ademas demuestra una manipulacién higiéni-
ca deficiente durante la elaboracion del producto. Como se ha
visto, el potencial de las bacterias productoras de bacterioci-
nas es muy alto y es ademas un campo en el que la investiga-
cion basica debe continuar desarrollando. Los resultados del
espectro inhibitorio demuestran la sensibilidad de microorga-
nismos patégenos (Escherichia coli), frente a Lactobacilos. Las
bacteriocinas ejercen su poder antimicrobiano ante microorga-
nismos relacionados o presentes en su ambiente, disminuyen-
do la presencia de causantes del deterioro y/o de patégenos
en |os alimentos.
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