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RESUMEN

Con el propésito de aislar e identificar una bacteria acido lactica bacteriocinogénica y
determinar su potencial para inhibir “in situ” el desarrollo de cepas de Listeria
monocytogenes durante la elaboracion y aimacenamiento de quesos frescos inoculados
artificialmente, se recolectaron 34 muestras de quesos frescos procedentes de expendios
ubicados en la zona metropolitana de Guadalajara y de fabricas que los elaboran en la
region. Se aislaron bacterias lacticas mediante 1a técnica de inoculacién por extension én
superficie en el medio de Agar Actidiona-Polimixina-Nitrito (APN) e incubacion a 30 °C por
72 h. La actividad antagénica de los lacticos aislados se probd contra la cepa de L.
monocytogenes 1633 (cepa indicadora) por el método de inoculacidn por picadura
empleando la base del medio de APN modificado blando ( ABAPN mb: sin tween 80,
ajustado a pH de 6.5 y con una concentracion de glucosa del 0.2 % y de agar de 0.75 %)
e incubacion a 30 °C por 18-24 h . La bacteriocinogenicidad de los cultivos lacticos

- antagonistas se identificd siguiendo los fundamentos de la técnica de la gota sobre la
- superficie (spot-on-lawn) y utilizando los medios de ABAPN mb y la version en calido del
“mismo medio (CBAPNm). Se determiné la termoestabilidad, el efecto del pH, el espectro

de accion sobre 30 cepas de L.monocylogenes y la susceptibilidad a 4 enzimas
proteoliticas a la bacteriocina producida por el lactico bacteriocinogénico identificado. Por
ultimo se estudid el comportamiento de 3 cepas de L.monocytogenes inoculadas.
individualmente y en ausencia o presencia del lactico bacteriocinogénico en leche
pasteurizada, empleada para la fabricacion de 3 variedades de quesos frescos. El

. seguimiento del patégeno se realizé mediante el recuento hecho enh Agar Vogel Johnson

Modificado (AVJM) a muestras obtenidas en varias etapas del proceso y almacenamiento
del producto. A estas mismas se les realizo el recuento de bacterias lacticas y se
determind potenciomeétricamente el pH. De las 340 cepas de bacterias acido lacticas
aisladas de los quesos estudiados, solo 6 de ellas inhibieron el desarrollo de la cepa
indicadora empleada en la prueba de antagonismo. Una de estas cepas
antagonicas, identificada como Lacfobacilius crispatus , conservé su actividad antilisteria
después de que el sobrenadante del cuitivo fue ajustado a pH 6.5 y se expuso a la enzima
catalasa, evidenciando que el efecto inhibidor fue debido a una sustancia antimicrobiana
distinta excretada en el caldo. Cuando el sobrenadante de L. crispatus fue tratado y
expuesto a las enzimas tripsina, alfa-quimiotripsina y proteinasa K, su accion
antimicrobiana fue anulada, confirmando la naturaleza proteica del agente inhibidor y
definiéndola como bacteriocina. La bacteriocina conservé su actividad antilisteria ain
después de ser tratada a 96 ° C / 80 min y ajustar el sobrenadante apH'sentre 3.5y 7.5.
La bacteriocina inhibio a 25 de las 30 cepas de L. monocytogenes probadas, una resulté
resistente 'y 4 fueron moderadamente resistentes. Cuando se determind el
comportamiento de las 3 cepas de L. monocytogenes en quesos elaborados con leche
pasteurizada inoculada exclusivamente con éstas, se observd que el patdgeno,
independientemente de la cepa, encuentra en ellos un buen sustrato para su desarrollo
que no es evitado por la conservacién del alimento a 4 °C.

En los quesos inoculados con las distintas cepas del patégeno en conjunto con L.
crispatus, se encontrd que el grado de inhibicion sufrido por L. monocytogenes fue
dependiente de la susceptibilidad o resistencia de la cepa probada. El resurgimiento del
patégeno en el producto hasta alcanzar un poco mas alld del indculo inicial, al finalizar el
almacenamiento (21 d a 4°C), pudo deberse a factores relacionados con la susceptibilidad
de la cepa del patdgeno, el .nimero de listerias inoculadas, la interaccién de los
constituyentes del queso con la bacteriocina y la actividad proteolitica originada por otros
microorganismos presentes en el producto.
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A través de su existencia, el hombre se ha enfrentado con el problema que
representa la limitada vida de énaquei de los alimentos que ha venido empleando
para subsistir,

Los primeros intentos que realizd para conservar alimentos se basaron en la
aplicacic’m de procesos que estuvieron a -su alcance, tales como el enfriamiento, el
salado, la desecacion, la fermentacion y el ahumado, entre otros (Jay,1992). Estos
procesos que controlan la actividad microbiana en un mayor o menor grado fueron
aplicados antes que su mecanismo de accion fuera entendido (Baird-Parker,2000).

Las bases cientificas que establecieron la participacion de los microorganismos
en Ia‘descompoSicién de los alimentos fueron dadas a mediados del sigio 19 por
Louis Pasteur, aunque ya otros personajes habian sugerido tal ‘asociacién
(Subcommittee on microbiological criteria for foods and food ingredients, 1985).

Actualmente la conservacion de los alimentos se realiza mas frecuentemente,.
mediante el control y reduccion de'!a contaminacién microbiana; la conservacion a |

bajas temperaturas; el procesamiento del alimento a altas temperaturas; el control de
" la actividad de agua; el control del pH; la irradiacion; la fermentacion; el empleo de
atmosferas controladas y modificadas, la adicidbn de aditivos quimicos; la
bioconserva;r‘:ir')_n y la interaccion de varios de los factores mencionados anteriormente
que afectanl el desarrollo de los microorganismos '(s'istema “hurdle”) (Sofos,1993).

De estos métodos, la bioconservacion, que se refiere al uso de h’\icrdorganismos
o sus metabolitos con potencial para inhibir o destruir microorganismos indeseables
en alimentos (Schillinger et al,1998), ha sido objeto de intensa investigacion en los
Gltimos arios en virtud de los beneficios que representa su empled.

No existe duda que ia conservacion de alimentos por métodos fisicos y quimicos
ha sido una de las més importantes contribuciones a la seguridad de alimentos enla
sequnda mitad del siglb XX (Dooley y Roberts,2000) , sin em.bargo, actualmente el
consunwidor esta demandando alimentos minimamente procesados y libres de
aditivos QUimicos, es decir, mas naturales, frescos y microbiolégicamente séguros
- {Leistner y Gorris, 1995;Grahame,2000; Sofos,2000). |

Esta demanda se fundamenta en Iarp.reocupacic')n del consumidor de que los
aditivos quimicos sintetizadosrindustr'iaiment'é :a) represehten un riesgo a la salud

del consumidor, como ha sido constatado con los nitritos y sulfitos que pueden




causar asma, nausea, vomito y dolor de cabeza en algunas personas (Sarre,2000),
b) comprometan la calidad nutricional de! alimento y ¢) enmascaren caracteristicas
indeseables' (Sofos,2000). De ahi' que el procesador de alimentos, percibiendo la
inquietud del consumidor, esté interesado en reemplazar estos agentes por
antimicrobianos que comtGnmente se encuentran en la naturaleza. |
Entre las fuentes importantes de antimicrobianos naturales estan Ias cortezas
tallos, hojas, flores y frutos de plantas asi como la leche, huevos y bacterias acido
lacticas empleadas en la fermentacion de alimentos {Sofos,2000). |
La fermentacion, uno de los m&s antiguos métodos de conservacion. de
alimentos conocidos, sigue siendo 'emplead'a con b‘_astante éxito debido a que el
consumidor considera que este proceso pe-rmite contar con alimentos sanoé y
naturales (Friedman,2000). Este proceso es comtnmente empleado para conservar
o engrandecer los atribﬁtos organolépticos y asegurar la calidad microbiolégica de
alimentos (Leroy y de Vuyst,1999). Los 'microorganismos responsabies de la
fermentacion pueden ser bacterias, levaduras o mohos que ingresan de manera
fortuita al alimento o que son afadidas intencionalmente bajo condiciones
controladas para asegurér y engrandecer la produccion de compuestos deseados
(Smith y Palumbo,1981). - B
Por su tipica asociacion con la fermentacic’)’n' de alimentos, las bacterias acido
Jacticas han sido tradicionaimente empleadas, empiricamente o deliberadamente, en
‘la elaboracién de productos lacteos (quésos, mantequilia, yogurt). vegetales
fermentados (encurtidos, aceitunas, col agria), productos carnicos (mortadelas,
salami), bebidas (sidras), entre otros (Fetlisnski y Stepaniak,2000; I-|errero' et
“al.,1996), por décadas y sin aparente dafio a la salud, o que les ha permiﬁdo ser
consideradas como bacterias ‘Generalmente Reconacidas como Seguras” (GRAS)
por la Admmustracron de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos de
Norteamenca (Montville y Winkowsky, 1997) _
- Los Iactlcos son un grupo heterogeneo de bacterias gram positivas, no -
esporuladas catalasa negativa anaerobms pero aerotolerantes los cuales producen
acido iactico como pnnCIpaI producto final de la fermentacion de carbohidratos
(Herrero ef al.,1996 ,Axelsson,1998). Este grupo ha sufrido cambios en su

conformacion, sin e'mbargo, historicamente los géneros Lactobacillus, Leuconostoc,




Pediococcus y Streptococcus forman la esencia dei'_ mismo (Axelsson,1998).
Actualmente se reconocen 16 géneros en el grupo cuya clasificacion esta basada
principalmente en su morfologia, tipo de fermentacion de la glucosa, desarrollo a
di\}ersas temperaturas, configuracién del acido lactico producido, cépacidad para
desarrollar a altas concentraciones de cloruro de sodio y tolerancia a la acidez y
alcalinidad (Axelsson,1998). __ |

Las bacterias acido lacticas han sido divididas en dos grupos con base a los
productos finales formados durante la fermentacion de la glucosa: las
homofermentativas, las cuales producen &cido lactico como dnico o principall
producto final y las heterofermentativas que producén ademas de acido lactico,
cantidades anrectables de CQO;, acido acetico y etanol (Axelsson,1998).

- Las bacter:as lacticas estan amphamente diseminadas en la naturaleza y se han
asociado con ambientes ricos en nutrientes tales como la leche, carne, vegetales y
bebidas, pero algunos son miembros de la flora normal de la boca, intestino y vagina
de mamiferos (Axelsson,1998).

Los cambios quimicos géneradbS en los alimentos fermentados por los lacticos
no solo se traducen en ventajas de indole organoléptico sino que ademas, pueden
ser un serio obstécu!d para el desarrollo de microorganismos deterioradores y para
aquellos que representan un riesgo a a sat'ud del consumidor.

Tanaka et al, (1980) demostraron la incapacidad de Clostridium botulinum para
producir toxina en tocino inoculado con el patégeno a niveles de 1x10° esporas por
gramo del alimento conjuntamente con el Lactobacillus plantarum. Goodfellow (1979}

y Andres (1979} por su parte, indican que el acido producido pbr el actico, no solo
evita la produccion de la toxina botulinica sino que, ademds, reduce los niveles de
nitritos y previene la formacion de nitrosaminas durante el freido del tocino.

Daly et al. (1972) encontraron que S. laclis subsp. diacetilactis InthIO el
desarrollo de S. aureus afiadidos a carne molida de res conservada a 25 °C.

:Park y Marth (1972} encontraron que el desarrollo de S. typhimurium fue
reprlmldo cuando la leche descremada en la que mocularon al patégeno, fue
fermentada con S. cremoris 0 S. lactis .0 una mezcla de ambos lacticos. _

' Bat:sh et al. (1991) encontraron que S. lactis subsp. /actis inhibio el desarrollo de
Aspergillus fumigatus cuando fueron inoculados conjuntamente en leche.




Megalla y Mohran (1984) reportéron la transformacion de aflatoxina By a
~ aflatoxina By, y aflatoxicol (Ro) en lectie fermentada con St}eptococcus lactis. La
aflatoxina By, es atoxica mientras .que el aflatoxicol es menos toxico que la aflatoxina
Bi. Estos 5Eefec:’cos benéficos prdducidos'por las bacterias lacticas son llevados a
través de diversos mecanismoé entre los que se encuentra la produccion de
com.puestos antimicrobianos.

Aunque la produccion de acidos organicos (lactico y acético) es reconocido
como el principal mecanismo antagonico que presentan los lacticos contra
microorganismos deterioradores y patdgenos, otras sustancias inhibitorias han si.do
descritas (Daeschel,1989). ' |

= peromdo de hldrogeno (H,02), que debe su efecto antimicrobiano a su poder
oxidativo, es activo contra bacterias gram posmvas, gram hegativas
(Ouwehand,1998) y esporas (Mishra y Lambert,1996) y su aplicacién en la industria
de los alimentos es limitada debido a Ibs.efectos indeseables que puede producir en
la ca'lidad' de los alimehtos como la decoloracion en cames procesadas, sin
embargo, su aplicacion en el procesamlento de algunos alimentos e hlglenlzamon de
“equipo, esta siendo estudiada (Juveny Plerson 1996; Ray,1996). .

El bioxido de carbono (CO;), que es formado por los lacticos
heterofermentativos, puede realizar su efecto antimicrobiano por varias vias: a)

creando un ambiente anaerdbico ; b) inhibiendo las descarboxilaciones enziméticas

y, ©) alterando el funcionamiento de la membrana celular al acumularse el gas en la -

* bicapa lipidica (Mishra y Lambert,1996;0uwehand,1998).
o El diacetilo (2,3, butanodiona), que es sintetizado a partir del piruvato 'por
algunas especies de bacterias acido lacticas y eé.. el responsable del aroma y sabor
de la mantéquilia, es mas activo con{ra bacterias gram negativas, levaduras y mohos
que contra bacterias gram positivas (Mishra y Lambert,1996;Ouwe'hand',1998).
Aunque esta sustancia es generalmente reconocida como .segura (GRAS), su
empleo como consefvador de alimentos es limitado debido a las grandes cantidades
requendas para funcionar como tal y a _-su intenso aroma y volatilidad
(Daeschel, 1989) | o '

La reuterlna, un Cdmpuesto de bajo peso molec.ulér, altamente soluble y de

naturaleza.no proteica, es producido por algunas cepas de Lactobacillus reuterii




(Daeschel, 1989). Esta sustancia posee un amplio espectro de accién antimicrobiana
y es efectiva contra Staphylococcus, Listeria, Candida, Trypanosoma y virus
(Daeschel, 1989;Axelsson, 1998), aunque tambieh bacterias lacticas, como L. reuterii,
son sensibles a ella (Axelsson,1998). Esta sustancia es producida solo cuando el
glicerol esta pre'sen_te en el medio donde desarrolian las cepas productoras de la
reuterina, lo que reduce su empleo en la conservacion de alimentos (Ray,1996).

Otro grupo de sustancias producidas por las bacterias acido lécticas que han
acaparado la atencion de cientificos e industriales de la rama ahmenhcua y
farmacéutica en los Ultimos afios, son las bacteriocinas.

Las bacteriocinas son péptidos o pequefias proteinas  sintetizadas
ribosomalmente que actian inhibiendo especies de bacterias cercanamente
relacionadas a las cepas bacteriocinogénicas, aunque algunas pueden llegar a
afectar a un amplio rango de bacterias gram positivas, y bajo ciertas condiciones,
aln a bacterias gram negativas (Montville y Winkowsky,1997). Su incapacidad para
inhibir a la cepa productora y su naturaleza proteica son los 2 criterios aceptados
para definir a este grupo de sustancias (Montville y Kaiser,1993). -

La informacién genética que codifica la produccién de las bacteriocinas y la -
inmunidad a elia puede estar localizada en plasmidos, en el cromosoma o en ambos -
(Klaenhammer,1993;Montville y Winkowsky,1997). Un plasmido puede aportar los
determinantes genéticos para mas de una bacteriocina y mas de un plésmidb, con
informacion para 2 o mas bacteriocinas, pueden encontrarse en una misma cepa
(Jack et al.,1895).

Klaenhammer (1993) clasificd a las bacteriocinas producidas por las bacterias
Iacticas en 4 clases:

Clase i {lantibidticos). Son péptidos pequefios que contienen los inusuales
aminoacidos: dihidroaiahina, _dih.idlrobutirina, !antionina y beta metil-lantionina. Estos_
aminoécidos son sintetizados posfrahslacionalmente a partir de aquellos prescritos
por el codigo genetlco La nlsma Iaotosma S y la salivaricina son ejemplos de estas
bactenocmas (Ouwehand 1098).

Clas_e II. Este grupo esta conformado por péptidos pequenos (<10KDa) y
relativamente te{m.oestables. Esta dividido en 3 subclases sobre la base de la

secuencia N-terminal del péptido, su mecanismo de accidn antimicrobiana (formacion




de poros en la membrana) y la presencia de un grupo funcional suifhidrilo (Jack et
al,1995; Ouwehand,1998). Es el grupo con mayor cantidad de bacteriocinas
identificadas, ejem.: sakacma Ay P, plantaricina A, C, S y T, pediocina AcH y JD,
entre otras. _

- Clase lll. Formada por las mas grandes proteinas (>30Kda) termolabiles
antimicrobianas identificadas, entre las cuales tenemos a la helveticina J y Vv,
lacticinas A y B, caseicina 80 y las carnobacteriocinas (Klaenhémmer,1993jdack et
al.,1995;0uwehand, 1998 ), | |

Clase IV. Formada también por proteinas grandes y complejas conteniendo
lipidos y/o carbo'hidrato.s en sus moléculas. Ejemplo de esta clase de bacteriocinas lo
son la leuconocina S, lactocina 27 y pediobina SJ-1.(Jack et al.,1995;Montville y
Winkowsky,1997; Ouwehand, 1998).

El mecanismo de accion de las bacteriocinas producidas por Ias bacterias acido
lacticas esté siendo atn investigado, s_ln embargo, se tienen avances en el
conocimiento de algunos Correspondientes a bacteriocinas de la clase Iy |l.

El grupo de los lantibioticos tipc A, al que pertenece la nisina, ejercen su accion
antibacteriana a través de la formacion de poros transitorios en la membrana
citoplésmética' de células sensibles. Este_proceso conduce al desvanecimiento del
potendial de membrana y pr'omueve unla rapida salida de metabolitos pequefios
(aminoacidos y nucleotidos) lo que a la vez detiene abruptaménte el proceso'de
biosintesis celular (Brétz et al.;1998) (Figura 1). |

La lactococcina A, que es una bacteriocina clase Il, al parecer requiere de
recepto'res especificos proteicos para unirse y luego destruir la integridad de la
membrana lfpbr la formacion de poros con las consecuencias seﬁaladas
anteriormente (Jack et al.,1995; Ouwehand,1998),

~ Otras bacteriocinas de esta clase han mostrado la capacidad para inhibir la
sintesis de ADN, ARN, proteinas e inhibicion de transporte de precursores y salida
de moléculas pequefias esenciales de la celula (Ouwehand,1998). |

~ Los mecanismos de accion de las bacteri_dcinas clase Il y IV permanecen en
gran medida desconocidos (Ouwehand‘1998)._




Formacion de poros 1

Figura 1. Mecanismo de accién de bacteriocinas
( Tomada y adaptada de Montville y Winkowsky, 1997 )




Se han descrito mas de 80 bacteriocinas (Ralof,2000) y solo algunas de ellas

han sido estudiadas para determinar la factibilidad de su empleo como
bioconservadores de alimentos.

Las bacteriocinas han sido usadas en numerosas aplicaciones experimentales

contra L. monocytogenes, incluyendo el empleo de cultivos productores de
bacteriocinas como microorganismos biocontroladores, como cultivos iniciadores
para la fermentacion de alimentos o afiadiendo directamente la bacteriocina
purificada a los alimentos (I\/luriérm, ‘1996)'. |

La nisina, una bacteriocina producidé por ciertas cepas de Lactococeus Iactis.
subsp. factis , ha sido empleada por mas de 30 afios en diversos alimentos con
buenos resultados 'y sin perjicio a la salud. La Administracién de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos Americanos, design6 en 1988 a la nisina,
como una ststancia GRAS (Federal Register,1988) y mas de 45 paises la emplean
en forma autorizadé como conservador de alimentos (Delves—Broughtbn,1990;Mishra
y Lambert,1996). Esta bacteriocina es un péptido de 3.5 KDa que inhibe a bacterias
gram po'sit'ivas que incluyen a Listeria monocytogenes, Staphyibcoccus aureus,
Clostrfdium botulinum, Bacillius cereus .y” Brochotrix thermosphacta (Jenson et
al.,1994,Cutter y Siragusa,1995;'MiShra y Lambert,1996;Cutter y Siragusa,1998).
Algunas investigaciones han mostfado édemés que su espectro de accion puede
extenderse a bacterias gram negativas cuando estas (itimas son tratadas
previamente con agentes quelantes como el EDTA que modifican la permea-bilid'ad
de la membrana externa de estas bacterias permitiendo é la bacteriocina legar al
sitio blanco {Cutter y Siragusa,1995;Stevens et al., 1991).

La nisina es también efectiva contra esporas de bacterias gram positivas. Este
potencial es de mucho valor en virtud de que estas estructuras. son resistentes al
calor y a. otros metodos empleados para procesar y conservar alimentos
(Hoover, 2000) '

Alimentos en los cuales ha sido usada como conservador incluye quesos
'pasteunzados sopas y verduras entatadas huevo |IC|UId0 pasteurizado (Delves-
Broughton 1990 Cutter y Slragusa 1998) mayonesa y allmentos para bebes
(Mont\nlle y Wlnkowsky 1997) aunque tambren se ha aplicado a vinos (Daeschel et
al. 1991) y cerveza (Ogden et al. 1988)




Actualmente, solo |a nisina esta comercialmente disponible para su aplicacion en
forma pura, pero la eficacia de otras bacterlocmas ha sido demostrada {(Montville y
Wlnkowsky,1 997). 7 _

La pediocina PA-1, producida por Pediococcus acidilactici, ha mosfrado ser
efectiva en la inhibicion de L. mondcytc')genés en alimentos como la crema, queso
* cotagge y salchichas (Pucci et al., 1988;Foegeding et al.,1992), entre otros. |
~ Morgan ef al. (1999), empleando lacticina 3147 producida por Lactococcus lactis
DPC 3147 lograron destruir a mas del 99% de Listeria monocytogenes (10* cel/mi)
inoculada en una formulacién de leche en polvo infantil, donde un 5% del 15% de
leche en polvo empleada en la prepéraciéh del alimento, fue sustituida por un
preparado lacteo en polvo del cultivo bactertocinogénico. | |

McAuliffe ef al. (1999}, usando el mismo cultivo bacteriocinogenico como cultivo
iniciador en la elaboraciéon de queso cotagge, demostraron la eficacia de! lactico paré
. reducir hasta en un 99% el numero de Listeria monocytogenes inoculada en el
"~ mismo, en un lapso de 5 dias y conservado a 4 °C.

Ruiz- Barba et al. {1994), demostraron que L. plantarum LPCO10 fue capaz de
producir su, hacterlocma durante Ia producmon de aceitunas estilo espafiol y con elio

controlar Ia actividad de flora mlcrobiana propia involucrada en el deterioro del

producto.

Un estudio realizado por Goff et al. (1996) en carne de polio tratada con
pediocina AcH e inoculada con Listeria ménc')cytogenes, mostr6 la eficacia del
tratamiento antilisteria antes y después de coccion del alimento ofreciendo una
medida de proteccién al consumidor contra alimentos contaminados pos-proceso y/o
insuficientemente cocidos. | _

Ennahar ef al. {1998), por su parte, empleando .a' Lactobacillus plantarum

WHE92, productor de pediocina AcH, lograron inhibir a Listeria monocytogenes 4d
~ cuando uha suspension del Iéctif:o .(1. X _1-05 ufe/ml) fue rociada sobre la s'Uperficie_ de
Lm queso bia:ndo inoculado con el patogeno (<50 ufclg) y madurado. por 21 dias.

Nilsson .e.t- al. (1999), empleando una cepa bactériocinogénica de
Camnobacterium piscicola (A9b) prolongaron a 7 'dias la fase lag de una cepa de
Listeria monocytogenes nativa y luego redujo'su numérb pdr mas de 2 logaritmos
después de una conse,rv'acién'_de 32 dias a 5 °C en jugo de salmon ahumado.

10




- La enterocina CCM 4231 (3200 unidades arbitrarias/ml), producida por una cepa
de Enterococcus faecium ,inhibié a Listeria .monocj/togenes Ohio (1x10° ufc/mi) en 24
f y redujo en 3.5 log una cepa de Staphylococcus aureus (1x10® ufc/ml) inoculadas
en 'Ieche de soya (Laukova y Czikkové,1999). ..

Un estudio realizado por Nufiez ef af. (1997) en queso manchego, mostrd la -

capacidad de una cepa bacteriocinogénica de E. fecalis (INIA 4) para reducir hasta 6
logaritmos en 7 dias a Listeria monocytogenes cepa Ohio inoculada en la leche
empleada para la fabricacién del queso. Cuando esto mismo se realizé usando

Listeria monocytogenes cepa Scott A solo se redujo al patégeno en 2 logaritmos y
después de 60 dias de iniciada su fabricacion.

_ Wan et al. (1997), en una mvest!gaclon realizada en quesos camembert -

eiaborados con leche pasteurlzada e inoculados con Listeria monocytogenes y
p|3|coi|na 128, reportaron una cuenta viable del patogeno de 3-4 log menos que

aquelios a los que no se afiadio la ba'cte_riocin,a. Los autores observaron, ademas, el
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surgimiento de aislamientos de L. monocytogenes resistentes a la bacteriocina que

explica en buena medida la recuperacidn de! patdgeno a los 21 y 47 dias de
fabricado el queso. |

Aymerich et al. (2000), en un estudio realizado en productos carnicos, reportan

la reduccion de Listeria innocua por 7.9 log en rebanadas de jamoén cocido y 9 log en

paté cuando se inocula juntamente con 4,800 UA/g de enteriocina A y B, se

conservan a 7°C por 37 dias y se comparan con los controles (sin bacteriocina). En
pechuga de pollo inoculada con L. innocua y la bacteriocina (4,800 UA/G) y
‘almacenada a 7°C por 7 dias, |la reduccioén observada en la bacteria fue de 5.2 log.

Berry et al. (1990), encontraron que una cepa de Pediococcus spp. productora

de bacteriocina produjo una reduccion de 2 log en L. monocytogenes (1x10° ufc/g) "

" inoculada en salchichas, mientras qUé una cepa no bacteriocinogénica solo la redujo
en menos de 1 log. | | | | ' |
| Luchansky et al. (1992) reportaron durante la eIaboramon de embutido de pavo,
que un cultivo iniciador productor de pedlocma disminuyd en 3.4 log a Listeria

monocytoge; s mientras que un CUItIVO no productor de la bacterlocma ocasiond
solo una reduccion de 0, 9 Iog




Schillinger et al. (‘1991) conéignaron que Lactobacillus 's_ake 706 (productor de
sakacina A) redujo un.poco mas de 1 log el nivel de Listeria monocytogenes
cdmparado a la inhibicién lograda por L. sake 708-13 productor de menos
' bacterlocma en carne molida fresca almacenada por una semana.

Maisnier-Patin et al. (1992) demostraron gue una cepa iniciadora productora de

nisina logré dlsmmuw 24 logdel. monocytogenes coinoculados en leche empleada '

en la fabrlcacton de queso camembert en comparamon con una cepa no productora
de nisina.

Como se ha . observado, uno de los microorganismos contra el que

insistentemente se ha venido investigando la actividad de las bacteriocinas es

Listeria monocytogenes

Esta bacteria, cuya participacién como patdogeno transmmdo por alimentos
_ quedo plenamente demostrada en ia década de los 805 {Farbery Peterkln 1991), es,
hasta la fecha, objeto de constante investigacion. _ |

Su importancia estriba, en buena medida, a la alta letalidad que provoca

(cercana al 30%), al potencial gque tiene para producir secuelas siguientes a la

enfermedad, al impacto econoémico que produce, a la capacidad para causar

epidemias (Tappero et al.,1995), a su habilidad para desarrollar a bajas temperaturas
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y establecerse en el medio ambiente de plantas procesadoras de alimentos

(Muriana,1996), v, finalmente, a su hallazgo tanto en alimentos crudos como
procesados { Farber y Peterkin,1991). '

En 1981 ocurrio un brote en Canada que involucrd a una ensalada de col donde

17 de 41 (41.5%) personas que enfermaron, murieron de listeriosis (Schlech of

al.,1983). D_os afios mas tarde 3 brotes acaecidos en Alemania.(Nicolai-SchoIten et

al. 1985) y en los Estados Unidos de Norteamérica (EUA) (Canfield. et

al.,1984;Fleming et al.,1985) produjeron 84 casos, el dltimo de ellos citado, incriming

a leche pasteurizada e |ncluyé 14 muertes (29 % de letalidad).

En junio de 1985, en Los Angeles Cal. (Linnan ef al.,1988), un brote asociado
al consumo de queso fresco tipo mexicano marca Jalisco que pI’OdUJO 142 casos (48
‘muertes), vino a dejar en claro la capamdad de L. monocytogenes para ser incluida
“en las enfermedades transm|t|das por allmentos (ETA).
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~ Durante en periodo de 1983 a 1987 ocurrié un brote en el Oeste de Suiza con
122 casos de listeriosis (31 muertes) asociado al consumo de queso blando Vacherin
~ Montd'or (Bula et al.,1994). |

Once brotes mas (8 en EL.lropa y 2 en EUA y 1 en Australia), han sido
reglstrados de 1987 a 1997 donde se han |mplacado el paté en 2 de ellos (366
- casos), a la lengua de puerco (279 casos) Y al maiz dulce, el cual produjo el mayor
- brote de listeriosis hasta hoy conocido con 1594 casos (Ryser,199_9).

A pesar de estar subestimada, la iist_eriosis se ha asociado en otros paises con
un importante costo economico generado por los gastos relacionados con la
enfermedad, muertes, productividad y con los ocasionados a la industria de
alimentos (The National Advisory Committee on Microbiological Criteria for
Foods, 1991). | |

Tood (1688) calculé en 1.89 millones de délares el costo total del brote ocurrido

en Massachusetts en 1983 que involucré a leche pasteurizada y donde murieron 14
personas. '

El brote de listeriosis vehiculizado por queso fresco estilo mexicano que afecté a
142 consumidores en Los Angeles, Cal. (Linnan ef al., 1988), produjo gastos a la
cbmpaﬁi'a “Jalisco Mexican Products, Inc.” que incluyerbn una multa de $9,300
dolares al vicepresidente de la firma, $617,204 dolares por costos de investigacion
del brote y se cree que, aproximadamente, $700 millones de dolares por demandas
'impu.esta's por algunos de los éfectado_s {Ryser,1999).

En nuestro pais, los datos sobre la listerioris son muy escasos: en 1981 sélo se

conocian 16 casos de la enfermedad,.12 de meningoencefalitis y 4 de septicemia'.'
(Barriga ef al.,1981) . En un estudio realizado en 9,283 recién nacidos vivos y

atendidos en el Instituto Nacional de Perinatologia durante 1987 y 1988, destacan la
importancia que tiene Liseria monocytogenes como agente causal de la infeccion
neonatal (Alaniz y Luis Juan,1998), Debldo a que la listeriosis en México no es una
enfermedad de reporte obligatorio es razonable pensar que su mcrdencua es mucho
mayor a la reportada hasta hoy. _

La leche y ios quesos frescos han destacado por su frecuente partlmpamon en
brotes y casos esporadlcos de listeriosis alimentaria r_eportado_s en la literatura

extranjera (The National Advisory Committee on Microbiological Criteria for
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'Foods,1991) y la ocurrencia del patogeno en esos productos ha oscilado entre 0 y
45% para el primero, y entre 0.5 y 10%‘pa'ra los altimos (Farber y Peterkin,1991).

Pocos $on los estudio realizados en México sobre la distribucion, frecuencia y

dindmica de L. monocytogenes en los alimentos, sin embargo, los resultados de

algunos de ellos y considerando la pobre calidad sanit_afia de los alimentos que
consumimos, hace pénsar que el patbgeno. frecuentemente se  encuentra
contaminando los alimentos. | | |

Luis Juan et al. (1992a,1992b), en estudios llevados a cabo en quesos frescos
tipo  ranchero y panela recdlebtados de mercados de Guadalajara (México),

encontraron una tasa de - contaminacién con e patdogeno de 23% y 27%,
respectivamente, ' '

Covarrubias ef al. (1999) encuentran en estos mismos tipos de quesos

recolectados en mercados de " mumcnplos del estado de Michoacan (Méxlco) una
positividad del 23% para el queso ranchero y del 16% para la panela.

En 1997, Luis Juan et al. reportan una frecuencia del 16% para Listeria
monocytogenes en queso tipo adobera elaborado con leche pasteurizada vy
expendido en tiendas de autoservicio y‘m.ercados de Guadélajara, Jal.( México ).

Una investigacion sobre el comportamiento de Listeria monocytogenes en queso
~ panela preparada con leche cruda ‘a'rtificialmente contaminada, mostro que la
bacteria podia multiplicarse durante la _elabofacién y almacenamiento aln en
refrigeracion del producto, indicando que"este tipo de alimento es un buen substrato
para el desarrollo del patégeno, aumentando con ello el riesgo a la salud del
consumidor ( Luis Juan ef al,, 1994 ). |

Son pues, los quesos frescos que se producen y consumen en nuestra region,
una fuente importante del patdgeno con una frecuencia mayor a la reportada por
otros paises y un buen substrato para su desarrollo. | ‘

- Ante este panorama, convendria contar con una medida adicional a la
pasteurizacioi y alas buenas practicas de higiene para producir quesbs frescos sin
el riesgo ya citado.’ |

Como fue mencionado previamente, existen cepas de bacterias lacticas

productoras de bacteriocinas, que sin causar dafio alguno, podrian ser empleadas en

la produccion de alimentos mas seguros bacterioldgicamente hablando.
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Si bien, las bacterias lacticas regularmente estdn presentes en los quesos

frescos que se elaboran en nuestro medio, cepas generadoras de bacteriocinas

podrian faltar, ser inhibidas, éstar en bajo numero, o no desarrollar, lo que reduciria
significativamente el mecanismo de autoproteccion del producto. Importante seria
entonces producir quesos frescos en donde existieran siempre y en cantidades
suficientes, cepas de lacticos con |la capacidad de desarrollar y ahtagonizar a
patogenos como Listeria monocylogenes. '
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JUSTIFICACION

1.- La listeriosis es una enfermedad que desde la década de los ochenta ha sido
objeto de -un gran numero de investigaciones en todo el mundo debido a su

importancia en Salud Publica y al impacto econémico que ocasiona,

2.- La enfermedad se transmite principalmente por los alimentos, teniendo como

vehiculo frecuente a los quesos blandos o frescos.

3.- Por problemas relacionados con st diagnéstico, notificacion y reporte, en México
no existen datos epidemiolégicos que incriminen a éstos y otros alimentos como
transmisores de la Iiéteriosis, sin embargo, estudios realizados sobre la frecuencia y
dinamica del patégeno en quesos frescos de amplio consumo popular reportan tasas
de aislamiento que sobrepasan significativamente a las encontradas en otrds paises

y consignan la capacidad del patdgeno para desarrollar en ellos ain en una buena
refrigeracion,

4.- Investigaciones llevadas a cabo con el proposito de implementar medidas gue
conduzcan a reducir y, en- su €aso, a eliminar a Listeria monocytogenes de los

alimentos, sin que represente un riesgo a la salud del consumidor y comprometan la

calidad nutricional del aliménto, han mostrado que el empleo de bacterias lacticas

productoras de bacteriocinas es prometedor y su estudio se ha intensificado.
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OBJETIVOS

GENERAL -

Evaluar el empleo de una cepa bacteriana lactica bacteriocinogénica en el

control de Listeria monocytogenes durante la elaboracién y almacenamiento de

quesos frescos inoculados artificialmente.

ESPECIFICOS

1.- Aislar bacterias lacticas a partir de productos lacteos y determinar su capacidad

antagonica contra una cepa de Listeria monocytogenes recuperada de queso fresco.

[

2.- Determinar la capacidad bacteriocinogénica de las cepas antagénicas a la cepa
de Listeria monocyfogenes.

3.- Caracterizar la(s) bacteriocina(s) de la(s) cepa(s) bacteriocinogénica(s).

4 - Determinar “in situ” la capacidad de una cepa lactica bacteriocinogénica para

inhibir el desarrollo de cepas de L. monocytogenes durante la elaboracion y

almacenamiento de quesos frescos inoculados artificialmente,

HIPOTESIS

El empleo de bacterias lacticas productoras' de bacteriocinas aisladas de
productos lacteos contribuye al control de Listeria monocytogenes que ingresa a

estos productos durante su elaboracion,
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Il.- METODOLOGIA




1. - AISLAMIENTO DE BAGTERIAS ACIDO LACTICAS

Se recolectaron 34 muestras de quesos frescos: ranchero, panela, adobera y

requeson, procedentes de expendios ubicados en la zona metropolitana de
Guadalajara (México) y de fabricas que los elaboran en la region,

El aislamiento de las bacterias acido lacticas a partir de las muestras citadas, se

realizé mediante la técnica de inoculacidn por extension en superficie (Swanson et

al.1992) en-el medio de Actidiona-Polimixina-Nitrito (APN) (Davidson y Cronin,1973)
e incubacion a 30°C durante 48-72 h (figura 2). '
Se tomaron entre 10 y 15 colonias por muestra y se sometieron a pruebas de

escrutinio; gram, catalasa, movilidad y morfologia celutar,

2.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA DE LOS LACTICOS
AISLADOS '

Diez colonias de lacticos por muestra fueron probadas para determinar su

capacidad antagénica contra la cepa 1633 de Listeria ‘monocytogenes (cepa
indicadora) aislada de un queso fresco regional. E} ensayo fue hecho siguiendo el
procedimiento de inoculacion por picadura propuesto por Gagliandy Hinsdill (1970),
y empleando la base del medio de agar APN sin tween 80, ajustado a pH de 6.5 y
con una ¢oncentracion de glucosa de 0.2% y de agar de 0.75% (ABAPNmDb),
" El medio ABAPNmb (14 ml) fue ficuado, conservado a 46°C en bafio Marla e
inoculado con ~1x10° ufc/mi de un cultivo de la cepa indicadlora en caldo base APN,
sin tween 80, ajustado a pH 6.5 y con una concentracion de glucosa de 0.2%
(CBAPNm). Se homogeneizé Ia suspehsic’jn, se vertid sobre una pIaCé de petri estéril
v se dejo solidificar con la tapa entreabierta por 15 min. La pléca fue luego sembrada
por picadura éon cada uno de los cultivos de 24 h desarrollados en la base del medio
APN de las bacterias lacticas a probar € incubada a 30°C por 18-24 h,

La presencia de halos de . inhibicidn maybres de 1 mm, alrededor de las

picaduras, fue_considerada como prueba positiva (figura 3).
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Muestra (10 g)

Diluyente de Peptona al 0.1% (90 ml)

Diluciones

0.1ml

APN* :
(Extension en Superficie)

|

Incubar
30°C/48_—72 h

- Desarrollo

Pruebas de escrutinio: .
Gram, catalasa, movilidad, morfologia celular

*APN: Medio de Actidiona-Polimixina-Nitrito

Figura 2. Aiélamiento ce bacterias acido lacticas
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TéCNIcA DE INOCULACION POR PICADURA

Listeria monoéytogenes
| caldo BAPNM* |

 Incubar 30 °C / 18 - 24 h |

Inocular BAPNMB * *
' y homogeneizar

. Dejar solidificar

- Inocular por picadura

- Bacterias Lacticas
cuitivadas en

agar BAPNC * * *
A30°C/24h

L——-)(’Incubarlw °C/18-24h |

[ Leer 1a prueba |

* Caldo Base Actidiona-Palimixina-Nitrite modificado
- ** Agar Base Actidiona-Polimixina-Nitrito modificado blando
¥ ** Agar Base Actidiona-Polimixina-Nitrito modificado para conservacion de cepas

Figura 3. Determinacion de la actividad antagonica de las cepas de

bacterias acido lacticas a L. monocytogenes
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3.- DETERMINACION DE LA BACTERIOCINOGENICIDAD DE LOS LACTICOS
ANTAGONICOS

~ Para la deteccion de cepas bactér’:ocindgénicas se utilizé los principios de la
técnica de la gota sobre la superficié (spot-on-tawn) inicialmente propuesta por Gratia
(1946). Las cepas de lacticos que antagonizaron a la cepa indicadora se cultivaron
- en CBAPNm:. Los cultivos de 24 h se centrifugaron a 12 000 rpm durante 20 min y los
sobrenadantes se ajustaron a pH de 6.5 con una sol. dé NaOH 1M; se esterilizaron

por filtracion (poro de 0.45 micras;millipore, USA) y se trataron con una solucién de

~catalasa-(Sigma-Chemical, C-100) con 500 U/ml del sobrenadante por 30 r_nimjtos a.

25°C (figura 4). .
Se tomaron 5 microlitros del sobrenadante tratado y se colocaron sobre el medio

de ABAPNmb inoculado previamente con ~1x10° celiml de un cultivd de 24 h en
CABPNm de la cepa indicadora.

- Una vez absorbido el indeulo, se incubaron las placas a 30°C por 18-24h,
Transcurrido el tiempo de incubacion se busco la presencia de halos de inhibicién en
las areas de inoculacion de las cepas de lacticos probados (figura 5).

Susceptibilidad a enzimas proteoliticas

El cultivo qUe inhibié el desarrollo de Listeria monocytogenes fue cultivado,

tratado y probado nuevamente siguiendo el procedimiento indicado anteriormente

con la Unica diferencia que el cultivo del lactico, en su Ultima etapa del tratamiento,

fue ekpuesto por 1 h a 37°C a las enzimas: pepsina (mucosa de estdmago de-

porcino; Sigma Chemical, P-7000), tripsina (pancreas de cerdo; United States
Biochem Corp.), alfa quimiotripsina (pancreas de bovino, tipo li; Sigma Chemical, C-
4129) y proteinasa K (fungica: Gibco, BRL, 25530-015) en forma individual y a una
- concentracion final de 0.1 mg/ml del sobrenadante.

Sobrenadante que no fue expuesto a las enzimas proteoliticas se incluyé como
control (figura 6).  El cultivo del lactico tratado con las enzimas proteoliticas, que no
in'h_ibic')_ a la cepa indicadora, fue identifi_cado como bacteri'ocinogénipo, siempre y
cuando su control fo hubiera hecho. |
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| EasEl |

{  BACTERIAS ACIDO LACTICAS =
_ANTAGONICAS

-1_CBAPNr_n* ‘ |

. Incubar a 30°C/ 18-24 h (

| CENTRIFUGAR
(12 000 rpm / 20 min)

. SOBRENADANTE ]

 AJUSTAR pH a 6.5 ]

’m'_Eé%Eiixfi”zmi POR FILTRACION l
~ ANADIR CATALASA
| (500U / ml DEL FILTRADO

Incubar a 25°C / 30 min

" PRUEBA DE ANTAGONISMO (TECNICA DE LA |
GOTA SOBRE LA SUPERFICIE)

* = Caldo base de APN modificado
(glucosa al 0.2%, sin tween 80, pH 6.5)

Figura 4. Deteccion de actividad bacteriocinogénica de las
bacterias acido lacticas antagdnicas




EASE 11

TECNICA DE LA GOTA SOBRE LA SUPERFICIE

SOBRENADANTE DEL CULTIVO DEL LACTICO
(A]ustado a pH 6 5 flltrado, expuesto a catalasa )

5 microlitros

ABAPNmb* inoculado con
L. monocytogenes
(1X10° ufc / ml)

*:Agar basé APN modificado blando (g!ucoéa al 0.2%,_8iﬂ tween 80, pH 6.5 y agar al 0.75% )

Flgura 5 Deteccron de la actw:dad bacterlocmogenlca de las
bactenas acido lacticas antagonlcas :




SOBRENADANTE TRATADO DEL
CULTIVO DEL LACTICO ANTAGONICO

DISTRIBUIR

v

i

ANADIR UNA SOLUCION
DE LAS ENZIMAS

v

ALFA
PEPSINA TR!PSINA QUIMIOTRIPSINA PROTEINASA K

1oy ¢

<

€

_ SOBRENADANTE CONTROL
0.1 mg ENZIMA / ml DEL SOBRENADANTE

v

ey INCUBAR A 37°C /1h

N PRUEBA DE ANTAGONISMO
(TECNICA DE LA GOTA SOBRE LA SUPERFICIE)

Figura 6. Susceptibilidad del agente inhibidor a enzimas proteoliticas
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La bacteria lactica bacteriocinogénica fue luego identificada por medio del
sistema AP| 50 CHL (AP! system, Montalieu, France). |

4.- CARACTERIZACION DE LA BACTERIOCINA
Efecto de la temperatura sobre la actividad de la bacteriocina

Sobrenadantes tratados (pH 65 estériles y expuestos a catalasa) del cuitivo
bécteriocinqgén‘ico fueron calentados a 80, 90 y 96°C en bafio Maria durante 15, 30 y
60 min pa‘z‘ra.\ cada temperatura. Una vez llevados a terﬁperatura ambiente, los
sobrenadantes tratados térmicamente fueron probados para. determinar su actividad
antimicrobiana contra la cepa indicadora mediante el método de Ia gota sobre la
superficie (Gratia, 1946) (figura 7). -

Efecto del pH sobre la actividad de la bacteriocina
Dos series de sobrenadantes centrifugados del cultivo bacteriocinogénico fueron

ajustados a pH 3.5, 4.5, 5.5, 6.5 y 7.5 con una solucién de HCI 1IN o NaOH 1M,

‘esterilizadbs por filtracién e inoculados con la bacteria indicadora cultivada en

CBAPNm a 30°/18-24 h para obtener una concentracion final de ~ 1x107 células por

mililitro de los sobrenadantes. A una de las series les fue agregada, ademas, una

solucién de alfa quimiotripsina (0.1 mg/mi) para inactivar la bacteriocina. Las
suspensiones fueron incubadas a 37°C por 2 h. Se realizaron recuentos a cada

suspension. de ambas series por la técnica de vaciado en placa (Swanson et af.,

1992) empleando el agar soya tripticasa extracto de levadura (ASTEL), al que se le
adiciond una solucion de alfa quimiotripsina para dar una concentracion en el medio
“de 0.1 mg/ml e _ihcubando a 30°C durante 18-24 h (figura 8). El procedimiento
seguido en esta determinacion, con algunas variantes;_fu_e el disefiado por Ennahar
et al. (1998a,1998b). Se realizé un andlisis estadistico empleando un modelo de
regresion multiple con los logaritmos de los sobrevivientes como variabie respuesta y

el pH y la presencia o ausencia de la bacteriocina ‘como variables predictoras
(Zar,1999). |
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SOBRENADANTE TRATADO DEL
CULTIVO DEL LACTICO BACTERIOCINOGENICO

¥

DISTRIBUIR

060 608 588 B

CONTROL ;
. CALENTAR EN BANO MARIA A: | —_—y
80°C | . 90°C | . 96°C
_ DURANTE {min }
Y ' v - |
: ! — D i i ——I—
- 60 | 60 | 30 |60 |

I = L

55 680 5@ g

i LLEVAR A TEMPERATURA AMBIENTE

4
L

\4

' PRUEBA DE ANTAGONISMO €
| (TECNICA DE LA GOTA SOBRE LA SUPERFICIE) |

Figura 7. Efecto de la temperatura sobrela actividad de la bacteriocina
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| SOBRENADANTE DEL CULTVO DE L.crispatus

| CENTRIFUGAR |
R
| DISTRIBUR |

SERIEA | | | seres |

SERIE A | ——————{ AJUSTAR A pifs : 35, 45, 55, 65, 75 | | SEREE B |
SERIE A | e 'ESTERILIZAR POR FILTRACION — | SEREB |

> ANADIR A LA SERIE “A“ UNA SOLUCION DE
o QUIMIOTRIPSINA { 0.1 mg/m! DE SOBRENADANTE )

SERIE A | INOCULAR CADA TUBO CON UN CULTIVO IZ;E 24 h DE | SERIE B ]
e | L._monqcytogenes ‘1633 7(“[]“FINAI_.w1X10 ufc /ml) -

SERIE A |~ | INCUBAR A 30°C1 2 h | —— [stres

'RECUENTO DE SOBREVIVIENTES EN ASTEL +

R | -
SERE A o QUIMICTRIPSINA ( 0.1 mg/ml DE MEDIO ) }'—1 SERIE B l
INCUBAR A 30°C /18- 24 b fmmmr seRie 8 |

Y

ONTAR COLONIA M‘J ' l-f?@?ﬁ..l

3-'_;"{‘-—~;-‘----‘rg— Sl e

SERIE A

| SERIE A

Figura 8. Efecto del pH sobre la actividad de la bacteriocina




Espectro de accién de la bacteriocina sobre cepas de L. monocytogenes

Se determing, mediante la tecnlca de la gota sobre Ia superﬂme (Gratla 1946) la
actividad del sobrenadante bactenocmogemco sobre 27 cepas de Lfstena

monocytogenes aisladas de quesos frescos y sobre 3 aislamientos asociados con
brotes de listeriosis (Cuadro 1). -

5. DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO DE CEPAS DE Listeria
monocytogenes DURANTE LA ELABORACION Y ALMACENAMIENTO DE

. QUESOS FRESCOS INOCULADO CON Y SIN UNA BACTERIA LACTICA

BACTERIOCINOGENICA

Se elaboraron quesos frescos empleando leche pasteurizada comercial negativa

a la presencia de inhibidores segln el meétodo de ensayo en disco con Bacillus

stearothermophilus var. calidolactis (Maturin,1995), y al cultivo de Listeria realizado
por la tecnica propuesta por la FDA (Hitchins, 1993).

Se realizaron 3 ensayos y cada uno incluyé: a) la elaboracion de 2 quesos

- frescos, uno fabricado con leche inoculada solamente con el patdgeno y ofro

inoculado con el patdgeno y con la bacteria lactica bacteriocinogénica; b) toma' de
muestras por duplicado en las distintas etapas sefialadas en la figura 9, c) el
recuento de Listeria monocytogenes bactenas acido lacticas y la medicién de pH y
d) apllcamon de la prueba t de Student a los resuftados del comportamiento de las 3
cepas de L. monocytogenes en los quesos (Zar, 1999).
Los ensayos 1y 2 se realizaron inoculando cepas de Listeria monocytogeneé
distinta_s, sensibles a la bacteriocina producida por el lactico bacteriocihogénico

aislado e identificado (Lactobacillus crispaltus) y en una relacion aproximada dé 1:10

“con respecto al lactico.

En el ensayo 3 se utilizd una cepa de Listeria monocytogenes que mostré en su

poblacion células resistentes a la bacteriocina del lactico empleado, inoculandota en

una relacion aproximada de 1:1 con respecto al lactico. -
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!b Cuadro 1.~ Cepas de Listeria monocytogenes empleadas en la determinacidn del espectro de accidn
; del sobrenadante bacteriocinogénico
% _
1

i CEPA _ .~ ORIGEN.
: | L. monocytogenes 104234 - ' ' " QUESO ADOBERA
f L. monocytogenes 193232 QUESO ADOBERA
{ L. monocytogenes 42116 S QUESO ADOBERA -
‘ L. monocyiogenes 1633 QUESO ADOBERA
: L. monocytogenes 2056 QUESO ADOBERA
! L. monocytogenes 3690 _ QUESO ADOBERA
- L. monocylogenes 3458 | QUESO ADOBERA
4 L. monocytogenes 70266 " QUESO PANELA
:3" L . L. monocytogenes 53194 - ' | QUESQ PANELA _
I L. monocytogenes 10 QUESO PANELA o
- L. monacytogenes 80319 T " QUESO PANELA -
'i L. monocytogenes ——H_PES:E;? o QUESO PANELA
L. monocytogenes 9 ' QUESO PANELA
L L. monocytogenes 40144 | QUESOPANELA
’ L. monocyfogenes 1088 QUESO RANCHERO
L. monocytogenes 87130 | QUESO RANCHERO
’ L. monocytogenes 50212 ~ QUESO RANCHERO
L. monocytogenes _ 82325 T QUESO%XN&I—IEEBWW"—WM“
L monocytogenes  84122.  QUESO RANCHERO o
"L monocytogenes  as8 QUESO RANCHERO
L monocytogen'es' 735 o o QUESO RANCHERO
| L. monocytogenes 725 ' QUESO RANCHERO o
" L. monocytogenes 3250 I QUESO RANCHERO
'n _ L. monocytogenes 5155 W QUESO RANCHk_E—i_?_O- o
L monocytogenes 72117 T HMQUESO RANCHERO
'L monocytogenes 75109 ~ QUESORANCHERO
L. monocytogenes RO QUESO RANCHERO
. . L. monocyfogenes - CA Brote de listeriosis por quese
_ | ﬂi’?ocyio*("e?es Scetf A ) M E;t:tz l:jrfzgztzriosis por leche
. : T leche cruda procedente de
P o L. monocyfogenes (N .

granja involucrada en brote de
lictarinsis




LECHE PASTEURIZADA

PRUEBA DE INHIBIDORES J— DETERMINACION DE Listeria
(ENSAYO EN DISCO CON Bacillus <+ : - > FDA, 1995
stearothermophilus var. cadilolactis) PRUEBA(S) POSITIVA(S) :
( INVALIDAR EXPERIMENTO } I
P .
l PRUEBAS NEGATIVAS l
( CONTINUAR )
R S AN
i INOCULAR LECHE
I—-. | I ' o
QUESO A QUESO B ;
QUESO A QUESO B QUESO A QUESOB
L mom;g]sf;og enes L. m:nozyt °g enets 1633 : L. monocylogenes L. monocytogenes 407144 L. monocytogenes - - L. monocytogenes RO1.
crispatus 40144 + L. crispatus RO1 + L. crispatus
-k — [ i J - ']
i
3|  ADICION DE CUAJO |«
S B .
i  CORTE DE CUAJADA
_____________ B
i DESUERADO j
o
| 5 ™ " —
QUESO TIPO RANCHERO - QUESO TIPO PANELA QUESC TIPO ADOBERA
_____________ e
| _CUAJADAENMOLDE 0,6,12 h | 'I'___CUAJADAENCANASTILLA 0,6,12h__ ! |  CHEDARIZADO 3,812 20h _ |
pipihguiysiun ppEpp 5 paplapiegtayis phipnpiauiugivpie
-l QUESD RESCO | m PRENSADO 3,8h |

DETERMINACIOQ { POR DUPLICADOC )

r o . RECUENTO DE Listeria monocytogenes
Puntos 4 Xt i
1_ Puntes de muestreo y andlisls w31  PECUENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

apH

Figura 9. Destino de cepas de Listeria monocytogenes durante ia elaboracion y almacenamiento de quesos frescos
inoculados artificialmente y adicionado o no de Lactobacillus crispatus bacteriocinogenico
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Los_ cultivos de Listeria monocytogehes y de Lactobacillus crispatus
bacteriocinogénico empleados en la inoculacion de la leche para los 3 enséyos,
fueron obtenidos por el procédimiento esquematizado en la figura 10. o

~ El recuento de Listeria monocytogenes se realizo inoculando 0.1 ml de cada
dilucion de la muestra en el medio de agar Vogel Johnson Modificado (AVJM)
(Buchanan ef al.,1987) sembradé por extension en superficie (Swanson ef al.,1992).
El AVIM se formuld siguiendo las recomendaciones de Smith y Buchanan (1990),
quienes reducen en un 50% las concentraciones del moxalactam, ac. nalidixico y
- bacitracina y afiaden el tween 80 al 0.4%. |

Las placas se incubaron a 30°C por 48-72 h y se contardn tas colonias
reductoras de telurito (completamente negras), no fermentadoraé de mani;(ol,
brillantes, convexas y de 2-4 mm de diametro. Una colonia con las caracteristicas
'antes sefialadas (colonias sospechosas), fue tomada por muestra y confirmada por
las pruebas: gram, catalasa, movilidad e iluminacion de Henry (Hitchins,1995; Mc
Faddin,1980) (figura 11). | |

Para el recuento de bacterias lacticas se utilizé la técnica de inoculacion por
extension en superficie (Swanson et al., 1992) empleando el medio APN (Davidsor} y
Cronin,1973) e incubando a 30°C por 48-72h (figura 2). El total de colonias
desarrolladas en el medio fueron consideradas l4cticas con base a lo sefialado por
Davison y Cronin (1973). | |

El pH de las muestras fue determinado potenciometricamente en 10 g de
muestra. |
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ASTEL?

CEPAS DE Listeria monocytogenes

v

. ASTEL
© 359C/48 h
1 COLONIA
- csTe

35°C/24 h

| ¢ 1ASADA
LECHE DESCREMADA
REHIDRATADA
35°C/24h

0.1 ml

LECHE DESCREMADA
~ REHIDRATADA
35°C/24h

DILUCION - INOCULAR
R LECHE .

RECUENTO :
VP® EN ASTEL ‘

! PREPARACION
RECUENTO QUESO

a; ASTEL. Agar de Soya y Triplicasa + Extracto de Levadura
5 ABAPNm: Agar Base del medio APN medificado

¢: CBAPNm= Caldo Base del medio APN modificado

4. Caldo de Soya y Tripticasa

& VP = Vaciado en placa
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~ABAPNm®

CEPA DE Lactobacillus crispatus

v

1 COLONIA

ABAPNmM
30°C/48 h

CBAPNmM®
30°C/24 h

l 1 ASADA - '
LECHE DESCREMADA
REHIDRATADA

30°C/24h
l 0 1 ml : .

LECHE DESCREMADA
REHIDRATADA
30°C/24h

| _ I
DILUCION INOCULAR
| LECHE
RECUENTO |
VP EN
ABAPNMm

RECUENTO

PREPARACION
QUESO

Figufa 10. Obtencién de cultivos de L. monocytogenes y L. crispatus empleados para
inocular la leche usada para la elaboracion de los quesos
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LECHE INOCULAdA' ~ lcuasmpa| [aueso

- | |
—

Directa l 25 mi

v | v

| 225 ml Diluyente 225 ml D;I_L;;fente
Peptona a 43°C

o Peptona a 43°C

Homogenelzacuon ' Homogeneizacion
manual Stomacher

L5 iusionss e 2™
> l
[ Agar Vogel Johnson Modlﬂcad_o y

| Incubar 30°Cl48h |
"’

Recuento de colonias t:plcas ‘

\/

' Agar Soya Tr[ptlcasemav'

l (__:ataﬁasg } ’ Mowhdad l ‘ llummaclon de Henryw

Figura 11. Recuento de Listeria monocytogenes por siembra directa en placa
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA DE LOS LACTICOS
AISLADOS |

De las 340 cepas de bacterias acido lacticas aisladas de los quesos frescos, solo
6 inhibieron el desarrollo de la cepa indicadora cuando se sometieron a la prueba de

~antagonismo y el didmetro de los halos de inhibicion fluctud entre 2 y 14.5 mm
(Figura 12). | |

DETERMINACION DE LA BACTERIOCINOGENICIDAD DE LOS LACTICOS
ANTAGONICOS '

Solo una cepa de los lacticos que resultaron antagénicos, identificado como
Lactobacillus crispatus, mantuvo su efecto antimicrobiano 'después de que el
sobrenadante del cultivo fue ajustado a pH 6.5 y la enzima catalasa fu'e afiadida, 1o
que evidencia que el efecto inhibidor no fue debido a un pH &cido ni a la presencia

de peroxido de hidrogeno, sino a una sustancia antimicrobiana distinta excretada en
el caldo (Figura 13).

‘Susceptibilidad a enzimas proteoliticas
Cuando el sobrenadante de Lactobacillus crispatus fue tratado y expuesto a las
enzimas tripsina, alfa quimiotripsina y proteinasa K, su accidén antimicrobiana fue

anulada, confirmando la naturaleza proteica del agente inhibidor y definiéndola como
una bacteriocina. | '

CARACTERIZACION DE LA BACTERIOCINA
Efecto de la temperatura sobre la actividad de la bacteriocina
La actividad antimicrobiana de la bécteriocina. no fue afectada después de ser

calentado el sobrenadante a 80 y 90 °C, y aungue a 96° et diametro del halo de

inhibicién se redujo entre un 45 y 55 %, segun el tiempo de exposicion, el efecto
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. Figura 12. Antagonismo mostrado por 6 cepas de bacterias acido lacticas
aisladas de quesos frescos contra L. monocytogenes 1633 retados
por la técnica de picadura.
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* Figura 13. Inhibicidn de Listeria monocytogenes 1633 por el sobrenadante tratado
(ajustado a pH 6.5 y expuesto a catalasa) de Lactobacillus crispatus
. retados por el método de la gota sobre la superficie




inhibidor siguié siendo evidente (Cuadro 2), calificandola como una bacteriocina
termoestable. ' |

Efecto del pH sobre la actividad de la bacteriocina

La figura 14 muestra que la actividad antimicrobiana de la bécteriocina de
Lactobacillus crispatus no fue afectada a los pH's a los que fue ajustédo el
sobrenadante (p <0.01), reduciendo de 4-5 log el desarrollo de Ia cepa de Listeria
monocytogenes 1633 utilizada como microorganismo indicador.

Espectro de accién de la bacteriocina sobre cepas de L. mohocytogenes
La bacteriocina resultd inhibitoria a 25 de las 30 cepas de Listeria

monocytogenes estudiadas. Las 3 cepas del patogeno relacionadas con brotes de

listeriosis vehiculizadas por alimentos y 22 de las 27 cepas'aisladas de quesos

frescos de la regidn, fueron inhibidas por la bacteriocina. Solo una cepé del patéogeno-

resulto resistente a la bacteriocina y 4 fueron parcialmente resistentes (Cuadro 3).

COMP.ORTAMIENTO DE Listerié monocytogenes DURANTE LA EL'ABORACION
Y ALMACENAMIENTO DE QUESOS FRESCOS INOCULADOS CON Y SIN
" Lactobacillus crispatus BACTERIOCINOGENICO

 ENSAYO 1

Cuando el queso fue preparado con leche inoculada exclusivamente con Listeria
monocytogene's' 1633, el patégeno mostréd un incremento en su nimero de 3
logaritmos al concluir la elaboracion del queso y aumento casi un logaritmo después
de 7 dias de conservacion del producto para luego reducir ligeramente su nimero al
concluir el ensayo. No ocurrié asi en el queso fabricado con leche inoculada ademas
con Lactobacdlus crispatus. Listeria monocyfogenes inicid con una tendencia a la

baja alcanzando una reduccion de 26 log en la cuajada conservada por 12 hén
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Cuadro 2. Efecto de la temperatura y tiempo de exposicion
sobre la actividad de la bacteriocina '

Control
( sin tratar)

Temperatura °C

80

80

96

Diametro halo

Diametro helo

Actividad Digmetro halo ¢ Tiempo de Diametiro halo
antimilcrobiana de inhibicion *+ exposicion Actividad de inhibicién Aciividad de inhibicion Actividad de inhibicion
(mm) ¢ (min) antimicrobizna {mm) antimicrobiana (mm) antimicrobiana (mm)
+ 22 S 22 + 19 12
o0 + 20 + 19 10

0¥



l.og de ufc / mi

pH

Figura 14. Sobrevivencia de L. monocytogenes 1633 inoculada en : O sobrenadante de
Lactobacillus crispatus adicionado de alfa quimiotripsina (0.1 mg/ml); ® , sobrenadante
de Lactobacillus crispatus sin alfa quimiotripsina , segin pH del sobrenadante e incubado

a 37 °C por 2 horas.

It
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Cuadro 3.  Espectro de accién antimicrobiana del sobrenadante de Lactobacillus
crispatus sobre cepas de Listeria monocytogenes

ORIGEN DE LA CEPA No. DE SUSCEPTIBILIDAD ~ DIAMETRO DEL HALO

CEPAS ALA _ DE INHIBICION
: ESTUDIADAS - BACTERIOCINA  LIMTES: MINIMO-MAXIMO
Queso adobera 7 + 13.2-19.0
Queso panela 7 + 12.0-16.5
Queso ranchero 8 _ + | 14.0-20.0
Brotes de Listeriosis 3 + ‘ 12.0-14.0
Queso ranchero 4 &
Queso ranchero 1 _ -

* Parcialmente resistentes




molde y continud con un incremento que logré rebasar, al concluir el

almacenamiento del queso, solo ligeramente el nimero de listerias inoculadas en la

leche (Figura 15). La reduccion en los niveles de L. monocytogenes encontrados
- durante la elaboracién y almacenamientos del queso co-inoculado con L. crispatus

resultd ser estadisticamente diferente ( p < 0.01 ) a los encontrados en el queso
inoculado exclusivamente con el patégeno.

Por su parte, las bacterias lacticas mostraron en general un incremento

sostenido durante el proceso de fabricacion y almacenamiento de los 2 quesos.
Notorio fue el incremento observado en el queso elaborado con leche que no fue
i'noc'ulada con Lactobacillus crispatus, ya que aumenté en mas de .7 log delinicio
del experimento a su conclusion, a diferencia del inoculado con el lactico que sélo
aumenté en aproximadamente 2 log (Figura 16).

El pH detectado en los dos quesos, y en sus dos etapas, fue similar con una

tendencia a la baja para finalizar con un valor aproximado de 5.3 para el queso

inoculado exclusivamente con el patégeho y de 5.16 para el queso inoculado con
ambas bacterias (Figura 17).

ENSAYO 2

Cuando se inoéulc’n la cepa 40144 de Listeria monocytogenes en la leche
empleada en la preparacion del ques:o fresco, se encontré que la bacteria, en
ausencia del lactico bacteriocinogénico, desarrollé e incrementé su niimero en poco
mas de 2 logaritmos al finalizar la étépa de'_f'abricacién de!l queso. Al término de la
conservacion del producto (21 dias a 4°C), el patogeno alcanzd a rebasar 3
logaritmos mas al inéculo empleado en la leche.

La -presencia de Lactobacillus ~crispatus bacteriocinogénico inoculado
“conjuntamente con el patdgenc en la preparacic')n del segundo queso, logré reducir,
durante la etapa de elaboracién del queso, casi un logaritmo el nimero inicial de L.
monocytogenes para _después permitir su desarrollo y alcanzar en la etapa de
conservacion del producto 0.71 logaritmos mas del inoculo empleado (Figura 18).

ESta_ reduccion observada en el patdgeno a partir de la cuajada en canastillade 6 h
fue significativa (p < 0.05).
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FIGURA 15. Comportamiento de Listeria monocytogenes 1633 durante la fabricacion y
almacenamiento de queso ranchero inoculado en ausencia (e) o presencia (A ) de
Lactobacillus crispatus bacteriocinogénico.
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FIGURA 16. Comportamiento de las bacterias acido lacticas durante la fabricacion y
almacenamiento de queso ranchero inoculado con Listeria monocytogenes 1633 en

ausencia (e) o presencia (a) de Lactobacillus crispatus bacteriocinogénico.
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FIGURA 17. Comportamiento del pH durante Ia fabricacién y almacenamiento de queso

ranchero inoculado con Listeria monocytogenes 1633 en ausencia (e) o presencia () de
Lactobacillus crispatus bacteriocCinogénico.
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FIGURA 18. Comportamiento de Listeria monocytogenes 40144 durante la fabricacion y
almacenamiento de queso panela inoculzado en ausencia (e) o presencia (A ) de Lactobaa//us
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El comportamiento de las bacterias lacticas durante la elaboracion vy
almacenamiento de ambos quesos fue similar al observado en el ensayo 1, un
incremento sostenido hasta rebasar los 9 logaritmos al término del estudio (Figura
19).

Un resultado similar fue detectado también entre ambos ensayos en lo que se

refiere al pH, tendencia a la baja hasta alcanzar valores de 5.2 en ambos quesos
(Figura 20). '

- ENSAYO 3

El comportamiento presentado por la cepa RO1 de Listeria monocytogenes fue
similar al mostrado por las otras 2 cepas del patdogeno empleadas en los anteriores
experimentos,  cuando el quesd fue elaborado empleando leche pasteurizada
inoculada solo con el patogeno y conservandolo en las condiciones ya citadas. Esta
cepa, que mostré en su poblacion colonias resistentes al efecto antimicrobiano de la
bacteriocina de Lactobacillus crispatus, fue capaz de elevar su nuUmero un poco mas
de 3 logaritmos en comparacion al inécu'lro inicial, aun en presencia de!l lactico
bacteriocinogénico (Figura 21). A diferencia de los ensayos anteriores, en este, no
~ se observo diferencia significativa ( p > 0.05 ) en el comportamiento del patbgeno en
presencia y ausencia del lactico bacteriocinogénico.

La dinamica mostrada por los lacticos en ambos quesos fue igual a la
manifestada en los ensayos 1y 2, incrementos sostenidos hasta igualar su nimero al
final del ensayo, que en este caso, estuvo por arriba de los 8 logaritmos (Figura 22).

Respecto al pH, los quesos llegaron a tener valores por debajb de 5alos?

dias de conservado el producto, para terminar con valores entre 5.05 y 5.08 (Figura
23).
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y almacenamiento de queso panela inoculado con Listeria monocyfogenes 40144

en ausencia (®) o presencia (A ) de Lacfobacillus crispatus bacteriocinogénico.
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FIGURA 20. Comportamiento del pH durante la fabricacion y almacenamiento de queso
panela inoculado con Listeria monocytogenes 40144 en ausencia (o) o presencia (4 )
de Lactobacillus crispatus bacteriocinogénico.
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FIGURA 21. Comportamiento de Listeria monocytogenes RO1 durante la fabricacion y
almacenamiento de queso adobera inoculado en ausencia (@) o presencia (A) de Lactobacillus
crispatus bacteriocinogénico
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FIGURA 22. Comportamiento de las bacterias &cido lacticas durante la fabricacion
y almacenamiento de queso adobera inoculado con iisteria monocytogenes RO1

en ausencia (@) o presencia (A) de Lactobacillus crispatus bacteriocinogénico
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IV.- DISCUSION |




La tasa de aislamiento de bacterias acido lacticas bacteriocinogénicas a Ipartir.de
alimentos es muy variable, o

Mc Mullen y Stiles (1996), encontraron que un 30% de las bacterias lacticas
~aisladas de carne de cerdo empacada bajo atmésferas controladas fueron
productoras’ de bacteriocinas. Garriga et al. (1994), reportaron un 22% de
lactobacilos bacterioctnogén'lc_ds de los aislamientos hechos a partir de salchichas
fermentadas. Garver y Muriana (1993) y Vaughan et al. (1994}, por su parte, sefialan
que es necesario estudiar un gfan nimero de lacticos aislados de alimentos para
encontrar cepas productoras de bacteriocinas deiectadas en medios sélidos. Estos
autores encuentran tasas tan bajas como 'el 0.2%, resultado compartido también por
Conventry ef al. (1997) los cuales consignan que de 663,533 colonias de bacterias
lacticas aisladas de productbs. lacteos y camicos, solo un 0.2% fueron
bacteriocinogénicas. Ryser et al. (1994), en una investigacion realizada en queso,
encuentran que de 125,000 colonias examinadas, menos del 0.1% fueron
productoras de bacteriocinas. |

En nuestro estudio observamos gue de las 340 cepas de lacticos aislados, sdlo 1
de ellas fue bacteriocinogénica, que corresponde a una tasa del 0.29%, y que esta
acorde con los hallazgos de los ﬂlti.mos autores citados. Sin embargo, se reconoce

que estos resultados y los encontrados por otros autores, son grandemente

influenciados por el método de deteccién, los medios de cultivo y los

" microorganismos empleados como indicadores de la actividad de la bacteriocina
(Montville y Kaiser,1993).

La produccion de bacteriocinas es un fenémeno cominmente observado entre

especies de Lactobacilus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc y

Carnobacterium (Zhu ef al., 2000), aunque las cepas bacteriocinogénicas de

Lactobacillus poseen ciertas ventajas sobre las otras bacterias lacticas cuando se
piensa emplearlas como cultivos vivos en la produccion de “alimentos. Los
lactobacilos y lactococos, en principio, estan considerados como microorganismos
GRAS debido a qUe SU CONSUMO a través de muchos afios no ha producido dafio
alguno a la salud humana (Svensson,1999;Yuan-Kun et al.,1999). Por' otra parte, los
lactobacilos al igual que las bifidobacterias, son miembros importantes de la

microflora intestinal de humanos y- animales, 'y frecuentemente son empleados
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comercialmente como probiéticos (Kuilen y Klaenhammer,1999:Yuan-Kun et

al.,1989). Los probidticos son comunmente definidos como microorganismos viables
(bacterias y levaduras) que producen un efecto benéfico sobre la salud del huésped
que los ingiere (Saiminen et al..,1998). |

En nuestro estudio encontramos que el lactico que resultd bacteriocinogénico, e
inhibic a L. n'ronoCytogehes, fue Lactobacillus crispatus, Esta especie de
Lactobacillus no es comunmente citada entre los lacticos productores de
bacteriocinas (Tahara y Kanatani,1997), no obétante, posee ciertas caracteristicas de
gran importancia. _ | .

Lactobacillus crispatus forma parte del grupo denominado “Lactobacillus
acidophilus” (Du Plessis et a!.,1'996;Taharé y Kanatani,1'997), se aisla regularmente
del intestino y vagina humanos (Fujisawa et al.,1996:Antonio et al.,1999;Song et
al.,1999) y de productos lacteos como el yogurt (Schillinger,1999). Es una de las 18
especies de Lactobacillus que actuaimente estan siendo investigadas con mtjcho
interés para ser empleadas como probidticos (Tannock, 1999). Se esta

considerando, por ejemplo, su uso para el control de la microflora de la vagina

humana (Ocana et a/.,1999) vy para la obtencion de productos carnicos fermentados

seguros (Arihara el al.,1998). _

La bacteriocina de L. cn’sbatus que estudiamos results ser termoestable, lo que
sugiere que posee un peso molecular bajo (Zhu et al.2000) y que pertenece a la
clase Il segun la clasificacion de las bacteriocinas hecha pot Klaenhammer et al. en

1993 . Esta peculiaridad permite que sea posible emplearla en alim_entds tratados a

temperafﬂras qgue no sobrepasen los 100°C.

El efecto del pH sobre la actividad de la bacteriocina es particular a la md!écula
en cuestion (Liu y Hansen,1990), y por Io'ta'nto, es necesario realizar estUdios
individuales. La bacteriocina que enconframos mostré ser .activa a los pH's
estudiados (3.5-7.5), lo que sugiere que la bacteriocina pudiera ser uﬁlizéda en
productos s'tjme_tidos a fermen'tac'ién, como los quesbs, los cuales estan sujetos'a
'variécione.s en el pH'durante su elaboracién,“ maduracion y almacenamiento.

El hecho de que la bacteriocina produjera una mayor inhibicion a los pH's més
bajos (3.5-5.5), se explica por los efebtos dafiinos de éstos sobre las células blanco y

por el incremento en la carga neta positiva de la bacteriocina que favorece su
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interaccién con los polimeros anionicos localizados en la pared celular de las
bacterias gram positivas (Jack et al.,1995), como Listeria monocytogenes. Este
efecto ha sido observado también con otras bacteriocinas (Parente et al,1998
Bouttefroy et al.,2000).

El no haber observado en los 3 ensayos realizados una diferencia significativa
en el pH entre los gquesos moculados, o no, con L. crispatus, y a través de toda su

etapa de elaboracion y conservacion, nos sugiere que esta cepa posee, ademas, una

caracteristica favorable para ser usada en la fabricacion de estos productos, que no _

afecta un parametro usado para determinar su calidad, su pH. Este mismo efecto fue
observado por Ennahar ef al. (1998) en quesos blandos inoculados con L. plantarum
WHES2. '

El desarrollo mostrado por L. monocytogenes en los quesos inoculados solo con
el patégeno, confirma lo consignado por otros autores re'specto a que estos
productos son un buen sustrato para su desarrollo (Luis Juan et al.,1994) y que éste
ho es evitado por‘.la conservacion del alimento a temperaturas de refrigeracion (Luis
Juan ef al.,1994; Pucci et al., 1988).

De igual manera, L. cnspatus pudo desarrollar y mostrar ac‘tlwdad antilistérica a
te'mperatura de refrigeracion, una habiiidad también deseable en un Iactlco que se

' pretenda emplear como bioconservador de alimentos que requieren ser refrigerados

y que han sido objeto = de estudlo en los pasados afnos (Garver y

Muriana,1993;Vescovo ef al,, 1996).

El comportamiento mostrado por las cepas 1633 y 40144 de L. monocytogenes
en los quesos inoculados, conj‘unta_mente con L. crispatus,, indica que en las
primeras horas de preparacion de los quesos la bacteriocina producida logré reducir
en 2.3 log el niimero de L. monocytogenes 1633 y 0.83 log el nimero de listerias de
la cepa 40144 para luego permitirles desarrollar en forma pausada y .a través_del

resto del experlmento hasta alcanzar a rebasar hgeramente el indeulo inicial,

Se sabe que la capacidad de una bacteriocina para detener eficazmente el_
desarrollo de L. monocytogenes, o destruirla en los alimentos, depende de |a

sensibilidad, el nivel de inéculo del patdgeno y de diversos factores fisicoquimicos
que participan en ello (Muriana, 1996 Bouttefroy ef al,2000) . Una diversidad de

respuestas  han sido encontradas. a nisina (Ferreira y Lund,1996;Ukuku. y
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Shelef,1997), bavaricina A (Larsen y Norrung,1993), pediocin PA-1 (Rash y
Knochel,1998), sakacina (Schillinger,1994) y curvaticina 13 (Boutfefroy,ZOOO) en
funcion de las cepas indicadoras p‘r'obadasl. Ferreira y Lund (1996) reportan que

algunas de las cepas de L. monocytogenes, probadas contra nisina, fueron inhibidas

a bajas concentraciones (menos de 200 U / ml), mientras que ofras requirieron altas
cantidades de la bacteriocina para Iograr'el mismo resultado. |

En los ensayos gue realizamoé donde émpieamos las cepas 1633 y 40144, dos
cepas de L. n.TOnocytogenes sensibles'a la bacteriocina, utilizamos un poco mas de
1 x 10" ufc/ml de leche, un nivel de contaminacion poco probable que suceda en
condiciones naturales (Bouttefroy,ZOOO), pero que facilita el seguimiento del

p‘atégend en los ensayos.

Ennahar ef al. (1998a), en un experimento realizado en caldo MRS inoculado

con L. monocytogenes (1 x 10 ufc/ml) y L. plantarum WHE 92 productor de

bacteriocina a la misma COncentracién que el patdégeno, encuentran que la
bacteriocina producida solo fue capaz de reducir en 2 log el ntimero de listerias y ciue
la actividad antilisteria residual fue insuficiente para evitar el desarrollo de las células
del patégeno restantes. Los autores empleando esta informacién disefiaron un
estudio eng.f'd'ueso Muenster, el cual inocularon con las bacterias antes seﬁa"ladas,
pero usando indculos de 1x10° ufe/ml del actico contra 1 x 102 ufc/ml del patégeno y
encontraron que la cantidad de bacteriocina preducida en el queso fue suficiente
para eliminar a L. monocylogenes. |

Wan et al. (1997) sefialan que el efecto inhibidor de piscicolina 126 contra L.
monocj/togenes en leche sin descremar, dependi6 de! indculo del patégeno. Cuando
emplearon 1 x 10 ufc/ml de leche de L. monocytogenes y 512 UA (Unidades
Arbitrarias) de bacteriocina/ml de leche, el desarrolio fue completamente inhibido.
Utilizando inéculos de 10*-108 ufe/ml, la bacteriocina sélo redujo de.4-5 log el numero
de listerias vy las sobrevivientés_desarro}laron dentro de 24 h. Cuando se preparo
queéo camembert_inocuiadq L. monocytogénes con 102 ufc/ml de leche y se retd con
2048 UA/mI dé la bacteriocina (p_iscicol_in_a 126); se redujo de 3-4 log la cuenta del
patogeno, sin embargo, listerias sobrev'ivierntes iograron alcanzar niveles de 10_4 ufc /
g de queso al finalizar su maduracion. . | -

58




. Este fendmeno de efecto inhibidor dépendiente del nivel de contaminacion
empleado, combinado cdn el desarrollo de las células sobrevivienfes, ha sido
reportado tambien para pediocina PO2 (Liao ef al.,1993), pediocina 5 {(Huang et
al.,1994) y carnocina CPS (Mathieu et al.,1994).

Muriana.(1996) sefiala que la cantidad de bacteriocina necesaria para destruir
una célula microb.iana depende del microorganismo blanco y del mecanismo de
accion de la p_'ropia bacte_riocina. La eficacia de las bacteriocinas, afiade, tiene
relacién también con la cantidad de bacteriocina inactivada por interaccién con los
componentes del alimento y de las condiciones encontradas durante la fabricacion o
procesado del alimento (pH o temperatura). , _ | _

Wan et al. (1997) sefialan que el hecho de haber encontrado células de L.
monocytogenes durante 1a fabricacion del queso camembert inoculado con .niveles
del patégeno de 1 x 10? celim! de ieche y retado con la bacteriocina, pudo deberse

en parte a la actividad proteolitica presente en el gueso.

Otro factor que puede limitar la efectividad de una bacteriocina apIicada en un

alimento es la resistencia esponténea, innata o inherente que pueda presentar o
poseer el mlcroorganlsmo blanco (Murlana 19986).

En nuestro trabajo encontramos que cuando inoculamos la cepa de Ltstena

monocytogenes 01 (parcialmente reastente a la bacteriocina) , en la leche usada

para la elaboracion de los quesos, el desarrollo del patdgeno no se vio obstaculizado

significativamente en presencia del lactico bacteriocinogénico (Figura 21').

Existen reportes sobre la ocurrencia de cepas de L. monocytogenes resistentes

a bacteriocinas.

Rasch y Knochel (1998) en un estudio realizado en 381 cepas de Listeria
monocytogenes, encuentra que 20 de ellas resultaron resistentes a pediocina. Wan

et al. (1997) repo'rtan que la recuperacion de L. monocytbgenes durante la

maduracion de un queso camembert fue debido en parte al surglmlento de hsterlas
resistentes a 1a piscicolina 126 con la que fue retado el patogeno.

Rekhif ef al. (1994) obtuvieron mutantes de L. monocytogenes ATCC 15313

. resistentes a mesenterocina 52, curvaticina 13 y plantaricina C19. Las 3 mutantes
presentaron resistencia cruzada a las 3 bacteriocinas, pero no a nisina. Los autores

sugieren que las 3 bacteriocinas comparten un mecanismo antimicrobiano comun, el
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cual fue alterado por un proceso mutagénico produciendo resistencia cruzada y que
este mecanismo de accién puede ser diferente al de la nisina.
- Harris et al. (1991) observaron que variantes resistentes a nisina de L.

monocytogenes aparecen con una frecuencia de 10% a 10 | y que tal resistencia

~espontanea puede generarse por alteracion o mutacion de los constituyentes

moleculares superficiales de la membrana celular con los cuales interactia la
bacteriocina. '

Ming y Daeschel (1993), examinando un aislamiento de L. monocytogenes

“resistente a nisina, encontraron cambios en la composicion de la membrana (acidos

grasos) en comparacion con las cepas sensibles y correlacionan este hallazgo con la
resistencia de la cepa. ' _

Muriana (1996) sefiala que las alteraciones gue pueden sufrir los componentes
superficiales de la membrana de una célula sensible a la bactéric)cina, pu_eden
afectar también la atraccion electrostatica entre la bacteriocina y la célula, haciéndola
resistente. '

Schillinger ef al. (1998), por su parte, mencionan que adn en una poblacién de
células sensibles a nisina, algunas de ellas pueden mostrar elevada resistencia a la
bacteriocina y que Una sola exposicion a la nisina puede resultar en el surgimiento de
subpoblaciones resistentes a la misma. Los autores con base a los resultados
obtenidos en su estudio concluyen que el uso de nisina en combinacién con un
cultivo lactico iniciador productor de una bacteriocina anti-listeria dis_tinfa ala nisina,

puede prevenir el surgimiento de mutantes de Listeria resistentes a la nisina.
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V. CONCLUSIONES




1.- Existen cepas de bacterias acido lacticas en los quesos consumidos en nuestra

region que exhiben potencial antagdnico contra L..monocytogenes.

2.- Es posible aislar, aunque a tasas bajas, cepas de bacterias &cido lacticas
productoras de bacteriocinas activas contra L. monocytogenes en quesos frescos
producidos en nuestra region. '

3.- Existen cepas de L. monocytogenes que son resistentes a la bacteriocina de L.

crispatus y cepas con poblaciones donde se pueden encontrar células resistentes a

la misma. -

4.- El resurgimiento y desarrolio de las cepas 1633 y 40144 en la etapa final de
elaboracion de los quesos inoculados conjuntamente con L. cﬁspatus
bacteriocinogénico puede deberse a factores relacionados con:

a.- La sensibilidad de la cépa de L. monocytogenes probada.

b.- El nivel del indculo empleado del patdgeno.

c.- La facultad de L. crispatus para producir suficiente bacteriocina en el producto.
d.- La interaccion de la bacteriocina con compuestos presentes en el queso.

e.- La actividad proteolitica originada de otros microorganismos presentes en el
producto.

5.- La ineficacia de la bacteriocina de L. crispatus para impedir el desarrollo de la
cepa de L. monocytogenes 01 (parcialmente resistente a la bacteriocina) durante las
etapas de elaboracion y almacenamiento del queso indica que no se puede excluir

gue variantes resistentes a la bacteriocina de L. crispatus y a otras bacteriocinas,

estén presentes en el mismo tipo de alimentos de donde se aislan, limitando su

empleo cuando se infroducen como _L‘jnico recurso de conservacion de ellos.
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