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RESUMEN

En la comunidad de Ojos Negros, Real del Castillo desde hace mas de
100 afios se elabora queso artesanal, el cual no tenia antecedentes de
estudios que caractericen a las Bacterias &cido lacticas presentes en ellos,
desconociendo el potencial benéfico que puedan tener. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar la capacidad antimicrobiana de 3 especies de
Lactobacillus aisladas a partir de queso artesanal, evaluando su capacidad
probidtica, llevando a cabo estudios de sensibilidad de microorganismos
patégenos, la medicion de su capacidad acidificante y susceptibilidad a
antimicrobianos. Logrando identificar la presencia de actividad inhibitoria
contra microorganismos patdgenos del género Salmonella tiphymurium,
Staphilococcus aureus y Escherichia coli. Identificando ademas,
caracteristicas fisicoquimicas favorables para llevar a cabo el descenso de
pH optimo, produccion de &cido lactico y su sensibilidad a antibiéticos
haciéndolas candidatas para su aplicacion como probiéticos, determinando a
las cepas identificadas como cultivos iniciadores otorgandole al producto
cierta seguridad al impedir el desarrollo de microorganismos de riesgo para

la salud.



ABSTRACT

In the community of Ojos Negros, Real del Castillo for more than 100
years, artisanal cheese has been made, which has no history of studies that
characterize the lactic acid bacteria present in them, ignoring the beneficial
potential they may have. The objective of the present work was to study the
probiotic capacity of 3 Lactobacillus species isolated from artisanal cheese,
evaluating their antimicrobial capacity, carrying out sensitivity studies of
pathogenic microorganisms, measuring their acidifying capacity and
susceptibility to antimicrobials. We managed to identify the presence of
inhibitory activity against pathogenic microorganisms of the genus
Salmonella tiphymurium, Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
Identifying, in addition, favorable physicochemical characteristics to carry out
the decrease of optimum pH, production of lactic acid and its sensitivity to
antibiotics making them candidates for their application as probiotics,
determining the strains identified as starter cultures giving the product some
security by preventing the development of microorganisms of risk for the

health.
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I. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL), se definen como una clase de
microorganismos gram positivos, no patogenos, fermentadores de
carbohidratos, lo que las hace utiles como cultivos iniciadores para la
fermentacién de alimentos como la leche cruda o pasteurizada en la que
ademas, pueden encontrarse microorganismos indeseables para la salud y los
alimentos (Crittenden, 2009; Franciosi et al., 2009). Los géneros Lactobacillus,
Lactococcus y Leuconostoc, pertenecen al grupo de bacterias acido lacticas
(BAL) que se encuentran principalmente en productos lacteos como quesos y
se consideran benéficas ya que poseen un potencial antimicrobiano y de
conservacion debido a la produccion de metabolitos como el &cido lactico,
perdxido de hidrégeno, diacetilo, péptidos antimicéticos y antimicrobianos como
las bacteriocinas previniendo asi el crecimiento de microorganismos patégenos
y deterioradores ademas que intervienen en el proceso de maduracion del
gueso (Stoyanova et al., 2012; Ghanbari et al., 2013; Favaro et al, 2014); siendo
estas en conjunto, una alternativa natural para preservar y alargar el tiempo de
vida en anaquel de los alimentos reduciendo el uso de conservadores y
tratamientos quimicos generando productos con mejores propiedades

nutricionales y organolépticas (Galvez et al., 2007; Millete et al., 2008).

En la basqueda de diversificar las contribuciones de la salud publica en
materia de nutricion y alimentacion, se deben identificar nuevas fuentes de

alimentos que contengan caracteristicas benéficas que contribuyan al



mejoramiento de la calidad de vida. En la comunidad de Ojos Negros, Real del
Castillo desde hace mas de 100 afos se elabora queso artesanal que goza de
gran aceptacion por el consumidor sin embargo hasta el momento no se han
caracterizado las BAL presentes en los quesos que ahi se producen y que
puedan poseer el potencial de actividad antimicrobiana y susceptibilidad hacia

varios antibiéticos.

Objetivo

Identificar la actividad antimicrobiana y valorar el potencial probiotico de las
especies de BAL del género Lactobacillus aislados de queso artesanal del area
de Ojos Negros y medir la capacidad de inhibicion de las bacterias patégenas

Salmonella spp, Staphylococcus aureus y Escherichia coli .

Objetivos especificos

1.- Evaluar la actividad inhibitoria de los sobrenadantes de Lactobacillus
contra tres bacterias patégenas: Salmonella typhimurium ATCC14028,

Staphilococcus aureus 9091 y Escherichia coli 1822B.

2.- Evaluar la capacidad acidificante de cepas de Lactobacillus a

diferentes periodos de cultivo.



3.- Evaluar la resistencia de las cepas de Lactobacillus asiladas contra
antibidticos que actian sobre la pared celular, sobre la sintesis de

proteina y sobre la sintesis de acidos nucleicos.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Bacterias acido lacticas (BAL), definicion y caracteristicas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son cocos o bacilos gram positivos, no
forman esporas, no presentan movilidad, son negativas a la produccion de
catalasa y bencidina; tampoco reducen el nitrato a nitrito. Carecen de actividad
respiratoria por la ausencia de la enzima citocromo catalasa, por tanto son
anaerobias, microaerofilicos o aerotolerantes y pueden formar colonias en
medios de cultivo solido en presencia de aire, esto es posible debido a contiene
un grupo hemina, que les permite poner en marcha la cadena respiratoria con el
oxigeno como aceptor de electrones (Crittenden R, 2009; Vasquez et al., 2009;
Siamansouri et al., 2013). Ademas, tienen un metabolismo estrictamente
fermentativo produciendo acido lactico como el mayor producto final de la
fermentacién de los azucares via Embden-Meyer-glucolisis (homofermentacion,
fig. 1), la tolerancia de las bacterias &cido lacticas a este acido organico, ha
hecho que este grupo de microorganismos se emplee en la industria alimentaria
para la conservacion de los alimentos debido a su capacidad para inhibir o
reducir la contaminacion por microorganismos deterioradores y/o patdgenos
mediante la produccion de este compuesto, ademas de otros como etanol,
acetato y CO; por la vias del acido-6-fosfoglucénico (heterofermentacion, fig. 2)
mejorando asi las propiedades organolépticas de productos lacteos, carnicos y
vegetales (Martinez et al., 2013; Siamansouri et al., 2013; O’Brian et al., 2015).

La utilizacion de una u otra via depende de la presencia de las enzimas que



intervienen en la transformacion del azucar en acido, la frucosa-1,6-bifosfato-
aldolasa en el caso de la homofermentacion y una fosfocetolasa en la

heterofermentacion (Cabeza, 2006).

Glucosa

Fructosa-1,6-difosfato

gliceraldehido 3-fosfato — dihidroxi-acetona-fosfato

il

Acido piravico

Acido lactico

Figura 1. Fermentacion lactica homofermentativa (Adaptada de Larpent, 1995)

Glucosa

acido-6-fosfoglucdnico

CO., = ‘ »ribulosa-5-fosfato

gliceraldehido 3-fosfato + acetil fosfato
Acido lactico etanol

Figura 2. Fermentacion lactica heterofermentativa (Adaptada de Larpent, 1995)



Otras caracteristicas de este grupo de bacterias es su tolerancia al pH
acido (pH= 4 a 4.5) y la sintesis de dextranos (Todorov y Franco, 2010;

Ramirez-Rosas et al., 2011).

Las BAL pueden encontrarse en diversos nichos ecolégicos, siempre que
en ellos haya abundantes fuentes de carbohidratos hidrosolubles, productos de
degradacion de proteinas, vitaminas y una tension de oxigeno reducida. Las
podemos encontrar en hbitats tan variados como la leche y derivados,
vegetales, carne y derivados, bebidas fermentadas, formando parte de la
microbiota gastrointestinal y genitourinaria del hombre y animales; por ello se
consideran como organismos seguros o GRAS, del inglés General Regarded As
Safe (Azadnia et al.,, 2011; Obed, 2011). Estas bacterias tienen necesidades
complejas de factores de crecimiento como: vitamina b, aminoacidos, péptidos,
bases puricas y pirimidicas, siendo estas algunas de las razones del porque
abundan en un medio nutricionalmente tan rico como la leche (Serna-Cock y

Rodriguez, 2005; Cabeza, 2006).

La clasificacion de las BAL en géneros diferentes se basa en un principio
en la morfologia, modo fermentacién de la glucosa (homofermentativas y
heterofermentativas), el crecimiento a diferentes temperaturas (mesofilos, 25-
30°C y termofilos 40-44°C) (Villega et al., 2006; Zambrano, 2010), la
configuracion del &cido lactico producido, habilidad para crecer a alta
concentracion de sal (6.5%) y tolerancia acida o alcalina (pH 4.5-7), dentro de
las BAL, los géneros mas utilizados para la obtencién de alimentos y bebidas

fermentadas son Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus Yy



dentro del género Streptococcus la especie S.thermophilus (Ferreira, 2012;

Sanchez y Tromps, 2014).

De acuerdo a sus caracteristicas fermentativas las BAL se pueden
clasificar en: homofermentativas, quienes degradan las hexosas exclusivamente
a acido lactico y no fermentan las pentosas o el gluconato; y las
heterofermentativas las cuales degradan las hexosas a acido lactico, acido
aceético, etanol y CO, y las pentosas a acido lactico y acido acético. Las
facultativas heterofermentativas fermentan las hexosas a acido lactico, pueden
producir CO, a partir del gluconato pero no de la glucosa. Ellos también
fermentan las pentosas para producir acido lactico y acético (Helmut et al.,

2011; Ganzle, 2015).

2.2 Bacterias acido lacticas del género Lactobacillus

Es el género mas grande con 183 especies, forman bacilos Gram
positivos con la capacidad de fermentar glucosa y producir acido lactico. Este
género de bacterias es el dominante del sistema gastrointestinal y urinario de
humanos y animales y juega un papel importante en el mantenimiento y
recuperacion de la salud (Ghanbari et al., 2013; Mahrous et al., 2013). Muchas
especies de este género son reconocidas como seguras para Su consumo y
debido a esto son utilizadas en la produccion de alimentos (de Almeida Janior et
al., 2015). Algunas especies del género Lactobacillus, incluyendo Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei y Lactobacillus zeae han sido utilizadas

como probioticos (de Vos, 2011). Ademas son utilizadas como componentes



iniciadores en la fermentacion especialmente de productos lacteos tales como
leche cruda, quesos, yogurts y leches fermentadas, estan presentes
naturalmente o adicionados intencionalmente por razones tecnoldgicas o para

generar efectos benéficos a la salud de los consumidores (Coeuret et al., 2003).

2. 2. 1 Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum es una bacteria de la familia Lactobacillaceae,
capaz de realizar la fermentacion lactica. Es comUnmente localizada en
diversos productos fermentados como productos lacteos coman vy
frecuentemente en una gran variedad de quesos de todo el mundo (Belicova et
al., 2013), carne, frutas y vegetales (da Silva et al., 2014). Es una bacteria
heterofermentativa, con habilidad de crecer entre 15° y 45° mas no a 48°C.
Puede crecer hasta con un 4% de sales biliares y generalmente a una
concentracion de 4% de NaCl, con capacidad para crecer en pH acido a neutro
(2.5-7) tienen la habilidad de sobrevivir en el transito intestinal y de colonizar el
tracto gastro-intestinal de humanos y otros mamiferos (De Vries et al., 2006;

Gamez et al., 2015).

Esta bacteria es empleada como un cultivo iniciador en varios alimentos
fermentados contribuyendo a sus propiedades organolépticas, sabor y textura
(Todorov y Franco, 2010). Algunas cepas son conocidas por producir
sustancias antimicrobianas conocidas como bacterinas (Plantaricinas) que son
activas contra ciertos patdogenos Gram-positivos. Numerosos estudios han

reportado la produccion de estas Plantaricinas por cepas de este género



(Todorov, 2009), al evaluar su aplicacion para el control del crecimiento de
patégenos transmitidos por alimentos como Stahpylococcus aureus, Salmonella
tiphymurium, Escherichia coli y Listeria monocytogenes (Rodriguez, 2009;

Zapata et al, 2009; Atassy y Servin, 2010).

2. 2. 2 Lactobacillus paracasei

La especie de Lactobacillus paracasei es una bacteria Gram-positiva,
perteneciente a la divisibn Firmicutes, y clase Bacilli, orden Lactobacillales y
familia Lactobacillaceae, no adherentes, catalasa negativas, carecen de
citocromos Yy tienen habitos no aerdbicos, pero son aerotolerantes (Axelsson,
1998), es heterofermentativa facultativa comianmente usada en la fermentacion
de productos lacteos y como probiotico (Stolaki et al., 2011; Zhou y Yuquin,
2015). L. paracasei es una bacteria que opera por comensalismo. Es
comunmente encontrarla en el tracto gastrointestinal y oral de humanos, asi
como productos lacteos como quesos madurados, ensilajes y aguas residuales
(Smokvina, 2013). Es una bacteria en forma de bacilo con una anchura de 2,0 a
4,0 ym y una longitud de 0,8 a 1,0 ym. Crece a una temperatura optima de 10 a
37 °C, con capacidad de crecer a temperaturas hasta 40 °C pero no a 45°
(Radulovic et al., 2010; Zhou y Yuquin, 2015). L. paracasei es muy resistente a
condiciones de bajo pH (2.5) y muestra resistencia a la bilis a las
concentraciones presente en el duodeno (Danisco, 2008; Radulovic et al.,

2010).



2. 2. 3 Lactobacillus zeae

Lactobacillus zeae es una bacteria Gram positiva en forma de varilla
(aproximadamente 0,5 a 0,6 por 1,2 a 2,4 um) y se producen individualmente o
en cadenas, facultativamente heterofermentativa, inmoévil, no produce esporas
(Zhou y Yuquin, 2015). Los ensayos de catalasa, benzidina, ureasa e indol son
negativos. Crece a una temperatura de 10 y 45°C y a un pH con un rango de
2.5 hasta 6. Las colonias de superficie en agar MRS son lisas, brillantes,
blancas y de 1 a 2 mm de diametro. Produce principalmente acido L - (+) -
lactico y una cantidad menor de acido D - (-) - lactico. El &cido se produce a
partir de amigdala, celobiosa, fructosa, galactosa, gluconato, glucosa, lactosa,
maltosa, manitol, manosa, melezitosa, ribosa, salicina, sacarosa, tagatosa,
trehalosa y turanosa. El acido no se produce a partir de arabinosa, dextrina,
inositol, inulina, lactato, melibiose, rafinosa, sorbitol (sélo cepa ATCC 393T),
sorbosa, almidén y xilosa. La cepa ATCC 15820T fermenta la ramnosa,
mientras que la cepa ATCC 393T no. El gas se produce a partir de gluconato. El
nitrato no se reduce a nitrito, y el amoniaco no se produce a partir de arginina;
hidroliza la esculina (Dicks et al., 1996; Garcia y Jerez, 2004; Le6n, 2012; Zhou

y Yuquin, 2015).

2. 3 Componentes antimicrobianos producidos por BAL.

Las BAL, ademas de su funcion tecnoldgica, han demostrado tener
actividad antagonista contra microorganismos patdégenos y asociados al

deterioro. La actividad antimicrobiana de las BAL se debe a la competencia por

10



lo nutrientes o por la generacion de metabolitos que establecen factores tales
como aumento de la acidez del medio y su pH, biogeneracion rapida de acidos
organicos, bacteriocinas, péptidos antimicrobianos, peroxido de hidrégeno,
kefirano, etanol y diacetilo, ademéas de bajo potencial redox y disminucion del
contenido de nutrientes (Reis et al., 2012; Macuamule et al., 2016; Miao et al.,

2016).

La utilizacion de los carbohidratos disponibles en los alimentos y la
reduccion del pH a causa de los &cidos organicos producidos, son el principal
mecanismo de antagonismo microbiano de las bacterias lacticas (Castulo et al.,

2008; Suarez et al., 2008).
2. 3. 1 Acidos organicos

La actividad antimicrobiana de los &acidos organicos y del pH es
complementaria, siendo la fraccion no disociada de los acidos organicos la que
posee una mayor actividad inhibidora debido a la naturaleza de disolver lipidos,
ya que pueden atravesar la membrana celular y disociarse en el citoplasma.
Estas moléculas pueden ejercer dos efectos: a) interferir con funciones
celulares, como puede ser la translocacion de sustrato y la fosforilacién
oxidativa; b) la disociacion de los acidos organicos provoca el incremento de
protones en el interior celular. Cuando la concentracidon de protones excede la
capacidad tampon del citoplasma se transportan hacia el exterior mediante
bomba de protones, reduciendo de esta manera las reservas energéticas de la

célula. Cuando estas reservas se agotan, la bomba de protones se detiene y se

11



provoca el descenso del pH interno, lo cual causa a su vez desnaturalizacion de
las proteinas y desestabilizacion de otros componentes estructurales y
funcionales de la célula, interfiriendo asi con la viabilidad (Urrego y Cadavid,

2005; Vasquez et al., 2009).

2. 3. 2 Compuestos no proteicos

Entre los compuestos no proteicos que producen las BAL durante su
crecimiento se encuentran la reuterina como potencial probiéticos en los
alimentos. Esta sustancia a diferencia de las bacteriocinas y el peroxido, solo se
produce por Lactobacillus reutery, aislado del tracto gastrointestinal de
personas y animales; su potencial téxico aun no se ha evaluado, aunque por su
naturaleza existen dudas acerca de su posible utilidad en la industria
alimentaria. Su actividad antimicrobiana es extraordinariamente amplia,
afectando bacterias gram positivas, gram negativas, levaduras, mohos vy
protozoos. La reuterina se forma durante la utilizacion anaerobia del glicerol e
inhibe la actividad de la enzima ribonucleotidoreductasa involucrada en la
sintesis del DNA, lo que determina su amplio espectro antimicrobiano; su
efectividad se lleva a cabo en un intervalo de pH de 2 a 8, siendo mas estable a
pH acido (2), mientras que a pH 11 se degrada inmediata e irreversiblemente

(Rodriguez et al., 2003; Vollenweider et al., 2010).

La reuterina es activa frente a numerosos microorganismos patdogenos y

alterantes asociados a alimentos. Por sus caracteristicas, se ha propuesto

12



como bio-conservante en la mejora de la calidad y seguridad de alimentos

(Axelsson et al., 1989; Vollenweider et al., 2003).

2. 3. 3 Metabolitos del oxigeno.

El crecimiento de BAL en medios anaerobios conduce a la formacion de
varios metabolitos del oxigeno como: peroxido de hidrégeno, aniones super
oxido y radicales libres, que poseen un efecto bacteriostatico y bactericida
frente a la flora lactica y no lactica (Ammor et al., 2006). El peréxido de
hidrogeno (H20O,) funciona como un oxidante produciendo radicales libres que
atacan los componentes esenciales de la membrana como lipidos, proteinas y
DNA, generando asi la susceptibilidad de la célula de muchos microorganismos;
la acumulacion del (H,0;) en los medios de cultivo, se debe a que las BAL, en
general no poseen catalasa. El peréxido de hidrégeno ha sido estudiado mas
ampliamente en leche cruda, donde se genera el sistema antimicrobiano
“lactoperoxidasa”, sin embargo a pesar de su potencial en la preservacion, es
reconocida la poca viabilidad de este compuesto en los alimentos, ya que
puede tener efectos perjudiciales en su calidad organoléptica causando
rancidez de las grasas y reacciones de decoloracién (Schnirer y Magnusson

2005, Jang et al., 2008).

El dioxido de carbono es un producto final de la heterofermentacién y en
ocasiones se obtiene por descarboxilacion de aminoacidos por BAL. El didxido
de carbono promueve un ambiente anaerobico, reduce el pH y puede ayudar a

destruir la integridad de la pared celular microbiana (Ouwehand, 1998).
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Asi mismo, el diacetilo es producido por BAL a través del metabolismo
bacteriano de la glucosa via piruvato (fermentacibn homofermentativa)
encargandose de impartir propiedades aromaticas de sabor y olor a
mantequilla. Se ha mostrado la actividad antimicrobiana del diacetilo a nivel de
200 pg/ml para levaduras y a 300 pg/ml para bacterias Gram positivas no

lacticas (Axelsson, 1998; Ouwehand, 1998).

2. 3. 4 Bacteriocinas

Las bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas (BAL) son de
particular interés para la industria alimentaria: son péptidos o proteinas
pequefias (<10 kDa), sintetizadas por los ribosomas y que poseen actividad
antimicrobiana con diferentes niveles y espectros de actividad, mecanismos de
accion, peso molecular y propiedades fisicoquimicas, que pueden ser
sintetizadas por bacterias Gram positivas y Gram negativas (Beshkova y
Frengova, 2012; Stoyanova et al, 2012; Mondragon-Preciado et al., 2013)
Tienen dos mecanismos de accion principales, el primero de accién bactericida
gue produce la muerte del microorganismo patdgeno y actividad bacteriostatica,
gue inhibe el crecimiento bacteriano (Paredes y Roca, 2004) sobre moléculas
superficiales de la membrana de la célula blanco en donde se lleva a cabo el
acoplamiento de la bacteriocina producida por otra bacteria; ademas, la
composicién quimica de éstas sustancias es muy variada y su modo de accién
especifico (Vasquez et al, 2009). Razén por la cual sirven como barreras
antimicrobianas y ayudar a reducir los niveles de microorganismos patégenos

(Fernandez, 2005). Las bacteriocinas que producen las BAL han sido
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intensamente estudiadas por su actividad antimicrobiana contra bacterias
patégenas tales como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Clostridium botulinum y Salmonella, entre otras (Motta et al., 2008;

Véasquez et al., 2009; Andrade et al., 2015).

Existen numerosas bacteriocinas y cada una tiene espectros de
inhibicidn particulares, esta caracteristica es aprovechada para la manipulacién
de poblaciones bacterianas a nivel de tracto digestivo con el fin de excluir
patégenos, mejorar la digestibilidad e incrementar la actividad inmunoldgica de
muchas especies animales y son ampliamente utilizadas en la cria de cerdos,
aves y recientemente ha surgido un interés sobre su aprovechamiento como
conservadores biolégicos puros en la industria alimentaria que en un momento
dado podrian reemplazar a los conservadores sintéticos (Monroy et al., 2009;
Beristain-Bausa et al.; 2012).

Las bacteriocinas contienen puentes disulfuro, tipo éter o grupos tiol
libres y cuentan con puntos isoeléctricos en un intervalo de pH 8.6 a 10.4

(Cotter et al., 2005).

La produccion de las bacteriocinas ocurre de forma natural durante la
fase logaritmica del desarrollo bacteriano o al final de la misma y generalmente
estd influenciado por el mecanismo de deteccion de quérum o por cualquier
signo de estrés (Martinez et al., 2013). Entre sus principales caracteristicas
destacan ser termo resistentes lo que les permite mantener su actividad
antimicrobiana tras someterlas a temperaturas similares a las de la

pasteurizacion y esterilizaciéon de la leche (63° a 110° C) y a pH é&cidos (1.3 -

15



3.5) (Alquicira, 2006; Benmechernene et al., 2013). Sin embargo, aunque las
bacteriocinas presentan estabilidad a pH acido (1.3) o neutro (5.5) son
facilmente destruidas a pH mayor de 10 (Jack et al., 1995). Dicha estabilidad
puede deberse a la formacion de estructuras globulares pequefias y a la
presencia de regiones hidrofobicas, asi como a la formacion de enlaces

cruzados estables (Alquicira, 2006).

Debido a su naturaleza proteica, las bacteriocinas son inactivadas por
proteasas, incluyendo las de origen pancreatico y gastrico, debido a ello durante
Su paso por el tracto gastrointestinal son inactivadas, sin ser absorbidas como
compuestos activos resultando asi presuntivamente inocuas para el consumidor

(Quintero, 2006).

Las bacteriocinas han sido agrupadas en cinco clases de acuerdo a
distintos criterios de clasificacion tales como el peso molecular, propiedades
fisicas, estructuras quimicas, modo de accidn y caracteristicas genéticas y
bioguimicas (Monroy et al., 2009; Abriouel et al., 2011; Zacharof y Lovitt, 2012;

Balciunas et al., 2013):

e Clase | o lantibidticos, de bajo peso molecular menor a 5 kDa,
resistentes a altas temperaturas y con aminoacidos no comunes
como lantionina, metillantionina, dehidrohilamina y dehidrobutirina.

e clase Il, denominados no lantibidticos, estables al calor y al pH con un
peso molecular menor a 10 kDa, no contienen aminoacidos

modificados, este grupo de bacteriocinas es considerado como el
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mayor subgrupo de bacteriocinas provenientes de las BAL, no solo
por su gran numero, sino también por su actividad antimicrobiana y
aplicaciones potenciales.

e clase Ill, son termolabiles, este grupo es denominado
“bacteriolisinas”, incluye péptidos con un peso molecular mayor a 30
kDa y son sensibles a la inactivacion a altas temperaturas.

e Clase IV son péptidos grandes y de estructura compleja, ya que se
encuentran asociados a carbohidratos (glicoproteinas) o lipidos
(lipoproteinas).

e Clase V, se encuentran los péptidos con una estructura circular que
no posee modificacion postraduccionales, siendo la enterocina AS-48

un ejemplo de esta clase (Zacharof y Lovitt, 2012.

De acuerdo con Cintas et al. (2001) se ha determinado que las bacteriocinas
demuestran alta actividad bactericida que se relaciona con el contenido de

cistina y, de acuerdo con ello se establecen tres grupos:

a) Bacteriocinas con espectro inhibitorio estrecho, cuyos productos inhiben
microorganismos de la misma especie.

b) Bacteriocinas con espectro inhibitorio intermedio, cuyos productos
inhiben otros géneros de BAL, bacterias Gram positivas y patdgenos
presentes en alimentos.

c) Bacteriocinas con amplio espectro de inhibicibn que actlan contra un

gran numero de bacterias Gram positivas.
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La accion de las bacteriocinas esta determinada por la composicion de la
membrana citoplasmatica, la estructura y la expresion de una proteina en
funcidbn de la inmunidad, ademas de la composicion quimica del medio

ambiente (Cintas et al., 2001; Heerklotz et al., 2004).

Las bacteriocinas actian en células sensibles, desestabilizan vy
permeabilizan la membrana citoplasmatica por medio de la formacién de poros
en la membrana celular, causando la disipacién o reduccion de la fuerza motriz
de la célula debido a la interaccidon con polimeros anidnicos que constituyen la
pared celular, lo cual se inicia con la atraccion de las bacteriocinas hacia la
bacteria diana a través de fuerzas electrostaticas, debido a que las
bacteriocinas estan cargadas positivamente e interactian con los fosfolipidos
de la membrana de las bacterias que se encuentran cargadas negativamente.
Ademas, la naturaleza anfipatica de las bacteriocinas facilita ain mas su
distribucién a lo largo de la superficie de la membrana celular de la bacteria,
dando salida a compuestos como fosfato, potasio, aminoéacidos, ATP,
disminuyendo la sintesis de macromoléculas y por consecuencia la muerte
celular (Nishie et al., 2012: Yusuf, 2013; Bemena et al., 2014). Cotter et al.
(2005) determinaron que las bacteriocinas de bacterias Gram positivas

presentan diferentes modos de accién de acuerdo a su clasificaciéon (Fig3).
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Figura 3. Modo de accién de los lantibioticos (Clase 1), no-lantibioticos (Clase II)
y bacteriolisinas (Clase Ill) (Adaptado de Cotter et al., 2005)

Las bacteriocinas de la clase 1, como la nisina, han demostrado tener un
modo de accion dual, la bacteriocina se una a la pared celular mediante
atracciones electrostaticas (etapa 1). Después, la nisina se une al lipido I,
principal transportador de las subunidades de peptidoglucano (principal
compuesto de la pared celular, y utiliza esta molécula para anclarse a la
membrana celular (etapa 2). Luego, la bacteriocina cambia su orientacion en
relacion con la membrana y se inserta en ésta, finalmente, la uniéon de diversos
péptidos en el sitio de insercion provoca la formacion de un poro que permite la
salida de moléculas importantes como aminoacidos y ATP, lo que lleva a la
bacteria a una rapida muerte celular (etapa 3) (Lopez et al., 2008; Pérez et al.,
2014).
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Los no-lantibiéticos (clase Il) contienen dos péptidos en su estructura
principal, los cuales pueden presentar actividades duales distribuidas a través
de sus dos péptidos. Los péptidos de esta clase tienen una estructura anfifilica
helicoidal, lo que les permite orientarse e insertarse en la membrana de la
célula, provocando la muerte celular. EI modo de accién principal se debe a las
interacciones con la membrana celular, se inicia con el reconocimiento entre la
bacteriocina y el receptor de la membrana celular, seguido de una serie de
interacciones electrostaticas, que le permite insertarse dentro de la membrana
interfiriendo con su estructura y conduciendo a una despolarizacion y muerte

(Hu et al., 2006).

El mecanismo de la pediocina PA-1 es el mas estudiado. En este caso, el
extremo N-terminal de la molécula adopta una conformacion [ que es
estabilizada por un puente disulfuro entre Cisteina-9 y Cisteina-14, para
promover la unién de los amino&cidos cationicos (Lisina-11 e Histidina-12) a los
fosfolipidos anionicos, en la membrana a través de interacciones
electrostéticas. Posteriormente el extremo C-terminal sufre transformacion
donde el puente disulfuro entre Cistéina-24 y Cisteina 44 ayuda a la formacion
de una estructura a-helicoidal que favorece el contacto con los lipidos de la
membrana celular. La pediocina PA-1 se introduce en la membrana, causando
la formacién de poros y la disipacién de protones lo que causa un colapso en el
gradiente de la membrana, incrementando el voltaje celular y haciendo

susceptible a la célula de perder iones intracelulares y ATP, absorbiendo
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radiacion UV y evitando el transporte de aminoacidos; para finalmente provocar

la muerte celular (Naidu et al., 2006).

El mecanismo de accién de las bacteriocinas de la clase Il “bacteriolisinas”
es menos complejo con respecto a los lantibioticos y no-lantibioticos, ya que
actuan directamente sobre la pared celular de las bacterias Gram positivas lo

que conduce a la muerte y lisis de la célula (Cotter et al., 2005).

La composicion y estructura del alimento tiene un significativo efecto
dindmico y factores de interacciébn importantes, como la temperatura de
almacenamiento y los ingredientes presentes pueden favorecer o inhibir la
accion de la bacteriocina como la glucosa o acidos, la. Un pH puede favorecer
la produccion de bacteriocinas e incrementar su actividad (Elegado et al., 2005;

Grande et al., 2006).

La actividad antibacteriana se pronuncia en la fase logaritmica temprana y
en la fase estacionaria (Ogunbanwo et al., 2003) por lo que a la hora de aplicar
las bacteriocinas a un alimento a partir de un cultivo iniciador o para su
purificacion, es importante considerar que, segun Pal et al. (2005), las etapas
de velocidad maxima de produccién de la bacteriocina es la fase logaritmica,
con el fin de aumentar la efectividad del proceso de accion de estos

compuestos ante microorganismos de deterioro o patbgenos importantes.

Las bacteriocinas ejercen su poder antimicrobiano ante microorganismos

relacionados o presentes en su ambiente (Grande et al., 2006), esto hace que
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los microorganismos de deterioro o patégenos puedan presentar distintos

comportamientos ante la presencia de la bacteriocina.

2. 3. 4. 1 Bacteriocinas producidas por Lactobacillus

Numerosas cepas de bacteriocinas producidas por el género Lactobacillus

han sido aisladas en las Ultimas dos décadas y asi mismo han sido evaluadas.

En el cuadro 1 se identifican a bacteriocinas aisladas en productos lacteos.

Cuadro 1. Bacteriocinas producidas por

productos lacteos.

Lactobacillus aislados de

Cepa Bacteriocina Patégeno que inhibe Referencia
E. coli, L.
L. delbruekii monocytogenes, S. Miteva et al., 1998

L. paracasei sbsp
paracasei

L. plantarum AMA-K

L. plantarum ST8KF

L. plantarum LB-B1

Bacteriocina 217

Bacteriocina AMA-K

BacST8KF

Pediocin
LB-B1

aureus, E. faecalis

E. coli, Salmonella spp.,
P. aeruginosa, B. cereus.,
S. aureus, S. faecalis,
Micrococcus flavus
Enterococcusspp., E. coli,
Klebsiella pneumoniaey
Listeria spp.

Listeria innocua,
Lactobacillus casei,
Lactobacillus salivarus y
Lactobacillus curvatus
Listeria spp.,
Lactobacillus spp.,
Streptococcus spp.,
Enterococcus spp.,
Pediococcus spp., y E.
coli

Lozo et al., 2004

Todorov et al, 2007

Powell et al., 2007

Xie et al., 2011

2. 4 Métodos de deteccion de actividad antimicrobiana

Las BAL aisladas de diferentes fuentes como material vegetal, productos

alimenticios, humanos y animales pueden ser examinadas a partir de la
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actividad antimicrobiana, y es importante poder analizar una gran cantidad de
cepas de manera facil, rapida y confiable, un parametro a considerar cuando se
realizan ensayos para la deteccién de la actividad antimicrobiana es el medio de
cultivo particular que se usa para cultivar la cepa sensible (O’'Bryan et al., 2015).
Experimentos recientes indican que, cuando se cultiva una cepa sensible en un
medio que contiene hidrolizado enzimatico de caseina, se forman zonas de
inhibicion mas pequefias que cuando se cultivan en un medio con caseina
hidrolizada &acida, la presencia de mas péptidos de tamafio mediano en el
hidrolizado enzimatico puede interferir de algin modo con la actividad de la
bacteriocina, tal vez por la formacion de agregados proteicos, existen varias
técnicas disponibles para detectar la actividad antimicrobiana de las cepas de
BAL, a continuacion se describen los que comunmente se utilizan para su

estudio (O’Bryan et al., 2015).

2. 4.1 Prueba de la gota

El spot test, o “prueba de la gota” es una técnica quimica, simple y
eficiente en la que los ensayos analiticos se ejecutan en una o varias gotas de
una solucion quimica, sobre superficies solidas impermeables como agar o
papel filtro, sin utilizar cualquier instrumentacién sofisticada. La técnica consiste
en la inhibicion del crecimiento de una cepa sensible, por una bacteria
productora de una sustancia antagonista, en la cual se toma una pequefia
cantidad (2ul) de una suspension bacteriana de la cepa productora y se
deposita dejando caer la gota de esta suspension sobre la superficie de una

placa con el medio agar 6ptimo previamente inoculado con aproximadamente
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(1x10® UFC / ml) del microorganismo sensible con el que se desea estudiar la
bacteria productora de esta sustancia, se deja incubar 24 o hasta 72 horas a la
temperatura 6ptima de crecimiento del microorganismo estudiado (35 + 2° C),
después de este periodo se observara una zona clara de inhibicién de al menos
2mm para considerar como positiva la prueba (Hernandez et al., 2005; Milillo et

al., 2013).
2. 4. 2 Ensayo de difusion en disco

El método de difusién del disco se desarrollé originalmente como un
medio para medir el efecto de un antibiético contra las bacterias cultivadas en
cultivo (Bauer 1966). La bacteria en cuestiéon se inhibe de forma uniforme a
través de una placa de cultivo. A continuacion, se coloca sobre la superficie del
agar un disco de papel de filtro de 6 mm, impregnado con una dilucién conocida
del compuesto antimicrobiano a analizar. EI compuesto se difunde desde el
papel de filtro al agar. La concentracion del compuesto sera mas alta al lado del
disco y disminuird a medida que aumente la distancia del disco. Si el compuesto
es efectivo contra bacterias a cierta concentracion, no creceran colonias donde
la concentracion en el agar sea mayor o igual a la concentracion efectiva. Esto
crea una zona de inhibicion medible. Por lo tanto, el tamafio de la zona de
inhibicion es una medida de la efectividad del compuesto: cuanto mayor es el
area despejada alrededor del disco filtrante, mas eficaz es el compuesto en
concentraciones mas bajas contra la especie bacteriana de prueba (O’Bryan et

al., 2015).
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El método de difusion en disco se ha adaptado para su uso en la prueba
de cultivos 0 compuestos para la accion antimicrobiana colocando una alicuota
de cultivo o compuesto en discos abrasivos de 6 mm de diametro, que se dejan
secar durante 10 minutos. El organismo sensible se extiende, se coloca en
placas sobre el medio apropiado y los discos se colocan asépticamente sobre la
superficie del agar; las placas se incuban durante la noche y se miden las zonas
de inhibicion (Meena y Sethi, 1994). Tadese et al. (2005) midieron este método
un tanto sumergiendo discos de filtro estériles en el caldo de cultivo de BAL que
se habia incubado durante 24 horas. Estos discos se colocaron en agar
solidificado Mueller-Hinton sembrado con cultivos de organismos de prueba de
12-14 h; las placas se incubaron durante la noche y se midieron las zonas de

inhibicion.

2.4.3 Ensayo de difusion en pozo

El método de difusion en pozo es una ligera modificacion de la técnica de
difusién en disco, y actualmente es recomendado por el subcomité de Ensayos
de Susceptibilidad de NCCLS (por su siglas en inglés: National Committee for
Clinical Laboratory), de Estados Unidos. El fundamento de esta determinacion
es establecer, en forma cuantitativa, el efecto de un conjunto de sustancias,
ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que se aislan de
procesos infecciosos (NCCLS, 1998). El método se basa en la relacion entre la
concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el
halo de inhibicidn de crecimiento en la superficie de una placa de agar con un

medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria a
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ensayar, sobre el cual se hace un pozo de 6 a 8 mm de diametro impregnado

con una cantidad conocida de la sustancia (NCCLS, 1998; Hacek et al., 1999).

En el caso de evaluar varias sustancias o concentraciones, los pozos
deben colocarse en forma equidistante, posteriormente se incuba a la
temperatura adecuada por 24 horas (Mbata et al., 2006; Mallesha et al., 2010)
luego se mide el halo de inhibiciébn y se comparan los efectos de las distintas
sustancias o concentraciones sobre el microorganismo sensible estudiado, con
el antibidtico control, la lectura de los resultados representa la actividad in vitro
de la sustancia. Algunos autores refrigeran las cajas a 4°C para permitir la

predifusion de los extractos antes de la incubacion (Daferera et al., 2004).

En general se propone utilizar los métodos de difusion (en disco o en
pozo) para estudiar compuestos polares. Las metodologias aplicadas siempre
consideran la estandarizacion de la concentracion bacteriana a utilizar, con el
animo de evitar un crecimiento exhaustivo, que impida el analisis de los
resultados o proporcione resultados errados lo cual puede variar
significativamente la respuesta del extracto utilizado, indicando la necesidad de
utilizar concentraciones mayores de éste para inhibir el crecimiento del
microorganismo. La concentracién de bacterias empleada para el estudio de
susceptibilidad en el laboratorio ha sido estandarizada a un equivalente de 0.5
en la escala de Mac Farland, el cual corresponde a 1X10® UFC/ml. Es
recomendable tomar el inoculo de cultivos en la fase exponencial de
crecimiento y siempre tomar 4 o 5 colonias de un cultivo puro para evitar

seleccionar variantes atipicas (Anon, 2003).
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Los medios de cultivo mas utilizados en dichas técnica son el agar
Mueller-Hinton y agar Tripticasa soya, ya que sus componentes facilitan el
crecimiento de diferentes cepas bacterianas y mayor difusiéon de las muestras,

algunos investigadores utilizan agar nutritivo (EUCAST, 2000; Doughari, 2006).

2. 5 Prueba de resistencia a antibioticos

Desde el punto de vista de la seguridad, cuando una cepa de bateria demuestra
la resistencia a los antimicrobianos mediante métodos fenotipicos, es envidiable
monitorear la base molecular de esta resistencia. A este respecto, el
desempefio de la prueba de sensibilidad a los antimicrobianos podria
considerarse un criterio de seleccién esencial para los cultivos probioticos como
los son las bacterias acido lacticas y una guia efectiva para el tratamiento
antimicrobiano especifico. En consecuencia, las estrictas medidas de control
de calidad y la caracterizacion y el mantenimiento adecuados de las cepas de
cultivo inicial durante la produccién de productos fermentados y farmacéuticos
son obligatorias, siendo deseable que las cepas que seran utilizadas como
probidticas no presenten resistencia del tipo cromosomica (Sharma et al.,
2015). La determinacion de la posible virulencia de los microorganismos es
necesaria para garantizar la seguridad, incluso entre un grupo de bacterias

GRAS (Joint FAO/WHO, 2002)

Sin embargo existen diferentes técnicas de laboratorio que pueden ser
utilizadas para evaluar in vitro la resistencia de las bacterias a diferentes

agentes antimicrobianos. Entre estas técnicas, la prueba de susceptibilidad de
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difusiéon en disco (técnica de Kirby-Bauer) es la mas comun (Jorgensen y

Turnidge, 2007).

2.6 Microorganismos patégenos de importancia en alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos son un importante
problema de salud publica a nivel mundial y conllevan una gran carga de
morbilidad, siendo los productos lacteos, un medio de cultivo para el
crecimiento de microrganismos patdégenos y de deterioro representando del
1.5% a 6.8% del peligro bioldégico para la intoxicacién alimentaria (Azar y
Rofehgari-Nejad, 2009). El principal determinante que influye en la calidad y
seguridad de los lacteos sin duda, es la leche cruda, siendo la principal fuente
de contaminacion la mastitis bovina, cuyo agente etiologico mas importante es
Staphylococcus aureus, por otro lado, Salmonella spp., E. coli, Campylobacter y
Brucella, son los patégenos en queso principalmente de tipo artesanal que
mayormente se asocian a los brotes de enfermedad por intoxicaciones de tipo
alimentarias en un 29% en el mundo (Dominguez et al, 2009; Gould et al., 2014;

Parrilla et al. 2016).

En el afio 2017, el boletin del Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica reportd para la Republica Mexicana 1, 380, 630 de casos de
infecciones intestinales, representando para el estado de Baja California el
2.6% de los casos, siendo el 0.035% por Salmonelosis, el 0.02% por
Staphilococcus aureus y el 0.0003% por Shigelosis. (SINAVE/DGE/Salud,

2018).
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Los productos lacteos han sido reconocidos por ser susceptibles a la
contaminacion por microorganismos deterioradores. La contaminacion
microbiana puede ocurrir en cualquier etapa, desde la produccién del queso
hasta el consumo del mismo, demostrandose que la contaminacion cruzada es
la principal fuente de microorganismos indeseables en quesos hechos a partir
de leche pasteurizada y no pasteurizada. De igual manera, el queso fresco
artesanal, con malas condiciones de higiene durante el proceso de maduracién
incrementa la posibilidad de tener un producto perjudicial, ocasionando una
pérdida econdmica importante para los productores, y un riesgo para la salud

de los consumidores (Borges 2006; Carrasco et al., 2012).

2. 6. 1 Salmonella

Salmonella spp. es mundialmente encontrada en alimentos, siendo un
agente microbiano envuelto en brotes de enfermedades de origen alimenticio,
comunmente asociados a la ingestion de alimentos de origen animal, como
pollo, huevos, carne, leche y productos lacteos (CDC 2004; Dalton et al. 2004;

Colak, 2006; Arques et al, 2015).

Salmonella es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Es mévil y no fermenta la lactosa
o lo hace lentamente. Generalmente produce &cido y gas de la glucosa, a
excepcion de Salmonella entérica serotipo Typhi que no produce gas ni utiliza
lactosa (Strockbine et al., 2015). Tiene gran capacidad de adaptacion a

ambientes adversos, como altas concentraciones de sal, valores de pH de 4,5 a
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9, temperaturas entre 6-42 °C y valores de actividad de agua igual o superiores
a 0,93 (D’Aoust, 2000; Holt y col., 2000). Actualmente se divide en 2 especies:
Salmonella enterica, con 6 subespecies y Salmonella bongori, mucho menos
frecuente. Cada subespecie, a su vez, se divide en serovariedades o serotipos
y la mayoria pertenecen a Salmonella entérica subsp. Entérica (Elika, 2013;

Talaro y Chess, 2015).

La contaminacion por Salmonella spp, puede ocurrir en leche y quesos
frescos, de larga maduracién y prolongado tiempo de almacenamiento debido a
que los rumiantes productores de leche son un reservorio comun, alojando esta
bacteria en el rumen y heces, ademas de una mala manipulacion y malas
condiciones higiénicas de la materia prima (leche) durante el proceso de su

manufactura (Oliveira et al., 2011; Pointon et al., 2012).

2. 6. 2 Staphilococcus aureus

Staphilococcus aureus es uno de los mas importantes patdégenos
humanos y animales. El género Staphylococcus esta formado por cocos Gram
positivos, con un diametro de 0.5 a 1.5 ym, se caracteriza por su tipo de
agrupacion, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas.
Son bacterias no moviles, no esporuladas, no poseen capsula, son anaerobias
facultativas. La mayoria de los estafilococos producen catalasa (enzima capaz
de desdoblar el perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre) (Kuroda, 2001;
Harris, 2002). Tiene un amplio conjunto de mecanismos de virulencia asociados

con la infectividad, la produccion de toxinas y la resistencia a los
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antimicrobianos (Argudin et al.,, 2010). Entre las toxinas producidas por S.
aureus, las enterotoxinas estafilocécicas son una preocupacion, ya que al
producirse en alimentos, pueden causar intoxicacién alimentaria, siendo una de
las enfermedades mas prevalentes en todo el mundo transmitidas por alimentos
como la leche cruda y sus derivados siendo los involucrados mas frecuentes en
estos brotes (ECDC, 2015; ANVISA, 2015). La intoxicacion causada por
enterotoxinas estafilocécicas (SE) producidas por S. aureus en el producto
lacteo causa diarrea y vomitos severos solo horas después de la ingestion

(Argudin et al., 2010).

2. 6. 3 Escherichia coli

El grupo de coliformes fecales, se define como barras Gram-negativas
moviles, con flagelos, aerobias y anaerobias facultativas, no esporuladas, que
pueden presentar capsula, muy resistentes a la temperatura y a los agentes
externos, producen CO; a partir de lactosa y crece entre 8 y 46 °C, pH entre 4,4
y 10, en medios con valores minimos de actividad de agua 0,95; (Martinez-
Medina et al., 2009; Horcajo et al., 2012). E. coli es una especie predominante
entre los varios tipos de bacterias Gram-negativas, anaerobias facultativas, y
parte de la microbiota de humanos y animales de sangre caliente. Esta bacteria
también se puede encontrar en agua, suelo, vegetales y alimentos comunmente

de origen animal como leche y sus derivados (Talaro y Chess, 2015).
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. MATERIALES Y METODOS

3. 1 Lugar de estudio

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Leche del Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autonoma de Baja
California (IICV-UABC) en la ciudad de Mexicali, Baja California.

3. 2 Fuente de las bacterias del género Lactobacillus

Se obtuvieron a partir de aislamientos de queso prensado y oreado de
24h de elaboracion con de leche cruda de vaca de unidades productoras de la
comunidad de Ojos Negros, municipio de Ensenada, Baja California. Las
muestras se transportaron y almacenaron a 4°C hasta el momento de su

analisis.

Las muestras de queso fueron procesadas de acuerdo al protocolo de la NOM-
110-SSA1-1994. Brevemente, 10 g de queso fueron pesados en una bascula
(Triple Beam 700/300 series, Ohaus; USA) para homogenizarla en 90 ml de
agua peptonada bufferada en stomacher (Seward, UK) a 200 rpm por un
minuto. Se realizaron cinco diluciones seriadas (10" a 10°) utilizando solucién
buffer, posteriormente un mililitro de cada diluciéon fue colocada en cajas petri
por duplicado con medio agar Man Rogosa Sharpe (MRS: Difco) con la técnica
de vaciado en placas e incubandolas por 48 horas a 35 + 2°C bajo condiciones

de anaerobiosis (Carafa et al., 2015). De la ultima dilucion desarrollada de cada
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placa de medio a agar (10-°), se tomaron 6 colonias para ser resembradas, y

preseleccionar aquellos aislados que concordaran con las caracteristicas

fenotipicas tales como: catalasa (-) utilizando peroxido de hidrogeno al 3%,

prueba de KOH (-) con hidréxido de potasio al 3%, tincion Gram (+) y

morfologia (coco, cocobacilo, bacilo), desarrollo de CO, a partir de glucosa y

PCR rDNA 16S (DNeasy blood &Tissue Kit-QIAGEN) con compatibilidad del

90100% con el género Lactobacillus; resultando entonces catorce bacterias de

Cuadro 2. Identificacidn fenotipica y genotipica de especies de Lactobacillus (Lb)

aisladas de queso artesanal de Ojos Negros.

ID Lab GRAM MORFOLOGIA KOH Cat Oxi CO, IDPCR PCR-Lb
82MRS pos cocos " ) ) ) 3 Lb. plantarum
83MRS pos bacilos ) () () ) 4 Lb. plantarum
82MRS pos bacilo ) () () ) 6 Lb. plantarum
81MRS pos Bacilos () () 6 (+)? 7 Lb. plantarum
83MRS pos Bacilos ©) G 0 - 8 Lb. plantarum
83MRS pos Bacilos alargados Q) ©) ) (+) 9 Lb. plantarum
83MRS pos Bacilos ) ¢) ¢ ) 10 Lb. plantarum
99MRS pos cocobacilos ) ) ) ) 36 Lb. zeae
99MRS pos cocobacilos ) ) ) () 39 Lb. plantarum
100MRS pos cocos ) () () () 41 Lb. plantarum
99MRS pos bacilos ) ) ) (+) 44 Lb. paracasei
100MRS pos bacilos ) ) ) ) 45 Lb. paracasei
100MRS pos bacilos () () () () 47 Lb. zeae
101IMRS pos cocobacilos ) ) ) ) 48 Lb. paracasei

1(-) reaccion negativa, (+) reaccién positiva

este grupo (Cuadro 2), de las cuales nueve se identificaron como Lactobacillus

plantarum (64%), tres Lactobacillus paracasei (22%) y dos Lactobacillus zeae

(14%). Las cepas de Lactobacillus se activaron de nuevo en caldo MRS
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(DIFCO, USA) incubadas a 35+2°C por 24 horas en anaerobiosis para su
posterior estudio en los ensayos para detectar la actividad antimicrobiana,
actividad acidificante: pH mediante potenciometro (Multi-
parameterPCSTestrTM35, EUTECH Instruments, USA), determinacion de acido

lactico (NOM-155-SCFI-2012) y sensibilidad a antibiéticos.

3. 3 Fuente de las bacterias patégenas

Las bacterias patégenas utilizadas como control (Salmonella typhimurium
ATCC14028, Staphilococcus aureus 9091, Escherichia coli 1822B) para el
estudio de la actividad antimicrobiana fueron obtenidas del cepario del

laboratorio de biologia molecular del ICV-UABC.

Para la reactivacion inicial se siguié la metodologia por Hernandez et al.
(2005) inocul6 una alicuota congelada con glicerol de cada bacteria en medio
liquido agar infusion cerebro corazon (Becton Dickinson, Alemania) e incubado
por 24 horas a 35%+2°C con agitacion de 250 rpm (VWR Incubatig Orbital
Shaker, serie 070809005, USA) para su posterior uso, se almacenaron a 4° C

por un tiempo no mayor a 24 horas.

3. 4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de

Lactobacillus por ensayo de difusién en disco

El efecto de la actividad inhibitoria de los sobrenadantes con las
diferentes especies de Lactobacillus se evalué siguiendo el protocolo de Bauer
(1966) y Sanchez y Tromps (2014) sobre microorganismos patdgenos de
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importancia alimentaria tales como: Salmonella tiphymurium (ATCC14028),
Stahpylococcus aureus 9091A y Escherichia coli 1822B las cuales fueron
cultivadas para su reactivacion en caldo infusion cerebro corazon (Becton

Dickinson, Alemania) incubadas a 35 = 2 °C por 24 horas.

Las 14 cepas de Lactobacillus se cultivaron por 24 horas en caldo e
incubando a 35 = 2 °C en un medio MRS (DIFCO, USA) para obtener el
sobrenadante por medio de centrifugacion 12000 x g en un tiempo de 10
minutos a 4 °C, y posteriormente esterilizar el sobrenadante bajo filtracion

usando una membrana de 0.25 um (Puradisc, GE Healthcare, UK).

Los microorganismos patdgenos indicadores fueron subcultivados en
agar infusion cerebro corazén, fundido a una densidad 6ptica de 0.5 (O.D.g00) Y
se vertieron 12 ml en placas petri estériles, se dejaron solidificar a temperatura
ambiente. Una vez solidificado el medio infusién cerebro corazén, se emplearon
discos de papel filtro estériles (Whatman, GE Healthcare, UK) y se
humedecieron con 35 ul del sobrenadante de cada una de las catorce cepas de
Lactobacillus; con una pinza de metal estéril, se colocaron los discos de papel
filtro humedecidos sobre la superficie de las placas con el microorganismo
patdgeno ya inoculado y se incubaron por 24 horas a 35 + 2 °C. La evaluacién
de la actividad inhibitoria se expresd por la presencia de halos de inhibicién
mayores a 1mm de diametro como patron de referencia de acuerdo a la
metodologia utilizada por Sanchez y Tromps (2014). Los ensayos se

condujeron por duplicado.
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3.5 Evaluacion de la actividad acidificante de las especies de Lactobacillus

Para evaluar la capacidad de acidificacion de las especies de
Lactobacillus se siguio el protocolo de la NOM-155-SCFI (2012), para medir
acidez titulable expresada como acido lactico, a fin de excluir el efecto
inhibitorio del metabolito producto de la fermentacion de acidos organico como
es el acido lactico en menor tiempo de desarrollo (Kummar and Kummar 2015).
Se inocularon 14 frascos estériles con 80ml de medio Skimmilk (caldo MRS,
DIFCO + leche desnatada) a partir de un cultivo fresco de 24 horas con cada
una de las cepas de Lactobacillus (1% v/v). Se incubaron a 35 + 2°C por 24
horas. Posteriormente a las 2 horas se les realizé6 mediciones de pH y acidez
titulable y consecuentemente 6, 18 y 24 horas después de inoculadas. El

porcentaje de acidez titulable se expresé como acido lactico.

El ensayo consistié en extraer asépticamente 10 ml de caldo Skimmilk y
depositarlo en un vaso estéril de 50mL, para realizar la prueba de pH mediante

un potenciémetro (Multi-parameter PCS Testr' 35, EUTECH Instruments).

Para la determinacién del acido lactico por el método de titulacién, se
tomé un ml del mismo medio caldo Skimmilk y se diluyé llevando a 9 ml de
agua destilada estéril para obtener un volumen final de 10 ml. Afladiendo una
gota de solucién de fenoftaleina al 1%, para su titulacion con hidréxido de sodio
0.1 N, hasta la aparicion de un color rosado que persistia de 5 a 30 segundo,
los resultados se reportaron en % de acido lactico. Todos los ensayos se

llevaron por duplicado.
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3. 6 Prueba de sensibilidad a antibiéticos en Lactobacillus

Se utilizé el método de difusibn en agar (Ferrari et al., 2016). Los
sensidiscos con los antibiéticos utilizados (cuadro 3) fueron los recomendados

por el Instituto de estandares de clinicas y laboratorios (CLSI, 2012).

Cuadro 3. Antibioticos utilizados en la prueba de sensibilidad a

antibioticos.

Amoxicilina+ac. Clavulanico 20/10pg
Eritromicina 15ug
Penicilina 10pg
Amoxicilina 10pg
Cotrimoxazol 25ug
Cefalexina 30ug
Cefazolin 30ug
Cefuroxima 30ug
Cloranfenicol 30ug
Ciprofloxacina 5ug
Ofloxacina 5ug
Piperaciclina 100ug
Azitromicina 15ug
Tetraciclina 30ug

Retomado de Arkay Healthcare, India. 2009

Los in6culos con las especies de Lactobacillus desarrolladas en 24h en
medio agar MRS (DIFCO, USA), se llevaron a una concentracién igual a la del
estandar 0,5 de McFarland (Becton Dickinson, USA) en 4mL de agua destilada
estéril, para luego sembrarlas sobre la superficie de una placa seca de agar
Mueller-Hinton empleando hisopos estériles para cada una. Una vez seca la
superficie de la placa se les aplicé los discos de antibidticos, incubando a
35+2°C por 24 horas. Cada plato es observado en una luz indirecta y cada halo

de inhibicion es medido utilizando una regla graduada. Los diametros alrededor

37



de cada disco son medidos y su interpretacion se basoé en la guia publicada por
la NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2015) donde
halos de inhibicién <14mm son consideradas resistentes, halos de 15-22 mm
moderadamente sensibles y halos de inhibicion 223 mm se consideran

sensibles.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Actividad inhibitoria de las cepas de Lactobacillus

En el Cuadro 4 se presenta la actividad inhibitoria de 14 cepas de
Lactobacillus contra tres (Staphylococcus aureus, Salmonella tiphymurium y

Escherichia coli bajo el método de difusion en disco.

Cuadro 4. Actividad inhibitoria que presentan 14 cepas de Lactobacillus contra
patégenos probados por método de difusion en disco.

microorganismo patégeno

ID. PCR ESPECIE BAL Staph. aureus Salmonella tiphymurium E. coli

39 L. plantarum - +++ -
41 L. plantarum - +++ -
3 L. plantarum ++ - -
6 L. plantarum ++ - -
7 L. plantarum ++ - -
8 L. plantarum + - -
4 L. plantarum - - -
9 L. plantarum - - -
10 L. plantarum - - -
44 L. paracasei - ++ -
48 L. paracasei - - -
45 L. paracasei - - -
47 L. zeae - - T+
36 L. zeae - - -

+, <10 mm de inhibicién; ++, entre 10 y 11 mm de inhibicion; +++, = 11 mm de
inhibicion; y -, sin inhibicién.
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El 64% (9/14) de las cepas presentaron actividad inhibitoria de entre 9 a
12 mm de didmetro. Donde cuatro cepas de Lactobacillus (Lb) de la especie
plantarum (29%) mostraron capacidad de inhibir a Staphilococcus aureus cifras
gue resultaron similares a los diametros reportados por Hernandez et al., (2005)
y Mejri y Hassouna (2016) de 9 a 10 mm; ademas de sefialar que la especie
Lb. plantarum mostr6 mejor capacidad para inhibir bacterias de pared celular
Gram+ que Gram-, esto se explica debido a que bacterias Gram + en su
estructura morfolégica carecen de una membrana externa que les proteja su

pared celular de la accidn de compuestos antimicrobianos.

Tres cepas de Lactobacillus (2 plantarum y 1 paracasei) mostraron
capacidad de inhibir a Salmonella typhimurium. Lozo et al., (2004) y Garcia et
al., (2016), mencionan que estas dos especies de Lactobacillus son las que
presentan mayor capacidad de inhibir microorganismos tales como: Salmonella,
Staphylococo aureus, Pseudomonas en quesos, debido a su aptitud por
desarrollar acidos organicos y bacteriocinas, y cuyo mecanismo favorece una

ambiente inapropiado para los patdégenos dafiando su membrana celular.

Por otra parte en nuestro trabajo Lactobacillus paracasei y zeae, fueron
las especies que solo inhibieron a Escherichia coli. Estos hallazgos son
similares a los estudios reportados por Bendali et al. (2011), Capra et al. (2014)
y Dolas y Deshpande (2016) quienes observaron halos de inhibicion de 9 vy

12mm de contra este patdégeno.
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Los resultados muestran que la mezcla de algunas cepas de Lactobacillus
pudieran ser agregadas en la etapa de fermentacion de la leche durante el
proceso de elaboracion del queso, como cepas iniciadoras de acido lactico con
el fin de inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos aqui analizados y
mejorar la vida de anaquel del producto y reducir posible riesgo de salud (Alejo

et al., 2015).

4. 2 Actividad acidificante de cepas de Lactobacillus a diferentes horas de

cultivo.

El cuadro 5, presenta la producciéon de acidez y acido lactico en 14 cepas
de Lactobacillus a diferentes horas de cultivo. En el que se observa que no
existe diferencia estadisticamente significativa entre los promedios de acidez de
las 3 especies analizadas. Sin embargo se observa una tendencia a desarrollar
acidez conforme transcurren las horas de incubacion. Bajo condiciones de < pH
3 no existe crecimiento de algunos microorganismos patdégenos tales como
Escherichia coli, Salmonella spp y Staphylococcus aureus (Torres, 2013;
D’Aoust, 2000; Holt y col., 2000; Martinez-Medina et al., 2009; Horcajo et al.,
2012). Considerando que en nuestro estudio los promedios de acidez de las 3
especies evaluados a las 24 horas se encuentran por debajo de un pH 3 lo cual
confirma que los Lactobacillus identificados a partir de las muestras de queso

artesanal pueden para ser utilizado como probidticos.

Con respecto a la produccion de acido lactico, se observé una

correlacion positiva entre la produccion de acido lactico y las horas de
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incubacion evaluada hasta las 24 horas. Las cepas de Lactobacillus en este

estudio presentaron capacidad de acidificar (acido lactico 0.226 y 0.250 g/100)
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Cuadro 5. Produccidn de acidez y acido lactico en 14 cepas de Lactobacillus (Lb) a diferentes horas de cultivo

Produccion de acidez (pH)

Produccion de Acido lactico g/100

ID.PCR Especies Lb 2h 6h 18 24 2h 6h 18 24
39 L. plantarum 4.17 3.9 3.86 3.12 0.099 0.099 0.2295 0.2475
41 L. plantarum 4.17 3.935 3.825 3.245 0.09 0.1035 0.252 0.2475
3 L. plantarum 5.345 3.48 2.615 2.32 0.054 0.1035 0.2385 0.2835
6 L. plantarum 5.125 3.27 2.52 2.315 0.0495 0.1395 0.2835 0.2745
7 L. plantarum 51 3.115 2.48 2.33 0.0405 0.126 0.288 0.2925
8 L. plantarum 4.84 3.05 2.485 2.315 0.0495 0.18 0.2835 0.252
4 L. plantarum 5.11 3.74 2.94 2.56 0.045 0.081 0.171 0.2025
° L. plantarum 4.87 3.45 2.74 2.555 0.054 0.117 0.243 0.225
10 L. plantarum 5.145 3.87 2.49 2.405 0.0585 0.1125 0.2655 0.288
Promedios 4.87 3.53 2.88 2.57 0.06 0.11 0.25 0.25*
44 L. paracasei 4.13 3.88 3.84 3.09 0.0585 0.0945 0.261 0.2115
48 L. paracasei 4.145 3.91 3.845 2.365 0.072 0.1354 0.225 0.2295
45 L. paracasei 4.15 4.025 3.845 3.425 0.0675 0.1035 0.234 0.2385
Promedios 4.14 3.93 3.84 2.96 0.06 0.11 0.24 0.226*
47 L. zeae 4.145 3.96 3.84 2.565 0.0585 0.1125 0.2385 0.252
36 L. zeae 4.22 3.91 3.875 3.22 0.099 0.099 0.2295 0.247
Promedios 4.18 3.93 3.85 2.89 0.078 0.10 0.23 0.249*

! Media estadistica (X)
* Valor p <0.05 Analisis de regresion
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el ambiente en el cual se desarrollan, esta capacidad es de suma importancia
para que estos puedan ser utilizados como cultivos iniciadores (Karimi et al.,
2012). Estos mismos autores mencionan que concentraciones de acido lactico
por debajo de 0.24 g/100 y pH <5.4 después de seis horas de incubacion
inhiben a los microorganismos patdgenos. Otros estudios han sefialado que
bacterias como Salmonella, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y
E.coli presentan menos probabilidad a desarrollarse debido que su tolerancia
minima se encuentra entre valores de pH de 4.9 a 5.9 en quesos (Ramirez-

Lopez, 2016; Vélez, 2014).

4. 3 Sensibilidad a antibi6ticos

A fin de conocer los efectos inhibitorios como posibles candidatas a
probiéticos en cepas de Lactobacillus probadas contra siete antibioticos de
accion sobre pared celular, cuadro 6. Se percibe que la resistencia de las
cepas de Lactobacillus a Cefalosporina fue la mas frecuente (43%), seguida de
Penicililina y Amoxicilina (14%). Sin embargo la ausencia de resistencia
adquirida a antibiéticos es uno de los primeros criterios de seguridad que deben
controlarse en las BAL como candidatas a probioticos (Monteagudo-Mera et al.,
2012; Sharna et al., 2016). Una resistencia adquirida a los antibiéticos es una
condicion intrinseca que se encuentra mayormente en las especies bacterianas
del grupo gram negativas por mencionar Aeromonas, Escherichia, Klebsiella,
Vibrio, Salmonella y en gram positivas como Listeria, Staphylococos, quienes
generalmente codificaran antibiéticos mediante genes de resistencia que al ser

lisadas su ADN queda libre en
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Cuadro 6. Cepas de Lactobacillus resistentes antibioticos que actdan sobre la pared
celular

Antibidticos de accion en pared celular

ID. Cepas PG/P” AC/AMC AX/AMX PC/P CF/CFZ CP/CFM CR/XM
PCR |
39 Lb. plantarum + - - - - + _
41 Lb. plantarum - - - - - + -

3 Lb. plantarum - - - - - - ;
6 Lb. plantarum - - - - - - ;
7 Lb. plantarum - - - - - - ;
8 Lb. plantarum - - - - - - ;
4 Lb. plantarum + - - - - - ;
9 Lb. plantarum - - - - - - ;
10 Lb. plantarum - - - - - - ;

44 Lb. paracasei - - + - - + _
48 Lb. paracasei - - - - - - _
45 Lb. paracasei - - - - - + _
47 Lb. zeae - - - - - + R
36 Lb. zeae - - + - - + -

Total 2(14% - 2(14%) - - 6(43%) -

)

M(PG/P) Penicilina 10pg; (AC/AMC) Amoxicilina+Ac. Clavulanico 20/10 pg; (AX/AMX) Amoxicilina 10ug; (PC/PI) Piperaciclina 100 ug;
(CF/CFZ) Cefazolin 30 pg; (CP/CFM) Cefalexina 30 ug; (CR/XM) Cefuroxima 30 ug

transformacién o por transduccion es incorporado por las BAL confiriendo esa
resistencia natural sin haber estado expuestas a los farmacos (Patel et al.,
2012; Valenzuela et al., 2016). Por otra parte las cepas de Lactobacillus que
resultaron inhibidas frente a antibidticos como PG/P, AC/AMC, AX/AMX, PC/PI,
CF/CFZ, CP/CFM, CR/XM, fueron cepas de Lb plantarum ID: 3,6, 7,8, 9, 10y
Lb paracasei ID: 48. Segun Venegas et al., (2012) y Valenzuela et al., (2016) la
sensibilidad a antibiéticos es un tema controvertido, ya que los probiéticos no
deberian presentar resistencia para no convertirse en vehiculos de

transferencia de genes de resistencia.

El cuadro 7 muestra las cepas de Lactobacillus resistentes con respecto
a los antibidticos que actuan a nivel de sintesis de proteina, solo se observo
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algun grado de resistencia hacia Eritromicina (35.7%) y Azitromicina (21.4%); es
importante sefialar que siete de las cepas de Lactobacillus plantarum, una de

paracasei y otra de zeae, mostraron ser sensibles a los antibiéticos TE, CK/C.

Cuadro 7. Cepas de Lactobacillus resistentes a antibiéticos que acttan sobre
sintesis de proteina y acidos nucleicos

Sintesis de proteina Sintesis de acidos nucleicos
ID.PCR  Cepas ER/EM TE CK/C AZ CT/SXT Cl OF
39 Lb. plantarum - - - - - - _
41 Lb. plantarum - - - - - + +
3 Lb. plantarum - - - - - - +
6 Lb. plantarum - - - - - - +
7 Lb. plantarum - - - - - - +
8 Lb. plantarum + - - - - - +
4 Lb. plantarum - - - - - - +
9 Lb. plantarum + - - + - - +
10 Lb. plantarum - - - - - - +
44 Lb. paracasei - - - - - - _
48 Lb. paracasei + - - - - -
45 Lb. paracasei + - - + - - -
47 Lb. zeae + - - + - - -
36 Lb. zeae - - - - - - -

Promedio 5(35.7%) - - 3 (21.4%) - 2(7.1%) 8(89%)

"(ER/EM) Eritromicina 15 pg; (TE) Tetraciclina 30 mg; (CK/C) Cloranfenicol 30 ug; (AZ) Azitromicina 15 pg; (CT/SXT)
Cotrimoxazol 25 pg; (Cl) Ciprofloxacina 5 pg; (OF) Ofloxacina 5 pg

Contrario a los hallazgos obtenidos en antibioticos que actdan a nivel de
sintesis de &cidos nucleicos, en los cuales se observa una fuerte resistencia
hacia Ofloxacina (89%) por parte de las especies de Lb. plantarum. Al respecto
Patel et al., (2012) reportan para Lb plantarum un prevalencia del 85% de
resistencia a Ciprofloxacina en diversos productos fermentados, condicion que

solo se detecto en una de nuestras cepa de Lb plantarum (ID:41) con 7.1% de
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resistencia, lo que indica que esta no puede ser utilizada como candidata a

probidtico.

Estos resultados son similares a los documentados en diferentes
productos fermentados y probioticos con una susceptibilidad intrinseca a
antibiéticos como, Penicillina, Cloramfenicol, Eritromicina, Streptomicina,
Gentamicina, Teraciclina; asi como una resistencia a Glycopeptidos y
Cefalosporinas de 1lera generacion, Aminoglicocidos (Streptomicina,
Gentamicina), Fluoroquinolones (Ciprofloxacina, Ofloxacina), en diferentes
Lactobacillus, cuyo perfiles de resistencia para este trabajo se vinculan a las
cepas de Lb plantarum y paracasei, en los cuales se les han ubicado los
segmento del ADN que puede desplazar un cromosoma a otro (transpones: tet
M) asi como plasmidos (en el sector tet L), confiriendo resistencia a
Tetraciclinas y  Eritromicinas en Lb. paracasei; y Lb plantarum para
Streptomicina, Cloranfenicol, Eritromicna y Ciprofloxacinas (Patel et al., 2012;
Lavilla-Lerma et al., 2013; Morandi et al., 2014; Sanchez et al., 2015; da Silva

Ferrari et al., 2016).

En este mismo sentido al menos tres cepas de Lactobacillus (ID: 39, 44 y
36) mostraran ser sensibles al total de antibiticos que actian a nivel de
sintesis de proteinas y &cidos nucleicos. Estos podrian ser utilizados como
cultivos iniciadores en la fabricacion de quesos artesanales debido a su
naturaleza dominante en la produccion de acidos organicos otorgandole al

producto seguridad como novedosos probioticos.
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V. CONCLUSIONES

En las tres especies de Lactobacillus evaluadas en este estudio (L.
plantarum, L. paracasei y L. zeae) se logrd identificar la presencia de
actividad inhibitoria contra microorganismos patogenos del género

Salmonella tiphymurium, Staphilococcus aures y Escherichia coli.

Las cepas autéctonas Lb plantarum (ID: 39, 41, 3, 6, 8) poseen
caracteristicas fisicoquimicas de resistencia pH acido, produccién de
acido lactico y actividad antimicrobiana que sugieren un potencial uso

como probidticos.

Las cepas Lb. plantarum (ID: 39), Lb. paracasei (ID:44) y Lb. zae (ID:36)
demostraron capacidad antimicrobiana al reducir en < de 24 h el pH

(3.09 a 3.22) y 4cido lactico (0.24 a 0.21%).

El 57% (n=4) del perfil de sensibilidad a siete antibiéticos de pared
celular en cada una de las cepas seleccionadas mostro variabilidad en la

sensibilidad ante antimicrobianos.

El 50% (n=2) del perfil de sensibilidad a cuatro antibidticos de accién en
sintesis de proteinas, sobre cepas la Lactobacillus mostraron ser

inhibidas.

El 33% (n=1) de del total de cepas de Lactobacillus mostro un perfil de
inhibicibn hacia tres antibi6ticos de accidon en sintesis de &cidos
nucleicos.
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La inclusion de las cepas identificadas como cultivos iniciadores en la
fabricacion de quesos artesanales sugieren un rendimiento tecnolégico
novedoso debido a su naturaleza dominante de producir &cidos
organicos otorgandole al producto cierta seguridad como candidatos a

probidticos.
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VIl.  ANEXOS

El didmetro total de inhibicibn fue medido para cada cepa de
Lactobacillus contra las siguientes bacterias; Staph. Aureus, Salmonella
tiphymurium y E. coli. donde un resultado negativo fue aquel que presenté un
didmetro de inhibicion menor a <0.99 mm y un positivo con un valor por arriba

de 1 mm de diametro, (figura 4).

Figura 4. Halo de inhibicion de la prueba de actividad
antimicrobiana de una cepa de A) Lb.
plantarum vs. Staphilococcus aureus, B) Lb.
paracasei vs. Salmonella tiphymurium y C) Lb.
zeae vs. E. coli.
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