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RESUMEN

El objetivo del trabajo de integracidn curricular fue determinar la actividad probidtica de bacterias
acido lacticas aisladas en muestras de leche cruda obtenidas en la parroquia San Luis de la ciudad
de Riobamba, se recolect6 las muestras mediante un método de muestreo por conveniencia a los
productores de leche, se recolectaron 3 muestras y cada una de estas muestras fueron una mezcla
de leches de distintos productores. Una vez recolectada la muestra se realiz6 la diluciones hasta
107 y se sembraron las Gltimas dos diluciones en agar M17 y MRS respectivamente, una vez
evidenciado el crecimiento se procedié a realizar siembras sucesivas con el fin de aislar las
colonias tanto de lactobacilos como de lactococos. Las bacterias se analizaron mediante pruebas
bioguimicas y de caracterizacion para seleccionar las cepas que cumplieron con caracteristicas
fenotipicas propias de bacterias acido lacticas (cocos y bacilos gram positivos, resistentes a
cambios del entorno como temperatura, salinidad y pH). Como resultado se obtuvo que, al realizar
las pruebas de capacidad probidtica, 8 de las 35 cepas aisladas tuvieron caracteristicas Utiles para
su implementacién como agente probidtico tales como supervivencia a jugos gastricos y sales
biliares, hemdlisis Gamma y su resistencia a antibioticos. De estas 8 cepas de bacterias acido
lacticas a 6 se le realizaron una prueba de PCR para su identificacion dando como resultado: 5
colonias fueron identificadas como Lactococcus lactis; 1 colonia como Lactococcus cremoris.
Como ultima prueba se evalud el efecto antagbénico de las cepas identificadas frente a:
Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Pseudomona aeruginosa; Citrobacter freundii y
Klebsiella pneumoniae. Se concluyé que, ninguna de las seis colonias aisladas present6
antagonismo frente a los 5 patdégenos analizados. Se recomienda fomentar la continuidad de la
investigacion realizando estudios posteriores de una mayor evaluacion in vitro, al ser estas

bacterias candidatas a probi6ticos.

Palabras clave: <BIOQUIMICA Y FARMACIA> <LECHE CRUDA> <ACTIVIDAD
PROBIOTICA>, <CARACTERISTICAS FENOTIPICAS> <BACTERIA ACIDO LACTICA>.
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ABSTRACT

The main objective of this research study was to determine the probiotic activity of lactic acid
bacteria isolated in raw milk samples obtained in the San Luis parish of the city of Riobamba.
The samples were collected through a convenience sampling method from milk producers, 3
samples were collected and each of these samples was a mixture of milk from different
producers. Once thesamples were collected, dilutions were made up to 10-7 and the last two
dilutions were sown on M17 and MRS agar, respectively. Once the growth was evident,
successive sowings were made in order to isolate colonies of both lactobacilli and lactococci.
The bacteria were analyzed employing biochemical and characterization tests to select the strains
that complied with phenotypic characteristics typical of lactic acid bacteria (gram-positive cocci
and bacilli, resistant to environmental changes such as temperature, salinity, and pH). As a result,
when testing probiotic capacity, 8 of the 35 isolated strains had useful characteristics for their
implementation as probioticagents, such as survival to gastric juices and bile salts, Gamma
hemolysis, and resistance to antibiotics. Of these 8 strains of lactic acid bacteria, 6 were
subjected to a PCR test for identification, resulting in 5 colonies identified as Lactococcus lactis;
1 colony as Lactococcus cremoris. As a last test, the antagonistic effect of the identified strains
was evaluated against Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Pseudomona aeruginosa;
Citrobacter freundii, and Klebsiella pneumoniae. It was concluded that none of the six isolated
colonies presented antagonism against the five pathogens analyzed. It is recommended to
encourage the continuity ofthe research by carrying out subsequent studies of further in vitro

evaluation, as these bacteria arecandidates for probiotics.

Keywords: <BIOCHEMISTRY AND PHARMACY>, <RAW MILK>, <PROBIOTIC
ACTIVITY>, <PHENOTYPICAL CHARACTERISTICS>, <LACTIC ACID BACTERIA>.

e, g
Mgs. Evelyn Carclina Macias Silva
C1 0603235070

XVi



INTRODUCCION:

La leche es un alimento altamente nutritivo que se puede ingerir de diversas fuentes animales
como vacas, cabras y ovejas. Sin embargo, el alto contenido nutricional de esta leche, que incluye
proteinas, grasas, carbohidratos, vitaminas, minerales, aminoacidos esenciales y su alta actividad
de agua, proporciona un ambiente ideal para el crecimiento de muchos microorganismos. Los
microorganismos presentes en la leche cruda pueden provocar la fermentacion de la leche a través
de la produccion de lactato, que tiene diversos efectos sobre las propiedades sensoriales, de
textura, sabor y organolépticas del producto resultante (Quigley et al., 2013: p.664-665).

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un tipo de bacterias muy extensas en la naturaleza, donde
se las clasifica como microorganismos "generalmente reconocidos como seguros” (GRAS)
porque no son patdgenos, son adecuados para procesos tecnologicos e industriales, toleran &cidos
y bilis y tienen la capacidad de producir sustancias antimicrobianas estas son microorganismos
muy codiciados para la elaboracién de miles de alimentos fermentados entre los cuales podemos
mencionar el queso y el yogurt, ademas de actuar como biopreservantes de tal forma que
extienden la vida atil de los alimentos (Mosquera., 2022:p.6-8). Debido a este potencial probiético las

BAL son un objeto de estudio muy valioso para la industria tanto de alimentos como de farmacia.

Estas son una poblacion dominante en la leche de vaca, cabra y oveja, antes de la
pasteurizacion. Los géneros de BAL mas comunes en la leche incluyen Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus y Enterococcus (Quigley et al., 2013:p.664-665).

Los probidticos son definidos como microorganismos vivos que suministrados en cantidades
adecuadas son una alternativa al uso de los antibidticos y otorgan beneficios para la salud del

huésped (FAO/OMS., 200:p.1-8); (Brunser, 2017: p. 2).

Los probidticos son microorganismos vivos que aportan beneficios al huésped como lo son
mejorar la digestion, fortalecer la inmunidad y también sirven como barrera para frenar las

infecciones por bacterias patdgenas por su efecto antagdnico (Banerjee y Ray., 2017:p.3-4).



CAPITULO |

1 DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1  Antecedentes

La recurrencia de infecciones bacterianas debido al desarrollo de resistencia a los antibioticos
(RAM) se ha convertido en un problema de salud publica a nivel mundial. Durante muchos afios,
los antibidticos convencionales han sido los medicamentos de primera linea para el tratamiento
de infecciones de origen bacteriano. Pero debido al aumento de la multirresistencia bacteriana
(MDR), la terapia con antibi6ticos estdndar ha perdido su eficacia. La resistencia a los
antimicrobianos (RAM) vy la persistencia se asocian con un riesgo elevado de fracaso del
tratamiento e infecciones recurrentes. Por lo tanto, son importantes impulsores del aumento de las
tasas de morbilidad y mortalidad, lo que resulta en un aumento de los costos de atencion médica

(Gonzéles et al., 2019:p.3-5).

Esta resistencia a los antibioticos esta relacionada principalmente a la automedicacién por parte
de la poblacion debido a la falta de control en el expendio de medicamentos antibiéticos y al mal
uso que les da la poblacion debido a que muchas veces el paciente compra parte del tratamiento,
pero al sentir una mejoria después de las primeras dosis este suspende el tratamiento favoreciendo
la aparicién de una resistencia al medicamento antibidtico (Gamboa et al., 2022: p.2-6).

1.2 Planteamiento del problema

En la actualidad debido al estilo de vida que lleva el ser humano se han presentado un sin nimero
de problemas de salud entre los que podemos mencionar enfermedades inflamatorias del intestino,
sindrome de colon irritable, diarrea aguda, estrefiimiento, hipertension, diabetes ademas de
enfermedades derivadas al uso de antibidticos y procesos alérgicos y se han buscado formas para
poder mitigar los sintomas de estas enfermedades. Es aqui donde entra el uso de los alimentos
funcionales para el tratamiento de estas enfermedades y entre estos alimentos funcionales
podemos encontrar a los microorganismos probio6ticos que se han convertido en un tratamiento
natural para estas patologias y que principalmente no conllevan efectos adversos a su consumo,
entre los grupos de alimentos que tienen la presencia de estos microorganismos probidticos
podemos mencionar a los productos lacteos destacando entre estos a la leche cruda y leches
fermentadas (Ayyash, et al., 2018: p.478-479).

A nivel nacional la investigacion, uso y aplicacién de las cepas bacterianas con actividad

probidtica se han dado casi exclusivamente a nivel de la industria agricola en donde se usa estas
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cepas como suplemento nutricional con el objetivo de inhibir ciertos agentes patdgenos que
puedan afectar al desarrollo de los animales de corral como lo son cerdos, pollos, ganado bovino
e incluso en la industria camaronera (Sotomayor, et al., 2016: p.20-22); (Tapia, et al., 2015: p.30-34); (Alvarez,
etal., 2020: p.86).

En el afio 2011 se reportd un gasto estimado de 27,9 mil millones de délares en la compra de
probiédticos a nivel mundial y se habia estimado un incremento en su consumo para finales del
afio 2018 esperandose un gasto de 44,9 mil millones de délares. Se ha pronosticado que debido a
la gran demanda de probidticos a nivel mundial aumente llegando a generar un gasto de 83,5 mil
millones de délares para el afio 2022 (TMC, 2017: p. 4-5).

1.3 Justificacién

Las leches frescas o incluso las leches fermentadas de vaca son un producto consumido por la
mayoria de la poblacién a nivel mundial, en este producto se ha logrado evidenciar un alto
recuento de bacterias &cidos lacticas (BAL) lo que lo convierte en una fuente para la exploracion
de materiales biolégicos con una aplicacién tanto para la salud pablica como para la industria
alimentaria y mas especificamente en la industria lactea (Reuben et al., 2020: p. 1223-1224). El objetivo
de este trabajo de titulacion fue determinar la actividad probidtica de las cepas BAL obtenidas de

muestras de leche cruda de vaca recolectada en la parroquia San Luis de la ciudad de Riobamba.

Para la realizacion de este trabajo de integracion curricular se hizo una recopilacion de
informacidn presente en articulos cientificos extraidos de plataformas de divulgacion cientifica
como lo son PubMed y Elsevier donde se constaté que si existen articulos relacionados con la
caracterizacién y aislamiento de BAL con actividad probi6tica a partir de leche cruda de vaca y
en los distintos repositorios de las universidades del Ecuador como la ESPOCH en los que se
pudo constatar que existen estudios relacionados con la identificacion y aislamiento de bacterias
con actividad probiética pero ninguno referente a la evaluacién de la actividad probidtica de cepas
de BAL aisladas a partir de leche cruda por lo tanto el tema de investigacion es novedoso e
innovador debido a que aportaria informacién valiosa para el uso de estas cepas de BAL como un

alimento funcional y asi favorecer a la salud de la poblacion.

La presente investigacion tuvo como finalidad determinar la actividad probidtica de las BAL
presentes en la leche cruda para lo cual se realiz6 un aislamiento de bacterias &cidos lacticas
mediante métodos dependientes de cultivo en agar MRS y M17, luego de esto se procedié a la i

identificacion de BAL mediante el uso de pruebas bioquimicas, una vez aisladas e identificadas

las cepas de interés se llevaron a cabo las pruebas de actividad probi6tica como: simulacién de



tolerancia a jugos gastricos y sales biliares, hemdlisis, resistencia a antibidticos y evaluacion del

efecto antagdnico frente a agentes patdgenos.

Este trabajo de integracion curricular no formo parte de ningln proyecto de investigacién vigente
en la ESPOCH, pero se derivo de los resultados de un proyecto ya culminado en el cual se
identificaron y aislaron cepas de BAL, presentes en leche cruda y queso de leche cruda por lo

tanto este trabajo complement6 estos resultados para futuras publicaciones.

14 Objetivos

General
- Determinar la actividad probiotica de bacterias acido-lacticas aisladas en muestras de

leche cruda obtenidas en la parroquia San Luis de la ciudad de Riobamba.

Especificos
- Aislar bacterias acido-lacticas presentes en muestras de leche cruda mediante los métodos
dependientes de cultivo en agar MRS y M17.
- ldentificar mediante pruebas bioquimicas y de caracterizacion las colonias aisladas de
bacterias acido lacticas como Lactobacillus y Lactococcus.
- Realizar las pruebas de actividad probiética (simulacion de tolerancia a jugos gastricos y

sales biliares, hemolisis, resistencia a antibioticos y evaluacion del efecto antagonico).



CAPITULO 11

2 MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de investigacion

Las bacterias acido lacticas cumplen un papel importante en el proceso de fermentacion, por lo
cual, son ampliamente utilizadas en la industria de alimentos por su capacidad para acidificar y
preservar los alimentos, ademéas, mejoran la textura, olor y sabor de los productos. Estas bacterias
producen como principal metabolito el &cido lactico y se consideran microorganismos

nutricionalmente exigentes por su capacidad para hidrolizar los péptidos de las muestras de leche
(Parra, 2010, p. 94).

Estas bacterias tienen la capacidad de ser probidtico, es decir, cultivos puros o la mezcla se
cultivos de distintos microorganismos, que al ser aplicados a los individuos o animales aportan
beneficios a la salud del huésped, mejorando enfermedades a nivel del tracto gastrointestinal,
modulando el sistema inmunol6gico, ademas, se usa en casos de intolerancia a la lactosa,

disminuye el colesterol, reduce la hipertension, es til en casos de cancer etc., (Ramirez et al., 2018,
p. 10).

Una investigacion publicada por el American Dairy Science Association, en donde se realizé la
caracterizacion de BAL potencialmente probioticas y bifidobacterias aisladas del calostro
humano. Se aislaron 197 cepas de 40 muestras de calostro humano de mujeres de nacionalidad
Mongol. Las bacterias aisladas abundaban Lactobacillus y Bifidobacterium, se seleccionaron a 2
cepas las cuales presentaron tolerancia a &cidos y sales biliares. Con base en sus caracteristicas
fisioldgicas y bioquimicas y los resultados del anélisis de la secuencia del ARNr 168, las 2 cepas

se identificaron como B. lactis Probio-M8 y L. rhamnosus Probio-M9, respectivamente (Liu, et al.,
2020: p. 102-105).

Una publicacién del Journal of Dairy Science en el 2020 presenta una investigacion en donde se
evaluo la capacidad probidtica de las cepas de BAL aisladas de muestras de leche fresca de vaca
y cabra de la localidad de Jashore, Bangladesh. De los 63 aislamientos de BAL examinados para
detectar actividad antagonista contra 6 patogenos probados (Escherichia coli, E. faecalis,
Salmonella typhimurium, Salmonella entérica y Listeria monocytogenes, solo 13 inhibieron estos
patdgenos en diversos grados. Las cepas aisladas mostraron una mayor actividad principalmente

contra E. coli. La actividad contra L. monocytogenes (por cepas de BAL de leche de vaca), E.



faecalis y Salmonella entérica (por cepas de BAL de leche de cabra) fue la menos registrada
(Reuben et al., 2020: p. 1223-1224).

En un trabajo experimental publicado por LWT - Food Science and Technology y realizado en
los Emiratos Arabes Unidos se determind que las BAL aisladas y seleccionadas de la leche cruda
de camello exhibieron importantes caracteristicas probiéticas que los convierten en candidatos
prometedores para producir alimentos funcionales con posibles beneficios para la salud. Las BAL
identificadas en este estudio exhibieron porcentajes altos de eliminacion de colesterol, capacidad
para inhibir patdgenos, tolerancia razonable a los acidos y la bilis y sensibilidad a los antibi6ticos

sin hemolisis (Ayyash, et al., 2018: p. 478-485).

En Valencia en el 2018, una investigacion sobre “Caracterizacion y potencial probiodtico de
bacterias lacticas aisladas de leche de oveja guirra”, determind que, las principales bacterias
encontradas fueron L. &cidophilus, L. brevis, L. delbrueckii lactis, L. paracasei, L. pentosus, L.
plantarum, L. rhamnosus, Lactococcus lactis y Pediococcus pentosaceus, de las cuales el 56%
presentaron actividad antimicrobiana frente a H. pylori y Salmonella spp., presentaron adhesion
a lamucinay sensibilidad a amoxicilina, ceftriaxona, cloranfenicol, tetraciclina y ampicilina, sin
embargo, Unicamente L. paracasei en condiciones in vitro presentd todas las caracteristicas
probidticas como inhibicion a patdgenos, adhesion a la mucina y resistido a las condiciones
gastrointestinales en diferentes tiempos (Amorocho, 2018, p. 189).

Otro estudio realizado en Madrid en el 2019 sobre “Bacterias probioticas en leche fermentada,
viabilidad, capacidad competitiva y efecto en la evolucioén de patologias intetinales”, menciona
que, las especies encontradas fueron Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckiii y Lactobacillus casei, ademas, se determiné la viabilidad en base al
método de PCR en tiempo real, obteniendo una viabilidad aceptable en los 28 dias de vida util del
producto, sin embargo, s6lo L. acidophilus present6 alta produccion de acido lactico y secretd

bacteriocina para inhibir el crecimiento de Salmonella enteritidis y Escherichia coli (Tabasco, 2019,
p. 165).

Un estudio realizado por la direccion de investigacién y posgrado de la Universidad Juérez
Autonoma de Tabasco se aislaron 20 BAL, y caracterizar e identificar las seis BAL con mayor
potencial acidificante, caracteristica importante para la elaboracion del “queso crema tropical”
tradicionalmente fabricado con leche bronca. Por sus caracteristicas morfoldgicas y bioguimicas,
estas bacterias pudieron considerarse como pertenecientes al género Lactobacillus. La

caracterizacion de las BAL se hizo con una combinaciéon de las pruebas morfoldgicas, metabolicas



y fisioldgicas y por métodos moleculares, que estuvieron basados en la secuenciacion del 16s

DNATr (Ramos, et al., 2009: p 15-17).

En Uruguay en el 2020 se realizd un estudio sobre “Seleccion de bacterias acido lacticas y
adjuntas de leche y queso, para el control de Clostridium spp”, donde se determiné que, se aislaron
130 cepas de las cuales 56 presentaron actividad antibacteriana contra C. tyrobutyricum, siendo
maés prevalentes L. casei con actividad anticlostridial y L. delbrueck con potencial bacteriocina,
las cuales fueron resistentes a la lisozima, por lo que no serian afectadas por los niveles de

lisozimas presentes en el queso y la leche (Olivera, 2018, p. 130).

Otra investigacion realizada en Venezuela en el 2017 sobre “Caracterizacion in vitro de bacterias
acido lacticas con potencial probidtico”, evaludé 72 cepas de bacterias, identificando a
Lactococcus spp, Lactobacillus spp., Pediococcus spp, Leuconostoc spp, y Streptococcus spp. De
las bacterias evaluadas, 14 cepas presentaron potencial probiotico debido a la obtencién de buenos
resultados en las pruebas de hidrofobicidad con solventes como el xileno y hexadecano, inhibicion
a Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium,
ademas, fueron resistencia al pH &cido y presentaron buen tiempo de autoagregacion, lo cual se

relaciona con la capacidad de adhesién de las bacterias al epitelio intestinal (Sanchez y Tromps, 2014,
p. 125)

Mediante la busqueda de informacion en distintos repositorios de universidades de Ecuador como
la Universidad Central del Ecuador y la ESPOCH donde se constat6 que si existen investigaciones
en las que se evalud la actividad probiotica de BAL presentes en distintas muestras como lo son
las BAL aisladas a partir de heces fermentadas de Gallus gallus y de otras aves de corral (Chasi,

2015: p. 20-30); (Salas., 2012: p. 10-15).

También se encontraron trabajos relacionados con la evaluacién de la resistencia antimicrobiana
en muestras de queso en la zona rural de Riobamba (Albuja, et al 2018: p. 20-26), evaluacion de la
resistencia antimicrobiana en muestras de leche cruda del recolectada en el mercado San Alfonso
(Lascano, et al., 2016: p. 10-12) y del efecto bactericida de cepas de Lactobacillus sp frente a distintos
agentes patdgenos (Torres., 2013: p. 2-5), pero ninguna en la que se haya realizado el aislamiento y
evaluacion de la actividad probiética de las BAL en leche cruda y ain menos dentro de la zona

delimitada para el desarrollo de este trabajo de titulacion.



2.2 Referencias tedricas

2.2.1 Leche cruda

La leche es el Unico material producido por la naturaleza para funcionar exclusivamente como
fuente de alimento, ya que, constituye una fuente nutritiva, no superada por ningln otro conocido
por el ser humano. Esto se puede evidenciar en la presencia de la leche y de sus derivados en la
dieta de la mayoria de las poblaciones a nivel mundial siendo este un pilar fundamental en la

nutricion humana en cada una de las etapas de desarrollo del individuo (Gonzéles, et al 2010: p. 1-2).

La leche constituye una fuente importante de nutrientes para la poblacion, sin embargo, por su
composicién constituye un medio propicio para el desarrollo de microorganismos patégenos.
Ademas, las actividades de ordefio, almacenamiento y transporte implican riesgos de
contaminacion por contacto con el hombre o el entorno y por ende la proliferacién de patdgenos

enddgeno.

La leche cruda proviene de animales como vacas, cabras, ovejas, entre otros, y es un producto
gue no ha sido sometido al proceso de pasteurizacién, para destruir a las bacterias dafiinas. Se
considera que esta leche puede portar bacterias patdgenas y peligrosas para la salud como es el
caso de Salmonella, E. coli, Listeria, Campylobacter, etc., las cuales son responsables de causar

enfermedades alimentarias conocidas como "intoxicaciones de tipo alimentario™ (FDA, 2020, p. 2).

De acuerdo con los Centros para el Control y Prevencidon de Enfermedades (CDC), se han
registrado alrededor de 127 brotes de enfermedades a causa de la ingesta de leche cruda o de algln
producto lacteo elaborado con esta leche como quesos, helados, yogur, entre otros. En el 2020 se
registraron en Estados Unidos 1909 enfermedades y 144 hospitalizaciones por intoxicacion con

este producto. (FDA, 2020, p. 2):

Tabla 1-2: Microorganismos presentes en la leche cruda

. . . Bacterias que permiten la . .
Bacterias con alerta alimentaria L Bacterias que deterioran la leche
fermentacion lactica

Escherichia coli Lactococcus spp Clostridium spp.
Listeria monocytogenes Lactobacillus spp. Bacillus spp.
Salmonella spp. Streptococcus spp Pseudomonas spp.
Staphylococcus aureus Propionibacterium spp.

Bacillus cereus
Brucella abortus

Yersinia enterocolitica



Campylobacter jejuni

Fuente: Aguilera, et al. 2014.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez Joao, 2022.

Segun la normativa Ecuatoriana NTE INEN 9 se define a la leche como el producto de la secrecion
normal de las glandulas mamarias de animales bovinos lecheros sanos, obtenida mediante uno o
mas ordefios diarios, higiénicos, completos e ininterrumpidos, sin ningun tipo de adicién o

extraccion (NTE INEN 9, 2015: p. 1-2).

Esta misma normativa define como leche cruda a Leche que no ha sido sometida a ningun tipo de
calentamiento (es decir que la temperatura no haya superado la de la leche inmediatamente
después de ser extraida de la ubre - no méas de 40°C) o no haya sufrido tratamiento térmico, salvo
el de enfriamiento para su conservacion, ni ha tenido modificacion alguna en su composicion (NTE

INEN 9, 2015: p. 1-2).

2.2.1.1 Composicidn quimica de la leche cruda

La composicion quimica en la leche cruda va en dependencia de factores como la raza,
alimentacion, edad, época del afio, periodo de lactancia y del sistema de ordefio de la vaca. La

composicién del producto se presenta a continuacion (Lluméan y Rmirez, 2020, p. 7):

Tabla 2-2: Composicion quimica de la leche cruda

Parametro Valor Unidad
(en 100 Gramos de leche)

Agua 87,70 s
Lactosa 4,70 s
Lipidos 3,60 g
Caseina 2,70 g

Proteinas del suero 0,42 g
Nitrégeno no proteico 0,18 g
Vitaminas 0,20 g
Enzimas 0,10 g

Sodio 50 mg
Potasio 50 mg
Calcio 20 mg

Magnesio 12 mg
Fosforo 95 mg

Hierro 0,40 ppm

Cobre 0,22 ppm

Zinc 4,19 ppm

Fuente: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, 2010.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez Joao, 2022.



2.2.1.2 Contaminantes de la leche cruda

Las muestras de leche cruda pueden presentar contaminantes tanto quimicos como

microbioldgicos que afectan la calidad del producto como se indica a continuacion (Martinezo et al.,
2017, p. 55).

- Contaminantes quimicos

Ciertos contaminantes quimicos como residuos de detergentes, medicamentos, desinfectantes,
micotoxinas, plaguicidas etc., pueden pasar al animal, se acumulan a nivel del tejido adiposo y
son eliminadas por las secreciones, como por ejemplo la leche. Dentro de las fuentes de
contaminacidn se encuentran los factores relacionados con la alimentacion, medio ambiente,
manejo productivo-sanitario o la exposicion a agentes contaminantes como roedores e insectos y

roedores (Martinezo et al., 2017, p. 55).

- Contaminantes microbiolégicos

La contaminacién de leche con microorganismos surge por la presencia de bacterias en la ubre,
organismos que se encuentran en el ambiente y son transferidos por la suciedad de los pezones o
la ubre y también por la deficiente limpieza de los utensilios y del equipo de ordefio. Es comin
detectar la presencia de bacterias como termdfilas, mésofilas y psicrotrofas, en altos niveles, con
refrigeracion a una temperatura mayor a 4°C. Dentro de las principales bacterias patogenas
asociadas a enfermedades de transmision por alimentos se encuentra Escherichia coli,
Campylobacter spp, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Salmonella spp. En la
actualidad la bacteria Mycobacterium bovis se ha convertido en uno de los microorganismo

reemergente al contaminar la leche (Martinezo et al., 2017, p. 55).

2.2.1.3 Requisitos de calidad de la leche cruda

De acuerdo con la norma NTE INEN 9 sobre requisitos de la leche cruda, este producto se debe
obtener de vacas libres de enfermedades infecciosas y debera presentar un aspecto normal, libre

de sangre o calostro. Ademas, después del ordefio se debe refrigerar la leche a una temperatura

de 4°C con agitacion constante (NTE INEN, 2015, p. 2).
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- Requisitos organolépticos

Dentro de los requisitos organolépticos de la leche cruda se encuentran los siguientes (NTE INEN,
2015, p. 2):

Tabla 3-2: Requisitos organolépticos para leche cruda

Parametro Caracteristica
Olor Debe ser suave, lacteo caracteristico, libre de olores extrafios.
Color Debe ser blanco opalescente o ligeramente amarillento
Aspecto Debe ser homogéneo, libre de materias extrafias.

Fuente: NTE INEN 9, 2015.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez Joao, 2022.

- Requisitos fisico quimicos

Dentro de los requisitos fisico quimicos de la leche cruda destacan los siguientes (NTE INEN, 2015,
p. 3):

Tabla 4-2: Parametros fisico quimicos de calidad en leche cruda

Método de
Requisito Unidad Min Max ensayo
Densidad relativa
al5°C 1,029 1,032
a20°C g/ml 1,030 1,033 NTE INEN 11
NTE INEN-1SO
Materia grasa %? 3 - 2446
Acidez titulable como &cido lactico % 0,13 0,17 NTE INEN 13
Sélidos totales % 11,2 - NTE INEN 14
Sélidos no grasos % 8,2 - *
Cenizas % 0,65 - NTE INEN 14
NTE INEN-1SO
Punto de congelacion °C -0,536 -0,512 5764
Proteinas (N*6,38) % 2,9 - NTE INEN 16
Ensayo de reductasa (azul de
metileno)** h 4 - NTE INEN 18
Para leche destinada a pasteurizacion, no se coagulara
por la adicién de un volumen igual de alcohol neutro
de 68 % en masa o 75 % en volumen.
Para la leche destinada a ultra pasteurizacion, no se
Reaccion de estabilidad proteica (prueba | coagulara por la adicion de un volumen igual de
de alcohol) alcohol neutro de 71 % en masa 0 78 % en volumen. | NTE INEN 1500
Presencia de conservantes? - ‘ Negativo ‘ - NTE INEN 1500
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Presencia de neutralizantes® - Negativo - NTE INEN 1500
NTE INEN 1500
y NTE INEN
Presencia de adulterantes* - Negativo - 2401

Fuente: NTE INEN 9, 2015.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez Joao, 2022.

- Requisitos microbioldgicos

Dentro de los requisitos microbiol6gicos de la leche cruda destacan (NTE INEN, 2015, p. 3):

Tabla 5-2: Pardmetros microbiolégicos en leche cruda

Microorganismo Caso N c m M Método de ensayo
Recuento de colonias 28 5 2 2x104 5x 104 NTE INEN 1529-5
aerobias
Enterobacteriaceae (UFC/Qg) 6° 5 1 10 102 NTE INEN-ISO 21528-

2
S. aureus 7° 5 2 10 102 NTE INEN 1529-14
Recuento de células <5x10° 1SO 13366-1

somaticas/ml

n= Numero de muestras a analizar

m= Limite de aceptacién

M= Limite superando el cual se rechaza

¢= Numero maximo de muestras admisibles con resultados entre my M.

28= Utilidad: contaminacién general, vida Util reducida en percha, deterioro incipiente
6°= Indicador: riesgo bajo e indirecto

7°= Riesgo moderado: directo, propagacion limitada

Fuente: NTE INEN 9, 2015.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez Joao, 2022.

2.2.1.4 Perspectiva para mejorar la calidad de la leche cruda

En varios paises se hace énfasis en realizar los controles de los parametros de calidad en la leche
cruda como el conteo total bacteriano, indice crioscépico y el conteo de células somaticas, con el
fin de determinar si el producto se ajusta a las normas de calidad. Ademas, es importante
establecer actividades de orientacion y educacion a los productores con el fin de establecer

técnicas de produccidn como las siguientes (Calderén, 2017, p. 8):

- Buen manejo zootécnico
- Adecuado manejo nutricional de los animales

- Limpieza de las instalaciones de ordefio
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Limpieza de utensilios de ordefio

- Limpieza de los ordefiadores

2.2.2 Bacterias acido lacticas

Las bacterias &cido lacticas (BAL) estan distribuidas ampliamente en el ecosistema y se utilizan
a gran escala a nivel de las industrias alimentarias para producir bebidas alcohélicas, alimentos
fermentados, levaduras para la cerveza, vinos, fermentaciones carnicas, elaboracion de yogurt,
gueso, mantequilla, salchichas, pan, cereales, entre otros, mejorando las caracteristicas

nutricionales y sensoriales de los productos (Parra, 2010, p. 95-96).

2.2.2.1 Caracteristicas morfoldgicas de las bacterias acido lacticas

Son bacterias Gram positivas, no forman esporas, no poseen movilidad y dan catalasa negativa,
tienen forma de cocos o bacilos con una longitud variable y su grosor va de 0,5 a 0,8 micras. Estos
microorganismos se caracterizan por ser anaerobios facultativos ya que carecen de actividad
respiratoria debido a la ausencia de la enzima citocromo catalasa, ademas, existen varios factores
que influyen el crecimiento de las bacterias como la temperatura que condiciona su velocidad de
crecimiento. Sus colonias son de tono blanco lechoso y forma circular convexa (Parra, 2010, p. 96).
Estas bacterias se consideran como microorganismos microaerdéfilos ya que se caracterizan por
tolerar bajos rangos de pH lo que les permite superar a otros topos de bacterias en el proceso de

fermentacidn natural, debido a que resiste el incremento de acidez porque produce el acido lactico
(Vargas, 2018, p. 14).

2.2.2.2 Clasificacion de las bacterias acido lacticas

Las bacterias &cido lacticas pertenecen al filum Firmicutes y engloba alrededor de 20 géneros
como Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Aerococcus,
Enteoroccus, entre otros, destacando Lactobacillus al ser el género méas grande. Estas bacterias
se clasifican segun la temperatura de crecimiento en terméfilas (temperatura de incubacion de 40-
45°C por 4 horas), tienen un volumen de cultivo del 2-3% y acidez final de 0,9% de &cido lactico
como por ejemplo Lactobacillus y Streptococcus, mientras que, las bacterias mesofilas
(temperatura de incubacion de 20-25°C por 18-20 horas), con volumen de cultivo del 1-2%, tienen

una acidez final de 0,8% de acido lactico como por ejemplo Lactococcus y Leuconostoc (Parra,
2010, p. 97).

13



Segun la fermentacién de la lactosa, pueden ser bacterias homofermentativas y

heterofermentativas (Parra, 2010, p. 98).

- Homofermentativas

Este grupo de bacterias produce Unicamente &cido lactico, ya que convierte la glucosa en dos
moles de 4cido l4ctico, produciendo mas del 85% de este compuesto. Estas bacterias poseen las
enzimas aldolasa, hexosa isomerasa y carecen de fosfocetolasa. En este grupo destacan las

siguientes bacterias: Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus y Lactobacillus
(Ramirez y Vélez, 2018, p. 116):
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[ C-GLICERALDERIDGD 3 FOSFATO || DIHIDRD}{IP.C%ETGNAFDSFP.TD |
e 2ZNAD  -—
C:2N.l‘:kl:JH*-2H S
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H2O
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" onaD _ |
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llustracién 1-2: Fermentacién homolactica en las bacterias
Fuente: Parra, 2010, p. 96.

- Heterofermentativas

Son bacterias que producen Unicamente 50% de &cido lactico, produciendo en la fermentacion
acido lactico, etanol y didxido de carbono. Poseen la enzima fosfocetolasa y carecen de la aldolasa
y hexosa isomerasa, por lo cual, en la fermentacion usan la via de la pectosa o la hexosa
monofosfato. En este grupo destacan los siguientes géneros: Lactobacillus, Lactococcus,

Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus y Leuconostoc.
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llustracién 2-2: Fermentacién heterolactica en las bacterias
Fuente: Parra, 2010, p. 97.

2.2.2.3 Principales géneros de bacterias acido lacticas

La mayoria de los probidticos pertenecen al grupos de las bacterias acido lacticas (BAL) siendo
los géneros mas relevantes: Streptococcus spp, Lactococcus spp, Lactobacillus spp, Leuconostoc
spp, Pediococcus spp y Bifidobacterium spp. En la tabla se pueden evidenciar los géneros méas

comunes de BAL junto con sus caracteristicas diferenciales.
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Tabla 6-2: Géneros comunes de BAL Yy sus caracteristicas diferenciales.

Caracteristicas

Familia Género Forma CO2 Crecimientoa Crecimientoa Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento a
en 6.5% en 18% apH pH
de laglucosa 10°C 45° C de NaCl de NaCl 4.4 9.6
Aerococcaceae Aerococcus Cocos - + - + - - +
(tétradas)
Carnobacteriaceae  Carnobacterium  Bacilos - + - ND - ND -
Enterococcaceae Enterococcus Cocos - + + + - + +
Tetragenococcus  Cocos + - + + Variable +
(tétradas)
Vagococcus Cocos + - - -
Lactobacillaceae Lactobacillus Bacilos variable variable variable variable - variable -
Pediococcus Cocos - variable variable variable - + -
(tétradas)
Leuconostocaecae  Leuconostoc Cocos? + + - variable - variable -
Oenococcus + + - Variable - variable -
Weissella + + - Variable - variable -
Streptococcaceae Lactococcus Cocos - + - - - variable -
Streptococcus - - Variable - - - -

Notas: ND, no determinado. Algunas cepas de Weissella tienen forma bacilar.b En la literatura antigua los lactococos se conocian como Streptococcus del

grupo N.
Realizado por: Inca Jocelyne; Martinez Joao, 2022.

Fuente: Vargas, 2018.
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- Lactococcus

Son bacterias anaerobias facultativas que se caracterizan por ser esféricas con un tamafio entre
0,5-1,2 micras, agrupadas en cadenas cortas o pares. A este grupo pertenecen siete especies (L.
lactis, L. fujiensis, L. chungangensis, L, garvieae, L. plantarum, L. piscium y L. raffinolactis) que
no son formadoras de esporas, no tienen movilidad y toleran las variaciones de pH, temperatura

de crecimiento y sal (Rebello et al., 2016, p. 22).

El mayor referente es Lactococcus lactis por su aplicacién en la industria lactea, usado para la
fermentacion de productos como quesos y yogures. Estas bacterias crecen en la leche y producen
alta cantidad de &cido lactico y de bacteriocinas (sustancias peptidicas que inhiben el crecimiento
de otras bacterias (Rebello et al., 2016, p. 22).

lustracién 3-2: Lactococcus lactis
Fuente: Corrales, L, 2012, p.174.

- Lactobacillus

Son bacterias Gram positivas, anaerobias facultativas o microaeréfilas y no producen esporas.
Algunas especies son homofermentativas y otras son heterofermentativas, ademas, son
aerotolerantes, por lo cual, se usan a nivel de la industria alimentaria para elaborar productos
fermentados como el yogurt o el queso. Dentro de este grupo destacan las siguientes bacterias L.

lactis, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei, L. bulgaricus, L. gasseri, L. johnsonii y L. plantarum
(Cabezas, 2019, p. 7).
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llustracién 4-2: Lactobacillus casei
Fuente: Jones, p.100

Streptococcus

Son bacterias esféricas Gram positivas, de tipo anaerobias facultativas, no poseen movilidad y
generalmente estan agrupadas formando cadenas de dos. Se considera que la identificacion de
este grupo por métodos convencionales es dificil por lo cual, se realiza una determinacion
seroldgica o se mide su capacidad hemolitica (alfa si tienen hemolisis incompleta, beta si realiza
una lisis total 0 gamma son no hemoliticos). Estas bacterias producen toxinas como proteasas,
hemolisinas o superantigenos que favorecen su colonizacion y multiplicacién en el huésped.
Dentro de este grupo destacan las siguientes bacterias S. pneumoniae, S. viridans, S. pyogenes, S.

agalactiae y dentro de los enterococcus se encuentra E. faecalis y E.faecium (Santos, 2019, p. 39).

llustracion 5-2: Streptococcus spp.
Fuente: INSST, p.1
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- Propionibacterium

Son bacterias Gram positivas, anaerobias en su mayor parte, son mesofilas al tener una

temperatura 6ptima de crecimiento entre 30-37°C y no tienen movilidad. En el proceso de

fermentacion propionato, acetato y didxido de carbono, por lo cual, se usan en la industria

alimentaria para la produccién de productos como el queso. Dentro de este grupo destacan las

siguientes bacterias P. jensenii, P. acidipropionici, P. thoenii, P. australiense, P. namnetense y

P. freudenreichii (Arévalo, 2018, p. 14).

llustracion 6-2: Propionibacterium freudenreichii

Fuente: Kosknen, P. et al. 2015, p. 2.

- Leuconostoc

Son bacterias Gram positivas con forma ovoide y se encuentran formando cadenas, son catalasa

negativa. En cuanto a la fermentacion son heterofermentativos y son capaces de producir

dextrano. A nivel de la industria alimentaria se utiliza esta bacteria en conjunto con Lactobacillus

0 Pediococcus en la fermentacion de la col, mediante el metabolismo anaerdbico, produciendo

como metabolito principal el &cido lactico, también se utiliza en la produccion de vinos y

productos lacteos (Jofré et al., 2017, p. 340).
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llustracién 7-2: Leuconostoc mesenteroides

Fuente: Corrales, L. et al. 2012, p. 27.
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- Enterococcus

Son bacterias Gram positivas con forma de cocos, que se agrupan en parejas o forman cadenas,
se caracterizan por ser anaerobios facultativos, catalasa negativo, pueden crecer en condiciones
extremas, a temperaturas entre 10-45°C y pH de hasta 9,6, también son gamma hemoliticos en
agar sangre. EIl Enterococcus faecalis es el patégeno mas representativo con el 60-90% de
aislamientos clinicos, el Enterococcus faecium es la segunda bacteria mayormente aislada de este

grupo con el 5-16% de deteccidn en casos clinicos (Acosta, 2018, p. 2).

llustracién 8-2: Enterococcus faecalis
Fuente: Solérazno, A, et al. 2018, p. 5.

2.2.2.4 Bioquimica de las bacterias acido lacticas

Inicialmente la caracterizacion bioquimica de las bacterias acido lacticas se basé en la tincion
Gram, determinacion de la capacidad de producir catalasa, produccién de &cido lactico y
fermentacion de determinados carbohidratos. Sin embargo, a nivel del laboratorio existen
diferentes métodos para evaluar las caracteristicas morfologicas de estas bacterias, considerando

los siguientes analisis (Ortiz, 2017, p. 20):

- Crecimiento a distintas temperaturas (10°C, 37°C y 45°C)

- Produccién de amoniaco

- Capacidad de tolerar diferentes rangos de cloruro de sodio (2%, 4% y 6,5%)
- Produce acetoina

- Actividad reductora

- Hidroliza la esculina

- Sobrevive a los tratamientos térmicos

20



- Fermentan carbohidratos como: fructosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, trehalosa, maltosa,
glucosa, manosa, xilosa, rafinosa, dextrosa, lactosa, ribosa, amigdalina, melobiosa, sorbitol,

sucrosa, entre otros.

Convencionalmente las pruebas bioguimicas de este tipo de bacterias incluyen también la prueba
KOH gue es un método rapido de confirmacion de la tincion Gram, debido a que la bacteria sera
Gram positiva si presenta KOH negativo, es decir, no se forma un hilo mucoide. Para facilitar la
identificacion y caracterizacion de estas bacterias se pueden utilizar test de andlisis bioquimicos

gue funcionan con un sistema multipruebas como por ejemplo (Latorre, 2018, p. 25):

Galeria API
Galeria API 20 Strep
Galeria API 50 CH

2.2.2.5 Pruebas bioquimicas de aislamiento

Tincion Gram

Es una de las pruebas bioguimicas méas importantes dentro de microbiologia para caracterizar una
bacteria como Gram positiva 0 Gram negativa. También es posible determinar el tipo de
microrganismo como bacteria o levadura, la morfologia como bacilo o coco, la forma en que se
encuentran agrupados y las caracteristicas de la pared celular segun su coloracion. Las bacterias
Gram positivas tienen la capacidad de retener el azul violeta al estar en presencia de alcohol y su
pared celular es mas gruesa y su componente principal es el peptidoglucano, mientras que, las
Gram negativas presentan coloracién rosa y tienen una pared mas delgada con menos del 10% de

peptidoglucano (Rodriguez y Arenas, 2018, p. 1-2).

- Prueba de catalasa

La catalasa es la enzima encargada de catalizar el perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno, el
peréxido de hidrdgeno estd presente en el metabolismo de organismos vivos debido al uso de

azucares en la via oxidativa. La mayor parte de las bacterias aerotolerantes dan catalasa positiva

a excepcion de las bacterias &cido-lacticas (Latorre, 2018, p. 25).
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- Pruebas de oxidasa

Es una prueba gue permite identificar las bacterias que poseen enzimas oxidasas por la presencia
del sistema citocromo oxidasa, el cual se encuentra en bacterias aerobias o anaerobias facultativas,
sin embargo, aquellas bacterias que sean anaerobias carecen de estas enzimas. Se considera que
la produccién de oxidasa esta relacionada con la produccién de catalasa y se puede realizar la
determinacion con los siguientes métodos (ULPGC, 2019, p. 6):

- Meétodo directo en placa

- Método indirecto en papel

- Prueba de movilidad

Es una prueba que permite determinar si la bacteria es movil o inmdvil, para lo cual se realiza la
siembra de la bacteria en el medio manitol-movilidad donde las bacterias que sean moviles
produciran una especie de enturbiamiento homogéneo a causa de la distribucién de los
microorganismos, en cambio las bacterias inmoviles permaneceran Unicamente en la linea de la

siembra realizada (ULPGC, 2019, p. 4).

- Produccién de CO; a partir de glucosa

Es una prueba que permite identificar si las bacterias son heterofermentativas, debido a que estos
microorganismos usan la ruta de la fosfocetolasa que metaboliza los azucares, produciendo no

s6lo &cido lactico sino también acido acético, etanol y dioxido de carbono (Parra, 2010, p. 96-98).

- Crecimiento a diferentes temperaturas

Es una prueba que permite determinar si las bacterias son mesdfilas o termdfilas segin la
temperatura ideal de incubacion, tomando en consideracion los siguientes parametros (Parra, 2010,

p. 97):

- Mesodfilas: incubacion a 20-25°C, volumen de cultivo entre 1-2%, con un tiempo de incubacion
de 18-20 horas, teniendo una acidez final de acido lactico del 0,8%.
- Termdfilas: incubacion a 40-45°C, volumen de cultivo entre 2-3%, con un tiempo de

incubacioén de 2-4 horas, teniendo una acidez final de acido lactico del 0,9%.
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- Tolerancia a diferente pH

Es una prueba donde se someten las bacterias a diferentes rangos de pH, pero es importante
considerar que, las bacterias acido lacticas en su mayoria toleran un pH &cido o alcalino, sin
embargo, a medida que se acidifica el medio se reduce el nimero de especies que son capaces de
sobrevivir. Por ejemplo la mayoria de estas bacterias crecen a un pH de 4-4,5, aungue
microorganismos como Lactobacillus plantarum pueden crecer a un pH de 3,9 y Streptococcus

lactis puede tolerar pH de hasta 9,6 (Vanegas, 2017, p. 9).

Se considera que, el pH es un factor fundamental en el proceso de fermentacion, obteniendo una
produccion dptima de &cido lactico a pH de 5-7, por lo cual, es importante seleccionar las bacterias
acido lacticas que tengan la capacidad de tolerar ese rango de acidez (Vanegas, 2017, p. 22).

2.2.2.6 Beneficios de las bacterias acido lacticas

Las BAL son uno de los grupos de bacterias mas importantes desde el punto de vista industrial,
se puede decir que solo son superadas por las levaduras en servicio a la humanidad. Su uso
reconocido como (GRAS), las hace tiles en multiples aplicaciones industriales como cultivos
iniciadores, ya que producen &cido lactico lo que provoca entre otros efectos una disminucion del
pH, evitando asi la proliferacion de ciertas bacterias patdgenas. Por otro lado, algunas cepas son

bacterias promotoras de la salud por uso como probiéticos (Lahtinem, et al., 2012, p. 7-17).

Numerosos estudios han demostrado que estos microorganismos autoctonos mejoran las
propiedades tecnoldgicas y sensoriales de los sistemas alimentarios, y que también pueden
contribuir en la inhibicion del desarrollo de microorganismos patdgenos y deteriorantes (Poltronieri,
2018, p. 161-172). Las bacterias acido lacticas tienen la capacidad de producir componentes
inhibitorios como el acido lactico, diacetilo, acetaldehido, perdxido de hidrogeno, y bacteriocinas,

pequefios péptidos con capacidad antimicrobiana (Pringsulaka et al., 2015 p. 66-67).

2.2.3 Probidticos

Segun la Organizacién de Alimentos y agricultura, los probidticos son microorganismos vivos
que se al ser administrados en una adecuada cantidad causan un beneficio a la salud del huésped.
En general cualquier microorganismo podria ser candidato a convertirse en probidtico, sin
embargo, los grupos de bacterias mas usados son los Lactobacillus y las Bifidobacterias, al ser
consideradas como seguras, aunque de igual forma se utilizan bacterias de otros géneros como
(Marifio et al, 2018, p. 6):
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- Sacchamoryces cerevisiae
- Saccharomyces boulardii
- Escherichia coli

- Bacillus cereus

Las bacterias &cido lacticas fueron consideradas como probidticos desde la década de los 60, al
proporcionar una amplia variedad de beneficios como reduccion del pH a nivel intestinal, estimula
la produccion de vitaminas o enzimas a nivel digestivo, produce sustancias antibacteriales como
por ejemplo bacteriocinas, &cidos organicos, diacetilo, peréxido de hidrégeno, acetaldehido,
lactonas, entre otras. Ademas, es importante considerar que el cultivo bacteriano debe encontrarse
en la concentracion adecuada para ejercer el efecto beneficioso a la salud, teniendo como rango

sugerido de 10® a 107 UFC/Gramo de producto (Parra, 2010, p. 101).

Tabla 7-2: Principales probi6ticos utilizados en la industria

Género Probidticos

Lactobacillus - Lactobacillus plantarum
- Lactobacillus acidophilus
- Lactobaciilus bulgaricus
- Lactobacillus casei
- Lactobacillus salivarius
- Lactobacillus lactis
- Lactobacillus reuteri
- Lactobacillus sakei
- Lactobacillus buchneri
- Lactobacillus fermentum
- Lactobacillus johnsonii

- Lactobacillus sakei

Bifidobacterium - Bifidobacterium infantis
- Bifidobacterium longum
- Bifidobacterium lactis
- Bifidobacterium breve
- Bifidobacterium bifidum

- Bifidobacterium adolescentis

Streptococcus - Streptococcus salivarius

- Streptococcus termophilus

Enterococcus - Enterococcus faecium

- Enterococcus faecalis

Saccharomyces - Saccharomyces boulardii

- Saccharomyces cerevisiae
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Otros - Lactococcus
- Bacillus subtilis
- Leuconostoc
- Pediococcus acidilactici
- Propionibacterium freudenreichii

- Escherichia coli

Fuente: Marifio et al. 2018, p.6.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez Joao, 2022.

2.2.3.1 Funciones de los probidticos

Los probidticos cumplen diferentes funciones tanto a nivel inmunolégico y no inmunoldgico, pero
es necesario que cumplan con determinadas caracteristicas y condiciones como se indica a

continuacion:

- Ser seguros para el consumo

- Deben tener procedencia humana

- Deben sobrevivir a las condiciones gastricas

- Deben tener accidn proteolitica para ser estables frente a &cidos y a la bilis
- No deben conjugarse con sales biliares

- Buena viabilidad

- Buena estabilidad al llegar al sitio de accién

- Se debe adherir a la mucosa intestinal

- Debe prevenir la colonizacion de bacterias

- Debe presentar efecto positivo en la salud humana

- Su estabilidad debe mantenerse a lo largo de la vida dtil del producto
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Tabla 8-2: Beneficios de los probidticos

Beneficios inmunolégicos

Beneficios no inmunolégicos

Estimulan la activacion de los macréfagos
locales

Aumenta la produccion de inmunoglobulina A
Es capaz de modular los perfiles de citoquinas
para causar una respuesta tolerogénica

Activa una respuesta ante la presencia de

patdgenos

Efectos metabolicos

Modula el metabolismo lipidico
Favorece la absorcion de calcio
Previene el estrefiimiento

Previene de infecciones intestinales
Disminuye las manifestaciones de

atopia

- Previene la apariciéon de infecciones
sistémicas

- Ayuda en la esteatosis hepatica o
encefalopatia hepética

- Previene las infecciones vaginales

- Disminuye la actividad de enzimas
como glucoronidasa o nitrorreductasa,
implicadas en la aparicion de cancer

- Eliminan por fagocitosis los radicales

superoxidos

Fuente: Marifio et al. 2018, p.6.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez Joao, 2022.

2.2.3.2 Mecanismos de accion de los probidticos

Los probidticos acttan a nivel del tracto intestinal causando la estimulacion de los mecanismos
inmunitarios en la mucosa y los no inmunitarios, mediante la accion antagénica con bacterias

patdgenas. Se incluyen los siguientes mecanismos de accion (Guarner et al., 2017, p. 15):

- Inducci6n a pH menor a 4

- Produccion de &cido lactico

- Disminuye la permeabilidad del intestino

- Potencia el efecto inmunolégico a nivel digestivo

- Incrementa la actividad de la lactasa

- Reduce el tiempo de eliminacion del patégeno

- Actula en la transferencia de los plasmidos

- Compiten con nutrientes que se encuentran en la flora del patégeno

- Causan alteracién dificultando la translocacién bacteriana

- Incrementa la produccion de mucinas ileocoldnicas que permiten el recubrimiento del intestino

- Incrementa la produccion de los linfocitos T
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llustracion 9-2: Mecanismo de la actividad probi6tica

Aumenta la secrecion de la inmunoglobulina A
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antimicrobianos
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receplores de g::us':;l:la Produccion
toxinas pe de acido
= — [ ]
[ ]

Produccion
delgA

Fuente: Guarner et al. 2019, p. 16.

2.2.3.3

La microbiota intestinal se considera como un ecosistema diverso de microoganismos, que se han
adaptado a las condiciones del intestino, por lo cual, las bacterias intestinales y el hospedador
tienen una relacion simbidtica. Se considera que, en la microbiota intestinal existen alrededor de
100 billones de bacterias predominando 4 filum como Fermicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias
y Actinobactrias. (Wagner, 2018, p. 6). L0os probioticos interaccionan con estas bacterias de la mucosa
intestinal para antagonizar a los patégenos, mejorando la barrera intestinal, favoreciendo el

ambiente intestinal, regulando la inflamacion y la respuesta inmunitaria, mediante la produccion

de componentes bioactivos como (Wagner, 2018, p. 9):

Estructuras presentes en la pared bacteriana (polisacéridos, proteinas, acidos lipoteicoicos)

Secreciones (proteinas bacterianas)

Acidos nucleicos

Metabolitos (&cidos grasos y &cidos organicos)

2.2.3.4 Dosis de probidticos

Los probidticos son microorganismos viables donde se requiere de una concentracion adecuada
para cumplir con el objetivo planteado, tanto en la prevencion como en el tratamiento de las

patologias, teniendo que la dosis generalmente oscila entre 10° hasta 10' UFC/dosis. Sin
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embargo, se ha demostrado que ciertas requieren de una dosis menor para ejercer sus efectos,

mientras que, otras necesitan de una dosis mayor, como se indica a continuacién (Marifio et al. 2018,
p. 11):

- B. infantis es eficaz en el tratamiento de la sintomatologia de intestino y colon irritable al
estar en una concentracion de 10** UFC/dosis

. acidophilus actta a una concentracion de 10° UFC/dosis

. casei actlia a una concentracion de 2 * 10° UFC/dosis

. lactis actia a una concentracion de 25 * 10° UFC/dosis

. plantarum acttia a una concentracién de 7 * 108 UFC/dosis

. bulgaricus acttia a una concentracion de 6 * 10° UFC/dosis

r r - O -

. paracasei actlia a una concentracion de 1 * 10* UFC/dosis

2.2.3.5 Directrices para evaluar los probidticos usados a nivel alimentario

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, en el afio 2006
estableci6 las directrices para evaluar los probioticos usados a nivel industrial, considerando que
existen cinco propiedades que deben cumplir los microorganismos que actlan como agentes

probiéticos, incluyendo los siguientes (Wagner, 2018, p. 11):

- Debe generar sustancias con poder antimicrobiano

- No debe presentar resistencia a antibidticos

- Deben ser tolerantes y resistentes a las condiciones de la diana

- Debe tener capacidad tecnolégica al ser facil de cultivar, no debe perder su viabilidad en la
conservacion de las bacterias

- Debe presentar una adecuada actividad in vivo

Dentro de los pasos para realizar una evaluacion de los probidticos usados en la industria de

alimentos, se encuentran los siguientes:

- ldentificar la cepa bacteriana mediante métodos genotipicos y fenotipicos

- Evaluar la inocuidad ya sea a nivel in vitro o con experimentacion animal (Fase )
- Realizar la caracterizacion funcional

- Ejecutar ensayos de doble anonimato usando un placebo (Fase I1)

- Evaluar la eficacia de la cepa

- Realizar un segundo estudio para confirmar el resultado

- Comparar los probidticos con el tratamiento estandar para evaluar la efectividad
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2.2.4 Actividad probidtica

La actividad de un probidtico es la capacidad que tienen estas cepas de ayudar a la salud del ser
humano esta se determina mediante una serie de ensayos entre los que se puede mencionar la
capacidad hemolitica, simulacion de tolerancia a jugos gastricos y sales biliares, la resistencia a

antibidticos y el efecto antagonista de la cepa de BAL frente a agentes patdgenos.
2.2.4.1 Ensayos para determinacion de la actividad probiotica
- Simulacién de tolerancia a jugos gastricos y sales biliares
- Simulacion de tolerancia a jugos gastricos
En la evaluacion de la tolerancia de estas cepas a pH acido luego de activar el microorganismo,
se tomaron 100 pl del cultivo y se inocul6 en caldo MRS ajustado a pH 2,0 con HCL 6 M y se
incubd por 2 h a 37 °C (Cueto, et al., 2010, p. 3-4).
- Simulacion de tolerancia a sales biliares
En la determinacion de la tolerancia a sales biliares de las cepas evaluadas se tomaron 100 pl del
cultivo fresco y se inocul6 en caldo MRS enriquecido con sales biliares (0,3%) ajustado a pH: 7,0
y se incubo por 2 h a 37 °C (Cueto, et al., 2010, p. 3-4).
- Hemodlisis
Para esta prueba se tiene en cuenta el ensayo sobre la actividad hemolitica, en el cual se inoculd
la cepa de estudio sobre el medio de cultivo agar sangre al 5% v/v (de sangre de cordero) por el

método de siembra en superficie, se incubo a 37C° por 48h en anaerobiosis. Las cepas se

caracterizaron como a-hemolisis, B-hemolisis y y-hemdlisis, segln la tabla 6 (Vélez, et al., 2015:
p.146-147).
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- Resistencia a antibioticos

Para esta prueba se realizé un antibiograma con las cepas activadas en caldo MRS a 37 °C durante
8 h y discos de antibioticos. Estas placas se incubaron a 37 °C por 24 h y luego se determind el
diametro de inhibicién en mm. Los antibidticos utilizados fueron: ciprofloxacina, tetraciclina,

estreptomicina, vancomicina, eritromicina y cloranfenicol (Cueto, et al., 2010, p. 3-4).

- Efecto antagbnico

La evaluacion del potencial bactericida de las BAL se realiz6 por el método de difusién en pozos,
con algunas modificaciones. Se empleo6 el medio de cultivo agar MRS Y M17, se agregd 100pL
de una suspension de bacterias patdgenas, por medio de la técnica de siembra en superficie, se
hicieron 4 pozos sobre el medio de cultivo y se adiciono 35 uL de cada BAL. Las muestras se
refrigeraron a 4°C por tres horas y luego incubaron a 37°C por 48 h en anaerobiosis. La actividad
bactericida se detect6 por la presencia de una zona clara de inhibicién alrededor del pozo (Vélez,
etal., 2015: p.144-145).
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CAPITULO Il

3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Metodologia de la investigacion

3.1.1 Localizacién de la investigacion

El presente trabajo de integracién curricular se ejecutd en los Laboratorios de Microbiologia de

la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

3.1.2 Tipoy disefio de investigacion

El presente trabajo experimental tuvo un disefio experimental basado en la determinacion de la
actividad probiotica de BAL aisladas e identificadas en muestras de leche cruda. La investigacion
se ejecutard en los laboratorios de Microbiologia de la Facultad de Ciencias (ESPOCH).

3.2 Disefio experimental

3.2.1 Poblacién de estudio y/o tamafio de muestra y/o método de muestreo

Estuvo conformada por la leche cruda proveniente de pequefios y grandes productores de la

parroquia San Luis seleccionado por conveniencia en el periodo de marzo-octubre 2022.

3.2.2 Muestra

El estudio se realizd en 3 muestras de leches que cumplan estrictamente con todos los parametros
y criterios de inclusion, basados en la determinacion de la actividad probidtica de las bacterias

acido-lacticas presente en muestras de leche cruda utilizando métodos dependientes de cultivo-

3.2.3 Método de muestreo

El tipo de muestreo se realiz6 mediante seleccion intencionada o muestreo de conveniencia
aleatorio de facil acceso. Para la recoleccion de las muestras de leche se tomo6 en cuenta lo
establecido en la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1529-2:2013: Control microbiol6gico

de los alimentos. Toma, envio y preparacion de muestras para el analisis microbioldgico
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3.2.4 Criterios de inclusion

Fueron considerados como muestras aquellos tipos de leche que reunieron los siguientes criterios

segun la normativa: Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 9:2008 Leche cruda. Requisitos:
- Ordefio integro e higiénico de vacas sanas y sin adicion o sustraccion alguna.
- Exento de calostro y libre de sustancias extrafias a su naturaleza.
- Con requisitos organolépticos (color, olor, aspecto) especificos.
3.2.5 Criterios de exclusion
- Cuando la leche es obtenida de vacas deficientemente alimentadas, cansadas o enfermas.
- Contienen sustancias ajenas a la naturaleza del producto (conservante, adulterante,

neutralizante, colorante y antibidtico) en cantidades que superen los limites indicados.

3.3 Instrumentos de recoleccién de datos

3.3.1 Técnica para la recoleccion de las muestras

Teécnica para la recoleccion de las muestras

Lasmuestras de leche cruda fueron recolectadas de pequefios v grandes productores
dela parroguia San Luisseleccionado por conveniencia

En condiciones asépticas v de conservacion (refrigeracion) se tomaron pequefias
cantidades demuestras.

Los envases asépticos fueron cerrados hermética v respectivamente etiquetados con
el nimero de muesiras para el posterior andlisis.

Las muestras recolectadas se trasladaron en ese mismo momenio a los laboratorios
de biogquimica v farmacia especificamente al de microbiclogia.

llustracion 1-3: Técnica para la recoleccion de las muestras
Fuente: NTE INEN 1529-2, 2013. (NTE INEN para recoleccion de muestras).

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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3.3.2 Técnica de aislamiento y recuento por diluciones

Para realizar el recuento de bacterias &cido lacticas se prepara medios de cultivos selectivos MRS
y M17 respectivamente.

3.3.3 Preparacién de medios de cultivo

Preparacion de medios de cultivo

|
[ I
Medio de cultivo AGAR MRS (de Medio de cultivo AGAR M17
Man_ Rogosza v Sharpe) |

l Peszar 3325 g en 1000 ml.
Pesar 65,13 g en 1000 mi.

Pesar 19 g en 1000 ml de
glicerol, respectivamente.

Anadir la cantidad calculada en un
Erlenmeyer de 300ml

Agregar los ml de agua destilada
caleulados para las cajas Petri.

Esterilizar por 30 minutos en el
Autoclave a 121 °C.

Dejar que se enfrie hasta gue la
palma tolere el calor.

Finalimente, plaquear v conservar.

lustracion 2-3: Procedimiento para la preparacion de medios de cultivo

Fuente: NTE INEN 1529-1, 2013. (NTE INEN para Preparacion de Medios de Cultivo y Reactivos).
Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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3.3.4. Disoluciones

Preparacion de diluciones ‘

Preparar el agua de peptona 15 g en
1000 ml, respectivamente.

Diluciones:

Dilucion 10 : Colocar 10ml delamuestra de
leche crudaen el Erlenmeyer v homogenizar.

Después, colocar en un Erlenmeyer con
90 ml de agua de peptona.

A continuacion, esterilizar en gl
autoclavepor 15 mina 121 °C.

llustracion 3-3: Preparacién de diluciones.

Fuente: NTE INEN 1529-1, 2013.
Realizado por: Inca, Jocelyne, Martinez, Joao, 2022.

3.3.5 Siembray Aislamiento de BAL

3.3.5.1 Siembray Aislamiento de bacilos

Siembra v Aislamiento de bacilos

I

De las muestras recolectadas de
leche cruda medir 10 ml v colocar en
un Erlenmeyer, luego homogenizar

Dilucién 10 : transferir con una pipeta 1 ml
dela dilucion anterior a un tubo de ensayvo con
9ml de agua de peptona.

Dilucion 10 2/ 107: Realizar el mismo
proceso hasta obtener la dilucién requerida.

Preparar diludones | |
seriadas (107 a 1079).

Peti con agar MRS

en 20 ml de solucién de peptona

de un asa de drigalsky.

Padk.

Seleccionar las cajas de

sembrar mediante la técnica
de superficie con la ayuda

Incubar las cajas en posidon
invertida a 32° C por 48 a 72 horas
en condiciones microaerofilicas
utilizando &l sistema de jarras Gas-

llustracion 4-3: Procedimiento de Siembra y Aislamiento de bacilos.

Fuente: NTE INEN 1529-1, 2013.

Realizado por: Inca, Jocelyne, Martinez, Joao, 2022.
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3.3.5.2 Siembray aislamiento de cocos

Siembra v Aislamiento de cocos

De las muestras recolectadas de Sdecconar las cajas de
leche cruda medir 10 ml v colocar en Preparar diluciones Petn  con agar Z\-Il'.-‘_j.-'
un Erlenmeyer, luego homogenizar || serjadas (107 a 10° sembrar mediante 1 a técnica

de superficie con la ayuda

en 20 ml de solucién de peptona
de un asa de drigalsky.

Incubar las cajas en posicion
invertida a 32° C por 48 a 72 horas
en condiciones microaerofilicas
utilizando & sistema de jarras Gas-
Pack.

llustracion 5-3: Procedimiento de Siembra y Aislamiento de cocos

Fuente: NTE INEN 1529-1, 2013.
Realizado por: Inca Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

3.3.6  Pruebas bioquimicas para el aislamiento

3.3.6.1 Tincién Gram

Tincion de Gram

L. Recoger mediante un asa de
Afiadir una gota de agua siembra una colomia con

destilada aun portaobjetos. |7 yacimiento puro y extender en
el porta objetos.

Secar v fijar la colonia
— con la ayuda de un
mechero de alcohol.

Después, colocar alcohol cetona Deigua maneraaplicar Aplicar cristal Violeta
sobrela placa durante 30 segundos v | Lugol durante 1 min y sobre la placa durante 1
enjuagar. enjuagar. min v eniuagar.

|
Finalmente aplicar Secar al ambiente. colocar 1 gota de
safraninapor I min — aceite de inmersion v observar &
v enjuagar. | | microscopio con el lente de 100x.

llustracion 6-3: Procedimiento para la realizacién de tincién Gram.
Fuente: NTE INEN 1529-1, 2013.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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3.3.6.2 Catalasa

. Con la ayuda de un asa de Después afiadir una gota de
Catalasa inoculacion tomar una colomia del | perdxido de hidrogeno v observar
culive v colocar sobre un de manera inmediata la liberacion

portaohjetos. de gas (burbujas).

llustracion 7-3: Determinacion de la prueba de catalasa.
Fuente: Vargas, 2018.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

3.3.6.3 Oxidasa

r

Con la ayuda de un asa Obzervar el viraje
Oxidasa democulaciontomaruna || 4o oolor en 1a tirilla -
¢ | colonia del cultivo y de blanco a morado. - =
colocar sobre una tira de Fﬂ_ I
oxidaza. TR o~

llustracion 8-3: Determinacion de la prueba de oxidasa
Fuente: Vargas, 2018.

Realizado por: Inca, Jocelyne, Martinez, Joao, 2022.
3.3.7 Pruebas de caracterizacion

Las colonias acido lacticas aisladas, estuvieron sometidas diferentes pruebas fenotipicas para

confirmar el género al cual pertenecen.

3.3.7.1 Prueba de movilidad

Prueba de movilidad _

]

Preparar con anterioridad Sembrar en linea recta por
tubos de ensayo con agar puncion p_mﬁmda en el tubo
semisalido SIM. correspondiente abarcando 2

tercios de profindidad.

Tomar una colomia pura _
con la ayuda de una aguja Incul:_ra_r a37C por 24 horas en
deinoculacian. ) condiciones anaerobias.

lustracion 9-3: Proceso de realizacion de la prueba de movilidad
Fuente: Vargas, 2018.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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3.3.7.2

Produccién de CO; a partir de glucosa

fenol

. Formulacién de caldo rojo

Produccidn de CO; a partir de

glucosa

1000 ml de agua destilada.

Agregar en un Erlenmeyer

Pezar: 12g de peptona

Colocar en una gradilla tubes de
ensayo que contengan en su interior
tubos de Durtham (la abertura del
mizmo hacia la baze del tubo de
ensayo).

1g de extracto de carne

3g de cloruro de sodio

Colocar 10 ml del caldo rojo fenol v
esterilizar en la auteclave a 121 °C
por 15 min.

0.018 g de rojo fencl

Con el asa de inoculacion tomar una
colonia pura e inocularla en el caldo.

Finalmente,
glucosa

pesar 10g

de

T homogenizar

Incubar a 32 C por 48 horaz v
observar fermentacion v produccion
de CO..

A% ¢
L & B2

llustracion 10-3: Proceso de produccion de CO, a partir de glucosa

Fuente: Vargas, 2018
Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

3.3.7.3  Crecimiento a diferentes temperaturas

ra

Crecimiento a diferentes
temperaturas

Colocar 3 ml de caldo MES
en  tubos de  ensayo
previamente esterilizados

Con un aza de tnoculacion

Beportar como  positivo
cuando exista la presencia de
turbidez.

colocar una colonia pura
en el tubo v homogenizar.

Incubar a 10°C v 43°C
respectivamente  durante
24h.

lustracion 11-3: Proceso de determinacion a diferentes temperaturas

Fuente: Vargas, 2018.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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3.3.7.4 Tolerancia a cloruro sédico

Tolerancia al cloruro sddico

Colocar 3 ml de caldo MES
suplementado con NaCl en
tubos de ensayo previamente

Inocular las colonias en los
tubos de ENSAYD
suplementade con §.5% ¥y
15% de NaClL

Incubar durante 48 horas a
| 32°C v reportar =i existe
crecimiento evidenciado por
turbidez.

llustracion 12-3: Proceso de tolerancia al cloruro sédico.

Fuente: Vargas, 2018.

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.

3.3.7.5 Tolerancia a distintos pH

Tolerancia a diferentes pH

Colocar 3 ml de caldo MES en

tubos de ensayo previamente
esterilizados.

Ajustar el pH 2 4.4 con 12
ayuda de deido acético S M. T

En otros tubos, ajustar el
pH a 9.6 con la ayuda de
hidroxide de sodio 2 .

Incubar durante 48h a 32 *C v
reportar s1 la prueba es positiva
zi ze observa crecimiento.

lustracion 13-3: Proceso de tolerancia a diferentes pH

Fuente: Vargas, 2018.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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3.3.8  Pruebas de actividad probiética

3.3.8.1 Simulacion de tolerancia a jugos gastricos y sales biliares

| Simulacién de tolerancia a jugos
gastricos y sales biliares

En tubox de ensayo
previamente esterilizados |
colocar 3 ml de caldo Mrs.
previamente esterilizados.

Con el asa de inoculacion
colocar una colonia en el
caldo e incubar a 37°C por
dos horas.

I

Inocular 100 pL  del
MICTOCTZANISMOe &0 UNa
caja de Petri con agar MES
v con va aza de drigalsky
sembrar e incubar por 24 -
48 horas a 37°C.

Eeportar el crecimiento como

contaje inicidl de Lactococcus
S Lactobacillus (MNn).

Jugos gastricos: Ajustar el Sales biliares: Realizar
pH a 2.0 del caldo MRS || eariqueciendo del caldo
con HC1 ML MES con 0.3% zales biliares.

l_T_J

Colocar 3ml del medio en tubos de
ensayo esterilizados.

Colocar 100 uL del microorganismo
a evaluar e incubar por 2h a 37°C.

Inocular 100 pL del
microcrganismo eh una caja de Petri
con agar MES v M17 v con un asa
de drigalsky sembrar e incubar por
24 -48 horas a 37°C.

Feportar el crecimiento como
numerc viable de .E.Tcz'acaccﬂs !
Lactobacillus (1)).

1

( log UFC N, -
) =—— x 100 (1 Caleular el porcentaje  de
{ '} log UFC Ny ( ] I supervivencia
|
log UFC N,

(%) =

log UFC Ny

x100 (1)

llustracion 14-3: Proceso de simulacion de tolerancia a jugos gastricos y sales biliares

Fuente: Cueto, 2010.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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3.3.8.2 Capacidad hemolitica

Capacidad hemolitica

|
Inocular la cepa de estudio R
sobre el medio de cultivo agar |_| [ncubara 37C% por24-48 | | cepas como o-hemaolisis, B-
sangre al 5% por el método de Horas hemolists v r-hemolisis:
siemnbra en superficie. +

Eeportar la caracterizar las

llustracion 15-3: Proceso para la realizacion de la capacidad hemolitica
Fuente: Liu, 2020.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
3.3.8.3 Resistencia a antibioticos

Resistencia a antibioticos

Tnocular en agar MRS con 0.1 mL el Utilizar discos con los siguientes antibidticos:
microoreani s.mcrhde estudio ’ — cprofloxacina tetracicdina estreptomicina
- vancomicing, ertromicina v cloranfend col.

' l
Incubar a 37°C por 48 horas v medir el
didgmetro de inhibicién en mm.

llustracion 16-3: Proceso para la prueba de resistencia a antibidticos
Fuente: Liu, 2020.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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3.3.8.4 Evaluacion del efecto antagonico

Evaluacién de efecto antagénico

I
Fealizar mediante el Evaloar la capacidad de inhibir a: £, Preparar el inoculo de la

método de difusién de — coli 5. aurews, P aewrigenosa, — bacteria enun patron 05

pozos en placa. Klebsiella pneumoniae y C. freundii. en escala Mc Farland.
Luego, inocular 30 pL de Inocular por agotamiento

Ineubar a 37 °C durante 24 h T | cadaBAL enlos pocillos L — tpda 1a placa de agar
previamente formados. autritivo.

Finalmente, evaluar la capacidad Halo de inhibicion = Diametro de

antagdnica midiendo los halos de || zona de inhibicidn — Diametro de

inhibticion colonia de BAL

lHustracion 17-3: Proceso para evaluacion de efecto antagonico.

Fuente: Ajcet, 2020.
Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

3.3.8.5 Técnica de conservacion de las cepas con glicerol

Para la conservacion de bacterias acido lacticas a largo plazo se lo realiza en caldo MRS que

contenga glicerol al 30% (v/v) a -20° C.

Conszervacion en glicerol
. ;
Calcular el volumen total multiplicando el
N® de cepas x 6 ml de cepa (c/u).
I Solucidn de glicercl al 30%:
V1=?

Colocar en un Erlenmeyer § ml de

zolucion de conservacion + 6 ml de cultivo {:'11= G}i{:&ml al 99 8 %
en caldo incubado. V2= Volumen total

| C2= Glicerol al 30%
Cantidad de agua destilada= Volumen total - V1
Trasferir 1ml de sclucion a cada eppendorf | |
previamente etiquetado. ' !

Solucion de conservacion

Finalmente conservar.

lustracién 18-3: Proceso de conservacion en glicerol

Fuente: Vargas, 2018.
Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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3.3.8.6  Aislamiento y caracterizacion de BAL

Muestra de leche
Eecoleccion
Siembra
Incubacion
Aislamiento
Pruebas ¢ Tincion de Gram
R Catalasa
B L]
10quitnicas  Oxidasa
o Movilidad
¢  Produccion de CO-
o Crecimiento a diferentes | Prusbasz de
temperaturas caracterizacion
¢ Tolerancia al cloruro sodico o Simulacién de condiciones
o Tolerancia a diferentes pH - e
- acidas v basicas.
Pruebas de actividad * Evalvacion de efecto
L antagonico.
probidtica « Fesistenciaa
antimicrobianos.
# Capacidad hemolitica.
Eeporte de
resultados

lustracion 19-3: Proceso general del aislamiento y caracterizacion de BAL

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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CAPITULO IV

4  MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1  Analisis e interpretacion de los datos

4.1.1 Seleccion de cepas aisladas de las muestras de leche cruda

Una vez evidenciado el crecimiento de las cepas bacterianas en los medios de cultivos MRS y
M17 respectivamente se procedio a la primera seleccion de colonias. Tablas 1-4.

Tabla 1-4: Colonias seleccionadas de las muestras de leche cruda

. Medio de Morfologia i ero de ) Total
N Muestras islamient segun el loni Porcentaje
aislamiento medio colonias Bacilos / Cocos
1 Muestras de leche 1 MRS Bacilos 8 8%
2 Muestras de leche 1 M17 Cocos 9 9%
3 Muestras de leche 2 MRS Bacilos 13 13%
50 50
4 Muestras de leche 2 M17 Cocos 15 15%
5 Muestras de leche 3 MRS Bacilos 29 29%
6 Muestras de leche 3 M17 Cocos 26 26%

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

Una vez sembradas las diluciones de las muestras de leche cruda y después de evidenciar el
crecimiento en los medios de cultivo respectivos se seleccionaron las colonias mas aisladas de
cada una de las muestras de leche recolectadas, teniendo una seleccion de 50 colonias que
crecieron en medio de cultivo MRS siendo este el medio selectivo para Lactobacillus y una
seleccion de 50 colonias que crecieron en el medio de cultivo M17 siendo este el medio selectivo

para Lactococcus.

4.1.2 Aislamiento y seleccion de cepas de bacterias &cido lacticas

Una vez realizada la primera seleccion de las cepas bacterianas se procedi6 a la purificacion y
posterior aislamiento y seleccion de las colonias de bacterias acido lacticas presentes en los
medios de cultivo M17 y MRS mediante pruebas bioquimicas de identificacion. Los resultados

se muestran en las tablas 2-4 y 3-4.
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Tabla 2-4: Pruebas bioquimicas para la identificacion de BAL en agar M17

N° cODIGO MN.'SSSSCLSF?’.@A TINCION GRAM OXIDASA CATALASA
1 Col 1 Cocos Pos Neg Pos
2 Col 2 Cocos Pos Neg Pos
3 Col 3 Cocos Pos Neg Pos
4 Col 4 Cocos Pos Neg Pos
5 Col 5 Cocos Pos Neg Pos
6 Col 6 Cocos Pos Neg Pos
7 Col 7 Cocos Pos Neg Pos
8 Col 8 Cocos Pos Neg Pos
9 Col 9 Cocos Pos Neg Pos
10 Col 10 Cocos Pos Neg Pos
11 Col 11 Cocos Pos Neg Pos
12 Col 12 Cocos Pos Neg Pos
13 Col 13 Cocos Pos Neg Neg
14 Col 14 Cocos Pos Neg Neg
15 Col 15 Cocos Pos Neg Neg
16 Col 16 Cocos Pos Neg Neg
17 Col 17 Cocos Pos Neg Pos
18 Col 18 Cocos Neg Neg Pos
19 Col 19 Cocos Neg Neg Pos
20 Col 20 Cocos Neg Neg Pos
21 Col 21 Cocos Neg Neg Pos
22 Col 22 Cocos Pos Neg Pos
23 Col 23 Cocos Pos Neg Pos
24 Col 24 Cocos Pos Neg Pos
25 Col 25 Cocos Pos Neg Neg
26 Col 26 Cocos Pos Neg Neg
27 Col 27 Cocos Pos Neg Neg
28 Col 28 Cocos Pos Neg Neg
29 Col 29 Cocos Pos Neg Pos
30 Col 30 Cocos Pos Neg Pos
31 Col 31 Cocos Pos Neg Pos
32 Col 32 Cocos Pos Neg Pos
33 Col 33 Cocos Pos Neg Pos
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34 Col 34 Cocos Pos Neg Pos
35 Col 35 Cocos Pos Neg Pos
36 Col 36 Cocos Pos Neg Pos
37 Col 37 Cocos Pos Neg Neg
38 Col 38 Cocos Pos Neg Neg
39 Col 39 Cocos Pos Neg Neg
40 Col 40 Cocos Pos Neg Neg
41 Col 41 Cocos Pos Neg Pos
42 Col 42 Cocos Neg Neg Pos
43 Col 43 Cocos Neg Neg Pos
44 Col 44 Cocos Pos Neg Neg
45 Col 45 Cocos Pos Neg Neg
46 Col 46 Cocos Pos Neg Neg
47 Col 47 Cocos Pos Neg Neg
48 Col 48 Cocos Pos Neg Pos
49 Col 49 Cocos Pos Neg Pos
50 Col 50 Cocos Pos Neg Pos
Col: Codificacion usada para definir colonias seguido del nimero de colonia analizada.
Pos: Indica un resultado positivo en la prueba
Neg: Indica un resultado negativo en la prueba
Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
Tabla 3-4: Pruebas bioquimicas para la identificacion de BAL en agar MRS
N CODIGO MNIIE)RR(ESIC_(C))F?I?A TINCION GRAM OXIDASA CATALASA
1 Col 1 Bacilos Pos Neg Neg
2 Col 2 Bacilos Pos Neg Neg
3 Col 3 Bacilos Pos Neg Neg
4 Col 4 Bacilos Pos Neg Neg
5 Col 5 Bacilos Pos Neg Pos
6 Col 6 Bacilos Pos Neg Pos
7 Col 7 Bacilos Pos Neg Pos
8 Col 8 Bacilos Pos Neg Pos
9 Col 9 Bacilos Pos Neg Pos
10 Col 10 Bacilos Pos Neg Pos
11 Col 11 Bacilos Pos Neg Pos
12 Col 12 Bacilos Pos Neg Pos
13 Col 13 Bacilos Pos Neg Neg
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14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

Col 14
Col 15
Col 16
Col 17
Col 18
Col 19
Col 20
Col 21
Col 22
Col 23
Col 24
Col 25
Col 26
Col 27
Col 28
Col 29
Col 30
Col 31
Col 32
Col 33
Col 34
Col 35
Col 36
Col 37
Col 38
Col 39
Col 40
Col 41
Col 42
Col 43
Col 44
Col 45
Col 46
Col 47
Col 48

Col 49

Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos

Bacilos

46

Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos

Pos

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Pos
Neg
Neg
Neg
Neg
Pos
Pos
Pos
Pos
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50 Col 50 Bacilos Pos Neg Neg

Col: Codificacién usada para definir colonias seguido del nimero de colonia analizada.
Pos: Indica un resultado positivo en la prueba
Neg: Indica un resultado negativo en la prueba

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

Como se puede evidenciar en las tabla 2-4 y 3-4 pertenecientes a las bacterias que se desarrollaron
en medio de cultivo M17 y MRS respectivamente, una vez realizado el aislamiento y purificacion
de las cepas se procede a la realizacion de las pruebas de tincion Gram, catalasa y oxidasa cuyos
resultados fueron que de las 50 colonias que crecieron en medio M17 solo 16 cumplian con ser
catalasa, oxidasa negativos y Gram positivos, mientras que de las 50 colonias que crecieron en
medio MRS solo 18 de estas cumplian con los pardmetros de catalasa, oxidasa negativos y Gram
positivos lo que concuerda con el estudio realizado por (Hernandez et al., 2020: p.4-5); (Landa et al., 2019:
p.71) Y (Vargas, 2018, p 80), en el cual nos indican que las BAL constituyen un grupo heterogéneo de
microorganismos que se caracterizan fundamentalmente por la produccion de &cido lactico, son

cocos o bacilos Gram positivos, oxidasa y catalasa negativo.

4.1.3 Pruebas de caracterizacion

En la tabla 4-4 y en la tabla 5-4, se muestra los resultados del crecimiento en diferentes
condiciones de temperatura, pH y nivel de salinidad, ademas de los resultados de las pruebas de

movilidad y produccion de CO, tanto en los cocos como en bacilos aislados.

Tabla 4-4: Pruebas de caracterizacién en agar M17

PRODUCCION CRECIMIENTOA TOLERANCIA  TOLERANCIA
DIFERENTES ACLORURO ADIFERENTE

N° CODIGO MOVILIDAD 20T TEMPERATURAS  SODICO pH
GLUCOSA 10°C /| 45°C  65% / 18% 44 [ 96

1 CO 13 Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
2 CO 14 Neg Pos Pos Pos Pos Neg Pos Pos
3 CO 15 Neg Neg Pos Neg Neg Neg Pos Neg
4 CO 16 Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
5 CO 25 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
6 CO 26 Neg Neg Pos Neg Neg Neg Pos Neg
7 Cco 27 Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
8 CO 28 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
9 CO 37 Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
10 CO 38 Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
11 CO 39 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
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12 CO 40 Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos

13 CO 44 Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
14 CO 45 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
15 CO 46 Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
16 cOo 47 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg

CO: Codificacion usada para definir colonias de cocos seguido del nimero de colonia analizada.
Pos: Indica un resultado positivo en la prueba
Neg: Indica un resultado negativo en la prueba

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez Joao, 2022

Del total de las cepas aisladas presentan caracteristicas muy poco variables, facilitando las
pruebas de caracterizacion para la posible identificacion de los géneros. Una vez ya identificadas
las cepas aisladas en el medio M17 como BAL se seleccionaron 16 colonias y se procedi6 a la
realizacion de las pruebas de caracterizacion siendo esta movilidad, produccién de CO; a partir
de glucosa, crecimiento a diferentes temperaturas, tolerancia a NaCl y crecimiento a diferentes
pH. En cuanto a la prueba de movilidad las 16 colonias aisladas del medio M17, no presentaron
movilidad alguna en agar SIM lo que se puede comprobar en el trabajo realizado por (Fernandez,
2019, p 6); (Vargas, 2018, p 80); (Ramirez, 2010, p 10), los cuales nos indican que las cepas de BAL
presentan una tincion Gram positiva, no esporuladas y sin movilidad.

En la prueba de produccion de CO; a partir de glucosa 15 de las 16 colonias son negativas para
la produccion de gas por ende son homofermentativas y solo en la colonia CO14 se logro
evidenciar la presencia de didxido de carbono, lo cual indicaria que es heterofermentativa, también
se pudieron notar diferencias durante la realizacién de la prueba ya que la colonia CO26, CO28 'y
CO039 no presentaron cambios de coloracion de rojo a naranja. Esto se respalda con lo realizado
por (Ramirez y Vélez 2018, p 121), que nos indica que las BAL se pueden clasificar en 2 grandes
grupos dependiendo de la ruta metabdlica usada para fermentar glucosa. Las homofermentativas,
las cuales no producen CO; ya que su ruta metabolica convierte la glucosa en acido lactico
mediante glucdlisis, el segundo grupo son las heterofementativas, estas usan la ruta de las

pentosas para generar acido lactico, CO,, acido acético y etanol.

En la prueba de tolerancia a diferentes temperaturas, las cepas fueron sometidas a dos
temperaturas distintas siendo estas 10 °C y 45 °C y el resultado es que 2 de las 16 cepas analizadas
no presentaron crecimiento a 45 °C siendo estas las cepas CO15 y CO26 mientras que las 14 cepas
restantes fueron tolerantes al cambio de temperaturas ya que se evidencio el crecimiento en ambas
condiciones. Esto concuerda con lo demostrado por (Doyle, 2016, p. 55-92), el cual menciona que las
BAL debido a que al estar presentes en los alimentos se encuentran en constante manipulacion y
cambios abruptos de temperatura y es por esto que las BAL han desarrollado diversos mecanismos

adaptativos a nivel genético como son la produccion de proteinas de choque térmico en el caso
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de presentarse ambientes con temperaturas elevadas o proteinas inducidas por el frio en caso que
las condiciones de temperatura sean bajas de tal modo que estas adaptaciones permiten garantizar

la supervivencia de la colonia.

Las cepas aisladas en medio de cultivo M17 fueron evaluadas frente a condiciones de salinidad
para esto se usé un medio enriquecido con NaCl a un 6.5 y 18% respectivamente dando como
resultado que las 16 cepas testeadas 9 fueron positivas en crecimiento a un medio enriquecido con
NaCl al 6.5% y en las 7 restantes no se evidencid desarrollo, al analizar el desarrollo de las
colonias frente a un medio con una salinidad de 18% se logré evidenciar que no hubo crecimiento
alguno en ninguna de las cepas lo que se puede confirmar con lo estipulado por (Vargas, 2018, p. 14),
donde menciona que las BAL poseen un desarrollo variable en condiciones de salinidad al 6.5
mientras que no existe crecimiento en concentraciones de 18% a excepcion de especies

pertenecientes al género de Tetragenococcus.

Las cepas aisladas en el medio de cultivo M17 también fueron analizadas frente a distintas
condiciones de pH con el objetivo de determinar su tolerancia a distintos pH siendo estos 4.4 y
9.6 respectivamente, dando como resultado que de las 16 cepas analizadas todas crecieron a un
pH de 4.4, sin embargo, al someter las colonias a condiciones de pH bésico siendo este un pH de
9.6 de las 16 colonias 7 no presentaron crecimiento. Esto concuerda con los resultados obtenidos
por (Vargas, 2018, p. 47)., donde analizaron cepas BAL aisladas de queso en la cual se menciona que
la tolerancia de las BAL a un pH de 4.4 es variable mientras que en un pH de 9.6 si se desarrollan
las cepas BAL a excepcidn del género Lactococcus el cual no tolera estas condiciones (Ray y Arun

2010, p 70-71).

Tabla 5-4: Pruebas de caracterizacion en agar MRS

CRECIMIENTOA TOLERANCIA TOLERANCIA

. DIFERENTES A CLORURO A
N° CODIGO MOVILIDAD PR%DEU&;ION TEMPERATURAS sODICO DIFERENTE
10°C / 45°C 6.5% / 18% pH
44 | 9.6
1 BA 1l Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
2 BA 2 Neg Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos
3 BA 3 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
4 BA 4 Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos
5 BA 13 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
6 BA 14 Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos
7 BA 15 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
8 BA 16 Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos
9 BA 17 Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos
10 BA 18 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
11 BA 19 Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos
12 BA 20 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
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13 BA 41 Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos

14 BA 42 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
15 BA 43 Neg Neg Pos Pos Pos Pos Neg Neg
16 BA 44 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
17 BA 45 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg
18 BA 49 Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos
19 BA 50 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Pos Neg

BAL: Codificacion usada para definir colonias de bacilos seguido del nimero de colonia analizada.
Pos: Indica un resultado positivo en la prueba
Neg: Indica un resultado negativo en la prueba

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

Una vez ya identificadas las cepas aisladas en el medio MRS como BAL se seleccionaron 19
colonias y se procedi6 a la realizacion de las pruebas de caracterizacion siendo esta movilidad,
produccién de CO- a partir de glucosa, crecimiento a diferentes temperaturas, tolerancia a NaCl

y crecimiento a diferentes pH.

En cuanto a la prueba de movilidad las 19 colonias aisladas del medio MRS analizadas no
presentaron movilidad alguna en agar SIM lo que se puede comprobar en el trabajo realizado por
(Cobos y Tapia, 2019, p 9); (Requena, 2018, p 3), indican que el género Lactobacillus es el agente
probidtico mas cominmente usado; son bacterias Gram positivas, no mdviles, no forman esporas,
catalasa negativa, con forma de bacilos y su principal caracteristica es la formacion de acido

lactico como producto prioritario de la fermentacion.

En la prueba de produccién de CO- a partir de glucosa las 19 colonias son negativas para la
produccion de CO; por ende son homofermentativas, pero también se pudieron notar diferencias
durante la realizacion de la prueba ya que la colonia BA15, BA18'y BA42 no presentaron cambios
de coloracion de rojo a naranja, ademas las colonias BA42 y BA43 presentaron un crecimiento
en la superficie del medio. Esto se respalda con lo realizado por (Sanchez y Tromps 2014, p. 124), l0s
cuales nos indican que las BAL se subdividen en bacterias homo y heterofermentativas como
resultado de los productos de su metabolismo las primeras se caracterizan por que el Unico
producto de la fermentacion de los carbohidratos es el acido lactico mientras que las segundas

pueden originar otros productos como CO-, etanol o acido acético.

En la prueba de tolerancia a diferentes temperaturas se analizaron las cepas a dos temperaturas
distintas siendo estas 10 °C y 45 °C, las 19 cepas fueron tolerantes al cambio de temperaturas ya
que se evidencio el crecimiento en ambas temperaturas esto concuerda con lo demostrado por
(Vargas, 2018 p. 43-49), se evaluaron BAL aislados de muestras de quesos Yy sus resultados fueron
positivos en el crecimiento de colonias tanto de cocos como bacilos en temperaturas de 10 °C y

45 °C lo que concuerda con los resultados obtenidos en esta investigacion.
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Las cepas aisladas en medio de cultivo MRS fueron evaluadas frente a condiciones de salinidad
para esto se usé un medio enriquecido con NaCl a un 6.5 y 18% respectivamente dando como
resultado que de las 19 cepas evaluadas 10 fueron positivas en crecimiento a un medio enriquecido
con NaCl al 6.5% y en el caso de las 9 restantes no se evidencid desarrollo en esas concentraciones
de sal, mientras que al analizar las colonias frente a un medio con una salinidad de 18%, 8 de las
colonias crecieron en estas condiciones mientras que 11 de las colonias no crecieron en estas

condiciones de salinidad.

Las cepas aisladas en el medio de cultivo MRS también fueron sometidos frente a distintas
condiciones de pH con el objetivo de determinar su tolerancia a distintos pH siendo estos 4.4 y
9.6 dando como resultado que de las 19 cepas Unicamente 18 crecieron a un pH de 4.4, siendo la
colonia BA43 la que no tolerd el medio acido y por ende no existi6 crecimiento de colonias, sin
embargo al someter las colonias a condiciones de pH bésicas siendo esta un pH de 9.6 de las 19
colonias 10 de ellas presentaron crecimiento mientras las 9 colonias restantes en las cuales no se
presento crecimiento, siendo la colonia BA43 la Gnica en la que no se evidenci6 crecimiento en
ninguno de las dos condiciones de pH. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el trabajo
realizado por (Vargas, 2018, p. 44) en el cual se analizaron 15 cepas BAL de las cuales 12 se

desarrollaron en condiciones de pH 4.4 y 10 de estas cepas se desarrollaron a pH 9.6.

Mediante la realizacion de estas pruebas se puede determinar que de las 35 colonias analizadas 2
podrian tratarse de bacterias del género Lactococcus cremoris mientras que 16 de estas colonias
podrian tratarse presumiblemente de Lactococcus lactis. Esto considerando las caracteristicas
citadas por (Ray y Arun 2010, p 70-71). En la cual se menciona que el género Lactococcus no se
desarrolla en concentraciénes de NaCl de 6.5% o ni tampoco a un pH de 9.5, ademas también se
indica que en este género existen 2 subespecies Lactococcus lactis y Lactococcus cremoris y se
diferencian Unicamente debido a la incapacidad que tiene el Lactococcus cremoris para crecer en
temperaturas de 40 °C. En cuanto a las 17 colonias restantes no se pudieron caracterizar debido a

que las BAL tienen perfiles de tolerancia variables lo cual dificulta su caracterizacion.

Cabe recalcar que estas pruebas no permiten descartar ninguna de las colonias ya que son pruebas
para tratar de identificar a que genero pertenece la colonia pero esto es complicado en el caso de
las BAL ya que tal como se indica en trabajos realizados como el de (vargas, 2018, p. 44). Las BAL
comparten muchas de estas caracteristicas y en ademas algunos de sus perfiles de tolerancia son

variables por lo tanto estas pruebas no permiten una caracterizacion certera de las bacterias.
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4.1.4 Pruebas de actividad probiotica

4.1.4.1 Capacidad hemolitica

En la tabla 6-4 se encuentran los resultados obtenidos en la prueba de hemdlisis, esta prueba nos
permite determinar la capacidad que tiene la cepa para provocar una lisis parcial o completa de
los gl6bulos rojos presentes en el medio de agar sangre.

Tabla 6-4: Resultados de prueba de capacidad hemolitica

N°  CODIGO  CEPAS R « ¥
1 co13 + - -
2 CO 14 - + -
3 CO 15 - + -
4 CO 16 - + -
5 Co25 - + -
6 CO 26 co#l - - +
7 co 27 + ; ;
8 Co 28 co#2 - - +
9 co37 - + -
10 Cco38 - + -
11 CO 39 Co#3 = = +
12 CO 40 - + -
13 CO 44 - + ;
14 CO 45 - + -
15 CO 46 + ; -
16 CO 47 co#7 - - +
17 BA1 - + ;
18 BA 2 - + ;
19 BA3 - + -
20 BA 4 - + ;
21 BA 13 - + ;
22 BA 14 - + -
23 BA 15 BA#4 - - +
24 BA 16 - + ;
25 BA 17 - + -
26 BA 18 BA#5 - - +
27 BA 19 - + ;
28 BA 20 - + -
29 BA 41 - + -
30 BA 42 BA#6 - - +
31 BA 43 - + -
32 BA 44 - N )
33 BA 45 BA#8 - - +
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34 BA 49 - + -
35 BA 50 - + ;

CO#: Codificacion usada para la seleccion de colonias de cocos seguido del nimero de colonia analizada.
BAL#: Codificacion usada para la seleccién de colonias de bacilos seguido del nimero de colonia analizada.

f3: Hemolisis beta / a: Hemdlisis alfa/ ¥: Hemdlisis gama

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

Se aplico la prueba de capacidad hemolitica a 16 cepas de cocos y las 19 cepas de bacilos teniendo
como resultado que, de los 16 cocos, 4 colonias son consideradas como ¥-hemdlisis siendo estas
las colonias CO26, CO28, CO39 y CO47, 3 colonias son positivas en [3-hemdlisis siendo estas
CO13, CO27 y CO46, ademaés 9 dieron resultados positivos para a-hemolisis. Al referirnos a las
colonias aisladas en medio MRS de las 19 cepas, 4 colonias presentaron ¥-hemdlisis siendo estas
las colonias BA15, BA18, BA42 y BA45, en las 15 cepas restantes se logo evidenciar la presencia
de a-hemodlisis. Estos resultados nos permiten descartar las cepas que presentan 3-hemdlisis y a-
hemolisis ya que estas cepas no podrian ser usadas como probidticos tal y como lo indica (Palacios
y Rivas, 2019, p. 83), los lactobacilos presentan en su mayoria una hemolisis ¥ lo que indicaria que
es una bacteria no patdgena debido a que no produce lisis en las células sanguineas contenidas en

el agar sangre cumpliendo asi con el primer requisito para seleccionarlas como probiéticas.

De la misma manera (Castafieda et al., 2018: p.433); (Nandi et al., 2017: p.12-21); (Pereira et al. 2017: p. 123),
afirma que una de las caracteristicas mas importante que se debe tener en cuenta para determinar
y seleccionar bacterias con posible actividad probidtica es la ausencia de actividad hemolitica,
propiedad presente en algunas bacterias patdgenas potenciales. Esta actividad estad determinada
por la produccién de hemolisina, un factor de virulencia que produce lisis de los eritrocitos. Las
cepas hemoliticas son causantes frecuentes de anemia y edema, motivo por el cual es preferible
no seleccionarlas. Es por esto por lo que en este estudio se descartaron las bacterias productoras

de hemolisina debido a su potencial patogenicidad.
4.1.4.2 Simulacion de tolerancia a jugos gastricos y sales biliares
En la tabla 7-4, se observan los resultados del porcentaje de supervivencia en condiciones de

simulacion a jugos gastricos con un pH ajustado de 3 de las colonias seleccionadas de bacterias

acido lacticas (cocos y bacilos).
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Tabla 7-4: Porcentaje de supervivencia a la simulacién de tolerancia a jugos gastricos (pH 3)

N° CEPAS UFC (N1) UFC (No) Y0 DE
SUPERVIVENCIA
1 CO#1 2.7x 108 UFC/ml 2.06x 10% UFC/ml 64,75
2 CO#2 2.62 x 107 UFC/ml 7.8 x10° UFC/ml 76,64
3 CO#3 6.6 x 10° UFC/ml 8.1 x10° UFC/ml 70,88
4 BA#4 1.85 x 108 UFC/ml 1.345 x 10%0 UFC/ml 64,34
5 BA#5 1.265 x 108 UFC/ml 1.625 x 10%0 UFC/ml 62,34
6 BA#6 1.535 x 108 UFC/ml 1.19 x 1010 UFC/ml 63,90
7 CO#7 1.505 x 108 UFC/ml 5.4 x10° UFC/ml 56,33
8 BA#8 2.61 x 108 UFC/ml 2.29 x 10° UFC/ml 70,74

CO#: Codificacién usada para definir colonias de Lactococcus seguido del nimero de colonia analizada.
BA: Codificacion usada para definir colonias de Lactobacillus seguido del nimero de colonia analizada

UFC: Unidades formadoras de colonias

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022

Como se puede evidenciar en la Tabla 7-4 las bacterias aisladas de leche cruda demostraron una
tolerancia a jugos gastricos con un pH de 3.0, mostrando tasas de supervivencia superiores al 50%
esto concuerda con andlisis realizados con otras bacterias con actividad probi6tica como es el
caso de la investigacion realizada por (Ramirez et al. 2020: p. 310), donde evaluo la tolerancia de
Lactobacillus pentosus a jugos gastricos con un pH de 2.0 dando como resultado que algunas de
las cepas aisladas no crezcan en esas condiciones es por eso que opt6 por la modificacion a un pH
de 3.0 en el cual se evidencid la tolerancia de todas las cepas aisladas. En este articulo se menciona
que la resistencia a pH bajo (2,0-3,0) es un factor critico para la seleccion de un probiético debido
a que los microorganismos deben ser capaces de sobrevivir en condiciones desfavorables en el
estbmago durante el transito digestivo. Se sabe que la capacidad de un microorganismo para
sobrevivir en condiciones acidas varia de una especie a otra y depende directamente de la
concentracion de iones hidronio que se acumulan en el interior de la célula (Ramirez et al. 2020: p.
310).

Tabla 8-4: Porcentaje de supervivencia frente a la simulacién de tolerancia a sales biliares

N° CEPAS UFC (N1) UFC (No) Y0 DE
SUPERVIVENCIA
1 CO#1 1x10° UFC/ml 2.06x 1010 UFC/ml 88,07
2 CO#2 7% 108 UFC/ml 7.8 x10° UFC/mI 90,11
3 CO#3 3.3x108 UFC/ml 8.1x10° UFC/mI 86,90
4 BA#4 2.925 x 108 UFC/ml 1.345 x 1010 UFC/ml 84,64
5 BA#5 7.5x108 UFC/ml 1.625 x 1010 UFC/mI 87,76
6 BA#6 6.2 x 108 UFC/ml 1.19 x 1010 UFC/mI 88,09
7 CO#7 7.5 x 108 UFC/ml 5.4 x10° UFC/ml 91,78
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8 BA#8 3.11x 108 UFC/ml 2.29 x 10° UFC/ml 91,38

CO#: Codificacion usada para definir colonias de Lactococcus seguido del nimero de colonia analizada.

BA: Codificacion usada para definir colonias de Lactobacillus seguido del nimero de colonia analizada

UFC: Unidades formadoras de colonias

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

Como se puede evidenciar en la Tabla 8-4 las bacterias aisladas de leche cruda demostraron una
fuerte tolerancia a sales biliares con una concentracion de 0.3%, mostrando tasas de supervivencia
superiores al 80% esto concuerda con analisis realizados con otras bacterias con actividad
probidtica como es el caso de la investigacion realizada por (Ramirez et al. 2020: p. 310), donde evalud
la tolerancia de Lactobacillus pentosus a las sales biliares dando como resultado tasas de
supervivencia similares a las obtenidas. En este articulo se menciona que la capacidad de resistir
la accion bactericida de las sales biliares estd directamente relacionada con la sintesis de
hidrolasas que provocan su desconjugacion, evitando asi la disolucion de las membranas celulares
de las BAL.

4.1.4.3 Resistencia a antibiéticos

En la tabla 9-4 se reportan los resultados obtenidos en la prueba de susceptibilidad a antibiéticos

méas comunes usados para tratar las enfermedades de infeccion gastrointestinal.

Tabla 9-4: Resultados de resistencia a antibiéticos

N° CODIGO CEPAS ST E CIP TE \Y C
1 CO 26 CO#1 R S | R S S
2 CO 28 CO#2 R S | R | S
3 CO39 CO#3 R S | R | S
4 Cco 47 BAL#4 R | R R | S
5 BA 15 BAL#5 R S R S | S
6 BA 18 BAL#6 R R R R S S
7 BA 42 CO#7 R S | R | S
8 BA 45 BAL#8 R S R R | S

CO: Cocos seleccionados para analisis
BA: Bacilos seleccionados para anélisis
ST: Estreptomicina

E: Eritromicina

CIP: ciprofloxacina

TE: tetraciclina

V: vancomicina

C: cloranfenicol

R: resistente

S: sensible
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I: Intermedio

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana (AST) se realizé para todas las colonias en las que
se pudo evidenciar una hemolisis gamma utilizando el método de difusion en disco denominado
método Kirby Bauer se determind la resistencia, resistencia intermedia y sensibilidad para cada
microorganismo mediante la comparacion de los resultados obtenidos en la medicion del halo de
inhibicion con la referencia del didmetro en mm para cada antibi6tico. Debido a que no logro
encontrar una tabla para la determinacion de la AST en bacterias acido lacticas se tom6 como
referencia el trabajo realizado por (Reuben et al. 2020: p. 1226), en el cual se realiz6 la prueba
AST a cepas aisladas de BAL considerando los siguientes pardmetros: Los aislamientos se
clasificaron como sensibles (>21 mm), intermedios (16-20 mm) o resistentes (<15 mm). Usando
estas medidas de corte como referencia se logré evidenciar que las 8 cepas aisladas son resistentes
a la Estreptomicina, en el caso de la Eritromicina 6 de las colonias presentan sensibilidad mientras
gue la colonia CO47 tuvo una sensibilidad intermedia y la colonia BA18 demostré resistencia. Al
evaluar la resistencia con frente a Ciprofloxacina se pudo observar que 4 colonias presentan una
sensibilidad intermedia siendo estas CO26, CO28, CO39 y BA42, mientras que las colonias
C047, BA15, BA18 y BA45 demostraron ser resistentes al medicamento. En la evaluacion frente
a la Tetraciclina se evidencié que 7 de las cepas son resistentes siendo la Gnica en presentar
sensibilidad la colonia BA15. El ultimo medicamento para evaluar fue el Cloranphenicol cuyos

resultados fueron que todas las cepas fueron sensibles a este farmaco.

4.1.4.4 Evaluacion del efecto antagdnico

Determinar el efecto de inhibicion de una bacteria &cido lactica sobre cepas patégenas es
transcendental para establecer su potencial probi6tico, lo resultados se muestran en la Tabla 10-
4.

Tabla 10-4: Evaluacidn del efecto antag6nico

N° Bacteria patogena CO#1 CO#2 CO#3 BAL#4 BAL#5  BAL#6 COf#7 BAL#8
1 E. coli R R R R R R R R
2 S. aureus R R R R R R R R
3 P. aeurigenosa R R R R R R R R
4 K. pneumoniae R R R R R R R R
5 C. freundii R R R R R R R R
R: Resistente
S: Sensible

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.
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Como se aprecia en la Tabla 10-4 ninguna de las cepas aisladas de leche cruda present6
antagonismo frente a las cepas patdgenas analizadas: E. coli; S. aureus; P. aeurigenosa; K.
pneumoniae y C. freundii. Pero esto no es un indicativo de que no presenten antagonismos frente
a otras cepas de bacterias patdgenas. En el articulo realizado por (Riveraet al. 2017: p. 792), en el cual
se obtuvieron 55 aislamientos bacterianos aisladas a partir de muestras de quesos artesanales de
México y fue avaluada su capacidad antagonica frente a Salmonella enterica var. Typhimurium y
cuyo resultado fue que de estas 55 cepas 31 aislamientos bacterianos fueron considerados como
BAL y 11 de estos presentaron un efecto inhibidor frente a Salmonella enterica var. Typhimurium,
de estas 11 cepas se lograron identificar colonias de: Lactococcus lactis; Lactococcus cremoris y
Leuconostoc spp. Otra investigacion realizada por (Gamez et al. 2016: p. 23), evalud la actividad
antagonica del Lactococcus lactis frente a Yersinia pseudotuberculosis. Para esto se usaron
diferentes volimenes de Lactococcus lactis en caldo siendo estos de 50; 75; 100 y 150 ul y cuyos
resultados fueron la presencia de halos de inhibicion de 3; 4; 4, 3 mm de diametro
respectivamente, en este mismo articulo se indica que esta capacidad inhibitoria se debe a que el
Lactococcus lactis produce compuestos como acidos, peroxido de hidrogeno y nisina lo cual le

otorga la capacidad antimicrobiana.

Un trabajo realizado por (Gémez y Jarrin, 2015, p. 53-54) se evalud el efecto antagdnico de
Lactobacillus lactis ATCC® 11454 a tres volimenes de caldo diferentes 25; 50 y 100 pl frente a
Escherichia coli ATCC® 25922, Salmonella typhimurium ATCC® 25241, Clostridium
perfringens ATCC® 13124 y Staphylococcus aureus ATCC® 25923 y cuyos resultados fueron
que la cepa de L. lactis fue capaz de inhibir el crecimiento de las cepas de C. perfringens y E. coli
en los tres volumenes, en el caso de la cepa de S. tiphymurium solo se evidencié un halo de
inhibicion con el volumen de 100 ul y por ultimo frente al S. aureus no se evidencio la presencia

de inhibicion.

La discrepancia de los resultados obtenidos en este proyecto de integracion curricular con el
trabajo realizado por (Gamez y Jarrin, 2015, p. 53-54) se puede deber a que en ese trabajo se usaron
cepas de bacterias ATCC® siendo estas cepas bacterianas estandarizadas por la industria
alimentaria y farmacéutica para su uso en experimentacion y control de calidad, debido a que las
bacterias en general tienen una gran variabilidad genética dada por mecanismos de recombinacion
genética que permiten su adaptacion, las colonias pueden presentar distintas susceptibilidades o

resistencias aunque estas pertenezcan a la misma especie (Benator et al. 2016: p. 59).
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Tabla 11-4: Identificacion mediante PCR de las bacterias BAL seleccionadas.

N° CODIGO CEPAS Género

1 CO 26 CO#1 Lactococcus cremoris

2 CO 28 CO#2 Lactococcus lactis subsp. lactis
3 CO 39 CO#3 Lactococcus lactis subsp. lactis
4 CO 47 BAL#4 Lactococcus lactis subsp. lactis
5 BAL 15 BAL#5 Lactococcus lactis subsp. lactis
6 BAL 18 BAL#6 Lactococcus lactis subsp. lactis

CO: Cocos seleccionados para analisis

BAL: Bacilos seleccionados para analisis

Fuente: Laboratorio IDGEM, 2022.

Realizado por: Inca, Jocelyne; Martinez, Joao, 2022.

Las colonias bacterianas seleccionadas fueron enviadas al laboratorio IDGEM de la ciudad de
Quito para la realizacion de pruebas moleculares y su correcta identificacion dando como
resultado la identificacién de la cepa CO#1: Lactococcus cremoris con un 99.53% de fiabilidad
siendo ésta una especie deseable dado que contribuye con propiedades organolépticas; ademas de
brindar un presuntivo efecto de protector contra patégenos y es ampliamente usada en productos
lacteos. Y las cepas CO#2, CO#3, BAL#4, BAL#5 y BAL#6: Lactococcus lactis subs. lactis con
una fiabilidad media de 99.7%. Estos resultados se los puede observar a mas detalle en el Anexo
Jen el cual se presenta el informe emitido por el laboratorio IDGEM en el que constan los detalles
técnicos, las condiciones de extraccion de ADN, las subunidades de ADN usadas para la

identificacion y el resultado de la prueba de electroforesis.
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CONCLUSIONES

- Se aislaron cepas de bacterias acido lacticas de diferentes muestras de leche cruda de la
parroquia San Luis, mediante la técnica de siembra por extension y purificacion, de las cuales
segun su morfologia y crecimiento en agar selectivo M17 para cocos y agar MRS para
bacilos, permiti6 seleccionar 50 cepas de bacilos y 50 cepas de cocos para posterior analisis
e identificacion, finalmente se obtuvo el aislamiento de 8 bacterias acido lacticas con un
porcentaje de pureza media del 90.6% lo que se pudo constatar con el informe de los
resultados de las pruebas de PCR que se le realizaron a 6 de estas 8 colonias bacterianas
dando como resultado la identificacion de los géneros Lactococcus cremoris en un 16.6% de

las muestras evaluadas y Lactococcus lasctis subsp lactis en un 83.3%.

- Las cepas fueron sometidas a diferentes pruebas de identificacion bioquimica propias de
bacterias &cido lacticas, donde se seleccionaron en agar M17 que corresponde a 16
Lactococcus y en agar MRS a 19 Lactobacillus, que cumplieron con la caracterizacién
microscopica de ser Gram positivas, oxidasa y catalasa negativa, asimismo cada una de las
colonias fueron analizadas frente a diferentes pruebas fenotipicas de caracterizacion
especificas dando como resultado la presunta identificacion de colonias pertenecientes al
género Lactococcus lactis subsp lactis, Lactococcus cremoris.

- Se realizaron las pruebas de actividad probiética a las 8 colonias obtenidas, dando como
resultado que las mismas cumplen con 3 de los requisitos para ser consideradas probidticas.
En su totalidad presentaron tolerancia frente a simulacién a jugos gastricos y sales biliares,
las colonias presentaron hemolisis gamma y resistencia a antibioticos, por el contrario al
momento de realizar la prueba de actividad antagdnica estas no presentaron antagonismo
frente a los agentes patdgenos analizados siendo estos: Staphylococcus aureus; Escherichia
coli; Pseudomona aeruginosa; Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae, las cepas
evaluadas fueron enviadas al laboratorio IDGEM de la ciudad de Quito en donde se realizé
la prueba de identificacion molecular de 6 de las 8 cepas evaluadas dando como resultado la

identificacion de los géneros Lactococcus cremoris y Lactococcus lactis subsp. Lactis.
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RECOMENDACIONES

Fomentar la continuidad de la investigacion realizando estudios posteriores de una mayor
evaluacion in vitro, donde estas cepas de BAL podrian considerarse a futuro posible candidatas
a probidticos con aplicacion en la industria alimentaria como también llevar a cabo la

caracterizacién de aquellas cepas que no pudieron ser identificadas en este estudio.

Las bacterias BAL identificadas en el presente trabajo fueron en su mayoria Lactococcus lactis
sub. lasctis, se requiere un analisis mas profundo y con mayor estudio ya que las mismas

presentaron diferencias notorias durante las pruebas realizadas.
Continuar con la investigacion de la capacidad probidtica probando nuevos procesos y técnicas

avanzadas que ayuden a corroborar que las cepas bacterianas aisladas e identificadas cumplan

con la totalidad de ser considerados bacterias acido lacticas con actividad probidtica.
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ANEXOS

ANEXO A: RECOLECCION DE LA MUESTRA

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.

ANEXO B: PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS SELECTIVOS

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.



ANEXO C: TECNICA DE PLAQUEO EN PLACA PETRI DE VIDRIO

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.

ANEXO D: SIEMBRA MEDIANTE TECNICA DE SUPERFICIE CON ASA DE
DRIGALSKY

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.

ANEXO E: INCUBACION POR 24-48H EN JARRAS GAS-PACK

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.



ANEXO F: CEPAS AISLADAS DE LA LECHE CRUDA

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.

ANEXO G: PRUEBAS BIOQUIMICAS

a) Tincion Gram

BACILOS

.ﬁ)-

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.




ANEXO H: PRUEBAS DE CARACTERIZACION

a) Produccion de COx,
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Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.

ANEXO I: PRUEBAS DE ACTIVIDAD PROBIOTICA

a) Simulacidn de tolerancia a jugos gastricos y sales biliares.

- Proceso de simulacion de tolerancia a jugos gastricos y sales biliares.

Lactococcus
100 pL
—
H
Agar MRS
_ Caldo MRS Caldo MRS DH 2
Incubar a 37 °C por 2 horas Incubar a 37 °C por 2 horas
“100 L 100 pL
@ ar MRS @
Incubar a 37 °C por 24— 48 horas Incubar a 37 °C por 24— 48 horas

Contaje (ndmero Inicial de
Lactococcus) (Ng)

Contaje (nimero viable de
Loctococcus ) (N,)

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022



Activacion de las cepas de
M17 en caldo MRS.

- -
- N

Medicion de pH 2.

AT
|

f

» Incubacion de las cepas de Realizacion de las diluciones
Incubacion de las cepas de MRS

M17 después de 2 horas a en jugos gastricos, sales
después de 2 horas a 32° C. .
32° C. biliares y control.

JUGOS GASTRICOS CO#1 SALES BILIARES CO#1 CONTROL CO#1

Siembra de 100 ul del caldo de Siembra de 100 ul del caldo ~ Siembra de 100 ul del caldo de
MRS e incubacion a 37° C por 24  de MRS e incubacién a 37° MRS e incubacion a 37° C por
—48 h. C por 24 — 48 h. 24 — 48 h,
JUGOS GASTRICOS BA#6 SALES BILIARES BA#6 CONTROL BA#6



Siembra de 100 ul del caldo de Siembra de 100 ul del caldo  Siembra de 100 ul del caldo de
MRS e incubacion a 37° C por 24  de MRS e incubaciéna 37° MRS e incubacion a 37° C por
—48 h. C por 24 — 48 h. 24 — 48 h.,

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.

Contaje de simulacion de tolerancia a jugos gastricos.

N° | CEPAS UFC N; UFC No

1 | co#l 24x10° 3x10° 82X10° 33X10°

2 | co#x 84x10° 44x10° 46X10°8 11X10°

3 | co#3 42x10° 9x10°® 52X10°8 11X10°

4 | BA#4 80x104 29x10° 49X10°8 22X10°

5 | BA#5 63x10* 19x10° 125X10°8 20X10°

6 | BA#6 77x104 23x10° 98X10°8 14X10°

7 | co#r 81x10°3 22x10* 48X10° 6X10°

8 | BA#8 92x10* 43x10° 68X10°7 39X10°®

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022
Contaje de simulacién de tolerancia a sales biliares.

N° | CEPAS UFC N; UFC No
1 | co#l 100X107 82X10°® 33X10°
2 | CO#2 70X107 46X108 11X10°
3 | co#3 33X107 52X10°8 11X10°
4 BA#4 105X10 48x10°7 49X108 22X10°
5 BA#5 75X107 1X108 20X10°
6 BA#6 62x107 98X10°® 14X10°
7 | CO#7 75x10°7 48X10°8 6X10°
8 BA#8 112x10°® 51x107 68X107 39X10°8

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.




b) Resultados de Hemolisis.

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.

c) Resistencia a antibiéticos.

- ) os de inhibicion.

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.

- Medicion de los halos de inhibicion.

Cepas Estreptomicina | Eritromicina | Ciprofloxacina | Tetraciclina | Vancomicina | Cloranfenicol
®) (E) (CIP) (TE) ) ©
CO#1 7mm 26 mm 18 mm R 22 mm 30 mm
CO#2 7mm 26 mm 18 mm R 20 mm 30 mm
CO#3 R 26 mm 20 mm R 20 mm 32 mm
CO#4 R 18 mm 8 mm R 20 mm 30 mm
BA#5 R 22 mm 9 mm 10 mm 22 mm 30 mm
BA#6 R 14 mm 9 mm 8 mm 22 mm 26 mm
BA#7 7 mm 26 mm 18 mm 8 mm 20 mm 26 mm
BA#8 9 mm 22 mm 14 mm 10 mm 20 mm 28 mm

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.



d)

Evaluacion del efecto antagénico

Técnica mediante pocillo

E. coli

S. aureus

P. aeurigenosa

Klebsiella

pneumoniae

C. freundii

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022

Técnica mediante disco en blanco

E. coli

S. aureus

P. aeurigenosa

Klebsiella

pneumoniae

C. freundii

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022

Medicion de los halos de inhibicion.

Bacterias
i CO#1 CO#2 CO#3 CO#4 BA#5 BA#6 BA#7 BA#8
patégenas
E. coli Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente
S. aureus Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente
P. Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente
aeurigenosa
Klebsiella Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente
pneumoniae
C. freundii Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente | Resistente

Realizado por: Inca Jocelyne, Martinez Joao, 2022.




ANEXO J: REPORTE EMITIDO POR EL LABORATORIO IDGEM
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CTamares

T COff  BEIN 14N ol 165 Lacorocas Jacis T MHER1Ae4 ]

C0=3  HBBIN] 1408 e 165 Lactecocos lacks a7 MTE/3T18 1
T A

B BB 14 ik} 185 Lacococoo lacts 0907 -

Ba®S BBLS  14T7 A 165  Lacococn:s ook WA BALXDI000047

SOFTWARE UTILIZADH

FinchTW w140

= (epaious w11

BASES DE DATOS UTILIZADAS

= hripso/blastnchi.nlm. nibh . sov,
= hitps:wwrar ezhioclond net

ANEXOS

Al Eletroferosramas

hittpes Y drive. sooe] e com' drive fol ders 1 EF e T M izf]=BEFim Sy G0 E Teme Thisp=charine
A Secmencias consense de las hebras molde ¥ complementaria

hittps-/drive google. comleid! InQRpaUar JE Ivhbog i YWHx-BSUllms: viewPusp=sharing

Realizado por: LABORATORIO IDGEM, 2022.
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DETALLE DE RESULTADOS

Nombre del Provecto: Identificacion molecular de organismos ESPOCH IO
Informe: B-216

Analista: Francisco Mosquera-Yogqui, Ing. (ORCID: 0000-0001-8459-2653)
Fecha: 13 de septiembre del 2022

Estudio
Ientificacion molacular (extreccion de ADK, anplificacion de barcodes, purificacion, seuenciacion Sanger,
limpiezs v ensamblaje de productos de secuenciacion, v usqueds en base de datos).

Deetalles tecnicos

Mugstras whadas: Aislado en caja Petri

Metodo de determinacion. Identificacion molacular por bercoding.

Procedimiaio

» Laextraccion de ADN se realizo por metodo convencional mecamico-quimnico utilizando sproximsdamente
(.25 mz de bionwza (Fizwa 1)

» El ADN foe ountificado ufilizando wn espectrofotometro nsnodrop, domde todos cumplieron con
parametros de concentracion v calidad.

» Se realizo wma PCE convencions] applificando el bercode 165 utilizando los primers 27F (-
AGAGTTIGATCMTGGCTCAG-3" v 14008, (3GGTTACCTIGTTACGACTT-37), o & barcode maB
con los primers  1poBF (FRATCGAAACGOCTGAAGETCCAAACATS) v moBR  (3-
ACACCCTTGTTACCGTGACGACC-3". El vohmen do reaccion fine de 25 ull (Tabla 1) y las condiciones
da PCE. son ndicadss en Tahla 2.

v Luego de comer wms elecroforesis horizonts] en gel de szaresa &l 1% a 100% por 30 mun (Figura 2, los
productss de PCR fueron purificsdas.

» Laseruenciscion SANGER s realizg para las hebras molde v conplementarias.

» Las secuencias obtenidas fueron linpiadss v ensambladas wsando los programas bioinformaticos FinchTV
v1.50v Genedows v11.1.5.

Realizado por: LABORATORIO IDGEM, 2022.
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Tabla 1. Conponentes de reaccion de PCE. convencional para cada nmestra ensavada

COMPONENTE Volumen
DreamTaq PCE. Master Mix (23 125ul
Primer forward (10 uM) 10l
Primmes reverse (10 pM) 1.0ul
ADHN tenmplate 100-150 ne
Ama libre de mcleasas al2iul
Wohmen toital 25ul
Tabla 2. Condicionss de PCE. convencions] para barcods 165,

Etapa Temperatura (*C) Tiempa Clclos
Desnamralizacion 05 3 min 1

indcial

Desnataralizacion 05 0.5 min

Alineaniento = 0.5 min 35
Extension 2 1.5 min

Extension final 12 7 min 1

Tabla 2. Condiciomes de PCE. comvencional para barcods mpoB.

Etapa Temperatura (*C) Tiempa Cliclos
Desnamralizacion 05 3 min 1

inirial

Desnamralizacion 05 {.5 min

Alineantiento 57 0.5 min 35
Extension 12 1.5 min

Extension final T2 7 min 1

Realizado por: LABORATORIO IDGEM, 2022.
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Camit Camii2 Cami3 Camd CamS Camé Cami7 CamisC

Figura 2. Electroforesis borizoatal de productos ds PCR comsaciomal. Marcader molocular 100bp SRL (Camil 1), meuestra BB219

(Carsil 2), BB220 (Camil 3), BE221 (Camil 4), BH222 (Carrdl 5), BE223 (Carril 6), BE223 (Camil 6), comerol megative (Carri 11).
Gal & agarosa 2l 1% bufSar TBE 1X (Carrdl 1),

CONCLUSION

A partir de una extraccion satisfactoria de ADN genomico de los aislados CO#1, CO#2, CO#3, Ba#4,
Ba#5, se amplifico el barcode 165 6 rpoB y se identificaron molecularmente como Lactococcus
cremoris, Lactococcus lactis subsp. Lactis, Lactococcus lactis subsp. Lactis, Lactococcus lactis
subsp. Lactis, Lactococcus lactis subsp. Lactis, respactivamente.
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FIRMA AUTORIZADA

Francisco Mosquera-Yuqui, Ing.
ORCID: 0000-0001-84539-2653
BioSin-Biocienci
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INFORME DE RESULTADOS #B-2285

Mombre del Provecte: IfentiScacion molscular de organismeos ESPOCH 1T
Informe: B-2235

Amnalista: Francizco Mosquera-Yugqui, Ing. (OF.CID: 0000-0001-8459-2653)
Fecha: 30 de octubre de] 2022

RESUMEN
Codizo  Codizo Long Calidad  Barcode Organismo Tdenfidad W Acceso
mussra  BioSim  (ph) (4] (%) GenBanlk
Ba®  BBI< 40 ey 88 ILactococows laos o003 MFETEHET T

subsp. ot BALXD1000047

SOFTWARE UTILIZADO

» FmchTWV vl 40
»  Gepeionz w1115

BASES DE DATOS UTILIZATAS

=  hiips./blast.ncki nim nib gow

ANEXODS
Al Electroferogramas
hiips-drive. zooele com ' drive folders | ERaz TOC IVizE | eBEFuSvGDs M A Temez I Tusp=charing

Al Sermencias conzenso de las bebras molde v complementaria
hiips-/drive. moogle com/file A lpQRip Tl E 3vhboo S g VIWEx-E5 UlTmex wiew Tosp=shaning

Realizado por: LABORATORIO IDGEM, 2022.
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DETALLE DE RESULTADOS

MNombre del Provecto: IdentiScacion molacular de organismes ESPOCH I
Informe: B-2285

Amnalista: Francizco Mosquera-Yuqoi, Ing. (OFCTDx: 0000-0001-8459-2653)
Fecha: 30 de ocnubre dal 2022

Estundio

Tdentificacion molecular (extraccion de ADM, amplificacion de barcede 185, purificacion, sacuenciacion
Sanger, limpisza de preductos de PCE v busgueda en base de dates).

Detalles técmicos

Muestras uzadas: Alslado en caja Pemi.

Mitodo de determinacion: Identificacion molecular per barcoding.

Procedimisnte

» Laextraccion ds ADN se realizo por meteds convencional mecamico-quimics uiilizande aproximadaments
0.125 mg de biomaza.

» El ADN fue cuantificade wtilizande un espectrofotomstro nanodrop. donde todos cumplieron con
paramstros de concentracion v calidad.

» Sg realizd uma PCE convencional amplificande el barcode 165 s2 usaron los primers 27F (5-
AGAGTTTGATCMTGEFCTCAG-3T) v 1402 (3“GGTTACCTTGTTACGACTT-3D. El wvolmen de
reaccion fue de 25 ul {Tabla 1) ¥ las condicienes de PCE son indicadas en Tabla 2.

» Luwsgo de comer una electroforesis horizomtal en gel de agaresa al 1% (Figama 1), los prodacies de PCR
fueron purificades.

» Lasecuenciacion SANGEE. se realizo para las bebras molde v complementaria.

» Las secusncias obfenidas fuston limpiadas usande los programas bisinformaticos FinchTV wl.5.0 v
Geneigns w1115

Realizado por: LABORATORIO IDGEM, 2022.
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Tabla 1. Componentes de reaccion de PCR convencional para cada muestra ensayada.

"COMPONENTE Volumen

“DreamTaq PCR Master Mix (2X) 125uL
Primer forward (10 uM) 10ul
Primer reverse (10 uM) 10ul
ADN template 100-150 ng
Azua libre de nucleasas al5ul
Volumen total 25ul
Tabla 2. Condiciones de PCR. convencional para barcode 16S.

_}‘.tapa Temperatura (*C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 3 min 1
Desnaruralizacion 93 0.5 min
Alinsamisnto 53 0.5 min 35
Extension 72 1.5 min
Extension final 72 7 min 1

1. Eloctroforssls borizonal de

Figura de PCR comencicoal Marcador molecular 100bp SRL (Camil 1), omestra BB219
(Camt 2), BB220 (Carrdl 3), BH221 (Carnl 4), BH222 (Caml 5), BE223 (Camil €), BH224 (Camil 8), control negative (Caril 9). Gel
do agrosa al 196 buser TBE 1X (Caml 1),

Realizado por: LABORATORIO IDGEM, 2022
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CONCLUSION

A partir de una extraccion satisfactoria de ADK genomico del aislado Ba#6, se amplifico el barcods
155 v se identifico molecularmente como Laciecoccns lactis subsp. lachis.
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