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RESUMEN

El queso Paraguay corresponde a la categoria “artesanal”, puesto que su elaboracion se realiza
en pequefas fincas sin los tratamientos térmicos y los controles de calidad sanitarios que
deberian aplicarse a la leche cruda. En esta Gltima, pueden encontrarse en forma natural las
Bacterias Acido Lacticas (BAL) que son autoctonas de cada zona, ademéas de otros
microrganismos de crecimiento sinérgico con las BAL, responsables de ciertas caracteristicas
organolépticas y fisicoquimicas como sabor, olor, textura y accion antimicrobiana del producto
final. ElI queso, al ser artesanal, estd expuesto a una variedad de microorganismos
contaminantes, que si no son controlados, pueden ser una fuente potencial de Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA). El trabajo de investigacion fue realizado en el laboratorio
de Ciencias y Tecnologias dependiente de la Universidad Nacional de Itapua (UNI) tomando
muestras de leche cruda y queso fresco obtenidos de una finca lechera. El objetivo del trabajo
fue aislar las BAL autoctonas en el queso Paraguay y determinar los géneros mas comunes
presentes en el producto con miras a generar un consorcio de microorganismos que pudiera
utilizarse tecnologicamente para elaborar y mejorar el queso Paraguay organoléptica y
microbioldégicamente, aprovechando las propiedades que estas bacterias brindan a los alimentos
mediante la secrecion de diferentes productos de su metabolismo. Para la obtencion de los
resultados fue realizado un estudio de tipo descriptivo, tipo prospectivo de corte transversal,
que abarcé los meses de septiembre del 2017 a febrero del 2018. Durante la maduracion del
queso se espero que las BAL, mediante la fermentacion de la lactosa y la disminucion del pH,
controloran la proliferacion de los microorganismos contaminantes como los coliformes totales.
La evolucion de los coliformes se monitore6 al inicio y a los dias 7, 15 y 30 durante la
maduracion del queso. Las BAL presentes fueron aisladas mediante el cultivo selectivo agar
MRS (Man, Rogosa, Sharpe). Las cepas aisladas fueron analizadas por espectrometria de masas
mediante la tecnologia Maldi tof (Matrix assisted laser desorption ionization — time of flight —
mass spectrometry). Se determiné la presencia de Weisella confusa, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus paralimentarum y Gluconobacter oxydans (G. oxydans).
Sin embargo, las determinaciones no fueron concordantes entre las muestras enviadas, en dos
etapas. Una de las cepas ademas fue tipificada por Biologia Molecular para comparar los
resultados proporcionados por el Maldi tof, resultando esta un género y especie totalmente
diferente. Por otro lado, las pruebas realizadas mediante el agregado de la supuesta BAL al

queso Paraguay no modificaron el nimero de coliformes totales ya que al final la cepa



adicionada fue G. oxydans sin propiedades antimicrobianas, por lo que se recomienda

eliminarlas del grupo inicial.

Palabras claves: queso Paraguay; bacterias acido lacticas; microorganismos contaminantes,

efecto antimicrobiano



SUMMARY

Paraguay cheese falls into the “artisan” category, since it is made on small farms without the
heat treatments and sanitary quality controls that should be applied to raw milk. In the latter,
the Lactic Acid Bacteria (BAL) that are indigenous to each area can be found naturally, in
addition to other microorganisms of synergistic growth with the BAL, responsible for certain
organoleptic and physicochemical characteristics such as taste, odor, texture and antimicrobial
action of the final product. The cheese, being artisanal, is exposed to a variety of contaminating
microorganisms, which, if not controlled, can be a potential source of Foodborne Iliness (FAD).
The research work was carried out in the Science and Technology laboratory dependent on the
National University of Itapta (UNI) taking samples of raw milk and fresh cheese obtained from
a dairy farm. The objective of the work was to isolate the autochthonous BALSs in Paraguay
cheese and determine the most common genres present in the product with a view to generating
a consortium of microorganisms that could be used technologically to make and improve
Paraguayan cheese organoleptically and microbiologically, taking advantage of the properties
that these bacteria provide food by secreting different products of their metabolism. To obtain
the results, a descriptive, prospective cross-sectional type study was carried out, which covered
the months of September 2017 to February 2018. During the maturation of the cheese, it was
expected that the BAL, by means of lactose fermentation and the decrease in pH will control
the proliferation of contaminating microorganisms such as total coliforms. Coliform evolution
was monitored at baseline and on days 7, 15, and 30 during cheese maturation. The BALS
present were isolated by selective MRS agar culture (Man, Rogosa, Sharpe). The isolated strains
were analyzed by mass spectrometry using Maldi tof technology (Matrix assisted laser
desorption ionization - time of flight - mass spectrometry). The presence of Weisella confusa,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus paralimentarum and
Gluconobacter oxydans (G. oxydans) were determined. However, the determinations were not
concordant between the samples sent, in two stages. One of the strains was also typified by
Molecular Biology to compare the results provided by Maldi tof, resulting in a totally different
genus and species. On the other hand, the tests carried out by adding the supposed BAL to the
Paraguay cheese did not modify the number of total coliforms since in the end the added strain
was G. oxydans without antimicrobial properties, so it is recommended to eliminate them from

the initial group.

Keywords: Paraguay cheese; lactic acid bacteria; contaminating microorganisms,

antimicrobial effect



INTRODUCCION

Las BAL son un amplio grupo de microorganismos presentes como flora normal de los
mamiferos (Goldstein, Tyrrell y Citron, 2015). Son utilizados desde la antigiiedad por las
aplicaciones beneficiosas por los cambios que producen en la leche y derivados, entre ellos el
queso, otorgandoles sabores, textura, olores sobresalientes y aumentando la vida Gtil mediante

la transformacion y secrecién de componentes de su metabolismo en el producto final.

La produccion de queso resulta muy rentable por el valor cultural que representa en la
mesa tradicional paraguaya, aunque no se tienen en cuenta los requisitos para la correcta
elaboracién, como ser la conservacion adecuada, la pasteurizacion de la leche, la utilizacion de
recipientes no esteriles, infraestructura apta para la produccion, salazén, la introduccion de

cepas lacticas; que hacen que el alimento sea una fuente potencial de ETAs.

El objetivo del trabajo fue aislar, identificar y seleccionar las BAL autoctonas en el queso
Paraguay y determinar los géneros mas comunes presentes en el producto con miras a generar
un consorcio de microorganismos que pudiera utilizarse biotecnolégicamente en una de las
etapas de elaboracion el queso. Esto se lograria mediante la pasteurizacion la leche y la
consecuente eliminacion de los microrganismos contaminantes como las bacterias coliformes,
para posteriormente introducir en la leche una concentracion de BAL autdctonas conocidas,
aumentar de esta manera su vida Util por las propiedades antimicrobianas y mantener sus

caracteristicas organolépticas
Para ello, el trabajo investigativo se compone de 5 capitulos detallados a continuacion.

Capitulo I: se desarrolla el marco tedrico con acopio breve de puntos importantes

referentes al fenémeno de estudio con la respectiva cita bibliogréafica.

Capitulo IlI: En el mismo se presenta los Objetivos y el Marco Metodoldgico
estableciendo tipo de estudio, periodo y area de estudio, recoleccion de datos y técnicas. Se

detallan los materiales, métodos y técnicas empleadas para la obtencion de la informacion.
Capitulo I11: Se expone el anélisis de los resultados
Capitulo 1V: Discusion de estudio

Capitulo V: Se establece las conclusiones parciales y finales del objeto de estudio, asi

como la Bibliografia, el Anexoy Documentos complementarios






Antecedentes de las BAL

Las BAL autoctonos de cada region estan adaptadas al medio ambiente en el cual
evolucionaron logrando caracteristicas particulares que pueden ser beneficiosas para el hombre,
ya sea por los cambios fisicos-quimicos que ocurren en los productos alimenticios, por los
efectos contra los microorganismos contaminantes que pueden producir descomposicion de los

alimentos, o por la inhibicion de potenciales patdgenos que pueden producir ETA.

En cuanto a la taxonomia, las BAL pertenecen al phylum Firmicutes. Estdn ampliamente
distribuidas en el ecosistema, poseen alrededor de 20 géneros, siendo el Lactococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus, los mas frecuentemente encontrados
en los quesos elaborados a partir de leche cruda. De ellos el Lactobacillus (L.) resulta el mas
grande del genero (Parra Huertas, 2010; Medeiros et al., 2016)

La primera clasificacion de las BAL, fue iniciada por Orlando Jensen en el afio 1919,
como organismos Gram positivos variables en cuanto a morfologia, no formadores de esporas,
carentes de movilidad y catalasa negativos (Salvadogo A. et al., 2006 cito en Parra Huertas,
2010).

Con respecto a su capacidad fermentativa, las BAL pueden dividirse en dos grandes
grupos, las homofermentativas y las heterofermentativas de acuerdo a su producto final. La
diferencia entre ellas radica en que, mientras que las homofermentativas producen acido lactico
como producto primario de fermentacion a partir de la glucosa utilizando a la aldolasa como
catalizador y actuando més directamente, las heterofermentativas producen ademas del &cido
lactico, otros productos de la fermentacion de la glucosa, entre los que se puede citar didxido
de carbono (COy), acido acético y etanol, utilizando la ruta alterna de la pentosa monofosfato
para dicha fermentacién. En los heterofermentativos, los seis azlcares de carbono se
transforman en cinco utilizando a la enzima fosfocetolasa, dando como producto aldehido y
diacetil, que son sustancias aromaticas y potenciadoras del sabor codiciadas en la industria

alimenticia, especialmente en la lactea.(Carr, Chill y Maida, 2002)

Entre las BAL homofermentativas se pueden destacar los géneros Streptococcus y
Pediococcus. Las heterofermentativas componen los géneros Leuconost y la Betabacteria, esta

altima formando parte del género Lactobacillus (Carr, Chill y Maida, 2002).

Para identificar las BAL la técnica de Maldi-tof (Matrix assisted lases desorption

ionization — time of flight — mass spectrometry), se ha utilizado en los Ultimos afios como una



muy buena alternativa para la deteccion de microorganismos patdgenos, esto mediante el
analisis de proteinas, principalmente ribosomales (2-20 KDa), por medio de la creacién de un
espectro de masas especificos para cada género y especie (Maldonado, Robledo y Robledo,
2018).

En la industria de los alimentos son muchos los microorganismos que pueden provocar
enfermedades, siendo el Maldi tof un método répido para la deteccion de los mismos mediante

el analisis de sus metabolitos (Huertas, Urbano y Torres, 2019)

A continuacidn, se describirdn a rasgos generales algunas especies de la especies BAL.

Lactobacillus brevis

Un bacilo Gram positivo, catalasa negativo que esta ampliamente distribuido en el

medio ambiente y tiene varias aplicaciones biotecnologicas.

Este bacilo se caracteriza por la capacidad inhibitoria sobre diferentes microorganismos,
tanto Gram positivo como Gram negativos, mediante la produccion de bacteriocinas y otros
productos de su metabolismo como lo son los acidos organicos, peroxidos, CO2 (Ogunbanwo,
Sanni y Onilude, 2003b).

La composicion de las bacteriocinas varia de una especie a otra, asi como la capacidad
inhibitoria sobre los diferentes microorganismos, como lo demuestra el trabajo realizado en
alimentos fermentados en Nigeria, donde cepas de L. brevis y L. plantarum, presentaban
bacteriocinas de distintas estabilidades y capacidades inhibitorias debido a su diferente

composicion (Ogunbanwo, Sanni y Onilude, 2003a).

Algunas cepas de L. brevis son utilizadas por la capacidad que poseen de hidrolizar
compuestos de hemicelulosas por lo que se los puede utilizar para ensilaje con la consiguiente
liberacién de acido lactico conjuntamente con el L. pentosus, asi como la reduccién de desechos
agricolas (Garde et al., 2002).

Estudios realizados por Garcia Gonzalez et al. (2017), demostraron que el L. brevis actla
mas eficazmente en presencia de otra BAL. La Weissella actua en sinergismo junto al L. brevis
en la inhibicion de un peligroso patégeno responsable de ETAs como es la Listeria
monocytogenes (Garcia Gonzalez, E.; Garcia Salazar, A.P.; Rojas Dorado, M.C,;
Ordofiez—Artunguaga, D. A.; Serna Cock, 2017)



En las industrias de destileria los desechos obtenidos son tratados con L. brevis para la
obtencion del &cido gamma-amino butirico (GABA), producto con multiples aplicaciones a
nivel fisioldgico (Yokoyama, Hiramatsu y Hayakawa, 2002) por lo que su utilidad es también

a nivel medicinal.
Lactobacillus paralimentarius

Bacteria perteneciente al género Lactobacillus aislada en Japon por Cai y otros, a partir
de masa fermentada de maiz (Pang et al., 2011). Se caracteriza por ser una bacteria Gram
positiva, catalasa negativa, anaerobica facultativa, heterofermentativa, sin la produccion de gas
a partir de la glucosa similar fenotipicamente al Lactobacillus alimentarius (Cai et al., 1999),
pero con un patrén de fermentacion de carbohidratos muy diferente de ribosa, D-xilosa,
galactosa, ametil-D-glucosido, B-gentiobiosa, lactosa, melibiosa, melecitosa, rafinosa, D-
tagatosa y gluconato (Pang etal., 2011). EI mismo es utilizado como probiotico para la
restitucion de la flora bacteriana intestinal (Parra Huertas, 2010)

Lactobacillus plantarum

Estrada et al. (2005), en Colombia, determinaron que los extractos crudos y centrifugados
de L. brevis y L. plantarum poseen actividad antibacteriana sobre cepas de Salmonella sp. y de
Escherichia coli(E. coli) en medio acido por la produccion compleja de extractos compuestos
por &cidos organicos y peptidicos, segun las condiciones ambientales a las que son sometidas,
generando el L. plantarum mayor inhibicion del crecimiento bacteriano que la otra BAL.
Refieren que conjuntamente, las BAL actlan sinérgicamente, potenciando asi la accion
bactericida (Estrada Maldonado, Gutiérrez Ramirez y Montoya Campuzano, 2005; Garcia
Gonzalez, E.; Garcia Salazar, A.P.; Rojas Dorado, M.C.; Ordofiez—Artunguaga, D. A.; Serna
Cock, 2017).

En pacientes geriatricos, los descensos de niveles de bifidobacterias y el incremento de
bacterias patdgenas afectan la microbiota intestinal saludable, deteriorando el estado de salud
del paciente. En estudios a doble ciego realizados en Espafia, se ha observado que cepas de L.
plantarum acttan como probiotico y como estimulante del sistema inmunitario, mejorando el
estado general de las personas de edad avanzada a las que se les traté con cepas de L. plantarum
(Bosch Gallego et al., 2011).

Los beneficios y facilidades que demostré el L. plantarun fueron inmensos, la actividad
antimicrobiana y el aumento de la inmunidad, debido su capacidad de resistir el paso por el

intestino y colonizar el tracto intestinal humano propiciaron la creacion de una vacuna viable



mediante su consumo como probidtico, ya que el mismo también es utilizado como cultivo
iniciador tanto en alimentos industrializados como en alimentos artesanales debido a su aporte

a la textura, olor y sabor (Vries et al., 2006).

Especificamente la utilizacion de la cepa de L. plantarun PHO4 tiene propiedad
hipocolesteromiante ampliamente probada en ratones, en donde se redujeron las
concentraciones de colesterol con la administracion de esta cepa junto con su alimentacién,
por lo que se esta intentando su incorporacion como probidtico en las poblaciones en donde se
observa un alto indice de accidentes cerebrovasculares (Nguyen, Kang y Lee, 2007).

Weissella confusa (W. confusa)

La W. confusa, es una BAL Gram positiva, no esporulada, catalasa negativa, presente en
una gran variedad del medio ambiente como vegetales frescos, alimentos fermentados,
productos carnicos y rumen bovino, caracterizada industrialmente por la produccion de
bacteriocinas, no definidas especificamente cuales, pero que le dan la accién antimicrobiana
frente a organismos patdgenos como son la E. coli y la Klepsiella pneumonie (Serna Cock &
Enriquez Valencia, 2013), pudiendo utilizar la cepa purificada como probidtico para mejorar la
funcionalidad de celulas vivas intestinales, ademas de su accidn antimicrobiana contra cepas
de L. monocytogenes (Serna-Cock et al., 2012; Garcia Gonzalez, E.; Garcia Salazar, A.P.; Rojas
Dorado, M.C.; Ordofiez—Artunguaga, D. A.; Serna Cock, 2017)

Su utilizacion como probiodtico también fue estudiada, utilizando como medio de
consumo barras de cereales de diferentes gustos, donde la Weisella fue introducida en su
interior, presentando una buena aceptacion por parte de los consumidores catadores, ect,

superior al 50% (Serna-Cock, Angulo-Lo6pez y Ayala-Aponte, 2015).

Otro método utilizado para conservar la viabilidad de las células de W. confusa para su
utilizacion como probidtico es la encapsulacion de las mismas en gel de Aloé vera, presentando
mayor viabilidad que la encapsulacion en paracaseinato de calcio al 10%. (Serna-Cock, Liliana;
Vallejo—Castillo, Vladimir; Garcia—Gonzalez, 2012)

Funciones de las BAL

Entre las funciones que se le atribuyen a las BAL se destacan la produccion de las
bacteriocinas secretadas por las mismas, las cuales no poseen toxicidad ni producen metabolitos
secundarios en células eucariotas, y que presentan una alta inhibicion sobre patégenos. La

sintesis de acetaldehido y diacetilo en pequefias proporciones lo que le da el aroma y el sabor



levemente acido agradables, los huecos u ojos del queso que lo hacen esponjoso por la
produccion de gas, especialmente de CO» (Parra Huertas, 2010; Heredia-Castro et al., 2017),
ademas de sus aplicaciones a otros tipos de alimentos no solamente los de origen lacteo
(Mondragén Preciado et al., 2013).

A pesar de la no toxicidad de los metabolitos de las BAL en células eucaridticas como se
menciono anteriormente, la Unica bacteriocina permitida es la nisina, conforme a lo expresado
por Heredia Castro et al. (2017, p. 341):

“Solo la bacteriocina nisina, producida por Lactococcus Lactis, es considerada segura
para el consumo humano (GRAS, del inglés Generally Reconized As Safe) de acuerdo
a la Food and Drung Administration (FDA) de los EEUU, se sabe que no forman

compuestos secundarios al biodegradarse en el tracto gastrointestinal”.

Como cultivos iniciadores de fermentacion en la industria lactea se utiliza la subespecie
bulgaricus y lactis, en tanto que en fermentaciones vegetales se utilizan L. delbrueckii ssp
(Singh et al., 2009).

Las acciones sobre la leche y sus derivados, no solo se deben a la presencia exclusiva de
BAL, puesto que la presencia de otros sinnimeros de microorganismos no tan conocidos,
colaboran en la produccion de diferentes metabolitos que influyen en las caracteristicas finales

de los productos artesanales.
Bacteriocinas

Las bacteriocinas consisten en péptidos sintetizados por ciertas bacterias, entre ellas
ciertas BAL, utilizados contra patdgenos o contaminantes en biopreservacion, extension de la
vida util de un producto, accion antimicrobiana y control de fermentaciones (Agudelo et al.,
2015).

Mecanismo de accion

La mayoria de las bacteriocinas secretadas por las BAL utilizan como mecanismo de
accion la perforacion de la célula mediante la formacién de poros en la membrana celular. Esto
se inicia mediante la atraccion de las cargas positivas de las bacteriocinas interactuando con
fosfolipidos de la membrana bacteriana cargados negativamente por fuerzas electrostaticas.
Esto, afiadido a la naturaleza anfipatica de las bacteriocinas hace que se distribuyan
ampliamente a lo largo de la superficie de la membrana celular bacteriana (Heredia-Castro

et al., 2017). Finalmente, una vez instaurado el poro, se produce la liberacion de compuestos



como fosfato, potasio, aminoacidos, adenosin tri fosfato (ATP), sin que pueda producirse la
cantidad necesaria de macromoléculas para la actividad bacteriana y la lisis celular resultante
(Mondrag6n Preciado et al., 2013).

Antecedentes del queso Paraguay

La elaboracion del queso Paraguay data de hace varios siglos, formando parte de la cultura
paraguaya en la cocina tradicional para la elaboracion de comidas tipicas como la “sopa
paraguaya”, el “mbeju”, el “chipa” o el “kavure”, en los cuales segun el grado de maduracion
del queso es destinado para uno u otro uso. En la sopa paraguaya, el mbeju y el kavure el queso
se utiliza fresco, mientras que en el chipa, es utilizado el producto madurado o viejo puesto que

le da un sabor especial a los alimentos.

En Paraguay los pequefios y medianos productores cominmente cuentan en sus fincas con
ganado vacuno del cual obtienen la leche para el consumo diario. En la mayoria de los casos el
excedente no consumido resulta destinado a la fabricacion de queso Paraguay y de esa manera,
evitar desperdicios de la leche. El queso se destina para el consumo familiar o en muchos casos,
constituye la fuente primaria de ingresos economicos, dedicandose varias familias
exclusivamente a la fabricacion del queso y su comercializacion en los mercados de la zona,

puesto que resulta un producto muy apreciado por su diversidad de uso.

El queso Paraguay, consiste en un alimento de color blanquecino rico en grasas, proteinas
y ciertos microorganismos cuyos metabolitos le dan el olor, color y sabor caracteristico; se
obtiene a partir de la coagulacion de la leche fresca no pasteurizada, por lo que al queso

resultante se lo clasificaria como artesanal.
Maduracion de queso

El queso Paraguay se conocen empiricamente por ser “nuevos o viejos” (frescos o
maduros), dependiendo del tiempo transcurrido desde la elaboracion, aunque en los pequefios
tambos (establecimiento destinado al ordefie, produccion y venta de leche) no se tiene un
estandar de temperatura, humedad y condiciones de conservacion para la maduracién de los
mismos y esta se realiza de manera empirica. No obstante la “Norma Paraguaya para el queso
Paraguay NP 25 053 11” regulada por el Instituto Nacional de Tecnologia, Normalizacion y
Metrologia (INTN), la cual establece que la conservacion y comercializacion del queso

Paraguay se debe realizar a una temperatura no superior a los 8°C.



Los “quesos frescos” (Fig. 1), son aquellos que recién elaborados se proceden a su venta,
siendo la manera més empleada en la comercializacion en los mercados, puesto que posee
mayor cantidad de suero, mayor peso y por lo tanto méas rentable econémicamente. Son de color
blanco, aspecto blando y poseen un sabor levemente salado y acido suave.

“Los quesos maduros” (Fig. 2), se elaboran de manera empirica, son aquellos quesos en
los que ha pasado un tiempo desde su elaboracién hasta su comercializacion. La mayoria lo
comercializa en estado fresco y es el comerciante o el consumidor final el que lo hace madurar
en la heladera o en temperaturas por debajo del punto de congelacion. Una vez maduro el queso

presenta un color amarillo, textura exterior dura, de olor y sabor fuerte, a veces hasta amargo.
Ingredientes del queso Paraguay

Se utilizan dos ingredientes basicos que son la leche y el material coagulante (cuajo o
renina concentrada). Para un kilo de queso se emplean 10 litros (L) de leche cruda sin

pasteurizar, en tanto que la sal es opcional y su utilizacion es poca o nula en las fincas lecheras.

En tanto que la norma Paraguaya (NP) expresa que el queso debe poseer tres ingredientes
obligatorios que son: la leche pasteurizada, el cuajo y/u otras enzimas coagulantes apropiadas
y por ultimo un cultivo de bacterias especificas. La citada norma establece que el cloruro de

sodio y el cloruro de calcio son opcionales.

La leche a ser utilizada puede ser de oveja, cabra, u otro animal, pero generalmente se

utiliza la leche de vaca obtenida por ordefie ya sea manual o con ordefiadoras mecanicas.

El cuajo utilizado en la fabricacién del queso es obtenido de los mataderos de la zona, es
sometido a una limpieza con agua no potable y conservados en estado de congelacion hasta el
momento de su utilizacion (Fig. 3a y 3b). La porcion de cuajo a ser utilizada es empapada con
el zumo de algun fruto citrico, generalmente limén o naranja agria (apepu). Una vez finalizado
su utilizacion en la elaboracion del queso, el cuajo es lavado, secado al sol y puesto a refrigerar

para posteriormente repetir los procesos anteriormente citados
Procedimiento de obtencién del queso

En la elaboracién del queso Paraguay se requieren dos procedimientos basicos. Uno de
ellos, consiste en la coagulacién o cuajado de la leche generalmente cruda, puesto que los
“artesanos” refieren la no pasteurizacion de la leche por la pérdida de las caracteristicas
organolépticas del queso. Esto es mas bien por la no utilizacion de cultivos iniciadores, dadas

que las BAL iniciales son eliminadas con la pasteurizacion.



La coagulacion se realiza por dos métodos tradicionales. Uno de los métodos consiste en
la adicion de renina concentrada, pudiendo encontrar dicho producto en forma de polvo o en
gotas, las cuales se pueden adquirir en los comercios (Fig. 4).

El segundo método, més tradicional y antiguo, utiliza el cuajo para la precipitacion de la
fraccion K (kappa) de la micela de caseina de la leche, lo que la hace coagular por la accion de
la quimosina (Sanchez Valdés, 2016).

En la fabricacién del queso son empleados los mismos recipientes de plastico en los cuales
se recolectd la leche cruda, introduciendo en ellos el cuajo anteriormente nombrado, el cual es
impregnado con algun zumo citrico para acelerar el cuajado. Una vez producida la cuajada, es
trasvasada a la quesera de madera utilizada para contener y dar la forma al queso. La quesera
consta de una tela que permite la expulsion del resto de suero. Posteriormente, en la parte
superior del queso, se apoya un objeto de peso considerable para ayudar a lograr una mayor

deshidratacion del queso por un proceso mecanico de prensado.

Una vez terminado el proceso de elaboracion, el mismo es sometido al transporte,
almacenamiento y venta en los mercados y almacenes, en donde el producto se expone a los

contaminantes ambientales.

Otro proceso no siempre realizado por los productores de queso es la maduracion, la cual
no posee un procedimiento “estandar” en nuestro pais. EIl proceso se realiza exponiendo al
queso al medio ambiente 0 en el mejor de los casos, conservados en refrigeracién o a

temperaturas cercanas al punto de congelacion, retardando asi la descomposicion.

En el proceso de elaboracion del mencionado queso no se agrega ningun tipo de
conservante asi como tampoco es utilizada la salazon, utilizada en la mayoria de los quesos

para atribuir al producto propiedades antimicrobianas.
Condiciones Higiénico-sanitarias de elaboracion del queso

En todos los pasos de elaboracidn, el queso va adquiriendo una variedad de contaminantes.
Desde la recoleccion de la leche, en la mayoria de los pequefios tambos, la ubre de la vaca que
se encuentra en los corrales esta al descubierto y en contacto con el ambiente que la rodea,
incluyendo lodo, pasto, insectos y con ellos microorganismos, ya sean contaminantes o
patdgenos. Ademas, la ubre del nombrado animal no suele ser desinfectada, sino que es lavada
vagamente con agua (no siempre potable). No se utilizan guantes, ni se desinfectan las manos
antes del ordefie, lo que aumenta la cantidad de posibles contaminantes. Durante el ordefie, la

leche, depositada en recipientes de plastico o aluminio, es dejada a un costado del lugar de



ordefie hasta recolectar una cantidad considerable o de varias lecheras, aumentando la carga de

microorganismos por la no refrigeracion inmediata de la leche.

Por Gltimo, con respecto a la leche en si, cabe nombrar la falta de pasteurizacion que
imposibilita la disminucién de la carga de microorganismos presentes. En cuanto a la
produccion del queso que se inicia con la cuajada, donde el cuajo natural, es el mas utilizado
por las pequefias fincas, es reutilizado varias veces secandose al sol 'y sin las condiciones

estériles.

La separacion del cuajado y el suero, asi como la comercializacién del producto se
realizan a temperatura ambiente, convierten al queso Paraguay en una potencial fuente de

contaminacién y transmision de ETAS.
BAL usualmente presentes en queso

El estudio de secuenciacion de amplicones de alto rendimiento realizado en productos
lacteos de la India, refiere que las bacterias de los géneros Streptococcaceae, Lactobacillaceae
y Acetobacteraceae eran las predominantes. Entre las BAL se hallaron en mayor proporciéon los
Lactococcus lactis y Lactobacillus helveticus. En el grupo de las Acetobacteraceae se encontro

elevada la presencia de Acetobacter spp. y Gluconobacter spp (Shangpliang et al., 2018).
Agentes contaminantes del queso

La contaminacion del queso puede estar causada por varios agentes. Estos pueden ser
fisicos, quimicos y bioldgicos. Entre los agentes fisicos pueden destacarse elementos de metal,
madera, vidrio, etc. Los insecticidas, rodenticidas, fertilizantes, y restos de detergente,
constituyen algunos los agentes quimicos. Los agentes bioldgicos incluyen bacterias y/o sus
toxinas, virus, hongos, y elementos parasitarios (Sanchez-valdés et al., 2016; Huertas, Urbano
y Torres, 2019). La mayor causa de contaminacion la constituye la bacteriana, por la no
pasteurizacion de la leche, siendo la tltima un caldo de cultivo excelente por los nutrientes que
presenta en el medio acuoso, propicio para el desarrollo de patdgenos y contaminantes, que en
pacientes inmunocomprometidos, pueden alterar gravemente la salud del portador (Sanchez-
valdés et al., 2016).

Las bacterias con capacidad de producir ETA pueden diferenciarse en dos grandes grupos
(Huertas, Urbano y Torres, 2019). Uno de ellos, incluye a las bacterias responsables de producir
infecciones, capas de multiplicarse en del tracto gastrointestinal, citandose en dicho grupo a

las  especies  Salmonellaspp, Shigellaspp, Vibrio  parahemolycus, Yersinia
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enterocolitica, especies termofilas de Campylobacter spp, E.

coli enteropatdgena, Streptococcus spp, entre otras.

En tanto que las que componen el otro grupo, producen toxinas causates de intoxicacion
alimentaria como Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y Clostridium botulinum. Ambos
grupos presentes en alimentos que requieren alta manipulacion en sus procesos y en aquellos
listos para el consumo expuestos en mercados y tiendas, sin las condiciones de conservacion

adecuadas (Huertas, Urbano y Torres, 2019).

Esto ocurre en parte por las condiciones socio-ambientales de obtencion de leche y
elaboracién de quesos, en donde los productores ya en el momento del ordefie no cuentan con
la infraestructura o servicios sanitarios basicos (electricidad y agua potable) para asegurar la
inocuidad del producto, siendo la leche generalmente recolectada en recipientes plasticos, los
cuales no son sometidos a una desinfeccion previa, contaminando directa o indirectamente el

producto.

11



pitulo 11




OBJETIVOS

Objetivo general

Aislar las BAL autdctonas encontradas en el queso Paraguay, determinar los géneros
encontrados y su efecto antimicrobiano sobre los microrganismos coliformes contaminantes del
queso Paraguay.

Obijetivos especificos

1) Aislar cepas lacticas presentes en el queso
2) Evaluar el comportamiento de los coliformes con el tiempo de maduracion del queso

3) Tipificar las BAL presentes en el queso Paraguay por método Maldi tof y Biologia
Molecular
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MATERIAL Y METODOS

Disefio metodolégico/tipo de estudio.

Segun el nivel de profundidad del conocimiento, la investigacion es descriptiva puesto
que se interrelacionan los factores que influyen y que determinan los de los fendbmenos que se
estudian. Corresponde a un estudio prospectivo, de corte transversal, implicando los meses de

septiembre del 2017 a febrero del 2018 con muestras obtenidas de una finca lechera.

El trabajo cuenta con variables cualitativas y cuantitativas, por lo que corresponde a una
investigacion con enfoque mixto, implicando la integracion y discusion de los datos en base al

tema de estudio.
Descripcion del lugar de la investigacion.

La toma de muestra de leche y queso de fue realizada en una finca lechera en la compafiia
de Mbutuy ubicada a 10 km del casco urbano de la cuidad de Coronel Bogado, Itapua, Paraguay.
La compafiia se dedica principalmente a la agricultura, la ganaderia y al rubro lechero. Este
altimo rubro tiene capacitaciones constantes mediante convenios con la Agencia de

Cooperacion Internacional del Japon (JICA).

La investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de la facultad de Ciencias y Tecnologias,

Universidad Nacional de Itapua.
Toma de muestra.

Las muestras fueron recolectadas solicitando el permiso de una proveedora de queso
Paraguay que comercializa en la zona. Fue comunicada el fin del trabajo y la misma accedio a
proveer la muestra de leche cruda, asi como del queso fresco en la finca en donde se realiza el

ordefie.

La alicuota de leche fue de 250 cc, el queso fresco para la busqueda de BAL de 1000 g,
y el queso en el cual fue introducida la BAL aislada y el queso control fueron de 250 g. Los
mismos se recolectaron con extrema higiene utilizando guantes y barbijos. Posteriormente, las
mismas fueron transportadas al Laboratorio de la UNI el mismo dia de la recoleccién de la
muestra, en envases estériles y herméticos, que a su vez fueron inmediatamente colocados en
recipientes secundarios refrigerados, evitando romper la cadena de frio y la interferencia de

otros microorganismos diferentes a los proporcionados por las muestras tomadas.
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Cuestiones éticas
Declaracién de Helsinki.
Se han solicitado los permisos correspondientes para la elaboracion del trabajo.

La presente investigacion no contempla experimentacion que pueda comprometer la salud

de las personas.
Principios Bioéticos:

Se respet6 en todo momento la confidencialidad y los datos que fueron proporcionados
por el sujeto, mismos que no fueron utilizados en ningin momento para un fin lucrativo o de
intereses propios. Los residuos generados durante el transcurso de la investigacion, fueron
correctamente clasificados, descontaminados y eliminados, cuidando el medio ambiente y a los

sujetos que puedan estar en contacto con ellos.
Principios Individuales formulados por la UNESCO.

En cuanto a los principios individuales formulados por la UNESCO, se respeto la
dignidad humana y el sujeto fue verbalmente informado y puesto a consideracion su aceptacion

a ser participe del estudio
Principios sociales formulados por la UNESCO.

Se mantuvo en todo momento la confidencialidad. No existen riesgos de revelar
informacion sobre la condicion de las muestras proporcionadas por el sujeto, respetando y

cuidando en todo momento su reputacion, sin discriminar la diversidad cultural.
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Busqueda de BAL y recuento de coliformes

Composicion y preparacion de los medios de cultivo

Se prepararon los caldos de cultivo de MRS (Man, Rogosa, Sharpe), de agua peptonada,
al igual que los agar base con MRS y Mac Conkey segun el inserto de los fabricantes de la

siguiente manera.

Caldo MRS: se suspendié 55,25 gramos (g) del polvo en 1 | de agua purificada. Se
dejaron reposar 5 minutos (min), para luego calentar con agitacion frecuente y llevar a
ebullicion durante 1 a 2 min para disolucidn total. Distribuyo en recipientes apropiados y para
su posterior esterilizacion en autoclave a 121°C por 15 min.

Caldo agua peptonada: se disolvieron 20 g del medio deshidratado en 1 |
de agua destilada. Se dejaron reposar por 5 min aproximadamente. Se calentd por 1 min hasta
disolver completamente. Posteriormente se vertieron en frascos adecuados segun la necesidad

y se esterilizo en autoclave a 121°C por 15 min.

Caldo Mac Conkey: Se agregaron 40 g a 1 L de agua destilada, se homogeneizo y
distribuyo en recipientes con los tubos de Durham. Se esterilizaron en autoclave a 121°C por

15 min.

Caldo MRS con Agar Base: se preparo utilizando 20 g de Agar base en 1 L de caldo

MRS preparados a partir de la suspension de 55,25 g por L de agua purificada.

Coloracion de Gram (Renylab): una vez seleccionadas las colonias y fijadas al

cubreobjetos se cubren con solucién de violeta cristal 1% por el tiempo de un minuto, a
continuacion se lavaron con agua para eliminar el resto del colorante. Se dejo escurrir el
cubreobjetos y se cubrié con solucidén 2% de lugol por un minuto, para volver a lavar con agua.
Escurrir el resto de agua y lavar por un lapso de 20 segundos con solucidn decolorante de etanol
al 96 GL y volver a lavar con agua. Cubrir finalmente con solucion de fucsina 0,05% por 30

segundos, lavar con agua y dejar secar para su posterior observacion microscopica.
Cultivo y aislamiento de BAL

Las muestras se mantuvieron refrigeradas antes y durante el transporte hasta el
laboratorio de Ciencias de Tecnologias dependiente de la UNI, distante a unos 60 kilometros
del lugar de la toma de muestra. Al llegar al laboratorio se tomd una alicuota de la leche y

una porcion de queso por separadas y colocarlas en proporcion 1:10 en agua peptonada (450
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mililitros (ml) de caldo y 50 g de queso/50 ml de leche respectivamente en erlenmeyer (Fig. 5).
Transcurridas las 24 horas de incubacién a 37°C en condiciones aerobicas, se realizaron
diluciones hasta 10'°> en medio MacConkey , los cuales se incubaron a 35+2 °C de modo que
se determind, 24 horas mas tarde, la carga microbiana de partida presente de bacterias
contaminantes, especialmente de coliformes totales tanto en la leche como en el queso Paraguay
(Fig. 6). Se calculd el NMP (nimero mas probable) de coliformes totales segun tabla de
probabilidades para serie de 3 tubos. Este procedimiento se repitié con el queso en los dias 7,
15 y 30 de modo que se observd el comportamiento de las poblaciones de microorganismos

contaminantes con el transcurrir de los dias para la maduracién del queso.

Al mismo tiempo, y en forma paralela fueron sembradas una porcién de queso,
elaborada con la misma leche también analizada como se explico en paginas anteriores, fue
sembrada una porcion de queso en proporcion 1:10 (25g en 225 ml de caldo) en medio de
cultivo caldo MRS (Man Rogosa Sharpe) los cuales fueron incubados a 30y 45 °C de modo a
facilitar el desarrollo de BAL mesofilos y termofilos (Fig. 7). Una vez transcurridas 48 horas,
se observo los crecimientos macroscépicos en los tubos MRS con la siguiente comprobacion
de que las bacterias desarrolladas fueran bacilos Gram positivo. Se procedié a sembrar desde
los caldos MRS a placas de Petri con MRS agarizado, preparado previamente con caldo MRS
mezclado con agar base, esterilizado y distribuido convenientemente. Las placas se incubaron

24 horas a temperaturas de 30 y 45 °C, esperando el desarrollo de las posibles cepas BAL.
Identificacion de BAL

Las colonias Gram positiva que desarrollaron en el medio MRS agarizado fueron
rotuladas, embaladas y remitidas al Centro Médico de la Costa, en la ciudad de Asuncidn,
Paraguay, Unico centro que cuenta con el equipo Maldi tof, las cuales brindan servicios a

terceros para la tipificacion de los materiales remitidos

Una vez halladas las posibles cepas BAL mediante el método Maldi tof, se procedio a
la confirmacién del género y especie, mediante la contratacion de un servicio tercerizado
encargado del procesamiento, analisis e informe de la cepa enviada en medio MRS al
Laboratorio de Biotecnologia Molecular (BiotecMol) — FCEQyYN — Univ. Nacional de

Misiones, Argentina.
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Preparacion de cultivo iniciador

Se prepara con L. paralimentarius perteneciente a la cepa desarrollada a 35+2 Cr
agregando a la leche en una proporcion 1/50 con una concentracion de 10° McFarland (100 ml
de cultivo iniciador en 4900 ml de leche) la cual fue transformada posteriormente en queso
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RESULTADOS
Recuento de coliformes totales

Se obtuvo el recuento de para coliformes totales en el material de partida que fue la
leche, identificando la presencia de los citados coliformes mediante el viraje de color en el
medio MacConkey (Método Britanico) con la consiguiente formacion de gas en la campana de
Durham. Lo observado fue cotejado con tablas estadisticas segin NMP basadas en lo
proporcionado por la Comision Internacional de Especificaciones Microbioldgicas en
Alimentos (ICMSF del inglés International Commission on Microbiological Specifications For
Foods).

Carga microbiana de coliformes totales en muestras
de leche y queso

=
(o)}
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Recuento de coliformes totales (valores
exponenciales NPM/100 ml, g)

Tipo de muestra
Gréfico 1. Carga microbiana de coliformes totales en muestras de leche y queso

El recuento de coliformes totales arrojo un valor de 2.10° NMP/100 ml de leche. Sin
embargo, en el queso fresco obtenido a partir de dicha leche, el cual pasé por todas las etapas
mas criticas del procedimiento, se observé un valor muy por encima siendo 1,1.10** NMP/100

g de queso (Grafico 1).

Se procedié a observar el recuento de coliformes totales del queso Paraguay con

respecto al tiempo determinando los valores semanales.

19



Evolucion de recuento de coliformes totales en queso Paraguay en

el tiempo
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Grafico 2. Evolucion de recuento de coliformes totales en queso Paraguay en el tiempo.

En el queso, el recuento de coliformes totales con el transcurrir de la maduracion
disminuyd paulatinamente, obteniendo a los 7 dias un valor de 7,5.10* NMP/100 g, a los 15
dias de 1,5.10'°NMP/100 g y de 7.108 NMP/100 g a los 30 dias (Grafico 2).

Identificacién con Maldi tof

Del cultivo de la muestra de queso en agar MRS se logro identificar macroscopicamente
dos tipos de colonias segn temperaturas de incubacion (30 y 45°C) y de caracteristicas muy
similares durante todo este periodo de tiempo. En ambas temperaturas de incubacion las
caracteristicas morfoldgicas de las colonias eran similares, unas colonias grandes y otras de
menor tamafo (Fig. 8), que a la tincion del Gram coincidieron con las caracteristicas buscadas,

la de ser Bacilos Gram Positivo (Fig. 9).

Una vez aisladas y repicadas en la tltima siembra a los 30 dias, las cepas seleccionadas
que mas tiempo permanecieron durante la maduracion, fueron enviadas a un laboratorio de la
ciudad de Asuncion, Paraguay para su identificacion mediante la utilizacion del método de

espectrometria de masas Maldi tof .

Durante el procesamiento las cepas tuvieron el inconveniente de la identificacion de
colonias, puesto que fueron enviadas siete cepas, distribuidas en tres placas. Una placa con
cepas aisladas a 35+2 °C identificadas como Cremosas (cr), pequefias (p) y cepa dos (2), otra

placa con las cepas obtenidas de la incubacion a 45 °C identificadas como chicas (ch) y
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grandes (G) y una ultima placa con dos cepas obtenidas también a 45 °C como cepas chicas
(ch) y grandes (G) (Fig. 10).

Por el método Maldi tof fueron identificaron los siguientes BAL (Ver Documentos
Complementarios pag. 37)

> Lactobacillus brevis
> Weissella confusa

» Lactobacillus plantarum

El informe emitido por dicho centro de diagndstico no identificd la cepa y temperatura
a las que correspondian las colonias estudiadas, por lo que se tuvo que realizar un segundo
envio pero estas vez solo cuatro cepas, dos pertenecientes a las que desarrollaron a 352 °C (Cr
y p) y dos a las que desarrolladas a 45 °C (ch y G), para de esta manera conocer con exactitud
a que tipo de colonias pertenecian y de la temperatura de incubacion de la cual provenian.

En el segundo envio los resultados emitidos fueron distintos a los resultados al primero,
siendo el inico microorganismo aislado L. paralimentarius en los cultivos desarrollados a 35+2

°C (Cryp) y45°C (chy G) respectivamente (Ver Documentos Complementarios pag. 38).
Recuento de coliformes con BAL incorporados

Una vez halladas las posibles cepas BAL mediante el método Maldi tof, se procedio a
la confirmacidén del género y especie de cepa identificada como Cr que desarrollo a la

temperatura de 35+2. Esta cepa fue enviada a un laboratorio de la ciudad de Posadas, Argentina

Mientras se realizaban la extraccion, ampliacion y purificacion del material genético se
procedio a avanzar en los estudios, en donde la cepa (Cr) de “Lactobacillus paralimentarius”
informada por el Maldi tof se incorporé a la leche, con la cual se fabrico el Queso con BAL.
Este procedimiento permitié observar el comportamiento del queso “control” junto al que se le

incorporo6 una carga microbiana BAL conocida.
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Carga microbiana inicial de leche, Queso control y Queso con
BAL
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Gréfico 3. Carga microbiana inicial de leche, Queso control y Queso con BAL

Se procedi6 a su repique y control de los coliformes totales al inicio, a los dias 0, 7, 15
y 30 respectivamente, en los cuales no se observaron cambios significativos en el queso control
como en el queso con la BAL incorporada ya en ambos casos se obtuvo un recuento de 2.10°
NMP/100 g y en la leche de partida fue de 70 NMP/100 ml (Grafico 3).

22



Evolucidn del recuento de coliformes totales en el queso con BAL con respecto a

un queso control
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Grafico 4. Evolucion del recuento de coliformes totales en el queso con BAL con respecto a un queso

control

El seguimiento del queso se realizd como en la primera etapa midiendo la cantidad de
coliformes totales a los dias 0, 7, 15 y 30 respectivamente tanto en el queso control (arriba)
como en el queso con BAL introducida (abajo), sin observarse variaciones respecto al valor
reportado inicialmente de 2.10° NMP/ 100 g de queso (Gréfico 4).
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Identificacion por Biologia Molecular

La cepa identificada como L. paralimentarius por el método Maldi Tof fue enviada a
la ciudad de Posadas Argentina, al Laboratorio de Biotecnologia Molecular (BiotecMol) la cual
se encargé de su recepcion, y procesamiento mediante los protocolos establecidos por
institucion. El laboratorio luego del procesamiento y evaluacién emitieron el informe el cual
presenta un elevado indice de identidad con una bacteria reportada como Gluconobacter

oxydans (ver documentos complementarios pag. 39).

El resultado arrojado por la identificacion molecular (G. oxydans) es totalmente
diferente a los resultados obtenidos por la tecnologia Maldi tof (L. paralimentarius) realizados
con anterioridad. Esto, supone que la misma fue contaminada en el Gltimo repique realizado
antes de la amplificacion del genoma, una mala interpretacion por el método Maldi tof, o la
coexistencia de ambas cepas durante todo el trabajo de campo realizado donde no se pudieron

separar o identificar por la morfologia de sus colonias.
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DISCUSION

Las bacterias &cido lacticas (BAL) ampliamente distribuidas en el ambiente, formando
parte de la flora animal y vaginal humana (Goldstein, Tyrrell y Citron, 2015), tienen
capacidades biotecnoldégicas ampliamente comprobadas mediante la produccién de enzimas y
metabolitos que son aprovechadas desde la antigliedad, mediante la sintesis de acidos organicos
(&cido lactico), peroxido de hidrogeno y bacteriocinas, especialmente en la produccion de
diferentes tipos de derivados lacteos, influyendo sobre la textura, sabores, aromas
caracteristicos y de valor nutricional, asi como la capacidad de inhibir el crecimiento de
bacterias indeseables (Castro et al., 2016). En las Norma Paraguaya NP 25 053 11 relacionada
con el Queso Paraguay manifiestan la utilizacion de un cultivo iniciador con bacterias
especificas, sin especificar cudles deberian utilizarse, por lo que seria de mucha utilidad
estandarizar las cepas que mantengan las caracteristicas organolépticas del queso Paraguay que
manifiestan los productores, razon por la cual evitan la pasteurizacion de la leche, ya que con
este tratamiento térmico las BAL presentes naturalmente son eliminadas y con ellas el valioso
aporte que ellas brindan al queso, sin dejar de mencionar los efectos inhibitorios sobre los

contaminantes.

El consumo de quesos frescos representa uno de los mayores riesgos para contraer
ETAs, segun estudios realizados en Cuba. La evaluacién de muestras de quesos artesanales
exponen que el 91,6% de los quesos presentan microorganismos con recuento de 10° UFC/g
ya sean contaminantes o no, siendo los coliformes totales presentes en aproximadamente el 83
% de los quesos analizados, con recuentos superiores a 10* UFC/g (Vasallo, Oca y Cambas,
2016).

Otro estudio realizado en Itapua (Lezcano, M.T.; Damus, 2012), (mismo departamento
en el que se encuentra Coronel Bogado, ciudad donde se obtuvieron las muestras de leche y
queso) concuerda con lo anteriormente acotado encontrando la misma prevalencia de
coliformes en las muestras de queso pero con un recuento entre 1.108 y 1.10%°. Los elevados
indices de coliformes en el queso evaluado es coincidente, e incluso mayores a los reportados
por otros trabajos, por lo que estos productos no deberian ser comercializados, ya que segun la
norma Paraguaya NP 25 053 11 el criterio de aceptacion para el consumo resulta ser un valor
de 10* NMP/100 g.

Varios estudios (Lezcano, M.T.; Damus, 2012; Gonzalez-Montiel, Lucio; Franco-
Fernandez y Meliton Jesus, 2015; Vasallo, Oca y Cambas, 2016; Heredia-Castro et al., 2017)
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sefialan el incumplimiento de las normas microbiol6gicas aceptables para Buenas Practicas de
Manufactura (Good manufacturing practice GMP o BPM). Durante las diferentes etapas del
proceso de elaboracion y/o comercializacion del producto, ocurre la mayor contaminacion del
producto al estar en contacto con diferentes materiales contaminantes (utensilios, cuajo, medio
ambiente), ya sea por el desconocimiento o las condiciones socio-econdémicas de los
productores, lo que predispone al consumidor de los productos a una mayor probabilidad de
consumir patdgenos causantes de ETAs.

Los resultados encontrados entre la primera medicion de coliformes que fue de 10** en
comparacion con la segunda medicién, en donde se midieron un queso control y un queso al
que se le adicion6 una carga microbiana de BAL, donde los resultado encontrados fueron de
10° la cual permanecié en forma constante durante el tiempo de ensayo. Estas diferencias
podrian deberse a un mejoramiento en los procesos de obtencion, fabricacion y manipulacion
del queso Paraguay, ademas de las condiciones medio ambientales de ese momento que puedan

influir.

La utilizacion del tratamiento térmico en la materia prima, la puesta en practica de BMP
(Buena Practicas de Manufactura), y la adicion de cultivos iniciadores traeria consigo el
mejoramiento en la calidad microbiologica del queso fresco para su consumo. Si a esto
complementamos un tiempo de maduracion controlada y estandarizada, podriamos obtener un
queso de mejor calidad. Las cepas BAL podrian ser responsables de la disminucion de la carga
microbiana observada en el primer ensayo en donde los coliformes totales iniciales en el Queso
bajaron de 10**a 108en el periodo de un mes, con la consiguiente reduccién de los indices de

contaminacioén y la reduccion de los riesgos para la salud.

Es por ello que la busqueda de nuevas cepas BAL salvajes o autdctonas es importante,
como lo reportan los diferentes paises de Latinoamérica, ya que las mismas aportan mejoras
constantes en los alimentos. Seria de mucho valor biotecnoldgico aislar y realizar diferentes
tipos de pruebas a las cepas BAL encontradas en el queso Paraguay, dado que podrian
encontrarse varios tipos de cepas con caracteristicas poco conocidas. Estas cepas autoctonas
dependiendo de las condiciones ambientales, del clima, la humedad, presentan diferentes
propiedades y beneficios, como los encontrados en una micro region de Paraiba, Brasil, donde
con pequefas variaciones del microclima, las interacciones entre diferentes BAL difieren en
cantidad, como en los aislamientos encontrados (Medeiros et al., 2016). Esta gran variedad
permite el desarrollo de caracteristicas que pueden resultar ser muy beneficiosas para la
textura, olores y sabores caracteristicos (Vélez-ruiz, 2016), asi como también por sus
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capacidades antimicrobianas naturales para inhibir el desarrollo de un patégeno (Garcia
Gonzalez, E.; Garcia Salazar, A.P.; Rojas Dorado, M.C.; Ordofiez—Artunguaga, D. A.; Serna
Cock, 2017) o la de potenciar a otras cepas autdctonas como las de los quesos artesanales de
Minas, Brasil (Castro et al., 2016). En el presente estudio, en el primer informe, se encontraron
cepas de bacterias como el L. brevis o el L. plantarum que presentan varios beneficios en la

industria alimenticia

Debido a la diversidad de especies dentro del género, con similitud fenotipica y
fisiologica ademés de la transferencia horizontal de plasmidos, la identificacion taxonomica
precisa se hace muy dificil. La manera mas facil y completa para la identificacion correcta de
la especie, y en la que se basa la mayoria de los investigadores se incluye el conocimiento de
las caracteristicas propias de la especie, el fenotipo, las caracteristicas fisiologicas agregando
comparaciones secuenciales del gen 16S del ARN ribosémico(Singh et al., 2009).

En este estudio, la identificacion de las BAL presentes en el queso Paraguay no utilizo
métodos tradicionales de microbiologia, ya que para la realizacion de los mismos se necesitaria
diferentes medios de cultivos y una inmensa cantidad de baterias de tipificacion para llegar a
las cepas existentes. La utilizacion del medio de cultivo MRS presenta en su composicion
citrato de amonio que es un inhibidor de las bacterias gram negativas, por lo que esta ya inhibe
muchos de los contaminantes presentes en el queso. Ademas las BAL presentan una variedad

inmensa de especies y sub especies la cual resulta dificil llegar a su identificacion exacta.

Una vez obtenidos los resultados emitidos por el Maldi tof se procedié a la comparacion
por el método de Biologia Molecular, obteniendo un informe diferente al esperado, arrojando
como posible cepa con un indice de identidad mayor al 99% a la bacteria G. oxydans,

microorganismo perteneciente al género Acetobacter,
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron 4 cepas BAL en el queso Paraguay en el primer envio, el cual fue
analizado por el método de Maldi tof, de las cuales el género Lactobacillus fue el predominante
(Fig. 13).

Las cepas BAL se lograron aislar del queso mediante la utilizacién de un medio de
cultivo selectivo, el cual permite solo el desarrollo de bacilos gram positivos, inhibiendo a los

microorganismos gram negativos por la presencia en su composicion de citrato de amonio.

La cantidad de contaminantes presentes en el queso artesanal hace que este no sea apto
microbiologicamente para el consumo en fresco, dados los altos valores de recuento de
coliformes que se presentan en toda la region, mas aun por la falta de un tiempo de maduracién
establecido, lo que hace que las BAL no puedan secretar diferentes tipos de metabolitos que
puedan actuar sobre los microrganismos contaminantes e inhibirlos. Se observé que a medida
que va transcurriendo el tiempo de maduracion el recuento de coliformes va disminuyendo
paulatinamente, lo que podria ser el inicio de un tiempo de estandarizacion para la maduracion

del Queso Paraguay.

Con el transcurrir de la maduracion las cepas BAL mas aptas, las que desarrollaron
hasta el dia 30 de maduracion, fueron seleccionadas y de las cuales resultaron tipificadas por el
método Maldi tof

» Lactobacillus Brevis
» Lactobacillus Plantarum
> Weissella confusa

» Lactobacillus paralimentarius

Los resultados del queso control con el queso con la BAL incluidas no mostraron
diferencias significativas ya que los recuentos de coliformes fueron los mismos y se
mantuvieron durante los 30 dias de ensayo. Esta disminucion en los recuentos de coliformes
podrian deberse a los cuidados o mejoras sanitarias que los productores tuvieron en el momento

de la fabricacion del queso.

Tras el envio para la confirmacion de la cepa de L. paralimentarius por medio de la
secuenciacion del gen de ARNr 16S se comprob6 que esta se trataba del G. oxydans, por lo

que los resultados obtenidos por dos técnicas diferentes no fueron concordantes. Esto explica
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la falta de inhibicion de los coliformes en el queso con de la cepa “BAL” adicionada respecto
al queso control, ya que esta no se trata de un microorganismo con propiedades

antimicrobianas.

De hecho, las cepas informadas por el método Maldi tof nos hacen suponer que la
flora bacteriana presente en el queso Paraguay es mucho mas amplia de lo que podriamos
suponer en un principio, dadas las cuatro cepas BAL informadas. La presencia de una
Acetobacteria, un bacilo gram negativo nos lleva a pensar la contaminacion de la misma antes
de la separacién del ADN, ya que la cepa fue enviada en medio MRS que supone la inhibicion
de este tipo de bacterias por el medio de cultivo selectivo utilizado.

De esta manera, el presente trabajo investigativo representa un punto de partida para
lograr encontrar el mejor método para tipificar las cepas BAL autdctonas y poder utilizarlas
como cultivo iniciadores, mejorando asi las condiciones microbiologicas del queso y

manteniendo las caracteristicas organolépticas.
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ANEXO

Fig. 1: Queso Fresco.

Fig. 3a: Cuajo utilizado para ) Fig 3b: Cuajo conservado en
coagulacion de leche. congelacion.

Fig. 4: Cuajo comercial.
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Fig. 7: Queso en medio MRS caldo
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Fig. 9: Obsérvese las Bacterias
Gram positiva.

Fig. 10: Cepas enviadas
para Maldi tof
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Segundo informe de cepas BAL analizadas por el método Maldi tof
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Identificacién molecular de un aislado bacteriano mediante el marcador 16S ADNr

INFORME TECNICO

Solicitante:

Bgco. Oscar Alvarez

Noviembre de 2018

Lugar de realizacion

Laboratorio de Biotecnologia Molecular (BiotecMol) — Instituto de Biotecnologia Misiones
(InBioMis) — FCEQyN — Univ. Nacional de Misiones. Ruta 12 km 7 ¥. Campus
universitario. Localidad: Posadas. Cddigo Postal: 3300
Provincia: Misiones.

Teléfono/Fax: 0376-4480200 int.279 e-
mail: biotecmol2010@gmail.com

Objetivo

Realizar la identificacion molecular de un aislamiento bacteriano enviado al Laboratorio de
Biotecnologia Molecular del Instituto de Biotecnologia Misiones - InBioMis, mediante
extraccion de ADN, amplificacion de la region 16S y secuenciacion de los amplicones.

Responsables técnicos

Dra. Maria Lorena Castrillo. Licenciada en Genética. FCEQyN. UNaM.
Dr. Gustavo Bich. Licenciado en Genética. FCEQyN. UNaM.
Dr. Pedro Zapata. Bioguimico. FCEQyN. UNaM.

Material de analisis

Tubo N° Aislamiento

1 Os.1
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Metodologia

El ADN se extrajo a partir de un cultivo bacteriano puro desarrollado en medio liquido enviado
en un tubo de ensayo por el Bgco. Oscar Alvarez. Se utilizé 1.5 mL del caldo y se lo centrifugo
a12.000 rpm durante 3 minutos (Figura 1). Se resuspendio el pellet en 600 uL de Solucién TE
(10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA), se adiciond 5 puL de Proteinasa K 20 mg/mL y se agitd
en vortex. Se adicionaron 15 pl. de SDS 20%, y se incub6 durante 1 hora a 60°C agitando con
vOrtex cada 10 minutos. Se afiadié un volumen de Fenol saturado en Tris-HCI, se agité con
vortex por 15 segundos y se centrifugd a 12.000 rpm durante 3 minutos. EI ADN fue purificado
a partir del sobrenadante de esta digestion utilizando cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).
Se centrifugd 3 minutos a 12.000 rpm y se transfirié la fase superior (acuosa) a un tubo nuevo.
Posteriormente el ADN fue precipitado con isopropanol 100% y 1/10 de Acetato de sodio 3
M pH 7, dejandolo por 24 horas a -20°C. Se centrifugd durante 5 minutos a 12.000 rpm. Se
extrajo el alcohol isoamilico y se lavo el pellet con 1 mL Etanol 70% frio, se dejo secar a
temperatura ambiente y se resuspendio el ADN en agua destilada libre de nucleasas y se

almacend a -20 °C hasta el momento de su uso.

!

Figura 1: Cultivo liquido concentrado del aislado Os.1 previo al proceso de extraccion de &cidos

nucleicos.

Para realizar la identificacion molecular del aislado bacteriano enviado se amplificé la regién
del gen 16S del ADN ribosémico utilizando los cebadores 27f y 1945r (Picard et al., 2008).
La PCR se llevo a cabo en un volumen final de reaccion de 20 pL, conteniendo agua libre de
nucleasas, buffer 1 X [10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI], 3 mM de MgCl», 200 uM de
desoxinucledsidos trifosfato (INBIO, Argentina), 10 picomol de cada uno los cebadores y 0,75
U de Tag ADN polimerasa (INBIO, Argentina). A cada tubo de reaccidn se agregaron 5-20 ng
del ADN gendmico extraido. Se utilizé un ciclado compuesto por una desnaturalizacion inicial
durante 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 40 segundos a 94°C, 70 segundos a 54°C,

65 segundos a 72°C, y una elongacion final durante 10 minutos a 72°C.
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Los productos de amplificacién por PCR fueron evaluados en geles de agarosa al 2%, y
posteriormente purificados y secuenciados utilizando el servicio de Macrogen Korea. Los
resultados obtenidos fueron analizados con el programa Geneious 9.1.5 que permite la
visualizacion de los cromatogramas, facilita su control y la conformacion de una secuencia
contigo consenso para el par de secuencias obtenidas. Las secuencias fueron contrastadas
contra las bases de datos de RDP (https://rdp.cme.msu.edu/) y la base de datos del NCBI

(http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/) usando la herramienta BLASTn.

Cebadores utilizados (Picard et al., 2008)

Nombre Secuencia Tm  Longitud
27F (S) 5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 54 21
1495R (As) 5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA -3’ 54 20

S: sentido; As: Antisentido.

Resultados

De acuerdo a la metodologia empleada fue posible extraer &cidos nucleicos del aislado
bacteriano codificado como Os.1. En la Figura 2 se presenta la foto de la evaluacion de

extraccion de los acidos nucleicos extraidos de este aislamiento.

Figura 2: Gel de agarosa al 1% para corroborar la extraccion de ADN. PM: peso molecular.
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Una vez obtenido los &cidos nucleicos del aislado, se logré amplificar la region 16S del
ADN ribosémico. En la Figura 3 se presentan los productos de amplificacion por PCR a partir
del ADN extraido. Se observé un amplicdn de aproximadamente 1400 pb correspondiente a la

region analizada.

Figura 3: Gel de agarosa al 2% para visualizacion de los productos de PCR. Carril 1y 2: Amplificacion por PCR de la
region 16S ADNr del aislado Os.1 por duplicado. PM: peso molecular.

Los productos de amplificacion por PCR fueron enviados a purificar y secuenciar a Seoul
(Korea) por los servicios de Macrogen. Luego de su procesamiento y evaluacion, las
secuencias obtenidas del aislado Os.1 (forward, reverse y la secuencia consenso generada a
partir de ellas) presentaron elevados indices de identidad, mayores al 99%, con secuencias
reportadas de Gluconobacter oxydans, tanto en la base de datos RDP como en la base de datos
del NCBI.

42



La Tabla 1 presenta los resultados obtenidos luego del contraste de las secuencias en la

base de datos RD

Py NCBI.

En el anexo A se adjuntan las secuencias obtenidas, editadas y analizadas empleadas en la

identificacion del aislado bacteriano.

Tabla N°1: Analisis molecular y bioinformatico del aislado bacteriano.

Aislado Resultados del andlisis mediante PCR —
Secuenciacion
.| Mediante base | Mediante base
Seczinma de datos de datos Nombre
i primaria curada ciefr_ltl'f:co
nalisis ina
NCBI RDP
16S Gluconobacter | Gluconobacter
forward oxydans oxydans
sl 16S Gluconobacter | Gluconobacter | Gluconobacter
> reverse oxydans oxydans oxydans
Contigo | Gluconobacter | Gluconobacter
Consenso oxydans oxydans
Conclusion

El analisis de identificacion molecular de la regién 16S del ADN ribosémico y el analisis

bioinformatico en las bases de datos moleculares permitieron designar al aislado bacteriano

codificado como Os.1 como perteneciente a la especie Gluconobacter oxydans.

Doctor por la UAH - Bioquimico MP 354

&=

Dr. Pedro Dario ZAPATA
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ANEXO A: Secuencias nucleotidicas en formato FASTA
>0s.1-16S-forward
GGTTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGGATCTATCCACGGGTGG
GGGACAACTTCGGGAAACTGGAGCTAATACCGCAGATACCTGAGGGTCAAAGGCGC
ACGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTAC
CAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAG
CCTGATCCAACAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGA
CGGGGACGATGATGACGGTACCCGTATAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGC
GTAGGCGGTTGTTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTT
GATACGTGACGACTAGAGTTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAA
ATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCTGCAACCTGGCTCGATACTG

ACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTATATACCCTGGTAGTCCACG
CTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTG

>0s.1-16S-reverse
GGCTTAGGGTCGAACCAACTCCCAGGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG
AACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCACCTTCATGTACTC
GAGTTGCAGAGTACAATCCGAACTGAGACGGCTTTTAGAGATCAGCATGATGTCACC
ATCTAGCTTCCCACTGTCACCGCCCTTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGACATAAGGGC
CATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGCTTGTCACCGGCAGTCTCTCTTGA
GTGCCCACCTGAAAGTGCTGGCAACTAAAGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTT
AACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGCGGGAGGT
CCGAAGAAAGGTCCATCTCTGAACCGGTCCTCCCCATGCAAGCCCTGGTAAGGTTCTG
CGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTGTGCTTAACGCGTTAGCTTCG
ACACTGAAAAACTAAGTTTCCCAACATCCAGCACACATCGTTTACAGCGTGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAACGTCAGTATCGAGCCA
GGTTGCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCTTCCCAATATCTACAAATTTCACCTCTACACTG
GGAATTCCACAACCCTCTCTCGAACTCTAGTCGTCACGTATCAAATGCAGTTCCCAGG

TTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTGTAACAACCGCCTACGCGCCCTTTACGCCCA
GTCAT
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>0s.1-16S-Cdntigo consenso
GGTTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGGATCTATCCACGGGTGG
GGGACAACTTCGGGAAACTGGAGCTAATACCGCAGATACCTGAGGGTCAAAGGCGC
ACGTCGCCTGTGGAGGAACCTGCGTTCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTAC
CAAGGCGATGATCGATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAG
CCTGATCCAACAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGA
CGGGGACGATGATGACGGTACCCGTATAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGC

GTAGGCGGTTGTTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTT
GATACGTGACGACTAGAGTTCGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAA

ATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCGATACTG
ACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC

GCTGTAAACGATGTGTGCTGGATGTTGGGAAACTTAGTTTTTCAGTGTCGAAGCTAAC

GCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAAC

CTTACCAGGGCTTGCATGGGGAGGACCGGTTCAGAGATGGACCTTTCTTCGGACCTCC
CGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCACTTTCAGGTGGGCACTCAAGAGA
GACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTT

ATGTCCTGGGCTACACACGTGCTACAAGGGCGGTGACAGTGGGAAGCTAGATGGTGA
CATCATGCTGATCTCTAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTAC

ATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCCTGGGAGTTGGTTCGACCCTAAGCC
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