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Introduccidn

El género Brucella agrupa a cocobacilos patdégenos
Gramnegativos, causante de la brucelosis, 1a cual es
una zoonosis, que afecta tanto a la salud publica como
a la salud animal a nivel mundial. Se ha descrito que la
mayor incidencia de los casos de brucelosis en huma-
nos esta asociada con el consumo de leche y derivados
lacteos, contaminados con bacterias pertenecientes a
este género, en donde puede sobrevivir por largos pe-
riodos de tiempo [1]. Para el control de la brucelosis
en el ganado bovino, se emplea la cepa lisa atenuada
de B. abortus S19 y en algunos paises la cepa rugosa

de B. abortus RB51; ambas pueden causar infecciones
persistentes en humanos.

Por su parte, las bacterias del género Lactobacillus
son microorganismos Grampositivos que pertenecen
al grupo de las bacterias acido lacticas (BAL), el cual
estd ampliamente distribuido en la naturaleza, estan-
do presente en diferentes alimentos, suelo, tracto di-
gestivo, boca y vagina de mamiferos, incluyendo al ser
humano [2]. El género Lactobacillus es el mas abun-
dante dentro de las BAL y algunas de sus especies estan
consideradas dentro de la categoria de GrAs (Generally
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Recognized as Safety) [ 3], por lo que pueden ser utiliza-
das como probidticos [4]. Su uso como probidticos se
reconoce por su influencia en el tracto intestinal y el
efecto antagonico frente a bacterias patégenas, ya que
ademds de poseer la capacidad de competir por nu-
trientes, también son capaces de producir metabolitos
con actividad antimicrobiana, tales como acidos orga-
nicos, péptidos del tipo bacteriocinas, biosurfactantes
y otras moléculas aun sin caracterizar.

Por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la
sobrevivencia de cepas de B. abortus durante 1a elabo-
racién de queso fresco enriquecido con la cepa Lacto-
bacillus paracasei JLM aislada de aguamiel.

Metodologia

Para este experimento se elabor6 un total de 18 que-
sos frescos. Estos se dividieron en tres grupos de seis
quesos (uno por cada cepa de B. abortus utilizada),
que luego se dividieron en dos subgrupos de 3 quesos
cada uno. El primer subgrupo se conservé a 4°C y el
segundo a 25°C. Todos los quesos se suplementaron
con L. paracasei JLM aislada de aguamiel [5].

Para la elaboracion de cada queso se utilizo leche
fresca pasteurizada, inoculada con B. abortus RB51, B.
abortus S19 o B. abortus 2308, a una concentracion
final de 6 x 108 urc/mlL y el proceso consistio consis-
tio6 de 5 etapas: templado, cuajada, corte, desuerado y
conservacion. La elaboraciéon de los quesos se realizo
bajo condiciones asépticas a temperatura ambiente y
la conservacion se llevé a cabo a 4°C y 25°C, durante
7 dias (Figura 1). En las diferentes etapas del proce-
so se determind la sobrevivencia de las cepas de B.
abortus mediante su recuento de urc/mL en placas
de agar Farrel [6].

Los resultados fueron analizados por ANova de
dos vias, prueba de comparaciones multiples Tukey
y prueba de correlacion de Pearson, mediante el pro-
grama GraphPad Prism 9.0®.

Resultados y discusion

El efecto antagbonico de L. paracasei JLM durante la
elaboracion de queso fresco, mostrd conteos bacteria-
nos similares para las tres cepas de B. abortus durante
las primeras cuatro etapas del proceso, obteniéndose

Proceso de elaboraciéon de
queso fresco

Inoculacion con
B. sborfus RBS1 o
B. abortus 519 0
B. aborlus 2308
{6 = 10% CFU/mL)

Leche de vaca
pasteurizada

Inoculacion con
L. paracasel JLM
(6 = 10° CFU/mL)

I

Templado de la leche
(Temperatura ambiente, 2 h)

Cuajada
(Temperatura ambiente, 40 min)

Corte de la cuajada
(Temperatura ambiente, 10 min)

(Temperatura ambiente, 18 h)

‘ Desuerado ‘

Conservacion
(4°C y 25°C, por 7 dias)

Diagrama de flujo del proceso de elaboracién de quesos frescos.
Se indican los tiempos y temperaturas de cada etapa.
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concentraciones para B. abortus RB51, B. abortus S19
y B. abortus 2308 de 1.28 x 107, 1.56 x 10" y 1.44 x 107
Urc/mL respectivamente, durante el dia 0 de conser-
vacion.

En los quesos conservados a 4°C, las tres cepas
presentaron una tendencia similar de sobrevivencia
hasta el dia 6 de conservacion, donde se obtuvo un
conteo 10 veces menor de la cepa de B. abortus RB51
con respecto a las cepas B. abortus S19 y B. abortus
2308, presentindose concentraciones de 4.16 x 10*
3.05 x 10° y 3.49 x 10° urc/mlL, respectivamente.
Para el dia 7 se tuvieron conteos finales de 3.61 x 10,
2.77 x 10° y 3.05 x 10° urc/mL para las mismas ce-
pas (Figura 2), encontrandose diferencias estadisticas
significativas entre B. abortus RB51 y las cepas de B.
abortus S19 y B. abortus 2308 (P<0.0001).

Para los quesos conservados a 25 °C, las concen-
traciones obtenidas en el dia 6 fueron de 4.05 x 103,
3.44 x 10° y 2.61 x 10* urc/mL para B. abortus RB51,
B. abortus S19 y B. abortus 2308, respectivamente,
presentindose una concentracion 10 veces menor
por parte de las cepas B. abortus RB51y B. abortus S19

con respecto a la cepa parental B. abortus 2308. Para
el dia 7 los conteos finales obtendios fueron de 0, 0 y
2.72 x 10° urc/mL para las mismas cepas (Figura 2),
encontrandose diferencias estadisticas significativas
entre las cepas de B. abortus RB51 y B. abortus S19,
con respecto a B. abortus 2308 (P<0.0001).

Por otra parte, los valores de pH en los quesos
frescos conservados a 4°C presentaron un valor de
7 durante las primeras cuatro etapas de elaboracion,
teniendo un descenso en su valor durante el dia 1 de
la etapa de conservaciéon a pH de 6, manteniéndose
asi hasta el dia 7. Para los quesos frescos conservados
a 25°C, se obtuvieron valores de pH de 7 durante las
primeras 4 etapas, presentando un descenso a pH de
6 durante el dia 1 de consevaciéon y otro a pH de 5
durante el segundo dia, manteniendo este valor hasta
el dia 7 (Figura 2). Los resultados demostraron que a
valores cercanos al pH neutro (pH de 7), se presenta
una mayor sobrevivencia por parte de las cepas de B.
abortus, mostrando una correlacion positiva entre la
sobrevivencia y este valor (P<0.01).
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Determinacién del efecto antagdnico de L. paracasei JLM frente B. abortus durante la elaboracién del queso
fresco; Sobrevivencia de las cepas B. abortus RB51 a 4°C (), B. abortus S19 a 4°C (m), B. abortus 2308 a 4°C (A ), B. abortus
RB51 a 25°C (o), B. abortus S19 a 25°C (o) y B. abortus 2308 a 25°C (A) durante la elaboracién de quesos fresco; valores de
pH a 4°C (¢) y pH a 25°C (0).

Cada punto representa una etapa del proceso de elaboracion: 0, 2, 3 h: inoculacion, templado y corte; 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 dias de conservacion,
posteriores a su elaboracion. Los datos representan el promedio (+) desviacion estindar (DS) de tres experimentos independientes. Los * mues-
tran los grupos con diferencias estadisticas significativas (P<0.0001).



La sobrevivencia de Brucella en diferentes ambien-
tes, incluidos alimentos como el queso, estd en fun-
cion de diversos factores ambientales como: tempera-
tura, tiempo, exposicion a luz solar, pH, a , presencia
de bacterias competidoras, etc. En 2022 Benitez et
al. demostraron que las cepas vacunales de B. abor-
tus RB51, B. abortus S19 y la cepa parental B. abortus
2308, eran capaces de sobrevivir hasta por 7 dias en
queso fresco conservado tanto a 4°C como a 25°C. Sin
embargo, en el presente trabajo se demostrd que la
cepa de L. paracasei JLM es capaz de generar sustan-
cias antimicrobianas, frente a las cepas de B. abortus
utilizadas. Aunque actualmente ya se ha descrito que
la capacidad de las BAL para generar sustancias anti-
microbianas depende de forma importante del medio
de cultivo empleado, siendo el medio MRs uno de los
mas utilizados [7], en este trabajo se pudo demostrar
que la cepa de L. paracasei JLM utilizada fue capaz de
inhibir el crecimiento de B. abortus RB51 y B. abortus

S19 en la elaboracion de queso fresco a partir del dia
7 de conservacion a 25°C.

Conclusién

La cepa de Lactobacillus paracasei JLM es capaz de ge-
nerar un efecto antagonico frente a Brucella abortus
durante la elaboracién de un producto lacteo como el
queso fresco, lo que ofrece una alternativa potencial
para futuras aplicaciones como probiotico.
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