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RESUMEN 

El queso arepero es elaborado artesanalmente, consumido ampliamente en el país. 

Éstos son producidos con leche cruda, no pasteurizada, siendo un riesgo potencial 

para la salud. Posee un excelente sabor, determinado principalmente entre otros 

factores por sus componentes bacterianos, especialmente bacterias ácido lácticas 

(BAL). Las BAL son parte del ecosistema intestinal y algunas cepas poseen 

propiedades probióticas. El objetivo de este trabajo fue evaluar calidad bacteriológica 

e identificación de bacterias ácido lácticas en queso arepero de Valle de la Pascua, 

Edo Guárico. Se recolectaron 20 muestras de queso,  se evaluaron indicadores de 

calidad según normativa COVENIN 3821: aerobios mesófilos, coliformes totales, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella spp. Además se aislaron y 

caracterizaron las BAL. Se evaluó su potencial probiótico: 1) resistencia a pH ácido y 

sales biliares; 2) ensayo de adhesión a epitelio intestinal; 3) actividad bactericida y 4) 

susceptibilidad a antibióticos. La identificación molecular se realizó por PCR y 

secuenciación. Los indicadores de calidad excedieron los límites permitidos. Se 

identificaron por PCR y secuenciación las especies: Lactobacillus fermentum, 

Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, Weissella paramesenteroides y 

Pediococcus acidilactici.  Éstos exhibieron resistencia  a un rango amplio de pH 

ácido y sales biliares excepto Pediococcus acidilactici  que mostró resistencia solo a 

pH 3-4. Todos los aislados mostraron actividad bactericida, capacidad de adhesión a 

las células intestinales y susceptibilidad a antibióticos. Se concluye que  aunque el 

queso arepero artesanal no cumple con la normativa de calidad, se identificaron 

aislados ácido lácticos con potencial probiótico que quizás actúen ejerciendo un 

efecto protector. 

Palabras clave: Queso, calidad, probióticos. 
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INTRODUCCION 

 

 

La leche y el queso blanco son los lácteos más consumidos por la población 

venezolana, según datos de la Encuesta de Seguimiento al Consumo de Alimentos del 

Instituto Nacional de Estadística 
(1)

, siendo los quesos artesanales ampliamente 

aceptados por su excelente sabor 
(2)

. Los quesos artesanales venezolanos utilizan 

como materia prima leche cruda lo cual representa un riesgo de contaminación 

cuando no es manejada con las medidas sanitarias correctas. A pesar que existen 

evidencias de quesos arepero contaminados a través de diversos análisis 

microbiológicos, aún no se han reportado brotes infecciosos asociados a su consumo, 

razón por la que resulta necesaria la evaluación de la calidad bacteriológica de éstos. 

(3)
 

La fabricación de queso artesanal, carece de la aplicación de procesos y 

técnicas que aseguran la calidad sanitaria de la misma, como la pasteurización baja o 

alta, o los procesos de estandarización; es decir, parámetros higiénicos adecuados en 

su procesamiento y esquemas de fabricación empírico, no estandarizados, que en 

algunos casos en deficientes condiciones sanitarias pudieran significar riesgo para la 

salud 
(4)

. Al respecto, un valioso aporte en esta área determinó que las bacterias ácido 

lácticas (BAL) son de gran importancia en la industria alimentaria para la 

conservación de la calidad y desarrollo de características sensoriales (textura, sabor, 

olor) en los alimentos que son atractivos para el consumo humano en todo el mundo. 

(5)
 

La calidad en relación a sus características (color, sabor, olor) es determinada 

entre otros factores por sus componentes bacterianos, especialmente BAL 
(2)

, éstas 

forman un grupo de microorganismos que según diversos estudios contribuyen a 

determinar la calidad organoléptica de los quesos, además que bacterias de este grupo 

son componentes de la microbiota intestinal, de allí la importancia de su 

investigación. 
(2)
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El municipio Leonardo Infante (Valle de la pascua), del Edo. Guárico se 

caracteriza por ser una región conocida a nivel nacional debido a su gran producción 

quesera, quesos elaborados principalmente de manera artesanal, que por su textura y 

delicioso sabor es un producto de amplia aceptación a nivel nacional con gran 

demanda en el mercado. Es relevante destacar que para la elaboración de los mismos 

se emplean técnicas ancestrales, sencillas y elementales, en las cuales suelen tener 

poco control de calidad en cuanto al manejo y procesamiento del queso.  

 

La calidad de los alimentos es el conjunto de cualidades que estos poseen para 

hacerlos aceptables ante los consumidores; éstas cualidades incluyen tanto las 

percibidas por los sentidos (cualidades sensoriales): sabor, olor, color, textura forma y 

apariencia, como cualidades higiénicas y químicas. Constituye una de las exigencias 

principales en los procesos de manufactura alimentaria, debido a que el destino final 

de los productos es la alimentación humana y los alimentos son susceptibles a 

contaminación 
(6)

. El queso es elaborado a partir de leche que proviene de ovejas, 

cabras, pero la mayor parte es de vaca y búfala. Para elaborar un buen queso es 

necesario utilizar leche de excelente calidad, que provenga de un animal sano y bien 

alimentado. 
(5)

 

 

La industria homogeniza y pasteuriza su materia prima mezclando la leche de 

distintas procedencias, en cambio la quesería artesanal, elabora queso con la leche 

natural y entera recién ordeñada del predio más cercano al productor, cuya 

alimentación refleja el paisaje de la zona. La pasteurización de la leche en los quesos 

industriales es fundamental para asegurar la producción de quesos que cumplan con 

los criterios de calidad según la normativa existente. La pasteurización suprime parte 

de la microbiota e inactiva componentes enzimáticos responsables de algunas 

cualidades, lo que afecta la calidad sensorial de estos, siendo los quesos artesanales 

una opción insuperable en sabor. 
(7)
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La Comisión Venezolana de Normas Industriales (COVENIN) 409:98, 

definen los criterios microbiológicos que se deben tener en cuenta en los alimentos 

para la detección y cuantificación de bacterias, definiendo el número de muestras 

defectuosas y límites considerados apropiados para el alimento o sus ingredientes. 
(8)

 

El rango de unidades formadoras de colonias (UFC) en queso blanco en las normas 

COVENIN 3821:03 varía según el tipo de bacteria, en coliformes totales es de 1x10
2
 

a 1x10
3
 UFC/g, Staphylococcus aureus 1x10

2
 a 1x10

3
 UFC/g, Escherichia coli < 10,0 

UFC/g, Salmonella spp 0 UFC/g 
(9)

. Los microorganismos encontrados deben ser 

analizados aunque no rutinariamente y el incumplimiento de los límites establecidos 

para el número de muestras analizadas sirve para alertar al responsable del producto 

sobre la necesidad de identificar y corregir los factores causantes del problema. 
(8)

 

 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son un grupo de microorganismos 

representadas por varios géneros con características morfológicas, fisiológicas y 

metabólicas en común, estudiadas a principios del año 1919 por Orla-Jensen. 

Pertenecen al phylum Firmicutes que comprende alrededor de 20 géneros donde: 

Lactococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Leuconostoc, 

Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, 

Tetragenooccus, Vagococcus y Weisella son los principales miembros de este grupo, 

siendo Lactobacillus spp el más grande de estos géneros. 
(10)

 

 

En general son cocos o bacilos Gram positivos de longitud variable, no 

esporulados, no móviles, anaeróbicos, microaerofílicos o aerotolerantes; carecen de 

actividad respiratoria debido a una deficiencia enzimática (citocromo catalasa), 

contienen un grupo hemina, que les permite poner en marcha la cadena respiratoria, 

dado a esto son anaerobios tolerantes pudiendo formar colonias en medios sólidos en 

presencia baja de oxígeno, producen ácido láctico como el único o principal producto 

de la fermentación de los carbohidratos. 
(4)

 Las bacterias acidificantes contribuyen al 
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sabor, aroma, textura y el valor nutricional de los alimentos fermentados a través de 

la producción de exopolisacáridos (EPS) y modificación de proteínas. 
(10)

  

 

Géneros de interés de las BAL: Lactobacillus spp, Weissella spp y 

Pediococcus spp 

 

Especies de interés de Lactobacillus: Lactobacillus fermentum, 

Lactobacillus delbrueckii. 

 

Probióticos 

 

Según la Organización Mundial de Gastroenterología, los probióticos son 

microorganismos vivos que, cuando se ingieren en las cantidades adecuadas, pueden 

aportar beneficios para la salud de quien los consume. Nuestro sistema digestivo está 

colonizado por un grupo diverso de bacterias que forman parte de la llamada 

microbiota intestinal. Estas bacterias viven en simbiosis con nuestro intestino en un 

delicado equilibrio, al crecer en el intestino y adherirse a la mucosa intestinal, evitan 

que otras bacterias patógenas lo hagan, actuando como una barrera que evita la 

colonización del intestino por microorganismos patógenos. Sin embargo, los 

beneficios de los probióticos deben estudiarse en cada género, especie y cepa, los 

beneficios no deben extrapolarse ya que incluso dentro del mismo género y especie, 

las cepas bacterianas pueden tener distinta capacidad probiótica y diversas funciones. 

(11)
 Las bacterias del género Lactobacillus spp comensales del tracto gastrointestinal 

del humano, producen ácido láctico, como producto metabólico de la digestión de 

carbohidratos no digeribles (polisacáridos, oligosacáridos). El ácido láctico, 

disminuye el pH en el intestino creando un ambiente donde otras bacterias y algunas 

potencialmente patógenas no puedan crecer y desarrollarse. 
(12)
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Los probióticos constituyen uno de los componentes más destacados dentro de 

los alimentos funcionales, que son alimentos modificados cuyo fin, es ejercer un 

efecto beneficioso sobre la salud del huésped por medio de la modificación y 

estabilización de la microflora. 
(12)

 Los probióticos estimulan las funciones 

protectoras del sistema digestivo y son también conocidos como: bioterapéuticos, 

bioprotectores, bioprofilácticos, siendo, el consumo de derivados lácteos el principal 

vehículo de ingestión de probióticos en la actualidad para los humanos. 
(13)

 

 

Como consecuencia de la creciente preocupación de la sociedad por una 

alimentación más saludable, se han introducido en el mercado una gran cantidad de 

alimentos y suplementos con probióticos, por ello se establecieron criterios de 

selección que pueden ser considerados controles de calidad para éstos. 
(12)

 Los 

criterios se enumeran a continuación:  

 

1) Adhesión a células epiteliales intestinales: La capacidad de adhesión a 

componentes de la mucosa gastrointestinal es considerada como una propiedad 

fundamental para la colonización y para manifestar los efectos beneficiosos sobre la 

salud que proveen los probióticos en su interacción con el huésped. 
(14)

 Para evaluar 

esta capacidad se utiliza actualmente, células epiteliales intestinales derivadas de 

carcinoma de colon (ej: CACO-2 y HT-29). 
(15)

 Con el crecimiento hacia confluencia 

dejan de proliferar, desarrollando monocapa de células polarizadas con un fenotipo 

absortivo, en el cual destaca la presencia de un borde en cepillo mejor definido que en 

poblaciones diferenciadas de HT-29. 
(16)

 

 

2) Producción de compuestos antimicrobianos: El fenómeno de antagonismo se 

basa generalmente en la producción de sustancias que inhiben o inactivan con mayor 

o menor especificidad a otras bacterias relacionadas o no taxonómicamente. Dentro 

de las sustancias antimicrobianas, éstas pueden ser, además de ácidos orgánicos, 

peróxido de hidrógeno, bacteriocinas y reuterina. 
(15)
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3) Tolerancia  a ácido y a las sales biliares: Para que un probiótico pueda ejercer 

los efectos beneficiosos esperado debe mantenerse viable durante el tránsito por el 

tracto gastrointestinal (TGI). Esto implica la exposición a la acidez del estómago, al 

efecto tóxico de las sales biliares y a las enzimas gástricas y pancreáticas, lo que 

representa un obstáculo para las bacterias. Esta propiedad de resistencia al TGI puede 

evaluarse mediante ensayos in vitro o mediante modelos más complejos que simulan 

el proceso dinámico de la digestión. 
(15) 

 

4) Susceptibilidad a antibióticos de interés clínico: Como en el caso de cualquier 

bacteria, entre estas algunas BAL, incluidos probióticos, existe una resistencia natural 

a diversos antibióticos. Esta resistencia puede estar relacionada con genes localizados 

en el cromosoma, o elementos extracromosomales (Ej: plásmidos o transposones). 

Cuando se procede a la selección de cepas probióticas, se recomienda que estas no 

contengan genes asociados a resistencia que puedan ser adquiridos por transferencia 

horizontal. 
(17)

 

Importancia de las Bacterias Probióticas 

 

El consumo de especies probióticas ya sea a través de productos lácteos 

fermentados o como inóculos de células vivas liofilizadas como suplemento de otros 

productos alimenticios, ha sido asociado con muchos beneficios para la salud en 

humanos. Algunos de esos incluyen efectos benéficos contra enfermedades del tracto 

gastrointestinal. 
(13)

  

 

- Modulación del sistema inmunológico 

- Efectos Antitumorigénicos y Anticarcinogénicos 

- Intolerancia a lactosa 

- Disminución de colesterol sérico 

- Disminución de la Hipertensión 
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Es por todo lo expuesto anteriormente que el presente estudio se ha basado en 

la comparación de diversos estudios de investigación previos que sirvan de base 

referencial sobre la evaluación de la calidad de quesos artesanales y el aislamiento de 

potenciales bacterias probióticas.  

 

Reséndiz M.R., et al. (2012), en Tuzapan México, en su trabajo de 

investigación “El queso fresco artesanal de la canasta básica y su calidad sanitaria”, 

evaluó la calidad sanitaria del queso fresco artesanal a través de técnicas de 

bacteriología convencional, basándose en el recuento de coliformes totales, 

coliformes fecales, Staphylococcus aureus, además de la detección de Salmonella 

spp. Los resultados mostraron un elevado número de coliformes totales y coliformes 

fecales, en los diferentes sitios de elaboración del queso fresco. La presencia de estas 

bacterias en un nivel mayor a lo establecido, evidencia que el queso no se produce 

bajo ningún control sanitario y que en su elaboración no hubo tratamiento térmico de 

la materia prima. 
(18)

 

 

A su vez, Lezcano M, et al (2012), en Paraguay, en el artículo “Microbiología 

de quesos artesanales de la ciudad de  Encarnación, Itapúa, Paraguay”, realizó la 

evaluación microbiológica de los quesos de elaboración artesanal a partir de 30 

muestras obtenidas de los comercios de la ciudad de Encarnación de forma aleatoria. 

En este estudio se realizó la cuantificación de coliformes totales y fecales, 

Sthaphylococcus coagulasa positivo y detección de la presencia de Salmonella spp, 

Shigella spp y Pseudomonas spp, los resultados de las muestras analizadas reportaron 

cargas elevadas de coliformes totales y fecales. Los resultados demostraron que la 

calidad microbiológica de los quesos no se encontró en correspondencia con lo 

establecido por las normas. 
(19)

 

 

En los quesos artesanales además de evaluar la calidad, se han identificado 

géneros y especies de BAL de interés biotecnológico o que cumplan con criterios 
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para ser consideradas probióticas. Un estudio realizado por Martínez V, et al. (2012), 

en México, titulado “Aislamiento e identificación de bacterias ácido lácticas de queso 

de hebra”. Se analizaron treinta (30) muestras de quesos, de las cuales se aislaron 

veinte (20) cepas, con predominio de los géneros Lactococcus spp. seguido en orden 

descendente por Lactobacillus spp, Leuconostoc spp y Streptococcus spp. Se 

concluyó que el queso de hebra podría ser una fuente para el aislamiento de bacterias 

ácido lácticas. 
(20)

 

 

Por su parte Jensen H, et al. (2012), en su investigación de “Pruebas in vitro 

de bacterias ácido lácticas con potencial probiótico” cuyo objetivo fue evaluar, la 

diversidad de bacterias ácido lácticas  probióticas, comercialmente disponibles de 

cultivos iniciales y otras potencialmente probióticas aisladas de humanos o alimentos, 

usando ensayos comunes como, la tolerancia al pH del tracto gastrointestinal, la 

capacidad de adhesión a células intestinales humanas y el efecto sobre la función de 

la barrera epitelial. Las bacterias seleccionadas fueron Lactobacillus plantarum 

(WCFS1, NC8, 299v, MF1298, AD2), Lactobacillus pentosus (MF 1300), 

Lactobacillus farciminis (MF 1318), Lactobacillus sakei (LB 790,23k, MF 1053, LS 

25), Lactobacillus gasseri (ATCC 33323), Lactobacillus rhamnosus (ATCC 53103), 

Lactobacillus reuteri (DSM 20016, DSM 17938, ATCC PTA6475fj1, ATCC 

PTA5289) y Pediococcus pentosaceus (Q3). Las cepas de L .reuteri  (DSM 20016, 

DSM 17938, ATCC PTA6475fj1, ATCC PTA5289) y P. pentosaceus (Q3) toleraron  el 

medio que simulaba las condiciones de las secreciones gástricas. L. pentosus (MF 

1300), L. farciminis (MF 1318) y L. sakei (LB 790,23k, MF 1053, LS 25) perdieron su 

viabilidad en un tiempo de 180 min luego de su exposición. Todas toleraron la acción 

por un tiempo limitado de secreciones intestinales. En cuanto a la capacidad de 

adhesión bacteriana a células intestinales humanas, este estudio reveló que las cepas 

L. plantarum (WCFS1, NC8,299v, MF1298, AD2) y L. reuteri (DSM 20016, DSM 

17938, ATCC PTA6475fj1, ATCC PTA5289) exhibieron una mayor capacidad de 

adhesión en comparación con las otras cepas. Éstas presentaron pocos efectos sobre la 



9 
 

función de la barrera epitelial.  L. reuteri (DSM 20016, DSM 17938, ATCC 

PTA6475fj1, ATCC PTA5289) mostró interesantes características  en comparación 

con las otras cepas investigadas al cumplir mayor número de los criterios evaluados. 

(21)
 

El queso se conoce como el producto de la maduración de la cuajada 

procedente de la acidificación de la leche entera, de la nata o de la leche parcial o 

totalmente desnatada, cada tipo de queso presenta una serie de características físicas, 

químicas y microbiológicas que dependen en gran medida de la composición de la 

leche empleada en su elaboración. 
(5)

 La importancia del queso como alimento, en 

Venezuela y en todas las sociedades, radica en que representa una forma de consumo 

indirecto de leche y su aporte de nutrientes así como sus componentes bacterianos. 
(22)

 

 

En Venezuela, el queso arepero es expendido sumergido en suero y es 

elaborado por pequeños productores en queseras artesanales, ubicadas en varios 

estados del país. En el estado Guárico ni en  ningún estado de Venezuela se ha 

reportado  brotes por el consumo de queso arepero, siendo un producto de consumo 

masivo en el país. Resultando  necesaria la realización de  estudios que permitan 

evaluar la calidad bacteriológica de este queso así como identificar sus componentes 

bacterianos (bacterias ácido lácticas) que determinen su excelente calidad 

organoléptica. 

 

En atención a la problemática expuesta, este trabajo, se considera novedoso en 

vista de las pocas investigaciones realizadas en el país y una vez ejecutado aportará 

conocimientos científicos que sirvan de soporte para la apertura de un nuevo campo 

de investigación que le brinde elementos que sirvan a la industria alimentaria para el 

impulso de estrategias biotecnológicas para la producción de quesos de excelente 

calidad organoléptica y que sean inocuos para la salud humana. 
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 

 

Objetivo General 

 

Evaluar la calidad bacteriológica e identificación de bacterias ácido lácticas en 

queso arepero de Valle de la Pascua, Estado Guárico 2015-2016. 

 

Objetivos Específicos 

 

 Comprobar la calidad bacteriológica de aerobios mesófilos, coliformes 

termotolerantes, coliformes totales, Salmonella, Staphylococcus aureus y 

Escherichia coli, de las muestras de queso arepero obtenidas de queseras de 

acuerdo a los parámetros establecidos en la Norma COVENIN 3821 para 

quesos. 

 Aislar con técnicas de bacteriología clásica bacterias lácticas de las muestras  

de queso arepero según las normas COVENIN 1126:89. 

 Identificar las bacterias ácido lácticas presentes en las muestras obtenidas de 

queso arepero haciendo uso de bacteriología clásica, PCR simple, PCR 

múltiple y secuenciación. 

 Evaluar los criterios en aislados de bacterias ácido lácticas para ser consideradas 

probióticas 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Esta fue una investigación aplicada, descriptiva, de tipo experimental con 

diseño de corte transversal, las muestras se obtuvieron de cuatro (04) queseras 

productoras de queso arepero del Municipio Leonardo Infante de Valle de la Pascua, 

Edo. Guárico, se recolectaron 12 nuestras de queso arepero en el mismo día de su 

producción para la calidad bacteriológica de los mismos y 20 muestras para la 

identificación de las BAL,  dos unidades de queso por mes, en envases plásticos 

manipulados por el personal, las cuales luego de ser adquiridas se mantuvieron a 

temperatura ambiente hasta el momento en que se les realizó los procesos y análisis 

correspondientes dentro de las primeras veinte y cuatro (24) horas, tomando en cuenta 

las medidas sanitarias para el manejo de las mismas. Aquellas muestras refrigeradas o 

que permanecieron a temperatura ambiente por más de cuarenta y ocho (48) horas no 

fueron incluidas en el estudio ya que el mayor consumo de este tipo de queso en la 

región es ingerido sin refrigeración. 

 

Procesamiento de la muestra para control de calidad bacteriológica. Según lo 

establecido por la normativa nacional COVENIN 1126:89, se pesaron 10 g de cada 

muestra de queso arepero, se homogenizaron en 90 mL de agua peptonada estéril al 

0,1%, esto correspondió a la dilución 1/10.
 
Se realizaron diluciones seriadas hasta 

obtener una dilución final de 1/10
-5

. Se tomaron 2 diluciones que permitieron obtener 

colonias aisladas para el recuento de las mismas (1/10
-3 

y 1/10
-5

) y se procedió a 

realizar por duplicado un vertido en placa para aerobios  mesófilos en agar dos de 

Reasoner “R2A”, para coliformes totales en agar biliado-rojo neutro-cristal violeta 

“VRBA”, agar azul metileno levine eosina “EMB levine” para Escherichia coli; y un 

vertido por superficie para Staphylococcus aureus en agar Baird-Parker. 

Posteriormente se incubó de 24-48 horas a 37
0
C. Luego transcurrido el tiempo de 

incubación, se procedió a contar el número de colonias crecidas en medios selectivos. 
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Los resultados se expresaron en unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo 

de queso denotados en notación científica conservando solo un decimal.
 (23)

 

 

Procesamiento de la muestra para determinar la presencia de Salmonella. 

Partiendo de las normas COVENIN 1126:89, se pesaron 25 g de cada muestra de 

queso arepero y cada una se añadió en 225 mL de caldo lactosa estéril (caldo pre-

enriquecido) que correspondió a una dilución 1/10. Se incubó 24 horas a 37 ºC. 

Transcurrido el tiempo se colocó 1 mL del preparado en 9 mL de caldo de tetrationato 

(medio enriquecido), y se incubó 24 horas a 37 ºC.  Luego se procedió a la estriación 

en los medios correspondientes para la identificación de Salmonella (Agar 

Salmonella-Shigella “SS”, Agar verde  brillante “VB”).  El sembrado se realizó por 

duplicado. Se incubó de 24-48 horas a 37 ºC. Posteriormente se verificó el número de 

colonias crecidas en medios selectivos y a través de medios automatizados se 

determinó si las colonias crecidas pertenecían al género Salmonella.
 (23)

 

 

Procesamiento de la muestra para el aislamiento y preservación de las bacterias 

ácido lácticas. En una cabina de bioseguridad clase II, se pesó 1g de cada muestra de 

queso arepero, el mismo se vertió en un mortero de acero inoxidable estéril, se trituró 

y se le añadió 9 mL de agua peptonada estéril, se homogenizó y este homogenizado 

correspondió a una dilución 1/10. De esta dilución se tomó 100 µl y se vertió en la 

superficie de placas agar Rogosa o agar Man Rogosa Sharpe “MRS” y con una 

espátula de drigalski se distribuyó uniformemente por toda la placa. Posteriormente 

las placas se pusieron en un ambiente microaerofílico y se incubaron de 24-48 horas a 

37 ºC. Así mismo, las colonias crecidas presuntivas (blanquecinas y de apariencia 

cremosas), se visualizaron en un microscopio de contraste de fase, seleccionando solo 

los bacilos y los cocos presuntivos de Pediococcus spp (en pares o tétradas). Luego se 

procedió a realizar un respaldo de cada una de las colonias puras (solo bacilos) en una 

placa dividida en una cuadrícula entre 10-14 cuadros y con un asa de platino se 

rayaron en cada uno, una colonia distinta en agar Rogosa o agar MRS (procedimiento 
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que se realizó en un ambiente estéril), nuevamente se incubó en condiciones de 

microaerofília de 24-48 horas a 37 ºC. De las colonias puras resultantes se procedió a 

inocular  en MRS medio líquido y se incubo de 24-48 horas a 37 ºC. Posteriormente 

del crecimiento del caldo, se verificó en microscopio de contraste de fase (LEICA 

DM2000), una vez corroborado que el cultivo estaba puro, se preservó en tubos 

estériles de 2mL denominados crioviales, con una concentración final de 50% 

glicerol y se almacenó en ultracongelador a -80 ºC. 
(23)

  

 

Extracción de ADN por método físico de ebullición (Boilings). En el caso de las 

bacterias aisladas con los procedimientos de bacteriología clásica, estas se inocularon 

en medio líquido LB y fueron crecidas e incubadas a 37ºC hasta saturación. Se tomó 

1,5 mL del medio LB y se llevó a centrifugación 14000 rpm por 20 minutos. El 

sobrenadante se descartó y el sedimento de células obtenido fue resuspendido en 300 

µL de agua ultra pura (Mili-Q). Luego se aplicó el método físico de ebullición para 

lisis celular, se sometió a ebullición por 10 minutos. Todos los pasos de 

centrifugación fueron realizados en una centrifuga, marca Eppendorf modelo 5417R. 

 

A partir del cultivo puro de cada aislado se tomó una alícuota de un 1 mL del 

cultivo en un tubo estéril de 1,5 mL, se centrifugó a 14000RPM en una 

microcentrifuga marca Eppendorf  modelo 5417R por 5 minutos, se descartó el 

sobrenadante y dependiendo de la cantidad de sedimento fue resuspendido en 0,2 mL 

o 0,5 mL de agua destilada ultra pura estéril. Esta suspensión de células bacterianas 

fue sometida  a ebullición por 10 minutos y finalmente se preservaron a -20 ºC hasta 

el momento de su procesamiento. 
(24) 

 

Reacción en cadena de la polimerasa “PCR” y electroforesis. Se emplearon 

oligonucleótidos género-específicos para la identificación de bacterias del género 

Lactobacillus spp y otras BAL como Leuconostoc spp, Weissella spp y Pediococcus 

spp. Además de oligonucleótidos especie-específicos para Lactobacillus fermentum, 



14 
 

Lactobacillus helveticus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. La secuencia 

de oligonucleótidos utilizados, la región o el gen en que detectan y el tamaño 

esperado de los fragmentos son detallados en la tabla 1. 
(2)

 

  

La reacción de PCR estuvo compuesta por: Buffer 5X, MgCl2 1,5 mM, dNTPs 

200 µM, oligonucleótidos en cantidades equimolar 0,2 µM, 1U de Kapa ADN 

polimerasa (Kapa Biosystems). Las condiciones del PCR fueron: 95ºC por 5 minutos, 

seguido de 35 ciclos de 95ºC por 30 segundos, 58ºC por 45 segundos y 72ºC por 1 

minuto, finalmente 72ºC por 10 minutos.
 
Todos los PCR se realizaron por triplicado. 

Los ensayos se realizaron en un volumen de reacción total de 12,5µL. el 

termociclador utilizado para la realización de la PCR fue de marca Eppendorf modelo 

Nº 5345. 
(2)

 

 

Los productos de la amplificación por PCR fueron visualizados en una corrida 

electroforética horizontal en gel de agarosa de 1,2% a 1,5%. La corrida electroforética 

se realizó en buffer Tris-Borato-EDTA 1X (TBE) (TBE 5X: 250mM tris-HCl; 300 

mM de ácido bórico; 5 mM de EDTA, pH=8), entre 80 y 120 voltios, en una cámara 

para electroforesis durante 45 minutos a temperatura ambiente. En cada pozo del gel 

se cargó un volumen del producto de PCR no mayor al 25% de la reacción total. 
(2)

  

 

Para su visualización los geles fueron teñidos con agentes fluorescentes que se 

unen al ADN SYBR green (INVITROGEN) y Diamond (PROMEGA) en una 

dilución final de 1:5000 y 1:10000 en TBE respectivamente. Las bandas de ADN 

fueron visualizadas bajo luz UV en un transiluminador de geles (UVITEC 

Cambridge). Las imágenes fueron captadas con una cámara digital adaptada al mismo 

equipo y de la misma marca, procesadas con el programa Alliance LD2 gel Imaging 

System. 
(2) 
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Tabla 1: Oligonucleótidos utilizados en este estudio 

Especies 

bacterianas 

Secuencia 5’-3’ Gen Tamaño 

esperado 

(pb) 

Ref 

Lactobacillus spp 

Leuconostoc spp., 

Pediococcus spp. y  

Weissella spp  

 

F:GCTTGTGTTCTGAGGGAAGC 

R:CTTTCTTCTGCACCGTATCCA 

16S rDNA 577 pb (25) 

Lactobacillus 

helveticus 

 

F:GGCGGGGAAAGAGGTAACTA 

R:TGACGCAAACTTAATGAACCA 

prtH 509 pb (2) 

Lactobacillus 

delbrueckii 

subsp.bulgaricus 

 

F:GGAAGACTCCGTTTTGGTCA 

R:AGTTCAAGTCTGCCCCATTG 

lacZ 395 pb (2) 

Lactobacillus 

delbrueckii 

subsp.lactis 

 

F:TGCCAAGCTCTACTCCGTTT 

R:GTCAAGCGGCATAGTGTCAA 

dppE 217 pb (2) 

Lactobacillus 

fermentum 

F:CCAGATCAGCCAACTTCACA 

R: GGCAAACTTCAAGAGGACCA 

Arginine-

ornitine 

antiporter 

310 pb 

 

(2) 

 

Determinación de criterios en las bacterias ácido lácticas para ser consideradas 

probióticas. 

 

Resistencia a pH ácido y sales biliares. Para la resistencia a pH se preparó caldo 

MRS a distintos pH, pH 1, pH 2 y pH 3 (para los aislados con morfología de bacilos y 

cocos), pH 3.5, pH 4 y pH 4.5 (para los aislados con morfología de cocos), para 

ajustar el pH se utilizó una solución HCL al 1N;  para sales biliares se preparó caldo 

MRS al 0,3% de bilis porcina. Los aislados se inocularon en caldo MRS y se 
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incubaron durante toda la noche a 37 ºC. Posteriormente en una placa estéril de 96 

pozos se inoculó por triplicado 180 µl del medio (MRS, MRS pH 1, MRS pH 2, MRS 

pH 3, MRS pH 3.5, MRS pH 4, MRS pH  4.5 y MRS 0,3 % bilis) y 20 µl del cultivo 

fresco de cada aislado, se incubaron a 37 ºC y se realizaron mediciones de DO600nm en 

un espectrofotómetro (Biotek Synergy HT) a diferentes tiempos de incubación  0 

horas, 2 horas, 4 horas, 6 horas y 8 horas para evaluar la tasa de crecimiento (DO 

final ≥ 2 horas – DO inicial 0 horas); y así determinar la resistencia a los distintos pH 

ensayados y sales biliares. 
(26)

 Procedimiento que se realizó por triplicado. 

 

Capacidad de adhesión a la línea celular intestinal HT-29. Se cultivaron en MRS 

líquido cada aislado hasta alcanzar una DO650nm: 0,5A. Luego se centrifugó 1 mL de 

cada cultivo por 5 minutos a máxima velocidad para obtener el sedimento de células 

de cada aislado, los cuales fueron resuspendidos en medio F12 sin antibiótico, sin 

antimicótico y sin suero. Posterior a esto se procedió a inocular 1 mL de la 

suspensión bacteriana en la monocapa de la línea celular HT29 (Confluencia: 100%), 

se incubó durante 1 hora a 37 °C, se practicaron 3 lavados con buffer fosfato salino 

(PBS), en el tercer lavado se desprendió mecánicamente la monocapa de la línea 

celular, y se realizaron diluciones seriadas de la suspensión de células en MRS 

líquido hasta 10
-5

.  Se inoculó 100 µL de cada una de las diluciones  10
-3

 y 10
-4

 en 

agar MRS, se incubaron en condiciones de microaerofília de 24-48 horas a 37 ºC, se 

determinó las UFC. 
(27)

 Procedimiento que se realizó por triplicado. 

 

Susceptibilidad a antibióticos. Se empleó la prueba de difusión en agar 

recomendada por el National Committee for Clinical Laboratory Standars en agar 

MRS-Mueller Hinton (1/3 parte), partiendo de un cultivo fresco y discos de 

antibióticos, 
(28)

 estas placas se incubaron en condiciones de microaerofília de 24-48 

horas a 37 ºC y se determinó la susceptibilidad a antibióticos midiendo el halo de 

inhibición, se considera susceptible un halo mayor o igual a 5 mm 
(29)

. Los 
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antibióticos a evaluar fueron ampicilina (AP10), vancomicina (VA30), gentamicina 

(GM10) y ciprofloxacina (CIP5). Procedimiento que se realizó por triplicado. 

 

Actividad Bactericida. En condiciones de esterilidad, se utilizó como agar base 

MRS agar al 0,2 % de glucosa, sobre este se inoculó una gota de 3 µl de cada aislado, 

se incubó en condiciones de microaerofília durante 48 horas a 37 ºC, hasta que fuese 

visible el crecimiento (spot), para luego servir sobre estos el top agar. El top agar se 

preparó en un tubo de 15 mL al que se le añadió 
 
100 µl de un cultivo fresco puro de 

S. entérica (donada por el Instituto Nacional de Nutrición) o E. coli 0157:H7 (CVCM 

0417) con 7 mL de LB agar al 0,7% (40 ºC), fue vertido sobre el agar base con los 

“spots” y se incubo por 48 horas a una temperatura de 37ºC.
 
Posteriormente se 

determinó la actividad bactericida por la presencia de un halo de inhibición mayor o 

igual a 5mm. 
(27)

 Procedimiento que se realizó por triplicado.
 

 

Análisis de datos. Los datos obtenidos en el control de calidad bacteriológica en las 

muestras de queso arepero fueron procesados mediante estadística descriptiva (media 

geométrica) expuesta a través de tablas. La caracterización fenotípica de Salmonella 

spp. se realizó en un equipo automatizado Vitek II y confirmación serológica a través 

de antígenos polivalentes específicos para el género. Los resultados de la 

identificación de las bacterias ácido lácticas fueron procesados a través de la corrida 

electroforética de la amplificación del gen rrs del ARNr 16S, además, la 

secuenciación de las bases nucleotídicas de las cepas en estudio por medio de la 

alineación realizada en NCBI BLAST y a través de la imagen de la corrida 

electroforética por PCR con oligonucleótidos especie-específicos. Así mismo, la 

actividad bactericida y susceptibilidad a antibióticos fueron reflejados mediante 

métodos cuantitativos, en la resistencia a pH y sales biliares se calculó la ∆DO630nm 

(DOf-DOi) expuesta por medio de gráficas y en la adhesión a células epiteliales de la 

línea celular HT29 se contaron unidades formadoras de colonias presentadas en 

tablas. 
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RESULTADOS 

 

Control de calidad bacteriológica. La media geométrica para el recuento de 

aerobios mesófilos fue de 5,2 x 10
4
 UFC/g con un alto porcentaje de las muestras con 

valores superiores a 10
5
 UFC/g (Tabla 2). La media geométrica para coliformes 

totales se ubicó en 5,2 x 10
4
 UFC/g siendo su valor máximo mayor a 10

5 
UFC/g en el 

58% de las muestras (Tabla 2). Conjuntamente Escherichia coli presentó una media 

de 1,3 x 10
4
 UFC/g, exhibiendo un valor máximo de 10

5
 UFC/g en una única muestra 

(Tabla 2). Por su parte el recuento de Staphylococcus aureus fue de 0 UFC/ 

presentado un alto valor de 10
5
 UFC/g en una sola muestra (Tabla 2). A su vez en las 

12 muestras el recuento de Salmonella spp fue de 0 UFC/g (Tabla 2). Del total de 

muestras analizadas (12), el 100% de las mismas estuvo fuera de especificación para 

los indicadores sanitarios, aerobios mesófilos, coliformes totales y E. coli, el 92% de 

las muestras en estudio estuvieron dentro de los parámetros establecidos para S. 

aureus y para Salmonella spp la totalidad de las muestras se encontraron dentro de los 

parámetros establecidos por las normativa nacional. 

 

Tabla2. Indicadores de calidad bacteriológica en muestras de queso arepero de Valle 

de la Pascua, Edo. Guárico. 

       Microorganismos               Media geométrica  

                                               UFC/g 

  Aerobios mesófilos                   5,16E+04 x 10
4
 

  Coliformes totales                    5,19E+04 x 10
4
 

  Escherichia coli                        1,31E+04 x 10
4
 

          Staphylococcus aureus                          0 

          Salmonella spp.                                     0
 

        Fuente: Datos de la investigación 
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Aislamiento e identificación de bacterias ácido lácticas (BAL). Se procesaron 20 

muestras de queso arepero de las cuales se obtuvieron 26 aislados (en algunas 

muestras se obtuvieron 2 aislados), éstos presentaron características propias  de 

bacterias ácido lácticas en relación a su morfología (según lo observado por 

microscopia de contraste de fases) bacilos y cocos no motiles, capaces de crecer en 

condiciones microaerofílicas con el desarrollo de colonias de aspecto cremoso y color 

blanquecino. 

 

Identificación de las BAL por PCR simple y secuenciación de ADN. Los 

productos de la amplificación del gen rrs del ARNr 16S de los veinte y seis aislados 

presuntivos de Lactobacillus spp, se enviaron doce a secuenciación de las bases 

nucleotídicas para su identificación, en la unidad de estudios genéticos y forenses 

IVIC (UEGF-IVIC), dónde, seis correspondían a Lactobacillus fermentum, cuatro a 

Pediococcus acidilactici, uno Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, uno 

Weissella paramesenteroides. Los ocho aislados restantes no enviados a 

secuenciación se identificaron por PCR con oligonucleótidos especie-específicos 

como Lactobacillus fermentum.  

 

Imagen1. Corrida electroforética de la amplificación del gen rrs del ARNr 16S 

 

 

Fuente: Datos de la investigación 
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Imagen2. Alineación de la secuenciación de bases nucleotídicas para la identificación 

de la especie de las cepas en estudio. 

 

Fuente: Datos de la investigación  

 

Resistencia a pH. Las cepas de L. fermentum PBM04, L. delbrueckii subsp 

bulgaricus PBM03 y W. paramesenteroides PBM02, a pesar de presentar un 

descenso en su tasa de crecimiento con respecto al control, luego de 8 horas de 

incubación resistieron a todos los pH ensayados. P. acidilactici PBM08, no mostró 

crecimiento en MRS pH 1 y pH 2,5 luego de 8 horas de incubación. (Gráfica 1, 2, 3, 

4)  
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Gráfica 1. Ensayo de resistencia a pH ácido de  Lactobacillus  fermentum PBM04.  

 

Gráfica 2. Ensayo de resistencia a pH ácido de L. delbrueckii subsp bulgaricus 

PBM03. 

 

Gráfica 3. Ensayo de resistencia a pH ácido de Weissella paramesenteroides 

PBM02. 
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Gráfica 4. Ensayo de resistencia a pH ácido de Pediococcus acidilactici PBM08. 

 

Resistencia a sales biliares. Todas las cepas evaluadas en presencia de 0,3% de sales 

biliares exhibieron una tasa de crecimiento semejante a las cepas en condiciones 

óptimas de crecimientos. Sin embargo se observó que las cepas de P. acidilactici no 

resistió el ensayo. (Gráfica 5 y 6) 

 

 

Gráfica 5. Resistencia a sales biliares de L. fermentum PBM04 y L. delbrueckii subsp 

bulgaricus PBM03. 
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Gráfica 6. Resistencia a sales biliares de W. paramesenteroides PBM02 y P. 

acidilactici PBM08 

 

Capacidad de adhesión a la línea celular intestinal HT29. Las cepas demostraron 

una capacidad de adhesión a la línea celular HT29 significativa con un conteo  ≥ 10
6
 

UFC/g  en ambas diluciones. (Tabla 3)  

 

Tabla 3. Capacidad de adhesión a la línea celular intestinal HT29 a través de las UFC 

en las diluciones de 10
-3

 y 10
-4

. 

       Aislado                                               10
-3 

UFC/g                   10
-4

 UFC/g 

L. fermentum PBM04                                  1,1x10
6
 

L. delbrueckii subsp bulgaricus PBM03     5,7x10
6
 

W. paramesenteroides PBM02                    4,6x10
6
 

P. acidilactici PBM08                                 4,5x10
6
 

4,3x10
6
 

8,9x10
6
 

1,4x10
7
 

9,1x10
6
 

  Fuente: Datos de la investigación. 
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Vancomicina (VA30), mientras que L. fermentum PBM04, L. delbrueckii subsp 

bulgaricus PBM03 y W. paramesenteroides PBM02, exhibieron  resistencia a este 

antibiótico, dónde ha sido descrita la existencia de una resistencia intrínseca. (Gráfica 

7) 

 

Gráfica 7. Resultados de susceptibilidad a antibióticos en base a un halo de 

inhibición ≥ 5mm. 

 

Actividad bactericida. Se obtuvieron halos de inhibición sin el crecimiento de 

colonias de S. entérica y E. coli 0157:H7 alrededor de los “spots” de cada cepa 

tomando en cuenta aquellos con un diámetro mayor a 5 mm. (Gráfica 8) 

 

Gráfica 8. Actividad bactericida de cada aislado sobre E. coli 0157:H7 y S. enterica  
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DISCUSIÓN 

 

Al evaluar el control de calidad de queso arepero (artesanal), se observó que 

todas las muestras salen de los parámetros de la normas COVENIN 3821:03 excepto 

para Salmonella spp, esto parece estar relacionado con una inadecuada manipulación 

o la evidencia que el queso no se produce bajo ningún control sanitario. Reséndiz 

M.R., et al. (2012), tuvieron resultados similares con carga bacteriana elevada de los 

quesos frescos artesanales de la canasta básica. La elevada carga microbiana en las 

muestras de queso analizadas refleja deficiencias higiénicas en la manipulación del 

queso que se comercializa en los mercados estudiados en Tuzapan, México 
(18)

, lo 

cual representa un riesgo para la salud del consumidor. Por consiguiente, los 

resultados y la manipulación en la elaboración del queso se asemejan a la información 

obtenida en la presente investigación.  

En la actualidad, hay una gran diversidad de productos que poseen dentro de 

su composición bacterias probióticas en el mercado, aunque los de mayor aceptación 

son lo derivados lácteos, especialmente el yogurt  y las leches fermentadas. El queso 

es un producto derivado de la fermentación de la leche mediada por sus componentes 

bacterianos principalmente  las bacterias ácido lácticas.  Uno de los propósitos de esta 

investigación fue el aislamiento de las BAL. La caracterización se hizo con una 

combinación de las pruebas morfológicas, metabólicas,  fisiológicas y por métodos 

moleculares, que estuvieron basados en la secuenciación del gen rrs ARNr 16s. Se 

identificaron 4 tipos diferentes de BAL, a los cuales se les evaluaron criterios para ser 

considerados probióticos. Ramos B., et al. (2009), obtuvó como resultado de 

secuenciación en productos de la amplificación del gen rrs del ARNr 16S en dos 

aislados de queso las especies de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus pentosus.  

(28)
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En condiciones normales el tiempo de tránsito gastrointestinal comprende de 2 

a 4 horas y varía según el individuo. El estrés celular inicia en el estómago que posee 

un pH de 1,5 previo a la ingestión de alimentos; las bacterias pasan a través del 

estómago y entran al tracto intestinal donde son secretadas las sales biliares. 
(29)

 L. 

fermentum PBM04, L. delbrueckii subsp bulgaricus PBM03 y W. paramesenteroides 

PBM02 fueron las cepas que exhibieron mayor tolerancia al pH ácido. Bao et al. 

(2010) reportaron en su estudio 11 cepas de L. fermentum con alta tolerancia a la 

acidez gástrica con porcentaje de supervivencia del 80% luego de 3 horas de 

incubación a pH 2,5. 
(30)

 En la tolerancia a sales biliares 0,3% se observó una tasa de 

supervivencia para las BAL, de acuerdo con estos resultados los Lactobacillus y 

Weissella fueron los que presentaron alta tolerancia. 

La capacidad de adhesión de las bacterias con potencial probiótico es una 

característica importante debido a que las cepas que se pueden adherir a la mucosa 

intestinal podrán colonizar y ejercer un efecto benéfico al huésped y competir con 

microorganismos patógenos. Los aislados descritos en esta investigación, siguiendo 

con los criterios de selección in vitro,  se les evaluó la capacidad para adherirse a las 

células epiteliales HT29, demostrando que en su totalidad las BAL tuvieron la 

capacidad de adherirse a la mucosa intestinal. Por otro lado, en las pruebas de 

susceptibilidad a antibióticos los aislados resultaron sensibles a  todos los antibióticos 

evaluados, y mostraron resistencia a Vancomicina, a excepción de los aislados de P. 

acidilactici  que fueron sensibles a éste. Bernardeau et al. (2008) considera en su 

estudio, que la resistencia a antibióticos es la única causa de precaución relevante, 

debido a que éstas cepas tienen el potencial de servir como huéspedes de genes de 

resistencia a antibióticos pudiendo transferirlos a otros géneros y especies 

bacterianos, sin embargo, Lactobacillus spp en este sentido presenta una  resistencia 

intrínseca a vancomicina no transferible. 
(31) 
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Los criterios utilizados para ser considerados probióticos en ambas 

investigaciones arrojan las características que deben presentar estos microorganismos 

para ser clasificación como probióticos. Son criterios que se determinan para evaluar 

in vitro  si las BAL son  de beneficio para la salud y su comportamiento cuando se 

enfrenta a procesos fisiológicos del organismo. La actividad bactericida, mediada por 

la acción de bacteriocinas es el último criterio evaluado en esta investigación, todos 

los aislados estudiados exhibieron actividad bactericida frente a Salmonella entérica 

y Escherichia coli O157-H7. Rodríguez I, (2010) a los cultivos seleccionados de 

Lactobacillus spp y Streptococcus spp, se les hizo producir sus bacteriocinas en sus 

medios líquidos correspondientes y luego se les determinó su actividad 

antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Salmonella spp. Se encontró que el 

29,6% representado por 8 muestras que presentaron actividad bactericida, ya que no 

se observa el crecimiento de estas cepas en los medios estudiados. 
(32) Las cepas 

seleccionadas por presentar tolerancia a pH ácido y sales biliares, adhesión a las 

células intestinal, sensibilidad a los antibióticos de importancia epidemiológica y 

actividad bactericida reúnen las condiciones requeridas para considerarse como 

potencialmente probióticas según los criterios estipulados por la FAO (Organización 

de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura). 
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CONCLUSIÓN 

 

 

El queso  arepero artesanal que se expende en los alrededores de Valle de la 

Pascua, Estado Guárico no cumple con los parámetros de calidad establecidos en la 

normativa nacional, sólo cumple con la especificación sanitaria para Salmonella spp. 

A pesar que éstas muestras no cumplen con los indicadores de calidad, los hallazgos 

de este estudio, demuestran que las BAL tienen actividad inhibitoria contra patógenos 

como Salmonella enterica y E. coli O157:H7. Asimismo, se demostró que L. 

fermentum PBM04, L. delbrueckii subsp bulgaricus PBM03 y W. paramesenteroides 

PBM02 cumplieron con los criterios para ser considerados probióticos, por lo que 

pueden resultar de interés para usos biotecnológicos como en la producción de 

productos lácteos fermentados (yogurt, queso, crema de leche, entre otros), uso 

médico-nutricional, alimentación animal, etc. Este estudio es un primer paso de 

caracterización para considerar estas cepas como probióticas y poderse incluir en una 

matriz alimentaria.  

 

Por otra parte P. acidilactici PBM08 puede ser de interés biotecnológico, por 

su capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias patógenas.  
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