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. INTRODUCCION

El Queso Cotija Region de Origen es un producto lacteo artesanal, madurado, que
se elabora a partir de leche bronca proveniente de ganado cebu o criollo; sin la
adicion de algun cultivo iniciador. Su fermentacion y posterior maduracion es llevada
a cabo por la interaccion de la microbiota proveniente de la sal adicionada, la
atmosfera local y la que se inocula debido al contacto con el quesero. En éste
alimento fermentado se han identificado diferentes microorganismos provenientes de
las materias primas, y en él producto terminado mediante métodos moleculares
dependientes de PCR. Cabe resaltar que algunos de estos géneros no se han
podido encontrar por métodos dependientes de cultivo, los cuales pueden favorecer
la recuperacion de determinadas especies que no son necesariamente las mas
abundantes en una comunidad microbiana (Escobar, 2016). Entre los principales
géneros aislados encontramos a Bacillus, Staphylococcus, Lactococcus vy
Enterococcus. Sin embargo, en un trabajo reciente, se concluyé que los tres géneros
identificados con mayor frecuencia por la técnica de DGGE (electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante), Bacillus spp., Staphylococcus spp. y Enterococcus
spp., representan unicamente el 11% del total de la microbiota bacteriana en una
pieza de queso Cotija, sin dominancia de alguno de ellos (Escobar, 2016). El 89%
restante podria estar conformado por bacterias de otros géneros (Vagococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Virgibacillus, Marinilactibacillus) o de
microorganismos que no se han podido identificar con anterioridad (Escobar, 2012).
Debido a ello se realizo el analisis del metagenoma de la comunidad bacteriana del
queso Cotija, a través de secuenciacién masiva (Escobar, 2016). En dicho analisis,
se encontraron  mediante la anotacion taxondémica con genes marcadores
ribosomales y de copia unica un numero muy alto de taxa, referidos en su mayoria a
Firmicutes y algunas de los fila Actinobacterias y Proteobacterias de todas las
clases. Resultd interesante que los géneros dominantes: Weissella, Leuconostoc y
Lactobacillus, poco comunes en quesos, no se habian recuperado por aislamiento
con los medios de cultivo. EI hecho de no haber identificado por métodos

tradicionales, ni dependientes de PCR-DGGE a los géneros mas importantes en



dominancia puede deberse a la dificultad de cultivar a las bacterias acido lacticas
(BAL) que de por si se definen como de requerimientos fastidiosos, lo que implica
que en el ambiente en el que crecen, se deben encontrar factores de crecimiento
tales como aminoacidos y péptidos, carbohidratos fermentables, acidos grasos
libres, acidos nucleicos y otros compuestos como el acido nicotinico y vitaminas
hidrosolubles como biotina, tiamina y acido pantoténico o sus derivados (Bjoérkroth et
al., 2006). Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente estudio es lograr el
aislamiento de cepas de los géneros dominantes identificados como tales por
metagendmica, a través de la utilizacion de medios y condiciones de cultivo que
permitan aportar los nutrientes necesarios para su crecimiento, principalmente pH y
presencia de oxigeno. La pregunta planteada en éste trabajo deriva de los
resultados generados a partir del analisis bioinformatico de fragmentos de
secuencias de ADN, pero el aislamiento de los géneros dominantes caracteristicos
del queso Cotija, da paso a la evaluacion experimental de su metabolismo lo que
dara luz sobre su rol en la comunidad y, eventualmente la descripcion de sus
funciones, en especial aquellas que podrian ser interesantes para su aplicacion en la

elaboracion de otros alimentos.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Queso Cotija

El queso Cotija es un producto lacteo que se elabora de manera artesanal, es
originario de la Sierra que se encuentra entre Jalisco y Michoacan (Sierra de
Jalmich); tiene una antigiedad de mas de 400 afos. Se define como un queso
madurado de leche bronca de bovino, de pasta cruda, acida y prensada, salado, de
consistencia firme, de gran formato y con aroma y sabor pronunciados (Fernandez,
2009). Su periodo de elaboracion se restringe a los meses de lluvia debido a que la
vegetacion con la que se alimenta el ganado es mas abundante durante esta época
(Alvarez et al., 2005). Es madurado por un tiempo minimo de 3 meses, en la misma
zona de produccion, obteniendo un producto con forma cilindrica, de un peso
aproximado de 20 Kg, y cuyas dimensiones son 40 cm de diametro por 18 cm de
altura. Particularmente a este tipo de queso, no se le adiciona algun cultivo iniciador,
por lo que la microbiota presente proviene de las materias primas (leche bronca y sal
de grano), medio ambiente y de los microorganismos que se inoculan en las distintas
etapas de su elaboracién. Dichos microorganismos y particularmente las bacterias
acido lacticas (BAL), son un componente esencial en el proceso de maduracién que
es una etapa de transformacion bioquimica en la que contribuyen en la formacion de

compuestos de olor, y sabor entre otros (Marilley y Casey, 2004).

Figura 1. Zona productora de queso Cotija Region de Origen en la Sierra de JalMich (Alvarez, et al., 2005)



El queso Cotija es considerado unico y legitimo, debido a las propiedades
organolépticas que posee, debe su nombre a la Ciudad de Cotija de la Paz en el
estado de Michoacan donde se comercializa tradicionalmente. Sin embargo, existen
otras zonas reconocidas para su produccion destacando los municipios de Santa
Maria del Oro, Jilotlan de los Dolores, Tamazula, Valle de Juarez en Jalisco y en el
estado de Michoacan, encontramos el sur de Tocumbo, los Reyes, Periban,
Tancitaro, Buena Vista, Tomatlan y Cotija, como se muestra en la Figura 1
(Guzman, 2015).

Proceso de elaboracién del queso Cotija
Los pasos principales en el proceso de elaboracion del queso Cotija de acuerdo a la
Norma y Reglas de uso para Queso Cotija auténtico (NMX-F-735- COFOCALEC-

2011), se ilustran en la Figura 2.
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Figura 2. Proceso de elaboracion de queso Cotija



Ordefia

La vaca es ordenada y la leche obtenida se hace pasar por cedazos limpios con el

fin de retener cualquier materia extrafa.
Reposo

La leche se deja reposar generalmente en un recipiente de acero inoxidable limpio

hasta que alcance una temperatura de alrededor de 34°C para ser cuajada.
Adicion del cuajo

Una vez que la leche alcanza la temperatura éptima para ser cuajada se adiciona el
cuajo (Cuamex, cuajo estandarizado, enzimas coagulantes de leche bovina, CHR
Hansen de México) y se mezcla rapidamente. Para esto se utilizan grandes tinas de
acero inoxidable o plastico donde se lleva a cabo el cuajado de la leche obtenida de
un dia (aproximadamente 100 L, dependiendo del tamafo del rancho). El tiempo de

coagulacion es variable, desde 30 minutos hasta mas de una hora. (Garcia, 2011)
Corte de la cuajada

Se corta la cuajada con una cuchara o un cuchillo hasta obtener grumos

equivalentes al tamafio de un grano de maiz.

La mezcla se deja reposar hasta que la cuajada cortada se asiente en el fondo del
recipiente, es posible asentarla de manera manual ejerciendo presion con una

cuchara de acero inoxidable.
Desuerado

Posteriormente el suero se drena o se saca con un recipiente limpio. La cuajada se

separa del suero y se deja escurrir en una artesa de madera o acero inoxidable.
Desmenuzado

Cuando se pierde el exceso de suero, la cuajada se desmenuza o desmorona

manualmente en su totalidad hasta obtener una masa homogénea.



Adicion de sal

La cuajada desmoronada se sala y mezcla manualmente para lograr distribuirla lo
mejor posible. La cantidad de sal no esta estandarizada, se agregan
aproximadamente 140 g de sal por cada 20 litros de leche, lo que equivale en

promedio a 0.05 g de sal por cada gramo de cuajada fresca.
Moldeado y prensado

La masa salada se moldea en un aro cubierto en su interior con dos bandas de ixtle

(fibra de maguey), se llena el aro y se envuelve la masa.

La pasta fajada se prensa de 18-24 horas, volteandola sobre su propia cara al

concluir ese periodo.
Desfajado, oreado y maduracion.

La pasta ya prensada se mantiene fajada para que no pierda el formato cilindrico
tradicional y, se voltea sobre su cara diariamente durante 15 dias o hasta que
obtenga la firmeza necesaria. El queso se desfaja (se le quita el aro) cuando la

consistencia es adecuada y se sigue volteando durante los primeros tres meses.

Cabe senalar que la leche empleada es cruda, es decir no recibe ningun tratamiento
térmico, por lo que conserva una microbiota propia. Sin embargo es importante
destacar que en las etapas subsecuentes de elaboracion existe contacto directo del
productor con la cuajada como durante el desmenuzado, y salado; donde ocurre la

incorporacion de microorganismos al alimento.

2.2 Bacterias acido lacticas (BAL)

Generalidades

La clasificacidon de las bacterias acido lacticas (BAL) se realizé en 1919 por Orland
Jensen, comprende un diverso grupo de organismos Gram positivos, no moviles, no
esporulados, catalasa, reductasa y oxidasa negativos. Su morfologia puede ser de
coco, bacilo o cocobacilo; se caracterizan por producir acido lactico. Son anaerobias

facultativas, carecen del ciclo de Krebs, por lo que la generacién de ATP ocurre
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mediante la fermentacion de carbohidratos y compuestos relacionados, acoplada a
fosforilacion a nivel de sustrato. Tienen una composicion de bases de ADN de
menos de 50% de GC (Vandame et al., 1994; Savadogo et al., 2006).

Las BAL son mesdfilas, aunque algunas cepas son capaces de crecer a
temperaturas por debajo de 5°C y otras a temperaturas tan altas como 45°C. El pH
optimo de crecimiento de este grupo de bacterias se encuentra en el rango de 4.0 a
4.5, sin embargo algunas especies pueden crecer a pH mas bajo hasta 3.2, mientras
que otras crecen a pH hasta de 9.6. Las BAL son débilmente proteoliticas y
lipoliticas (Vandame et al., 1994).

Los principales géneros que conforman al grupo de las BAL son: Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococccus, Streptococcus, Tetragenococcus, Paralactobacillus, Vagococcus y
Weissella (Jay, 2005).

El género Leuconostoc se encuentra dividido en tres subgrupos por las secuencias
del gen ARNr 16S. Estos tres subgrupos consisten en Leuconostoc mesenteroides
(L. carnosum, L. citreum, L. gasicomitatum, L. gelidum, L. inhae, L. lactis, L. kimchii,
L. mesenteroides, y L. pseudomesenteroides) Leuconostoc fructosum (L. durionis, L.
ficulneum, y L. fructosum pseudoficulneum) y Leuconostoc fallax. (Endo et al.,
2008).

Metabolismo

De acuerdo con los productos finales del metabolismo de la glucosa (Figura 3), las

BAL se dividen en dos grupos: homofermentativas y heterofermentativas.

Las BAL homofermentativas producen acido lactico como producto principal o unico
de la fermentacién de la glucosa. Estas bacterias poseen las enzimas aldolasas y

hexosas isomerasas, utilizan la via de Embden-Meyerhof-Parnas para producir 2
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moléculas de lactato por molécula de glucosa. Todos los representantes de los
géneros Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, Yy Vagococcus son

homofermentativos (Jay, 2005).

Las BAL heterofermentativas en cambio poseen la enzima fosfocetolasa, la cual
convierte hexosas a pentosas por las vias de la hexosa monofosfato o de la pentosa,
produciendo cantidades equimolares de lactato y cantidades significantes de
productos como acetato, etanol o, CO,. Todas las especies de Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella, Carnobacterium y Lactosphaera son heterofermentativas
(Jay, 2005).

Funciones

Como producto del metabolismo de las BAL se generan compuestos aromaticos
(carbonilos y alcoholes) importantes para el sabor de los quesos tales como; el
diacetilo y acetoina a partir de citrato en presencia de azucares. Asimismo, pueden
poseer proteasas extracelulares y ligadas a la pared celular, que hidrolizan
parcialmente l|la caseina en péptidos asimilables, que son degradados
subsecuentemente por peptidasas de la membrana y el citoplasma. Sus enzimas
proteoliticas son liberadas al queso por lisis celular, cuando son intracelulares. La
presencia de enzimas proteoliticas, influye directamente en el sabor del queso (Fox
et al., 2000; Garcia et al., 2004).
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Figura 3. Productos de la via fermentativa de la glucosa por diferentes microorganismos (A) BAL homofermentativas;
(B) BAL heterofermentativas, (C) y (D) Propionibacterium; (F) Saccharomyces spp. ; (G) Acetobacter spp. (Jay, 2005).

El aroma, sabor y la textura de los alimentos lacteos fermentados se debe
parcialmente al crecimiento de las bacterias lacticas, que al metabolizar los
carbohidratos generan algunos de los siguientes compuestos que aportan
caracteristicas deseables en los quesos: acido acético, acido lactico, diacetilo,

acetaldehido y, etanol (Garcia et al., 2004).

Es importante sefalar que la actividad de las bacterias lacticas limita, y en ocasiones
inhibe, el crecimiento de otras bacterias, como las patégenas, tanto por el efecto de
la disminucién en el pH por la produccion de ciertas sustancias inhibitorias como:

acidos organicos, peroxido de hidrégeno, diacetilo, CO,, bacteriocinas (nisina,
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pediocina etc.), productos secundarios como hipotiocianato (Salminen et al., 2004) y
sustancias de bajo peso molecular como la reuterina y el acido piroglutamico o PCA

que son producidas por algunas especies.

Importancia de las BAL en alimentos

Las BAL han sido utilizadas durante siglos en fermentaciones por lo que han
despertado gran atencién para ser utilizadas en la industria de alimentos y
farmacéutica (De Vos, 2004), especialmente para la obtencion de acido lactico,
componentes saborizantes, espesantes y bacteriocinas, asi como al considerable
valor nutritivo que pueden aportar a los alimentos y al bajo costo energético de su
produccion. Cabe resaltar que durante la ultima década se ha incrementado el
numero de estudios sobre el rol de que algunas cepas de BAL que pudieran ser

empleadas como cultivos probiéticos (Topisirovic, 2006).

La importancia biotecnoldgica de estos microorganismos es muy amplia y esta
estrechamente ligada a su actividad (Salminen et al., 2004):
v" Produccion de acidez
Actividad proteolitica
Aporte de aromas y sabores
Formacion de exopolisacaridos

Produccion de componentes inhibidores

DN N N N

Efecto probidtico

Compuestos de interés producidas por BAL

Bacteriocinas

Las bacteriocinas son compuestos de naturaleza proteinica y poseen actividad
antimicrobiana, son eficaces agentes bactericidas contra bacterias Gram positivas

(Byong, 2000; Garcia, 2004). Son producidas por muchas especies bacterianas y se
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ha generado gran interés en su investigacion, debido principalmente a las
caracteristicas de antagonismo contra microorganismos patdgenos (Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y, Salmonella spp.)
presentes en alimentos, a la demanda de los consumidores por la produccion de
alimentos menos procesados, y a la bio-conservacion, es decir el uso de bacterias
lacticas, sus productos metabdlicos o ambos, para mejorar la seguridad y calidad de

los alimentos que generalmente no son fermentados (Montville, & Winkowski, 1997).

El crecimiento y actividad de las bacterias acido lacticas a menudo se ven
estimulados por la creacion de condiciones selectivas (valores bajos de Eh, ay, pH,
temperatura, bajo contenido de azucares y altas concentraciones de sal) que
retardan el crecimiento y actividad de muchos organismos no deseables durante la
fermentacion, por lo que su presencia implica un impacto positivo en la vida de

anaquel de ciertos alimentos (Byong, 2000).

Acido lactico

El acido lactico fue descubierto en la leche cortada por Scheele en 1780 (Kompanije,
E.J.O, et al., 2007) y fue considerada como un componente de la leche. En 1789
Lavoisier llamod a este componente de la leche “acido lactico”. En 1857 Pasteur
descubrid que no era un componente de la leche, pero si un metabolito de la
fermentacion generado por ciertos microorganismos (Ghasemi et al., 2009).

La acumulacion de acido lactico y otros acidos organicos producidos por las BAL,
reducen el pH del ambiente y debido a su forma no disociada poseen una actividad
inhibidora de bacterias Gram positivas y negativas (Woolford, 1975). Gracias a su
naturaleza lipofilica pueden penetrar en la membrana celular y disociarse en el
citoplasma, dando lugar a la liberacion de iones hidronio (H*) y el anion
correspondiente. Cuando la concentracién de protones excede la capacidad tampon
del citoplasma se transportan hacia el exterior mediante la bomba de protones,
reduciendo de esta manera las reservas energéticas de la célula. Cuando estas

reservas se agotan la bomba de protones se detiene y provoca el descenso de pH
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interno, lo cual causa a su vez la desnaturalizacion de otros componentes
estructurales y funcionales de las células, interfiriendo asi con su viabilidad
(Vasquez, et al., 2009).

Peroxido de hidrégeno

Cuando el oxigeno esta presente, las BAL pueden producir peroxido de hidrégeno,
el cual genera radicales libres y aniones super 6xido (Salminen, et al., 2004). Estos
metabolitos del oxigeno poseen un efecto bacteriostatico y bactericida frente a la
microbiota lactica y no lactica. Los radicales libres causan peroxidacion que ataca los
componentes celulares esenciales, lipidos, proteinas y, ADN. La acumulacién del
peroxido de hidrégeno en un medio de crecimiento puede ocurrir porque las BAL no

sintetizan la enzima catalasa (Vasquez et al., 2009).

2.3 Antecedentes en el grupo de trabajo

Se han realizado estudios de diversidad utilizando métodos moleculares
dependientes de PCR, lo que ha permitido la identificacion de distintos géneros
bacterianos: Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Marinilactibacillus, Vagococcus, Virgibacillus y, Aerococcus.
Asimismo destacan dos grupos mas el de las Gamaproteobacterias vy
Actinomycetales (Escobar, 2016; Robles, 2014). Adicionalmente mediante
hibridacion in situ se encontré que los tres géneros identificados con mayor
frecuencia por la técnica de DGGE (electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante), (Bacillus spp., Staphylococcus spp. y Enterococcus spp)
representan unicamente el 11% del total de la poblacién bacteriana en una pieza de

queso Cotija sin dominancia de alguno de ellos (Escobar, 2016)

Los métodos dependientes de cultivo pueden favorecer la recuperacion de

determinadas especies que no son necesariamente las mas abundantes en una
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comunidad microbiana, mientras que las técnicas independientes de cultivo
basadas, por ejemplo, en la amplificacién de regiones variables ADNr 16S, permite
la deteccion rapida y sensible de microorganismos, cultivables o no, aunque dicho
enfoque implica sesgos asociados a la amplificacion. El analisis de un metagenoma

shotgun permite describir microbiomas complejos sin los sesgos de la amplificacion.

El analisis bioinformatico del metagenoma del queso Cotija, permitié la identificacion
de la microbiota completa presente en el alimento tras tres meses de maduracion;
asi como la deteccién de genes relacionados con su inocuidad y otras funciones
metabdlicas (Escobar, 2016).

Los resultados obtenidos de la anotacion taxondmica mediante la asignacion de
identidad de marcadores ribosomales y de copia unica en dicho trabajo, refieren a
géneros y especies bacterianas que pertenecen en su mayoria al filum de los

Firmicutes y algunas Actinobacterias y Proteobacterias.

Figura 4. Proporcion de las poblaciones dominante y subdominante identificadas en el metagenoma de queso Cotija por
dos metodologias distintas. (Escobar, 2016)

Se detectaron tres subpoblaciones en funcién de su abundancia: Dominantes, que
representan >10% de la riqueza relativa (Figura 4 Y 5); subdominantes, que
representan menos del 10 y mas del 1%; y los pobremente representados <1%.
Unicamente tres géneros bacterianos representan >60% de la riqueza total, uno de

ellos es Lactobacillus (de las especies de abundancia relativa en género), plantarum
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(96%), farciminis (2%), brevis (0.7%), rhamnosus (0.7%), casei (0.5%), paracasei
(0.05%), coryniformis (0.01%) y buchneri (0.007%)); y los otros dos, que no se
habian detectado con anterioridad en el queso son; Weissella (paramesenteroides
(99.98%) y cibaria (0.02%));, y Leuconostoc (mesenteroides (99.9%), citreum
(0.03%), kimchii (0.0004%) y sp. (0.0004%) (Escobar, 2016).

Figura 5. Géneros dominantes y subdominantes encontrados por andlisis metagenémico en queso Cotija con tres meses
de maduracién (Escobar, 2016)

Los tres géneros reportados como dominantes son reconocidos como bacterias
acido lacticas (BAL). Dentro de las BAL se han descrito dos grandes grupos
importantes en la elaboracion de queso que se han clasificado como BAL iniciadoras
(SLAB) y no iniciadoras (NSLAB). En el primer grupo se encuentran aquellas que
son productoras importantes de acido lactico, responsables de la disminucidn
drastica de pH en la primera etapa de la fermentacion. Algunos géneros reconocidos
por esta caracteristica metabdlica son Lactococcus lactis y algunas especies de
Lactobacillus homofermentadores obligados como L. farciminis.

Las NSLAB tienen importancia en el proceso de maduracion, donde son
responsables de la produccion de una gama de metabolitos secundarios

relacionados con olor y sabor y cuyo metabolismo es principalmente
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heterofermentativo (facultativo u obligado) (Chamba & Irlinger, 2004; Felis &
Dellaglio., 2007).

Leuconostoc y Weissella no son productores importantes de lactato, pero se les
consideran como SLAB debido a que contribuyen significativamente a la produccion
de compuestos de olor y sabor desde el inicio de la fermentacion (Bjokroth et al.,
2006).

Es decir que, de acuerdo a lo reportado por analisis metagendmico a los tres meses
de maduracion los géneros y especies dominantes tienen metabolismo
heterofermentativo y son productores importantes de metabolitos que confieren olor
y sabor al alimento. Dichos géneros son miembros del llamado grupo LLPW
(Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Weissella) debido a que presentan
ciertas similitudes fisiolégicas y generalmente responden del mismo modo a las
condiciones o compuestos inhibitorios dirigidos a bacterias no lacticas. Por esta
razon, la mayoria de los medios de cultivo (MRS o rogosa SL) desarrollados para la
deteccidn de cualquiera de los géneros del grupo de los LLPW no se consideran
selectivos para estos microorganismos (Bjokroth, 2006), lo que dificulta el cultivo de
estos géneros en medios convencionales cuando forman parte de la misma

comunidad microbiana.

2.4 Caracteristicas de los géneros dominantes en queso Cotija

Lactobacillus

Los lactobacilos son uno de los géneros de bacterias acido lacticas mas importantes
y mas utilizados en la produccion de alimentos fermentados y estan ganando cada
vez mas atencion en el area de los probioticos. Los lactobacilos son generalmente
mas resistentes a las condiciones acidas, que otras bacterias lacticas, siendo
capaces de crecer a valores de pH de hasta 4, lo que les permite mantenerse en

crecimiento en fermentaciones naturales aun en etapas tardias. El género
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Lactobacillus es heterogéneo, sus miembros pueden tener un contenido de 33-55%
de G+C en el ADN. Dentro de este género, encontramos a Lactobacillus plantarum,
bacilo mesofilo Gram positivo y heterofermentador facultativo que puede encontrarse
aislado o en cadenas (Figura 6). Crece en un intervalo de temperatura de 15 a 45 °C
y es capaz de producir péptidos antimicrobianos y exopolisacaridos. Si en el medio
hay presencia de oxigeno, produce H,O, letal para otras bacterias. Resiste altas
concentraciones de lactato y acetato. Cabe resaltar que puede crecer en
condiciones de anaerobiosis, mientras que en condiciones de microaerofilia produce

alcohol o lactato.

Es una especie heterogénea y versatil que se encuentra en una variedad de nichos
ambientales, incluyendo productos lacteos, carne, pescados, y muchos vegetales L.
plantarum también se ha encontrado en muchas variedades de quesos frescos y
madurados (Bozoudi, D., et al., 2016). Por otra parte se ha confirmado la capacidad
de algunas cepas de L. plantarum de sobrevivir en condiciones de transito gastrico
es decir pH acidos y colonizar el tracto gastrointestinal de los seres humanos y otros

mamiferos (Goossens et al., 2005).

Figura 6. Imagen de microscopia electronica de Lactobacillus plantarum disponible en: moblog.whmsoft.net

Weissella

El género Weissella fue considerado como tal en 1990, una vez que se logré ver que
Leuconostoc paramesenteroides era filogenéticamente distinto a Leuconostoc

mesenteroides. Son bacterias Gram positivas, catalasa negativa, no formadoras de

20


http://moblog.whmsoft.net/related_search.php?keyword=lactobacillus+plantarum+alimentos&language=spanish&depth=2

esporas, heterofermentativas, inmoviles, presentan dos estados morfolégicos: bacilar
o cocos ovoides (Bjorkroth et al., 2006), (Figura 7).

Figura 7. Imagen de microscopia electronica de  Weissella  koreensis (disponible  en:
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Weissella koreensis)

En la actualidad hay mas de 18 especies de este género, algunas de ellas son:
Weissella confusa, Weissella halotolerans, Weissella hellenica, Weissella kandleri,
Weissella paramesenteroides, Weissella thailandensis, y Weissella viridescens.
Weissella paramesenteroides es una de las especies predominantes en verduras
frescas y también juega un papel importante en el ensilaje (Dellaglio et al., 1984;
Dellaglio & Torriani., 1986). Weissella halotolerans, Weissella hellenica y Weissella
viridescens se han asociado comunmente con carne o productos carnicos (Niven et
al., 1957, Milbourne , 1983; Collins et al., 1993) mientras que el habitat natural de
Weissella kandleri es desconocido (Hammes & Vogel., 1995). Por su parte Weissella
confusa se ha aislado de una variedad de fuentes tales como: cafia de azucar, jugo
de zanahoria, leche cruda y aguas residuales (Bjorkroth et al., 2002), embutidos
fermentados (Collins al., 1993), y alimentos tipicos de Malasia (Leisner et al., 1999).
De igual manera se ha visto presente en el intestino humano como parte de la

microbiota normal (Nam et al., 2002).

Dentro del género Weissella se han investigado algunas especies por su potencial
como productor de bacteriocinas mostrando inhibicion contra Bacillus cereus vy
Staphylococcus aureus (Chavasirikunton et al., 2006). Se han reportado cepas

capaces de inhibir la adherencia de Helicobacter pylori a las células del intestino.

21


https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Weissella_koreensis

Leuconostoc

El género Leuconostoc estd compuesto por microorganismos Gram positivos,
catalasa negativos, con morfologia cocoide irregular (Figura 8). Este organismo
puede ser identificado errobneamente como Lactobacillus, Streptococcus (en
particular el grupo viridans) Pediococcus o incluso Enterococcus ya que posee
propiedades bioquimicas comunes a estos géneros. A diferencia de otras bacterias
Gram positivas, posee un importante marcador fisiolégico, relacionado con una

resistencia intrinseca a vancomicina.

Filogenéticamente, el género Leuconostoc pertenece al filum de los Firmicutes,
clase Bacilli, y orden Lactobacillales. Leuconostoc esta estrechamente relacionado
con los géneros, Oenococcus y Weissella y juntos se les conoce comunmente como

el “grupo Leuconostoc” de las BAL.

Particularmente Leuconostoc pseudomesenteroides esta ampliamente presente en
alimentos fermentados, como la carne, los granos de cacao, el kimchi (Lee, K.W. et
al., 2016) las aceitunas, el vino y algunos productos lacteos (Nascimento MDAS, et
al.,, 2008). En la tecnologia de productos lacteos, las cepas de Leuconostoc
pseudomesenteroides se encuentran como cultivos iniciadores en asociacion con los
géneros Lactococcus y Leuconostoc. Su presencia es beneficiosa en numerosos

aspectos tecnologicos.

Leuconostoc pseudomesenteroides posee un metabolismo heterofermentativo,
donde la produccion de gas (CO;) permite la apertura del queso y la colonizacién de
Penicillium en el queso Roquefort de pasta azul. También produce dextranas que
modifican la textura y la percepcion del gusto mediante el aumento de viscosidad,

dando estabilidad a los productos finales.
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Figura 8. Imagen de microscopia electronica de Leuconostoc mesenteroides, disponible en:
http://genome.jgi.doe.gov/leume/leume.home.html|

Esté género produce compuestos aromaticos, tales como diacetilo, acetaldehido, los
cuales contribuyen a las propiedades organolépticas de muchos productos lacteos
(Cogan et al., 1981)

Por otro lado Leuconostoc mesenteroides es un heterofermentador obligado, crece
en un intervalo de temperatura de 18 a 25 °C. En medio ricos en sacarosa produce
polisacaridos extracelulares tales como dextranos y levanos (Chellapandian et al.,
1998; Torres Rodriguez, et al., 2014). En condiciones de pH bajo, y alta
concentracion de sal y baja actividad acuosa L. mesenteroides reduce la tasa de

utilizaciéon de acetaldehido y la formacion de etanol y acetato.

Particularmente esta especie presenta una resistencia intrinseca a la vancomicina
(antibidtico desarrollado en los afos 50, descrito como un antimicrobiano activo
frente a grampositivos, particularmente dirigido a estafilococos productores de (-

lactamasa).

2.5 Identificacion de bacterias por secuenciacion del gen ribosomal 16S

El gen ribosomal 16S como marcador filogenético

Los ribosomas son moléculas presentes en todos los organismos vivos, el material
que contiene se utiliza como crondmetro molecular debido a que la estructura
primaria de sus dos subunidades ARNr 16S y 23S, poseen una combinacion
particular de regiones conservadas, variables e hipervariables (Brown et al., 2002;
Clarridge et al., 2004;, Yarza et al., 2004). EI gen 16S del ARNr es el mas

ampliamente utilizado para la identificacion de especies bacterianas, su uso como
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marcador taxonomico es adecuado para relacionar filogenéticamente a los
microorganismos, debido a que dichas secuencias han sido compiladas en grandes
bases de datos como GenBank alojado en el Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) y que contenia aproximadamente 90 000 secuencias (Das et
al., 2014; Clarridge et al., 2004).

Este gen esta compuesto por aproximadamente 1500 nucledtidos y contiene nueve
regiones hipervariables (V1-V9) que muestran una considerada diversidad entre las
secuencias de diferentes especies de bacterias, las regiones V1-V3 son las de
mayor utilidad en la identificacion taxonémica ya que en las otras regiones existe un
alto grado de conservacion en las secuencias (Cai et al., 2006; Chakravorty et al.,
2007).

El gen 16S ARNr (Figura 9) contiene regiones conservadas en todos los procariontes
qgue son ideales para el disefio de iniciadores universales, utiles en la PCR, la
secuenciacion, y el alineamiento de secuencias. La molécula consta de
aproximadamente 50 dominios funcionales. A medida que el numero de dominios se
incrementa, el impacto de los cambios selectivos es menor en las relaciones
filogenéticas. Por estas razones, entre otras, es considerado un cronémetro
molecular (Patel, 2001).

Figura 9. Estructura secundaria del ARN 16S (Rodicio y Mendoza, 2004)
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Reaccion de PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por las siglas en inglés) es, sin lugar a
dudas, la técnica mas importante y revolucionaria en biologia molecular, debido a
que permite obtener in vitro millones de copias de un fragmento de acido
desoxirribonucleico (ADN) a partir de una sola molécula. La PCR se basa en la
replicacién celular en la que actuan varias proteinas para sintetizar dos nuevas
hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde. En procariontes se han
encontrado al menos 12 proteinas involucradas en la replicacion. Estas proteinas
actuan en diferentes actividades, como: 1) la identificacion del sitio de origen de la
replicacion; 2) el desenrollamiento de la doble hélice; 3) la estabilizacién de la
estructura desenrollada; 4) la generacion de cadenas iniciadoras complementarias
con un extremo 3’ libre que sirve de iniciador para que la ADN polimerasa comience
su actividad de sintesis; 5) el avance de la bifurcacién replicadora por
desenrollamiento; 6) los pasos finales del ensamblaje de dos cadenas
complementarias; 7) la identificacion de los sitios de terminacion y 8) el
superenrollamiento de las dos nuevas moléculas de ADN (Figura 10). Sin embargo,
la enzima mas importante en la replicacion es la polimerasa del ADN, comunmente
conocida como ADN polimerasa, porque es la encargada de incorporar nucleotidos

durante la sintesis de las nuevas cadenas de ADN (Bohinski 1991).

Figura 10. Proceso de replicacion del ADN a nivel celular. Horquilla de replicacion del ADN con algunas de las proteinas
mas importantes que participan el proceso. La molécula original de ADN sirve de molde para que la ADN polimerasa
genere una nueva copia de un fragmento de ADN. La ADN polimerasa celular requiere la presencia de un iniciador para
llevar a cabo el proceso de replicaciéon. Modificada de www.biologia. edu.ar/adn/imagenes/ch8f20.gif.
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En la PCR se simula en un tubo lo que ocurre naturalmente durante la replicacion.
La sintesis de nuevas cadenas de ADN se lleva a cabo mezclando: el ADN que
contiene el o los fragmentos que se van a amplificar, la polimerasa, los iniciadores
(fragmento de ADN de 15-30 nucledtidos que flanquean la region a amplificar y que
aportan el extremo 3’ libre para que inicie la replicacion), desoxinucleétidos (dNTPs),
cloruro de magnesio (MgCl;) u otro cofactor necesario para que trabaje la
polimerasa y una solucion amortiguadora que mantenga el pH apropiado para que
se lleve a cabo la sintesis (Espinosa 2007). Esta mezcla se somete a la repeticidén de
varios ciclos a diferentes temperaturas (ciclo de PCR). Generalmente, la PCR inicia
con la desnaturalizacion o separacion de la doble hélice de ADN mediante el
calentamiento de la muestra a una temperatura entre 94 y 96 °C para romper los
puentes de hidrégeno que las unian, de esta manera cada cadena queda como
molde para la sintesis de una nueva cadena complementaria de ADN. Una vez
separadas las cadenas del ADN, se alinean los iniciadores a sitios especificos
complementarios de las cadenas sencillas de la region que se va a amplificar, para
que esto suceda se disminuye la temperatura entre 40 y 60 °C lo que permite el
alineamiento de los iniciadores. Finalmente, se sintetiza una nueva cadena en
sentido 5’ a 3 para lo cual se incrementa la temperatura, por lo general a 72 °C,
porque es la temperatura 6ptima a la cual la ADN polimerasa se une a los iniciadores

y comienza la replicacion.

Estas tres etapas: 1) desnaturalizacion, 2) alineamiento y 3) extensién del ADN, se
repiten sucesivamente, en cada nuevo ciclo se amplifica simultdneamente la region
de interés de las dos cadenas complementarias. Los productos generados aumentan
su concentracion de manera exponencial porque cada nueva copia sirve de molde
en los ciclos subsecuentes (Figura 11), dando origen a millones de copias del

fragmento seleccionado (Espinosa, 2007).

26



|
== —
— — —
—— e E— En cada ciclo posterior,
ADN —
| Iniciador A el nimero de copias de
I ) R ADN se incrementa en
Iniciador B - forma y
E—— orma exponencial
= -
I I I
——
I
- o - —
Desnaturalizacion Alineamiento Externsion 2do Ciclo
95°C 50-60"C 72°C Q5°C
50-60°C
75°C
Primer ciclo

Figura 11. Amplificacion de ADN mediante PCR. Un ciclo de amplificacién consta de tres etapas: separacion de las hebras
de ADN (desnaturalizacion), union de los iniciadores a una secuencia complementaria del ADN molde (alineamiento) y la
sintesis semiconservativa de una nueva cadena por adicién de nucleétidos debido a la accion de la ADN polimerasa
(extension). Cada una de las etapas esta determinada por una temperatura. Tedricamente el proceso permite generar en
30 ciclos de amplificacion mas de dos billones de copias de ADN a partir de una sola molécula. Modificada de https://
www.u-cursos.cl/ingenieria/2009/2/BT51A/1/material_docente/objeto/244484.

La PCR surgié en 1971 cuando Gobind Khorana describe la técnica al explicar la
replicacion de un fragmento de ADN usando dos iniciadores (Kleppe et al., 1971).
Pero fue en 1983 cuando Kary Mullis y sus compafieros de la compafiia californiana
Cetus Corporation la llevaron a cabo por primera vez mientras trabajaban en la
fabricacion de oligonucleétidos y en el uso de iniciadores para la secuenciacion de
ADN. Mullis y colaboradores usaron dos iniciadores que se alineaban con cada una
de las hebras del ADN, adicionaron ADN polimerasa | de Escherichia coli y
nucleétidos trifosfatados. Como resultado obtuvieron la replicacion exponencial del
fragmento de ADN flanqueado por los iniciadores (Mullis y Faloona 1987). El proceso
original era poco eficiente ya que utilizaba grandes cantidades de ADN polimerasa
que se desnaturalizaba en cada ciclo en el paso de incremento de temperatura para
desnaturalizar la doble hélice y necesitaba de supervision durante todo el proceso
(Mullis y Faloona, 1987). Sin embargo el elemento que mejoré la técnica fue el
descubrimiento de las ADN polimerasas termoestables y termoactivas que no

pierden su actividad con temperaturas altas. En 1976 se aisl6 la primer polimerasa
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termoestable conocida como Taq polimerasa, a partir de la bacteria Thermus
aguaticus que vive en ambientes acuaticos con temperaturas cercana a los 100 °C.
Esta nueva enzima permiti6 la simplificacion y automatizacion de la PCR, sin

necesidad de adicionar polimerasa en cada uno de los ciclos (Saiki et al., 1988).
Secuenciacion

Existen diferentes técnicas para secuenciar, por ejemplo: la quimica, la enzimatica y

la automatica.

La quimica fue disefiada por Alan Maxan y Walter Gilbert y consiste en dividir el ADN
en cuatro muestras, que son tratadas con agentes quimicos, los cuales permiten la
ruptura del ADN de manera especifica en una base; bajo estas condiciones solo
unos pocos nucledtidos del fragmento pueden afectarse. Estos fragmentos se

marcan con radiactividad y se auto radiografian.

En el método enzimatico de Fred Sanger (1977) el ADN a ser secuenciado se utiliza
como patron de referencia para producir una sintesis in vitro, mediante una
polimerasa y una réplica de ADN que inicia la sintesis del ADN siempre en el mismo
sitio. El punto critico es el uso de trifosfato de dideoxirribonucledsido: la deoxirribosa
no cuenta con el grupo 3-OH, de tal forma que cuando el nucleétido es incorporado
a la cadena de ADN, se bloquea la adicion del siguiente nucledétido, por lo que cada
molécula de ADN sintetizada va a terminar aleatoriamente en dicho nucledétido. Esta
sintesis se lleva a cabo en cuatro muestras; en cada muestra se incorpora un
dideoxinucleésido con una base diferente (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP) y los
otros tres deoxinucledtidos normales. Los fragmentos sintetizados durante el
proceso van a terminar en sitios diferentes de la cadena del ADN, generando una
escalera de moléculas de ADN que pueden ser detectadas por auto radiografia. Las
cuatro muestras se corren en electroforesis en lineas paralelas para determinar el
orden de los nucledtidos, identificando la secuencia de ADN que sera

complementaria al ADN que sirvio de modelo para la sintesis (Figura 12).
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Figura 12. Método se secuenciacidon enzimatica de ADN. 1) Sintesis en presencia del ADN de interés, polimerasa, un
fragmento de ADN como iniciador, nucleédtidos y dideoxinucleétidos atipicos; 2) Sintesis por separado para cada
nucledtido, generando fragmentos de ADN con el dideoxinucledtido incorporado; 3) separacion de los fragmentos en un
gel para identificar la secuencia (Renteria M., 2007)

Recientemente se ha introducido la secuenciacion automatica que utiliza la reaccion
de Fred Sanger pero con fluorescencia en vez de radiactividad, que se detecta por
medio de un laser. Cada emision fluorescente es transmitida como una sefial
directamente a la computadora donde un programa la interpreta y la codifica como
un nucleétido particular (Swofford et al., 1996; Griffiths et al., 1996). La captura de
secuencias se hace mas rapida debido a que incorporan programas que leen los
nucleodtidos directamente desde el gel (Figura 13). Entre las principales ventajas que
tiene la secuenciacién de ADN es su alta reproducibilidad y que es codominante; su
mayor limitante es su alto costo pero es la mejor alternativa entre los métodos con

isétopos radiactivos (Renteria, 2007).
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Figura 13. Ejemplo de patrones de secuenciacion automatica (Renteria M., 2007).

Analisis taxonémico de secuencias

La secuencia consenso obtenida de la secuenciacidn se compara con bases de
datos de secuencias ribosomales de acceso publico o privado, con el objetivo de
identificar la cepa de la que proviene. En el caso particular de dicho trabajo las
secuencias consenso obtenidas se compararon con las presentes en la base de 16S
Ribosomal RNA sequences (Bacteria and Arquea) del NCBI (National Center for

Biotechnology Information).
Analisis filogenético

La finalidad de los analisis filogenéticos es estimar una filogenia es decir la relacién
de parentesco entre especies o taxones en general por medio de la evidencia de
distancia evolutiva contenida en las diferencias y similitudes de bases entre

secuencias particulares de sus genomas ( Martinez L., 2007).

Un arbol filogenético es una estimacion matematica usada para representar la
historia evolutiva (relaciones de ancestro-descendiente) entre un grupo de
secuencias u organismos. Dicho patron de relaciones historicas es la estimaciéon de
la filogenia o arbol evolutivo. (Vinuesa, 2008). Existen diferentes métodos para la
construccion de arboles basados en distancias fenotipicas, los cuales se construyen
en base a la distancia entre los caracteres observados, como ejemplo de ello
tenemos los métodos de UPGMA y Neighbor-Joining (NJ). Este ultimo es puramente
algoritmico; y se basa en encontrar vecinos que minimizan la longitud total del arbol.

El método de NJ fue propuesto en 1987 por Saitou y Masatoshi Nei (Satoi & Nei,
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1987), y consiste en generar un unico arbol filogenético, el cual no necesariamente
sera el arbol verdadero. Como primer paso se da la union de dos neighbors
(secuencias) que tengan la menor distancia genética. Luego, esté par inicial se
considera como una sola entidad, y se busca la siguiente secuencia que tenga la
menor distancia genética con éste. El procedimiento continua hasta unir todas las
secuencias al “arbol filogenético” En el caso de secuencias de ADN, la distancia
genética entre dos secuencias se calcula en base al numero total de sustituciones
de bases nitrogenadas (Satoi & Nei, 1987). Para seleccionar las secuencias que
tengan menor distancia genética, lo que en la practica es escoger las secuencias
mas parecidas, es necesario construir una matriz estandar de distancias entre todas
las posibles combinaciones de terminales. Entonces se construye el “arbol
filogenético” agregando secuencias tomando como informacion los valores de la
matriz de distancias (Satoi & Nei, 1987).
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ll. JUSTIFICACION

Se han identificado y aislado especies de bacterias que participan en las diferentes
etapas de elaboracion del queso Cotija, las cuales pueden provenir de las materias
primas, o bien del ambiente. El analisis del metagenoma del queso elaborado por
Escobar en 2016, amplio el panorama de los géneros bacterianos encontrados con
anterioridad por otros métodos, o que permitié determinar que aquellos géneros
identificados por métodos dependientes de PCR vy, en algunos casos aislados, no
eran los que presentaban mayor abundancia relativa en el queso Cotija. Lo
anteriormente expuesto, nos lleva a pensar que no se han encontrado las
condiciones adecuadas para favorecer el desarrollo de los géneros dominantes:

Lactobacillus, Weissella y Leuconostoc.

IV. HIPOTESIS

Si fue posible identificar mediante el analisis del metagenoma a los géneros con
mayor abundancia relativa, podremos aislarlos en medios de cultivo al favorecer su

crecimiento en condiciones apropiadas (presencia de oxigeno, temperatura y pH).
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V.

OBJETIVOS

Aislar e identificar cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus,
Weissella y Leuconostoc mediante la optimizacion de una técnica de cultivo

que favorezca su crecimiento.

Aislar bacterias a través de la utilizacion de medios comerciales (MRS)
variando condiciones de pH, temperatura y oxigeno.

Elaboracion de un medio a partir de un extracto acuoso de queso Cotija
donde se evaluara el posible crecimiento de los géneros buscados.
Identificacion de dichas cepas mediante técnicas moleculares,

especificamente la secuenciacion del gen ribosomal 16 S, con la posterior

comparacion de secuencias contra las bases de datos publicas.
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6.2Descripcién de cepas control

Para el desarrollo de éste trabajo se contdé con las siguientes cepas de referencia:
Enterococcus faecalis (aislada de queso Cotija (Olvera, 2013)), Weissella
paramesenteroides (aislada de atole agrio donada por la Dra. Carmen Wacher del L-
324, Conj. E, Facultad de Quimica), Lactobacillus plantarum (cepa de coleccién) y

Leuconostoc mesenteroides (cepario Facultad de Quimica).

A cada una de estas cepas se efectuaron dos pruebas fenotipicas, tincién de Gram

(Anexo 1) y prueba de catalasa.

6.3 Cultivo de bacterias

Evaluacion de crecimiento en medios comerciales

Se evalud el crecimiento de las cuatro BAL de manera cualitativa, dependiendo del
grado de turbidez observado se le asigné un valor arbitrario de 5 a 15, a dos
temperaturas 37 y 29°C, en tres medios liquidos: APT (Difco), MRS (de Man,
Rogosa, Sharpe, (OXOID)) con vancomicina y MRS pH=4. Se probaron tres
condiciones de oxigenacion en aerobiosis colocando los medios liquidos en
agitacion a 250 rpm (incubadora INNOVA 4000, New Brunswick), anaerobiosis en
cultivo en estatico con cubierta de cera y microaerofilia en cultivo en estatico con
cubierta de agar (Agar Bacto Agar; BD-DIFCO) al 1% pl/v.

Preparacion del medio de queso Cotija y cultivo de cepas control

Adicionalmente se preparé un medio a partir de un extracto acuoso proveniente de
Queso Cotija, donde también se registro el crecimiento de las cepas mencionadas

anteriormente.

Para la obtencion de dicho extracto se mezclaron 10 g de queso y 30 mL de agua

estéril, pH=7, precalentada a 50 °C, se incubd durante 30 min a la misma



temperatura; posteriormente se decanto y se filtré6 con gasa, enseguida se realizé un
paso de homogeneizado con Ultraturax a 8500 rpm durante 5 min (Janke and Kunkel
Ultraturax T25.) y se centrifugé a 7500 rpm durante 5 min (Biofuge Primo R,
Haereus). El sobrenadante se filtré6 con papel filtro (2 veces) y se esterilizé por
microfiltracion en Equipo de filtracion por membrana de Merck Millipore con
membrana de 0.22 micras (Membrane Filters; Merck Millipore). El extracto acuoso de
queso Cotija obtenido (aproximadamente 50 mL) se mezclé con una solucién de
agar al 2 % (p/v) (esterilizado previamente) y se incub6 a 37 y 29 °C en estufa

estatica durante 10 dias con el fin de verificar su apropiada esterilizacion.

6.4 Procedencia de los quesos utilizados en el pool

Se utilizaron 19 muestras de queso Cotija elaborados por diferentes productores,
almacenados a -70°C en el laboratorio. Las muestras eran provenientes de 6
municipios de la zona productora de Cotija Regién de Origen (Quitupan, Valle de

Juarez, Jilotlan y Sta. Ma. Del Oro en Jalisco, y Cotija y Tocumbo en Michoacan).

Todos los quesos seleccionados cumplen con los siguientes criterios: aw <0.91,
cuenta de coliformes fecales < 50 NMP y cuenta de coliformes totales < 360 UFC/g;
ademas cumplen con la Norma Mexicana para queso Cotija (NMX-F-735-
COFOCALEC-2011).

Particularmente esta norma no especifica las cuentas minimas de coliformes fecales
para este producto, debido a ello se tomé como referencia la Norma Oficial Mexicana
de especificaciones sanitarias para quesos frescos, madurados y procesados
obtenidos a partir de leche estandarizada y pasteurizada (NOM-243-SSA1-2010), la
cual indica que para quesos madurados la cuenta de coliformes fecales debe ser
<50 NMP/g.

Los quesos que no cumplieron con estas especificaciones fueron descartados
debido a que las altas cuentas podrian indicar practicas deficientes de higiene en la

elaboracion del producto, lo que se relaciona con incumplimiento de las
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especificaciones de la Norma y Reglas de uso para Queso Cotija auténtico (Escobar,
2016).

Otro criterio microbiolégico que se tomé en cuenta fue la ausencia de los siguientes
patdbgenos cuya determinacién se llevdo a cabo por cuenta en placa y por PCR
tiempo real (RT-PCR): S. aureus (Salto, 2013); Salmonella spp. (Hernandez, 2012);
Listeria. monocytogenes (Becerra, 2013); Brucella abortus (Torres, 2013); E. coli
enterotoxigénica y E. coli 0157 (Mejia, 2013).

Las muestras seleccionadas para realizar el pool poseen los siguientes cédigos: QC-
8, QC-9, QC-10, QC.14, QC-20, QC-21, QC-22, QC-23, QC-24, QC-25, QC-29,
QC-31, QC-32, QC-34, QC-35, QC-36, QC-37, QC-38, QC-39.

De las muestras presentes se hizo un pool pesando 15g de cada queso previamente
homogeneizado y la mezcla se almacend a 4°C hasta su uso de acuerdo con la
NOM 110 “Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis
microbiologico”. Los indculos se prepararon pesando 15 g del pool de quesos en la
campana de flujo laminar dentro de bolsas para Stomacher (Seward Labortory,
London, UK); se adicionaron 40 mL de agua peptonada estéril (0.85% NaCl p/vy 1%
Peptona de caseina p/v) y se homogenizé en Stomacher 400 circulator (Seward
Labortory, London, UK), durante 2 minutos a alta velocidad en condiciones de
anaerobiosis (adicionando clorhidrato de cisteina) y aerobiosis durante 24 h a 29°C.
Transcurridas 24 h se efectuaron diluciones hasta 10 en agua peptonada estéril;
tomando de cada tubo 1 mL para su inoculacién mediante estria por agotamiento en

los medios de cultivo.

6.5 Aislamiento de colonias a partir de una mezcla de quesos Cotija

Para la obtencion de colonias se sembr6 en medios liquidos MRS y Extracto acuoso
de queso Cotija bajo las condiciones mostradas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones de cultivo a evaluar para el aislamiento de los géneros de interés.

Formulacién pH Incubacién
base

MRS 4 Agitacién*
MRS 4 Estatico™*
Queso 4 Agitacion
Queso 4 Estatico
Queso Sin modificar Agitacion

*En Incubadora INNOVA 4000, New Brunswick a 250 rpm

** Adicionando clorhidrato de cisteina al 0.1% (p/v)

En 2009 Martinez identificd levaduras en muestras de queso Cotija de al menos tres
meses de maduracion mediante métodos moleculares dependientes e
independientes de cultivo. Debido a ello, se prepard una solucién stock de benzoato
de sodio (0.1 g/mL), el cual se adiciond a los medios de cultivo liquidos con el fin de

inhibir su crecimiento.

Cada uno de los medios de cultivo de la Tabla 1 en liquido y sdlido se inocularon con
1 mL de muestra proveniente de la mezcla de quesos preparada como se describe
en la seccion 5.4. Las cajas se incubaron en estufa estatica a 29 °C y en jarra de
anaerobiosis cuya capacidad era de 2.5 L (Anaerojar; OXOID) a la misma
temperatura; se monitorearon cada 2 dias hasta cumplir diez. De aquellas cajas
donde se presentd crecimiento, se eligieron colonias que se encontraran aisladas

con base en las caracteristicas macroscopicas para cada género de BAL (Tabla 2)

Tabla. 2 Caracteristicas macroscépicas para cada género de BAL.

Género Caracteristicas macroscopicas

Leuconostoc Colonias de forma circular, superficie lisa,
traslucida, color crema, consistencia viscosa,
de gran tamano, elevacién convexa y borde
entero (Sais, H. & Sotolongo, R. 1976; Mora, Z.
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1995)

Lactobacillus Colonias de aspecto circular, color blanco, de
elevacién convexa, opacas y borde entero
(Kandler, O. & Weiss, N. 1992).

Weissella Colonias de aspecto circular, color crema o
blanco, de elevacion convexa, consistencia
viscosa y borde entero (Collins, et al., 1993).

Enterococcus Colonias de aspecto circular, incoloras a grises,
que tienen de 2-3 mm de diametro, elevacion

convexa y borde entero (O'Leary, M., 1990)

6.6 Analisis con métodos moleculares

Extraccién de ADN
Se realiz6 la extraccion de ADN de las cepas control y de algunas de las colonias
aisladas del queso que se sospechaba pudieran ser de los géneros dominantes de

interés de acuerdo a su morfologia microscépica y de colonia.

Para ello se partié6 de un cultivo de 100mL en caldo MRS de 8h. Para separar las
células del medio se centrifugd a 10,015 x g durante 10 min a 4°C (Biofuge Primo R,
Haereus). Después se realizaron dos lavados con solucién salina isotonica (0.85%
p/v, pH 7) y se recuperaron las células centrifugando en las mismas condiciones. Se
utilizé el kit Fast ID Genomic DNA Extraction (Genetic ID, USA) siguiendo las
instrucciones del proveedor. La extraccion de ADN se basa en la liberacion de
material genético, mediante el uso de detergentes y de enzimas que rompen y
digieren las proteinas de la membrana celular. EI| ADN se une por afinidad a una
membrana de silica y se eliminan contaminantes con lavados con etanol al 70 %
para ser finalmente eluido con buffer Tris-EDTA (Genomic DNA Extraction Kit,

Manual)

Una vez obtenido el ADN puro de cada cepa se cuantificd por absorbancia a 260 nm
utilizando el espectrofotémetro para microplacas EPOC (Bio Tek, USA) y una placa
Take 3 micro-volume (Bio Tek, USA).
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Reacciones de PCR

El ADN, se sometid a una reaccion de amplificacion del ARNr del 16S por PCR
usando los cebadores fD1 y rD1, empleados para la mayoria de las eubacterias
(Weisburg, et al., 1991)

Tabla 3. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion del gen ribosomal 16S en eubacterias (Weisburg, et

al., 1991)
Cebador Secuencia (5- 3")

fD1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
rD1 CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC

La reacciéon de PCR se llevé a cabo en un volumen final de 50uL usando buffer 1X
+ dNTP’s (0.2 mM), cebadores fD1 y rD1 (0.2 uM), 100 ng de ADN de cada muestra

y 1 U de Pfu polimerasa.

Las condiciones de la reaccién fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95
°C durante 3 min, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s,
alineamiento o hibridacion a 51.6°C durante 30 s, polimerizacién o extensién a 72

°C durante 3 min y una extension final a 72 °C durante 10 min.

En la siguiente tabla se enlistan las concentraciones de todos los reactivos
empleados para la PCR, considerando un volumen de 50 pL finales por reaccion.

Tabla 4. Concentracion de reactivos para la PCR

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen (pL)
inicial final

Buffer 10X 1X 5
Datp 100 mM 0.2 mM 0.1
Dctp 100 mM 0.2mM 0.1
Dgtp 100 mM 0.2mM 0.1
dTTP 100 mM 0.2 mM 0.1
Primer fD1 100 uM 0.2 uM 1
Primer rD1 100 uM 0.2 pM 1
Pfu polimersa 2.5 U/uL 1U 0.4
ADN X ng/reaccion 100ng/reaccion X pL
Agua e cbp 50 pL
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Analisis de amplicones

El tamafo del amplicon esperado después de la reaccion de PCR fue de 1500 bp.
Después de la amplificacién, los productos de PCR se examinaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). La tinciéon se realiz6 con bromuro de
etidio 0.1% y los geles se examinaron en un transiluminador (Hoefer UVTM, USA).

Para la purificacion de amplicones se utilizaron los siguientes kits: QIAquick Gel
Extraction Kit de Qiagen, GeneJET Gel Extraction Kit de Thermo Fisher Scientific
(purificacion de banda) y Kit “DNA Clean & Concentrator™°” de Zymo Research. La
razon por la cual se hizo uso de los tres diferentes kits, fue debido a que no se

contaba con las columnas suficientes.

Enseguida se cuantificd la concentracion de los amplicones puros utilizando el
espectrofotometro para micro placas Epoch (Bio Tek, USA) y una placa Take 3 (Bio
Tek, USA).

Los productos purificados (10 ng de amplicén purificado en un volumen aproximado
de 20 uL) de PCR se mandaron a secuenciar a MACROGEN Co., Seul, Corea.

Identificacion

Las secuencias se analizaron por el algoritmo BLASTn (Basic Local Aligment Search
Tool), herramienta que realiza alineamientos locales de la secuencia problema
contra las secuencias depositadas en la base de datos del NCBI (National Center of
Biotechnology Information). Para ello se utilizé esta base de datos: 16S ribosomal

RNA Sequences (Bacteria and Archaea).

6.7 Analisis filogenético

La relacién filogenética de las secuencias ribosomales fue inferida con el programa
MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Version 7.0; Kumar, S. et al.,
2015) usando el método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei 1987). El arbol
consenso obtenido fue inferido por bootstrapling de 10, 000 remuestreos y

representa la relacion entre las cepas analizadas. El valor que se muestra junto al
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nodo de donde se derivan las ramas del arbol corresponde al porcentaje en el que
fueron asociadas las secuencias durante el analisis por bootstrap (Felsenstein,

1985). La distancia de la relacion fue calculada usando el método de Tamura-Nei.

VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion fenotipica de cepas control

Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana se basan en las
caracteristicas observables de las bacterias, como su morfologia, desarrollo, y
propiedades bioquimicas y metabdlicas y su comparacién con aquellas de cultivos
tipo. Es por eso que en el proceso de identificacion bacteriana tradicional se
seleccionan pruebas rapidas y sencillas que permiten situar a las bacterias de
manera provisional en grupos. Entre algunas pruebas estan: tincion de Gram,
prueba de catalasa, oxidasa, fermentacion de diferentes azucares glucosa,
produccién de esporas, crecimiento en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis y

movilidad entre otras (Fernandez, et al., 2010).

Puesto que era necesario conocer la morfologia de cada género y asegurar la
pureza del cultivo, se realizé la caracterizacion micro y macroscopica de cada cepa

usada como control.

A continuacion se muestran las tinciones de Gram para las cepas control (Figura 14-
16). Todas las imagenes fueron obtenidas con microscopio 6ptico, con el objetivo de
inmersion (1,000X).

En la Tabla 5 se muestra un resumen de las caracteristicas microscopicas de cada

cepa control.
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Figura 14. Tincidn de Gram para L. mesenteroides

Figura 16. Tincidon de Gram para Lb. plantarum

Figura 15. Tincidon de Gram para W. paramesenteroides

Tabla 5. Morfologia microscopica caracteristica de las cepas usadas como control.

Microorganismo

L. mesenteroides

W.
paramesenteroides

Lb. plantarum

E. faecalis

Morfologia microscépica

Cocos Gram +, agrupado en
parejas o en cadenas cortas.

Presenta dos estados
morfolégicos: bacilar o cocos
ovoides Gram +, agrupados
en racimos.

Bacilo Gram + que puede
encontrarse aislado o en
cadenas.

Cocos Gram +, agrupados
en pares o en cadenas.

Prueba

catalasa.

Negativa

Negativa

Negativa

Negativa
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Como puede observarse en las imagenes presentadas anteriormente la morfologia
microscopica coincide con lo reportado en la literatura para cada género; de la

misma manera todas las cepas control dieron negativo para la prueba de catalasa.

7.2 Cultivo de cepas control en medios comerciales.

Una vez caracterizadas las cepas control se procedid a realizar una estandarizacion
de las condiciones 6ptimas de cultivo para cada género en cuanto a condiciones de
presencia (de oxigeno, pH y temperatura). Las BAL se caracterizan por crecer en un
intervalo de pH entre 4-4.5 (Carr et al., 2002). Las temperaturas 6ptimas para el
cultivo de algunos de los géneros de interés son: Leuconostoc, 20-30 °C (Leveau,
2000); Enterococcus, 37 °C (Diaz et al., 2010), y Lactobacillus, 15-45 °C.

Debido a que las BAL son de requerimientos nutricionalmente exigentes (Bjorkroth &
Holzapfel, 2006), se evaluo su crecimiento en dos medios diferentes: medio APT (All
Purpose with Tween) y MRS (Man Rogosa and Sharpe). Los resultados
experimentales demostraron que el medio MRS era el idoneo para el cultivo de este
tipo de bacterias ya que es un medio de propdsito general para la cuantificacion de
lactobacilos. Este medio fue desarrollado por Man J. C., Rogosa M. y Sharpe M. en
el afo de 1969, en él pueden crecer los siguientes géneros: Lactobacillus,
Pediococcus y Leuconostoc. Sin embargo puede hacerse mas selectivo mediante un
ajuste de pH, ya que los lactobacilos, pediococos y leuconostoc toleran niveles mas
bajos de pH (Fox et al., 2000).

En cambio el medio APT es un medio de uso general empleado en el crecimiento de
BAL que alteran alimentos provocando cambio de color en carne, de rojo a verde por
ejemplo, y que requieren un alto nivel de tiamina (Evans & Niven 1951). Cabe
resaltar que carece de agentes inhibidores, por lo que permite el desarrollo de casi

todos los tipos microbianos.

Es importante sefalar que las cepas de BAL, cultivadas en medio MRS formaron

colonias de color blanco cremoso, forma redonda, puntiformes, bordes enteros,
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superficie convexa, consistencia humeda y butirosa, las cuales corresponden a

caracteristicas ya reportadas (Fernandez y Hernandez 1985).

En la Figura 17 se presentan los resultados de crecimiento de las cepas puras
obtenidos para el medio APT

Medio liquido APT
16
14
12
S 10
=
a 8
s 6
=
4
2
0
Enterococcus faecalis Leuconostoc Weissella Lactobacillus plantarum
mesenteroides paramesenteroides
B Aerobiosis M Anaerobiosis Micoaerofilia

Figura 17. Crecimiento de las 4 cepas control en medio liquido APT, condiciones de aerobiosis, anaerobiosis y
microaerofilia. Produccién de gas (simbolo amarillo)

Como puede observase en la Figura 17, el crecimiento resultd abundante para las

cuatro cepas control.

Los unicos microorganismos productores de gas en condiciones de anaerobiosis son
W. paramesenteroides y Lb. plantarum. Particularmente Lb. plantarum, se
caracteriza por ser una bacteria microaerofilica, heterofermentativa, que a partir de 1
mol de glucosa, forma un mol de acido lactico, 1 mol de etanol y 1 mol de CO,
(Huertas, 2010). El género Weissella pertenece al grupo de los heterofermentativos
obligados, al producir acido lactico, acético y CO, como producto del metabolismo

de azucares (Fusco et al., 2015).
Cultivo de cepas control en medio MRS con vancomicina

Como se menciond en lineas anteriores, el medio MRS evidencia un buen
crecimiento de lactobacilos y otras bacterias lacticas; sin embargo se busca hacerlo
mas selectivo mediante la adicion de un antibiético (vancomicina). Esto con el fin de

corroborar lo descrito en la literatura, donde se menciona que el género
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Leuconostoc y particularmente L. mesenteroides presenta una resistencia intrinseca
a dicho antibidtico (Fox et al., 2000).

Sin embargo en las ultimas décadas se ha observado que un porcentaje importante
de cepas del género Enterococcus son resistentes a dicho antibiético; lo que los
convierte en importantes agentes de infeccion nosocomial. Es importante sefialar
qgue existen cepas inocuas presentes en el queso Cotija que no estan asociadas con
el complejo clonal 17 (CC17) vinculado con infecciones nosocomiales, por lo que su
presencia no representa un riesgo, en cambio contribuyen en el desarrollo de
propiedades sensoriales, y en la produccién de sustancias con actividad

antimicrobiana (Guzman, 2015)

En la Figura 18 se muestra el crecimiento de las cepas control en medio MRS con

vancomicina

Medio liquido MRS con vancomicina
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Enterococcus faecalis Leuconostoc mesenteroides ~ Weissella paramesenteroides Lactobacillus plantarum
B Aerobiosis M Anaerobiosis Micoaerofilia

Figura 18. Crecimiento de las 4 cepas control en medio liquido MRS con vancomicina (0.5 mg/mL), condiciones de
aerobiosis, anaerobiosis y microaerofilia. Produccion de gas (simbolo amarillo)

Se observo que E. faecalis no presenta crecimiento en condiciones de aerobiosis, a
diferencia de los otros géneros evaluados. Nuevamente en condiciones de
anaerobiosis, se observdo produccion de gas para: E. faecalis, W.

paramesenteroides, Lb. plantarum
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Cultivo de cepas control en medio MRS pH=4

De acuerdo con trabajos anteriores se sabe que el género Enterococcus es muy
facil cultivar a partir de muestras de queso Cotija; por lo que el objetivo principal en
esta etapa era inhibir el crecimiento de E. faecalis, y favorecer el desarrollo de los

otros 3 géneros de interés.

En la Figura 19 se muestran los resultados experimentales para esta condicion.

Medio liquido MRS pH=4

Enterococcus faecalis ~ Leuconostoc mesenteroides Weissella Lactobacillus plantarum
paramesenteroides

[
N

1

o

Turbidez
O N B O

B Aerobiosis M Anaerobiosis Micoaerofilia

Figura 19. Crecimiento de las 4 cepas control en medio liquido MRS pH=4, condiciones de aerobiosis, anaerobiosis y
microaerofilia. Produccion de gas (simbolo amarillo)

El medio liquido MRS pH= 4 resulté adecuado para el cultivo de los tres géneros de
interés (Leuconostoc, Weissella, y Lactobacillus), ya que en dicho medio se inhibe el
crecimiento de E. faecalis en las tres condiciones evaluadas (aerobiosis,
anaerobiosis y microaerofilia). Es importante sefalar que se ve favorecido el
crecimiento de las especies Lb. plantarum y L. mesenteroides en condiciones de

aerobiosis.

De acuerdo con la literatura Lb. plantarum es considerada una de las especies mas
acido tolerantes, capaz de terminar la fermentacion en vegetales (Ams, 2004),
debido a ello le fue posible crecer bajo estas condiciones. De acuerdo con la
literatura, la especie Leuconostoc mesenteroides presenta un crecimiento 6ptimo a
un pH de 5.2 (Garcia et al., 2004), sin embargo observamos que no mostro dificultad

para crecer en un medio con un pH inferior.
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Puesto que los resultados experimentales demostraron que este medio es apropiado
para el desarrollo de los géneros con mayor abundancia relativa en el queso, se
realizaron cinéticas de crecimiento en medio liquido MRS pH 4 a 29°C durante 24 h,

y se registré el valor de la densidad éptica (600 nm) cada 2 h (Figura 20).

Asi mismo podemos observar que la especie Enterococcus faecalis no crece bajo
estas condiciones; esto permitird recuperar a dos de las especies con mayor

abundancia en el queso Cotija.

Cinética de crecimiento para cepas control

=@=— [ euconostoc mesenteroides

03 y_ == Lactobacillus plantarum

0.2 ‘/./ Enterococcus faecalis

01 l’ == \Weissella paramesenteroides
o R A

01 0 5 10 15 20 25
Tiempo (horas)

Densidad optica ( 600nm)

Figura 20. Cinéticas de crecimiento para las cepas control en medio liquido MRS pH=4 a 29 °C, condiciones de aerobiosis

durante 24 h.

Como puede observarse en la Figura 20, tras aproximadamente 10 h de incubacion
ninguna cepa presenta una DO superior a 0.1, ya que todas ellas se encuentran en
fase de adaptacion al medio; transcurrido este tiempo (>10 h) las Unicas cepas que
presentan crecimiento son L. mesenteroides y Lb. plantarum, encontrandose en
fase logaritmica. Particularmente el crecimiento de L. mesenteroides se ve
favorecido a un pH de 4, ya que presenta un mayor valor de DO (0.7) con respecto a

Lb. plantarum con un valor de DO de 0.3.
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7.3 Cultivo de cepas control en medio de Queso Cotija

Se decidié elaborar también un medio a partir de un extracto acuoso de queso
Cotija, debido a que éste pudiera contener nutrientes que favorecieran el cultivo de
las BAL de interés. En el medio de Queso Cotija solido, se inocularon a las cepas
control. El crecimiento de estas cepas fue lento, puesto que se observoé presencia de
colonias (color blanco, puntiformes, de borde plano, opacas y de consistencia suave)
hasta después de los 10 dias de incubacién a una temperatura de 29 °C y en
condiciones de aerobiosis. Cabe resaltar que las colonias que crecieron en este
medio presentaron caracteristicas muy similares entre ellas, como en color, textura,
borde y consistencia. El crecimiento lento de las cepas evaluadas podria explicarse,
ya que éstas no fueron aisladas del queso Cotija, sino de algun otro alimento

fermentado (pulque o atole agrio).

Cabe resaltar que el medio desarrollado es un medio pobre en fuente de carbono
que ademas puede llegar a carecer de algunos factores de crecimiento tales como
vitaminas liposolubles e hidrosolubles que se encuentren en cantidades muy bajas lo

que limitaria el crecimiento y desarrollo de las BAL.

7.4 Aislamiento de colonias a partir de un “pool” de quesos Cotija

De acuerdo con los resultados anteriores las condiciones optimas de cultivo que
podrian favorecer el desarrollo de los géneros de BAL de interés a partir del queso,
son: medio MRS pH 4 y medio de extracto acuoso de queso Cotija pH 4 en

condiciones de aerobiosis y anaerobiosis.

En el laboratorio contamos con aproximadamente 80 muestras de queso artesanal
madurado producido en la Regién de Origen. Se seleccionaron un total de 19
muestras (4 g de cada queso previamente homogeneizado y almacenado a 4 °C)

tomando en cuenta los criterios descritos en la seccion 5.4 de la Metodologia.

Un total de 65 cepas de bacterias y 6 levaduras se aislaron del “pool” de queso
Cotija. A estas cepas se les realizaron pruebas de identificacion preliminar mediante

morfologia micro y macroscopica, asi como prueba de catalasa.
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Las colonias aisladas en placas de agar MRS y en el medio desarrollado (extracto
acuoso de queso Cotija adicionado con agar al 1%) eran de color blanco, y beige,
puntiformes, de superficie convexa, con bordes definidos, de apariencia cremosa,

consistencia humeda, suave y viscosa.

Para verificar la pureza de las cepas se realizo tincion de Gram (Anexo 1). Al
observarse al microscopio se encontraron entre los diversos aislamientos, bacilos,
cocos Yy levaduras. De los cuales, los primeros mencionados se encontraban
agrupados en cadenas, mientras que los segundos en racimos y cadenas. Las
colonias identificadas como levaduriformes fueron crioconservadas con glicerol a -

70°C y se descartan en la siguiente parte del analisis.

Todas las cepas evaluadas dieron negativo para la prueba de catalasa, esto significa
que no existe produccion de gas (O;) y liberacion de agua al adicionar perdxido de
hidrogeno al 3%. (Tabla 6).

Mediante la observacion macro y microscopica se diferenciaron al menos 3 grupos

de BAL, dentro de los cuales podrian haber mas de un género y especie.

En la Tabla 6 se muestra la relacién de colonias aisladas:

Tabla 6. Relacion de colonias aisladas del pool de queso Cotija

Condicion Numerode Gram Catalasa Morfologia microscopica  Descripcion
colonias macroscopica
EIHELEY
MRS pH 4 con 3 (+) (-) Bacilos cortos en cadenas  Colonia de color blanco,
Agitacion de forma redondeada,

borde planoy de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia suave.

MRS pH 4 3 (+) (-) Bacilos largos en cadenas  Colonia de color blanco,

Estatico de forma redondeada,
borde plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia suave.

2 (+) (-) Cocos en racimos Colonia de color blanco,

de forma redondeada,
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borde entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y

consistencia viscosa.

Extracto
acuoso de
queso Cotija
pH4
Agitacion

NA

NA Levaduras

Colonia de color blanco,
de elevacion circular, con
aspecto brillante y
himedo. De consistencia
suave.

Extracto
acuoso de
queso Cotija
pH4
Estatico

NA

NA Levaduras

Colonia de color blanco,
de elevacion circular, con
aspecto brillante y
humedo. De consistencia
suave.

Aislamientos con benzoato de sodio (0.1 g/mL)

MRS pH 4 con
Agitacion

(+)

(-) Bacilos cortos en cadenas

Colonia de color blanco,
de forma redondeada,
borde entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia suave

(-) Bacilos muy cortos en
cadenas

Colonia de color blanco,
de forma ondulada, borde
convexo y elevacién
circular. De  aspecto
brillante y consistencia
suave.

11

(-) Cocos en racimos y
cadenas

Colonia de color beige, de
forma redondeada, borde
entero, y de elevacion
circular. De aspecto
brillante y consistencia
viscosa.

MRS pH 4
Estatico

(+)

(-) Bacilos cortos en cadenas

Colonia de color blanco,
de forma redondeada,
borde entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia suave.

(+)

(-) Bacilos largos y delgados
en cadenas

Colonia de color beige, de
forma redondeada, borde
entero, y de elevacidn
circular. De aspecto
brillante y consistencia
suave.

(+)

(-) Cocos en racimos y
cadenas

Colonia de color beige, de
forma redondeada, borde
entero, y de elevacién
circular. De  aspecto
brillante y consistencia
viscosa

(+)

(-) Cocos en racimos

Colonia de color beige, de
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forma redondeada, borde
entero, y de elevacion
circular. De aspecto
brillante y consistencia
viscosa

Extracto
acuoso de
queso Cotija
pH4
Agitacion

()

Bacilos cortos en cadenas

Colonia de color blanco,
de forma redondeada,
borde entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia viscosa

(+)

Cocos en racimos

Colonia de color blanco,
de forma redondeada,
borde entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia viscosa.

Extracto
acuoso de
queso Cotija
pH4
Estatico

(+)

()

Cocos muy pequeifios en
racimos

Colonia de color blanco,
de forma redondeada,
borde entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia viscosa.

(+)

()

Bacilos cortos en cadenas

Colonia de color beige, de
forma redondeada, borde
entero, y de elevacion
circular. De aspecto
brillante y consistencia
suave.

Extracto
acuoso de
queso Cotija
Agitacion

(+)

—_
|

)

Bacilos esporulados en
cadenas

Colonia de color blanco,
de forma redondeada,
borde plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia suave

(+)

Cocos en racimos

Colonia de color beige, de
forma redondeada, borde
entero, y de elevacidn
circular. De aspecto
brillante y consistencia
viscosa.

*NA: No aplica

De acuerdo con los resultados experimentales se recuperaron en mayor proporcion
bacilos cortos y largos agrupados en cadenas, seguido de cocos asociados en

racimos y cadenas, y en menor proporcion levaduras.
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Particularmente las levaduras contribuyen a la produccion de compuestos de sabor a
partir de sus capacidades proteoliticas, peptidicas, lipoliticas y esterasicas. También
metabolizan el acido lactico, formado por la fermentacién de las bacterias lacticas,
crecen a altas concentraciones de sal y desde los primeros dias de la maduracién,
promoviendo la desacidificacion que ayudara a que otras bacterias no lacticas
crezcan (Micrococci y Coryneformes) formando parte también de esta microbiota
secundaria (Beresfod et al., 2001; Lopandic et al., 2006). Las levaduras pueden
provenir de la materia prima, la leche con la que se elabora el queso y también de la

manipulacién por parte del productor.

Con base en los resultados de la cepas control, comprobamos que la especie
Enterococcus faecalis no presenta crecimiento en medio MRS pH 4. Por lo que los
aislados cuya morfologia corresponda a cocos Gram (+) agrupados en pares,
cadenas o racimos, podrian pertenecer a los géneros de Weissella y Leuconostoc;
géneros reportados como dominantes en el metagenoma del queso Cotija (Escobar,
2016).

En cambio los aislados que poseen una morfologia que corresponde a bacilos Gram
(+) agrupados en cadenas podrian pertenecer al género Lactobacillus. Sin embargo
para poder sustentar dicho enunciado se realizara la identificacion molecular de
dichas cepas mediante la amplificacion del gen ribosomal 16 S, siguiendo lo descrito

en la seccion 5.6 de la Metodologia.

Imagenes de las morfologias microscopicas encontradas en las colonias aisladas del

queso Cotija se muestran de la Figura 21 ala 29.
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Figura 21. Cocos Gram (+) agrupados en pares y raci islados de la dicion 1. Figura 22. Bacilos Gram (+) agrupados en cad islados de la dicié

Figura 23. Levaduras teiiidas con cristal violeta aislados de la condicién 5

Figura 24. Cocos Gram (+), agr dos en raci y islados de la dicién 1 Figura 25. Bacilos Gram (+) aislados de la condicion 5.
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Figura 26. Cocos Gram (+), agrupados en parejas y cadenas aislados de la condicion 1 Figura 27. Bacilos Gram (+) aislados de la condicién 2

Figura 28. Cocos Gram (+), agrupados en racimos, condicion 1 Figura 29. Bacilos Gram (+), esporulados agrupados en cadenas, condicién 8

En 2008 Bravo intenté aislar bacterias acido lacticas, utilizando los siguientes
medios: MRS, Agar LM17 y KAA (Kanamycin Aesculin Azide), evalu6 diferentes
condiciones de cultivo (pH 5 y 7, temperaturas de 37 °C, 22°C y 42°C y
condiciones de aerobiosis, anaerobiosis y microaerofilia); sin embargo ella sdlo

utilizé dos piezas de queso Cotija consideradas Region de Origen.

De acuerdo con sus resultados, encontré que las morfologias predominantes eran
cocos y bacilos; como las encontradas en éste trabajo y que se describen en la
Tabla 6, donde todos son cocos Gram (+) recuperados en las diferentes condiciones
evaluadas; asi como bacilos cortos, largos y algunos con esporas, también Gram

(+), no reportados con anterioridad.
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Cabe resaltar que, para el presente trabajo se desarroll6 un medio a partir de un
extracto de queso Cotija, el cual pudiese contener factores que permitan el
desarrollo de esta microbiota caracteristica, que no ha sido aislada con anterioridad

en medios comerciales.

La seleccién de cepas a tipificar se realiz6 tomando como primer criterio la
morfologia microscépica seguido de la macroscépica. Las cepas de BAL en general
forman colonias de color blanco cremoso, forma redonda, puntiformes, bordes
enteros, superficie convexa, consistencia humeda y butirosa por lo que este criterio

es bastante robusto.

No obstante las colonias aisladas presentan los siguientes criterios; colores: blanco
y beige, forma redondeada u ondulada, borde plano y de elevacion circular. De
aspecto brillante y consistencia suave o viscosa, es decir que incluso en las
caracteristicas de morfologia colonial hay cierta diversidad que nos permite usarlo

como criterio de decision.

Las colonias seleccionadas para su identificacion mediante la amplificacion del gen

ribosomal 16 S se enumeran en la Tabla 7.

Tabla 7. Relacion de colonias seleccionadas para su identificacion mediante la amplificacion del gen

ribosomal 16 S.

Condicion Morfologia microscépica Morfologia

macroscopica
MRS pH 4 Cocos Gram + agrupados en Colonia de color M
Agitacion pares y racimos blanco, de forma
(adicion de redondeada, borde
benzoato de plano convexa y de
sodio) elevacion circular. De

aspecto brillante vy
consistencia suave

Cocos Gram + agrupados en Colonia de color T1

pares y racimos. blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

Cocos Gram + agrupados en Colonia de color T2

pares y racimos. blanco, de forma
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redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

T3

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

A

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia suave

T4

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

T5

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia suave

T6

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia suave

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De

C
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aspecto brillante vy
consistencia suave

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

Bacilos Gram +, agrupados en
cadenas.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

MRS pH 4
Estatico (adicion
de benzoato de
sodio)

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
beige, de forma
redondeada, borde
entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia viscosa.

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
beige, de forma
redondeada, borde
entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia viscosa.

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
beige, de forma
redondeada, borde
entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia viscosa.

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

Cocos Gram + agrupados en

Colonia de color
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pares y racimos

beige, de forma
redondeada, borde
entero, y de

elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia viscosa.

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color

beige, de forma
redondeada, borde
entero, v de

elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia viscosa.

MRS pH 4
Agitacion (sin
adicion de
benzoato de
sodio)

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

Bacilos Gram +, agrupados en
cadenas

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave.

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color

blanco, de forma
redondeada, borde
entero, y de

elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia viscosa.

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
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elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia suave

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave

T

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia viscosa.

MRS pH 4
Estatico (sin
adicion de
benzoato de
sodio)

Bacilos Gram +, agrupados en
cadenas y/o pares.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia suave.

Q

Bacilos Gram +, agrupados en
cadenas y/o pares.

Colonia de color
blanco, de forma
redondeada, borde
plano convexa y de
elevacion circular. De
aspecto brillante y
consistencia suave.

Vv

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
beige, de forma
redondeada, borde
entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia viscosa.

w

Extracto acuoso
de queso Cotija
pH 4 Agitacion
(adicién de
benzoato de
sodio)

Cocos Gram + agrupados en
pares y racimos

Colonia de color
beige, de forma
redondeada, borde
entero, y de
elevacion circular. De
aspecto brillante vy
consistencia viscosa.

N
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7.5 Analisis de ADN extraido

De las colonias seleccionadas se realizo la extraccion de ADN y en geles de agarosa
al 1% se observaron bandas intensas definidas de alto peso molecular y sin barrido;
lo que significa que el ADN se encuentra integro y en Optimas condiciones para

llevar a cabo la reaccién de amplificacion.

Los valores de la relacion A260/A280 nm y la concentracién de las extracciones de

ADN se encuentran en el Anexo 4.

De acuerdo con los resultados experimentales las extracciones de ADN fueron

aceptables (relaciéon A260/A280 mayor a 1.8 y concentracién mayor a 15 ng/uL).

7.6 Analisis de amplicones

Para todos los productos de amplificacion del gen ribosomal 16S, se observé que el
producto tuviese el peso molecular esperado (1500 bp aproximadamente) en geles
de agarosa al 1%. Sin embargo para las muestras con los cddigos que van de la
letra A a la G se observa la presencia de bandas poco intensas de alto peso

molecular (aproximadamente 3000 pb).

La presencia de estas bandas puede deberse a un producto inespecifico en la
amplificacion o bien al tipo de primers utilizados en la amplificacion del gen
ribosomal 16S. Debido a que los primers fD1 y rD1 son capaces de amplificar una
amplia variedad de taxa bacterianos, entre los cuales se encuentran bacterias Gram
positivas de los géneros Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Staphylococcus,

Listeria, Streptococcus (Weisburg et al., 1991) por mencionar algunas.

Cabe resaltar que dichos primers se utilizaron en experimentos anteriores,
mostrando un producto de amplificacién adecuado; razén por la cual sé decidid

utilizarlos.

En las Figuras 30 y 31 se muestra el producto de amplificacién para algunas de las

colonias aisladas.
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Figura 30. Gel de agarosa al 1%, productos de la reaccion de amplificacion. Carril 1 ( T1), Carril 2 (T2), Carril 3 ( T3), Carril 4
(T4), Carril 5 ( T5), Carril 6 (T6), Carril 7 (marcador GeneRuler1Kb DNA Ladder), Carril 8 (M).

= 1500 pb

Figura 31. Gel de agarosa al 1%, productos de la reaccion de amplificacion, Carril 1 (A), carril 2 (B). Carril 3 (C), Carril 4
(D), Carril 5 (E), Carril 6 (F), Carril 7 (G), Carril 8 (marcador GeneRuler1Kb DNA Ladder).
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Se realizé la purificacion de banda para aquellas cepas donde se observd
inespecificaciones durante el proceso de amplificacion, y  estas fueron

secuenciadas.

Del resultado de la secuenciacidon se obtuvieron las secuencias nucleotidicas hasta

1400 nucledtidos para la mayoria de las cepas.

7.7 ldentificacion de bacterias

En la Tabla 8 se muestran los resultados del andlisis BLASTn (16S ribosomal RNA
Sequences (Bacteria and Archaea) de la region a amplificar del gen ribosomal 16S

usando los cebadores fD1 y rD1 (Directo e Inverso).

Tabla 8. Tabla de identidad de las cepas muestra comparadas con la base de datos del NCBI (16S ribosomal
RNA Sequences (Bacteria and Archaea).

T Condicion Enterococcus 99 0.0 99 CP014449.1|
1, colonia faecium strain
2 ATCC 700221
Agitacion
T2 Condiciéon Enterococcus 99 0.0 99 FJ378681.1
1, colonia faecium strain
3 HN-N26
Agitacion
T3 Condiciéon Enterococcus 99 0.0 98 1147421
1, colonia faecium strain FJ378681.1
4 DSM 20477 16S
Agitacion  Enterococcus
faecium strain
HN-N26
T4 Condiciéon Enterococcus 99 0.0 99 CP014449.1
1, colonia faecium strain
2 ATCC 700221
Agitacion
T5 Condiciéon Enterococcus 99 0.0 99 CP014449.1
1, colonia faecium strain
3 ATCC 700221
Agitacion
T6 Condicidon  Enterococcus 99 0.0 99 CP014449 .1
1, colonia faecium strain
3 ATCC 700221
Agitacion
A (forward) Condiciéon Enterococcus 98 0.0 96 113904.1 (f)
1, colonia faecium
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210063430?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB5VAAEV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB64BW7601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R

5
Agitacion

Condicién
1, colonia
4

Agitacion

Enterococcus
faecium strain
ATCC 700221

99

0.0

99

CP014449.1

C (reverse)

Condicién
1, colonia
5

Agitacion

Enterococcus
faecium

99

0.0

99

102790.1

Condicién
1, colonia
6
Agitacion

Enterococcus
faecium strain
ATCC 700221

99

0.0

99

CP014449.1

Condicién
2, colonia
1 Estatico

Enterococcus
faecium strain
ATCC 700221

99

0.0

99

CP014449.1

Condicién
2, colonia
2 Estatico

Enterococcus
faecium isolate
EFE10021

99

0.0

99

LN999844.1

Condicién
2, colonia
3 Estatico

Enterococcus
faecium strain
ATCC 700221

99

0.0

99

CP014449.1

Condicién
2, colonia
4 Estatico

Enterococcus
faecium strain
ATCC 700221

99

0.0

99

CP014449.1

Condicién
2, colonia
5 Estatico

Enterococcus
faecium strain
ATCC 700221

99

0.0

99

CP014449.1

Condicién
2, colonia
6 Estatico

Enterococcus
faecium strain
ATCC 700221

99

0.0

99

CP014449.1

Condicién
2, colonia
7 Estatico

Enterococcus
faecium strain
ATCC 700221

99

0.0

99

CP014449.1

Condicién
2, colonia
8 Estatico

Enterococcus
faecium strain
ATCC 700221

99

0.0

99

CP014449.1

Condicién
1, colonia
1

Agitacion

Enterococcus
faecium isolate
EFE10021

99

0.0

99

LN999844 .1

N (MQC)

Condicién
5, colonia
3.
Agitacion

Weissella
confusa JCM
1093

74 (r)

97

(r)

113258.1

O (forward)

Condicién
1.
Colonia 1
Agitacion
s/b

Lactobacillus

brevis ATCC 367

54

0.0

92

0740241

P (MRS)

Condicién
5, colonia
1.

Weissella
confusa strain:
NH 02

0.0

99

AB425970.1|
113258
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/985478185?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB6VWZFH01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/985478185?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB6VWZFH01R

Agitacion  Weissella
s/b confusa strain
JCM 1093 16S
Q Condicion  Lactobacillus 97 0.0 99 AB690248.1
2, colonia casei gene for
1 strain: JCM 2120

S Condicion Enterococcus sp. 65 0.0 99 KT366869.1
1, colonia LMG 1752
4

T Condiciéon Enterococcus 99 0.0 99 CP014449.1
1, colonia faecium strain
7 ATCC 700221

\") Condicion Lactobacillus 99 0.0 99 CP013921.1|
2, colonia paracasei strain
2 KL1

w Condicion Pediococcus 99 0.0 77 CP006854.1
2, colonia pentosaceus SL4
7

X Condicion Lactobacillus 99 0.0 98 AP012167.1
2, colonia brevis KB290
4 MRS
c/b

*MQC: Medio de queso Cotija ¥*MRS: Medio Man Rogosa and Sharpe *Forward: Secuencia del cebador directo *Reverse:

Secuencia del cebador inverso.

De acuerdo con los resultados arrojados por el alineamiento, usando el algoritmo
BLAST podemos observar que tenemos valores altos de identidad para la mayoria
de las cepas aisladas, sin embargo las cepas con las siguientes letras: A, N, Oy W,
presentan un porcentaje de identidad bajo (menor al 99%); debido a ello el

alineamiento puede considerarse no significativo

Es importante tomar en cuenta que la cantidad de resultados por comparacion de
secuencias depende de la base de datos disponible, lo que dificulta la identificacion
de estas. Puesto que las secuencias en estudio, presentan baja semejanza, se
propone como estrategia alterna realizar una segunda secuenciacion, con el fin de
confirmar la presencia de las mismas en la base de datos; no obstante es viable

pensar que podriamos tener secuencias no descritas.

En general podemos observar que el género Enterococcus, vuelve a estar presente
en la mayoria de las muestras aisladas e identificadas, donde sobresale la especie

E. faecium. Seguido del género Lactobacillus con las especies Lb. brevis, Lb. casei,
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/365799377?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JCNEPZWE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008420998?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=JB69C25M01R

y Lb. paracasei; en menor proporcion tenemos al género Weissella con la especie

W. confusa y Pediococcus con la especie P. pentosaceus.

BLAST es un programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local, que
compara la secuencia problema contra diferentes secuencias depositadas en la base
de datos del GenBank; dando como resultado una amplia listade
microorganismos similares a esa secuencia. Sin embargo debemos resaltar
que sigue un algoritmo de tipo heuristico que hace alineamientos locales, por lo que
las similitudes encontradas no necesariamente son las correctas. Por ello fue
necesario complementar y sustentar la identificacion por BLAST mediante la

elaboracion de un analisis filogenético.

El modelo matematico empleado en este tipo de analisis arroja como resultado un
arbol filogenético que permite establecer relaciones de parentesco (topologia del
arbol) y medir la cantidad del cambio acumulado (longitud de la rama). EI modelo
matematico utilizado para este analisis se basa en la comparacién de la secuencia
completa, por lo que los resultados que arroja son mas confiables que el
BLAST. Para su elaboracion, se seleccionaron secuencias de referencia reportadas
en la base de datos del NCBI para cada género (Enterococcus, Lactobacillus,
Weissella y Leuconostoc) seguido de una secuencia de un grupo externo al grupo de
interés (en este caso se selecciond a E. coli) y las secuencias problema. Enseguida
se realizé un alineamiento multiple, y se efectuo un re-muestreo (1000 réplicas) con

el fin de obtener un arbol consenso (Figura 32).

Como puede observarse, las secuencias analizadas se encuentran asociadas a los
grupos de referencia, lo que confirma los resultados de identidad obtenidos por
BLAST.
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Figura 32. Relacién filogenética de las cepas agrupadas como Lactobacillales. Arbol consenso (Referencia detallada en el
punto 6.7, pagina 45). Se utilizo E. coli como referencia externa para representar una secuencia diferente a los géneros
Enterococcus, Weissella, y Pediococcus

7.8 Caracteristicas y filogenia de los microorganismos identificados

Para facilitar el estudio de las cepas identificadas, estas se agruparon de acuerdo al
orden (Lactobacillales) en el que se encuentran. Particularmente a éste pertenecen
bacterias Gram-positivas, dentro de la divisibn Firmicutes. Entre los géneros

representativos tenemos a: Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc.
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ORGANISMO Enterococcus faecium

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Enterococcaceae; Enterococcus

Enterococcus
Microorganismo  Cepa Total
Enterococcus T1, T2, T3, T4, 19
faecium T5, T6, B, D, E,

F,.G H, I J, KL,

M,S, T

El género Enterococcus se encuentra dentro de la familia Enterococcaceae y
pertenece al grupo de bacterias acido lacticas (BAL). Son cocos Gram (+), no
esporulados, oxidasa, catalasa y reductasa negativos, anaerobios facultativos, se
pueden encontrar solos, en pares o en cadenas cortas (Foulquié-Moreno et al.,
2006). Su metabolismo es homofermentativo, siguen la via de Embden-Meyerhof-
Parnas, produciendo acido lactico a partir de la fermentacion de hexosas (Garg y
Mital, 1991). Este género en particular tiene la capacidad de crecer en un amplio
intervalo de temperatura que va de los 10° a 45 °C. De la misma manera puede
crecer en un rango de pH que va de 4 a 9.6, con 6.5% de NaCl, en presencia de
azida de sodio y tienen la capacidad de hidrolizar la esculina en presencia de 40%
de bilis (Giraffa, 2003; Franz et al.,, 2003; Foulquié-Moreno et al., 2006). Es un
microorganismo que se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, se le
puede encontrar en el tracto gastrointestinal y heces de mamiferos, y debido a su
habilidad de sobrevivir a ambientes adversos, los enterococos pueden colonizar
diversos nichos y se suelen encontrar en el agua, en el suelo, en las plantas y
vegetales, asi como en alimentos de origen animal y alimentos fermentados (Giraffa,
2003).

Los enterococos pueden ser anadidos de manera accidental o intencional (cultivo
iniciador) en la preparacion de alimentos fermentados (especialmente embutidos y

quesos madurados), ya que contribuyen a la maduracién y desarrollo de
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caracteristicas organolépticas deseables, tales como el aroma y sabor, debido a la
produccion de acido lactico y de metabolitos obtenidos de la actividad proteolitica y
lipolitica. Particularmente la especie Enterococcus faecium es capaz de fermentar el
citrato, el cual es metabolizado en piruvato y finalmente deriva en la produccion de
compuestos de aroma tales como diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol (Martino, et al.,
2015).

De acuerdo con la literatura se ha descrito la presencia de Enterococcus en varios
quesos europeos tales: Feta (Grecia) (Sarantinopoulos, P. et al., 2002a; Litopoulou-
Tzanetaki, E. et al.,, 1993), Cheddar (Jensen, J. et al., 1975a; Jensen, J. et al.,
1975b), Mozarella di buffala campana (Italia) (Coppola S, et al., 1998; Villani, F. and
Coppola, S., 1994), Cebreiro (Centeno JA. et al.,, 1999; Centeno JA. et al., 1996)
(Espafia); Picante de Beira Baixa (Portugal) (Freitas AC. et al.,1995), Tetilla
(Espana) (Menendez, S. et al., 2001) y Pecorino Sardo (ltalia) (Mannu, L. and Paba,
A. 2002). Asimismo se caracterizan por producir una variedad de bacteriocinas
llamadas enterocinas, las cuales tienen como blanco de accion principal la
membrana citoplasmatica. Las enterocinas reportadas tienen actividad contra
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens y Vibrio cholerae (Maisnier-Patin et al., 1996; Nunez et al., 1997;

Ennahar et al., 1998; Laukova y Czikkova, 2001; Sarantinopoulos et al. 2002).

Lactobacillus

Microorganismo Cepa Total
Lactobacillus brevis X, O 2
Lactobacillus casei Q 1
Lactobacillus paracasei \% 1

ORGANISMO Lactobacillus brevis

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae; Lactobacillus

El género Lactobacillus (lactis-leche; bacillus-pequefios bacilos) se caracteriza por
presentar células en forma de bacilos largos y extendidos, aunque con frecuencia

pueden observarse bacilos cortos o cocobacilos coryneformes (Kandler y Weiss
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1986). Regularmente se presentan formando cadenas; son Gram positivos, catalasa
negativos, no producen indol, ni acido sulfhidrico (H2S). Generalmente no presentan
actividad proteolitica ni lipolitica, sin embargo se ha visto que algunas cepas
presentan una ligera actividad debido a proteasas y peptidasas ligadas a la pared
celular o liberadas al medio, asi como una débil actividad lipolitica debido a la accion
de lipasas intracelulares (Law y Kolstad, 1983). Los lactobacilos contribuyen a
modificar el sabor de alimentos fermentados debido a la produccidon de compuestos
volatiles tales como diacetilo y sus derivados en el queso (Law y Kolstad, 1983).
Crecen bien en medios ligeramente acidos con un pH inicial de 6.4-4.5 y con un
optimo de desarrollo entre 5.5 y 6.2. Los lactobacilos son capaces de disminuir el pH
del sustrato donde se encuentran por debajo del valor 4.0 mediante la produccién de
acido lactico. De esta forma evitan y disminuyen el crecimiento de otros
microorganismos competidores, exceptuando el de otras bacterias acido lacticas y
el de levaduras (Holt et al., 1994).

La mayoria de cepas de Lactobacillus son aerotolerantes; su crecimiento 6ptimo se
alcanza bajo condiciones microaerofilicas o anaerobicas. En general son mesofilos
(30°- 40 °C) con un limite superior de 40°C.

La especie Lb. brevis es una bacteria acido Ilactica, Gram positiva,
heterofermentativa obligada y microaerofilica que ha sido aislada de una gran
variedad de entornos diferentes tales como: sauerkraut (Beganovic, J. et al., 2014),
masa madre de trigo (Zaib-Un-Nisa, et al., 2016), ensilados (Checolli, M. et al.,
2015), y el tracto intestinal de animales y humanos (Uroic et al., 2014). Sin embargo
se ha reportado que posee un papel muy importante como cultivo iniciador en
diferentes alimentos fermentados entre algunos tenemos, quesos ahumados frescos
originarios de Croacia, masas dulces utilizadas en la produccién de panes como
Panettone, Colomba y panes Pandoro (Lahteinen T, et al., 2014) (Vogel & Nyanga,
2005).
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A su vez las especies Lb. brevis, y Lb. casei forman parte de la comunidad de
lactobacilos responsables de la fermentacion y envejecimiento de queso Pecorino
que es un queso curado de origen italiano, elaborado a partir de leche de oveja
(Cappello et al., 2001). Es importante sefalar que las especies antes mencionadas
junto con Lb. paracasei forman parte de las NSLAB (bacterias acido lacticas no
iniciadoras) halladas en pequefas cantidades, al inicio del proceso en quesos las
cuales tienden a incrementar durante el tiempo de maduracién. Las NSLAB pueden
tolerar un ambiente hostil en el queso durante la maduracion; el cual se caracteriza
por una humedad baja (32-39%), concentracién de NaCl entre 4-6%, pH4.9a 5.3,y
deficiencia de nutrientes (Fryer & Sharpe, 1996; Gobbetti et al., 1999).

Weissella

Weissella confusa P, N 2

ORGANISMO Weissella confusa

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Leuconostocaceae; Weissella

El género Weissella surgié de la reclasificacion de Leuconostoc paramesenteroides y
de algunos lactobacilos heterofermentativos "atipicos" (Collins, Samelisl,
Metaxopoulos, y Wallbanks, 1993). La especie W. cibaria fue descrita en el afio 2002
y esta estrechamente relacionada con Weissella confusa (Bjérkroth et al., 2002).

Las especies de Weissella poseen habitats variables, pero estan asociadas
principalmente a alimentos fermentados (Huys, Leisner, y Bjorkroth, 2012). Existen
reportes que vinculan a W. cibaria y confusa con la microbiota natural de masas
fermentadas (Galle, Schwab, Arendt, y Ganzle, 2010), sin embargo también pueden
encontrarse en intestino humano y heces fecales, respectivamente (Huys et al.,
2012). Asi mismo W. confusa también ha sido detectada en jugos de cana de
azucar, zanahoria, ocasionalmente en leche bronca y aguas residuales (Hammes &
Vogel, 1995).
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En estudios recientes se reporto la presencia de W. confusa en alimentos originarios
de Malasia, como el Tapai y el Chili Bo. Particularmente el Tapai es un alimento
fermentado dulce, de consistencia glutinosa de arroz o yuca; en cambio el Chili Bo
es un alimento no fermentado que contiene chile y almidén de maiz (Bjorkroth et al.,
2002).

Di Cagno et al. en 2006 (b) encontré que los quesos elaborados con W. confusa
como agente coadyuvante contenian altas cantidades de acidos grasos libres y una
considerable actividad de aminopeptidasa en comparacion con otras cepas de

NSLAB aisladas de queso.

La especie W. confusa se caracteriza ser Gram positiva, catalasa negativa, que
produce gas a partir de glucosa, regularmente se encuentra en forma de cocos,
puede crecer a diferentes temperaturas, (15°, 37° y 45 °C), tolera un porcentaje de
NaCl del 6.5% y se caracteriza por la produccion de dextrano y &cido lactico

(isobmeros D y L).

Con la metodologia propuesta en este trabajo no fue posible el aislamiento de la
especie W. paramesenteroides, considerada “dominante” en el queso Caotija, sin
embargo se logro el aislamiento e identificacion de la especie W. confusa (cepas N
y P). Escobar en 2016 detectdé por primera vez este género en el queso Cotija
madurado, donde reporta dominancia atipica, y considera que la presencia de dicho
género junto con Leuconostoc podria ser considerados una firma distintiva del queso
Cotija Region de Origen.

De acuerdo con los objetivos, se planteaba aislar cepas del género Leuconostoc,
principalmente la especie L. mesenteroides sin embargo, los medios y condiciones
utilizadas no fueron las mas adecuadas y favorables para dicho género. Se pensoé
que el medio MRS con un pH de 4, permitiria el desarrollo de esté, e inhibiria el
crecimiento del género Enterococcus. Es probable que esté género se encuentre en

cantidades inferiores en las muestras seleccionadas lo que hace mas dificil su
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recuperacion. Ademas podria presentar altos requerimientos nutrimentales que son

deficientes en los medios en los que se ha cultivado.

Asimismo es posible considerar que su metabolismo sea dependiente de otros

miembros de la comunidad, lo que haria imposible su aislamiento en el queso.

Pediococcus

Microorganismo Cepa Total

Pediococcus petosaceus W 1

ORGANISMO Pediococcus pentosaceus

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae; Pediococcus.

El género Pediococcus pertenece al grupo de las BAL, se ha descrito como un
grupo de bacterias Gram positivas, inmoviles, no encapsuladas, homofermentativas
que utilizan la via de Ember-Meyerhoff-Parnas al convertir 1 mol de glucosa en 2
moles de acido lactico, ademas producen mas del 85% de acido lactico a partir de
glucosa, anaerobias facultativas, cuyas células esféricas forman principalmente
tétradas, aunque también se les encuentra formando pares. Son catalasa negativas
y no son patdgenas a las plantas y animales (Huertas 2010). Las colonias varian de
1 a 2.5 mm de diametro, son lisas redondeadas, de color grisaceo. Todas las
especies crecen a los 30 °C, pero las temperaturas 6ptimas se encuentran entre 25°
y 40 °C (Rivera, 2004).

Este género ha sido usado como cultivo iniciador en la fermentacion de carne y
vegetales (Dacre, 1958a; Litopoulou-Tzanetaki et al., 1989a). P. pentosaceus suele
encontrarse en cantidades altas en leche y productos lacteos, a diferencia de P.
acidilactici. Sin embargo el rol de éste en la maduracién del queso no ha sido
explicado en su totalidad, en su lugar se sabe que trabaja sinérgicamente junto con
otras BAL afectando el sabor del queso (Franklin and Sharpe, 1963; Peterson and
Marshall 1990; Beresford, 2003).
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Estudios anteriores reportan el aislamiento de la especie P. pentosaceus de un
queso de tipo granja como una especie constituyente en este alimento (Garvie,
1984, 1986; Litopoulou-Tzanetaki et al., 1989a). Juega un papel importante en la bio
conservacion de alimentos mediante la produccion de distintas pediocinas (péptidos
antimicrobianos) que actuan contra microorganismos patdgenos como: Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens y Clostridium
botulinum. Posee la capacidad de fermentar diferentes tipos de hidratos de carbono
tales como glucosa, galactosa, maltosa y lactosa (Raccach 1987; Agrawal et al.,
2000). Sin embargo la fermentacion de la lactosa por P. pentosaceus es especifica,
ya que el género Pediococcus spp. es considerado “tipicamente incapaz’ de
fermentar éste tipo de carbohidrato (Caldvell SL. et al., 1996; Garvie El. 1986).

Pese a que el género Pediococcus no se encuentra dentro de los tres géneros
dominantes en queso Cotija, por analisis metagendmico se reportd la presencia de
dicho género como parte de la poblacion que representa menos del 1% en este
alimento fermentado (Escobar, 2016), por lo que su identificaciéon en esté trabajo

sustenta su presencia.
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VII. CONCLUSIONES
& Se logro el aislamiento de dos géneros: Weissella y Lactobacillus reportados

como dominantes en queso Cotija.

@ El medio realizado a partir de un extracto acuoso de queso Cotija, permitié la
recuperacion, el aislamiento y la identificacion del género Weissella, en
especial de la especie W. confusa a partir de una mezcla de quesos Cotija,

previamente seleccionados.

@ La utilizacion de medios comerciales como el medio MRS (Man Rogosa and
Sharpe), y la modificacion de condiciones como pH, temperatura y oxigeno
favorecié la recuperacién y el aislamiento de las siguientes especies: Lb.
brevis, Lb. paracasei, Lb. casei, P. pentosaceus (especie de muy baja

abundancia) y E. faecium (especie subdominante).
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IX.

PERSPECTIVAS

Realizar la identificacion de cepas bacterianas aisladas bajo condiciones de
cultivo con pH alto (pH=9) y altas concentraciones de cloruro de sodio (7%),
recuperadas de medios comerciales (MRS) y del medio elaborado a partir de
un extracto acuoso de queso Cotija.

Determinar los compuestos presentes en el extracto acuoso de queso Cotija,
con el fin de elucidar y proponer un medio de cultivo que favorezca el
desarrollo del género Leuconostoc.

Identificar las levaduras aisladas con el fin de enriquecer los resultados
descritos en afos anteriores.

Realizar una re-secuenciacion de las cepas identificadas con la secuencia del

forward o reverse, con el fin de verificar que sea la misma cepa.
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Anexos

. Tincién de Gram (Manual de Técnicas para el analisis Microbiologico de

Alimentos. 2% ed. Facultad de Quimica. UNAM)

. Se prepararon los frotes bacterianos a partir del cultivo liquido.

2. Se fijo el frote con calor (mechero)

Se agrego crista violeta en cantidad suficiente para cubrir el frote (2 o 3 gotas)

y se dejé actuar 1minuto.

4. Se lavo con agua para eliminar el exceso de colorante.

5. Se agrego lugol en cantidad suficiente para cubrir el frote (2 o 3 gotas) y se

© © N o

10.
11.
12.

2.

L nh -

3.

dejo actuar 1 minuto.

Se lavé con agua para eliminar el exceso de mordente.

Se decolord con alcohol acetona hasta que el efluente fuera incoloro.

Se lavo con agua para eliminar el exceso de disolvente.

Se agrego6 safranina en cantidad suficiente hasta cubrir el frotis (2 6 3 gotas) y
se dejo actuar 1 minuto.

Se lavé con agua para eliminar el exceso del colorante en contraste.

Se dejé secar la preparacidon a temperatura ambiente.

Finalmente se observo al microscopio con los objetivos de 10X, 40X y 100X.

Conservacion de cepas
Tomar 800 pL del cultivo (medio MRS o extracto acuoso de queso Cotija).
Colocar en viales criogénicos, de 2 mL.
Adicionar 200 pL de glicerol al 80% (previamente esterilizado).

Almacenar a -20°C.

Protocolo de extraccion de ADN kit Fast ID.
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9.

. Del medio donde se hizo crecer el in6culo (50 mL de medio MRS).

Centrifugar a 8 500 rpm durante 10 minutos. Lavar con solucién salina estéril
0.85% vy repetir el paso de centrifugacion (>10 000 rpm). Realizar dos
lavados.

Re suspender el pellet en 1.5 mL de solucién salina 0.85% estéril y centrifugar
en las mimas condiciones. Pesar el pellet y su peso debera encontrarse
dentro de dicho intervalo 1>250 mg

Para cada extraccion adicionar 1 mL de buffer de lisis, 10 yL de proteinasa K
y de lisozima. Homogeneizar

Incubar durante 15 minutos a 37°C y enseguida a 65°C por 20 minutos.
Centrifugar a 10 000 rpm durante 10 minutos.

Tomar 500 pL del sobrenadante y transferir a un tubo de 2 mL.

Adicionar una cantidad de 500 yL de buffer de unién. Homogeneizar.

Centrifugar a 10 000 rpm durante 10 minutos.

10.Pasar el sobrenadante a través de la columna de union de ADN.

11.Lavar con 800 pL de buffer de lavado. Centrifugar 1 minuto a 10 000 rpm.

12.Lavar 3 veces con etanol al 75% (800 pL). Centrifugar 1 minuto a 10 000 rpm

entre cada lavado.

13. Repetir el paso de centrifugacion con el fin de eliminar el etanol restante.

14. Colocar la columna en un tubo de 1.5 mL.
15. Anadir 50 pL de buffer 1xTE previamente atemperado (65°C)

16. Incubar a 65°C durante 10 minutos

17.Centrifugar durante 1 minuto a 10 000 rpm, para eluir y colectar el ADN.
18. Conservar el ADN colectado a -20 °C.

4. Concentracion de ADN
Muestra | A260/280 Concentracion ng/uL
T1 2.1 51.0890
T2 2.0 54.9740
T3 2.1 45.8170
T4 2.1 39.7020
T5 2.0 26.0120
T6 2.0 32.8930
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A 2.0 38.5260
B 1.9 27.3300
C 2.0 28.8320
D 2.0 43.6830
E 2.1 21.2920
F 2.0 19.0660
G 2.0 15.4650
H 2.0 17.3610
I 2.1 22.7370
J 1.8 18.4520
K 2.0 20.4960
L 1.8 20.6930
M 1.9 36.4060
N 2.0 72.0270
@) 1.8 84.9210
P 1.8 49.3810
Q 1.9 31.1700
R 2.1 49.2190
S 1.9 168.6450
T 1.9 140.1170
Vv 1.9 137.9115
W 2.0 29.9085
X 2.0 130.9730

5. Protocolo de purificacion de productos amplificados de PCR (DNA Clean

& Concentrator ™ -5. ( de Zymo Research)

. Ajustar volumen total de amplicones a 100 pL y adicionar de 500 uL del Binding

Buffer. Mezclar con ayudad del vortex.

Colocar una columna de purificacion dentro de un tubo colector y transferir la
muestra en la parte superior. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.
Descartar la solucion del tubo colector. Insertar de nuevo la columna dentro del
tubo colector.

Adicionar 200 pL de Wash Buffer a la columna. Centrifugar 1 minuto a maxima
velocidad. Repetir este paso.

Descartar la solucion del tubo colector. Insertar la columna en un tubo estéril de
1.5 mL. Adicionar 50 uL de Elution Buffer (precalentado a 65 °C) a la columna.

Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.
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El tubo ahora contiene el producto amplificado puro.

6. Secuencias del gen ribosomal 16S

Para mayor informacién respecto a las secuencias completas (forward y reverse) de
las cepas identificadas en el presente trabajo favor de solicitar el acceso a estas
escribiendo un email dirigido a la Dra. Maricarmen Quirasco Baruch a la siguiente

direccion electrénica quirabma@unam.mx.

7. Alineamientos de las secuencias consenso

Alineamiento de la secuencia consenso de la cepa E contra E. faecium ATCC 70221

1 in 20 an i 5i i71] Fli] ] i A 110 120 130

I 1

Cepa GAGACGA-CGCTRGCGGCGTGCCTARTACATGCAAGTCGARCGLTTCTTTTTCCACCGGAGETTGL TLCACLGGARARAGAAGAGTGGCGARC GEGTGAC TARCACG-GEGTAACC TELCCATCAGARGE
E.faeciun GACGARCGE THECGLEG TREC TARTACATGL ARG T CEARCGLTTCTTT T TECACCEGAGET THE TECACCGGRAARAGANGAL T GGCGARC GG T GG TARCACG GGG TAACCTGOCCATCAGARGE
Consensus . GACGA.CGCTRGCGGCGTGCC TARTACATGCARGTCGERRCECTTCTTTTTCCACCGGEAGET TGCTCCACTG GRAARNGH aGAG T EGCGARC GGRGTGRe TARCACE . GEGTAACC TECCCATCAGRAGE

131 140 154 160 170 180 1590 200 210 220 230 240 250 260

I 1

Cepa  GGAT======TGGAMACAGET ====ATACCGTATARCAATCAMARCCGCATGGETTTTGAT T TGARAGGCGCT TTOGGEGTGTCGC TEATGEATEGACCCGEGGTGCAT TAGC TAGT TGETGAGGT ARCGGL
E.faecium GGATARCACTTGGAARCAGGTGCTARTACCGETATARCARTCARRRCCGCATGGTTTTGAT T TRARAGGCGCT TTOGGETGTCGC TEATGEATEEACCCGCEETGCAT TREC TAGT TRETGAGGT ARCGGEC
Conzensuz GGAT......TGGAARCAGGT ... ATACCGTATARCARTCARRRCCGCATGGTTTTGAT T TGARAGGLGCTTTCGGETGTCGC TEATGEATEGACCCGCLETGLATTAGC TAGT TRGTGAGGTARCGGE

261 270 ] 290 L] il L] 330 i 350 ] kFl] ] 390
1

I
Cepa TCACCARGGCCACGATGCATAGLCGACLTGAGAGGEGTGATCGECCACATTGGGACTGAGAC ACGGLCCAARLTCLTACGLGAGGCAGCAGTRGGGARTLT TCGGEART GEACGARRGTC TGACCGAGC AR
E.faeciun  TCHCCAAGGCCALGATGEATAGELCGACE T GAGAGEG TGHTE GERCCACATTGGEAL THAGACACGGELEARRE TLE TACGGEAGGEAREAG TG GEAATETTCGGEART GERCGARAGTE T GACCGAGE AR
Consensus  TCACCARGGCCACGATGCATAGDCGACT TGAGAGEE TGATC GECCACATTGEGEAC TGAGAC ACGGECUCARRC TCE TACGGGEAGGCAGCAGTRAGGEEAATCT TCGGCARTGERCGARAGTCTGACCGAGE AR

391 400 a1 420 A3 440 A5 4B a7 480 50 B00 510 H20

I 1

Cepa  COOOGCGTGAGTGAMGARGET TTTCGHATCGTARBACTCTGTTGT TRGAGARGARCARGER TEAGAGTARCTGT TCATOCCT TGACEGTATCTARCCAGRAAGCCACGGC TRACTACGTGCLAGCAGCCG
E.faecium CGLOGCATGAGTGAAGARGGTTTTCGEATCGTARRRCTCTGTTGT TAGAGARGARCARGGA TEAGAGTAACTGTTCATCCC TTGACHG TATC TARCCAGRAAGCCACGGC TRRCTACGTGCCAGCAGCCE
Conzensusz CGLCGCGTGAGTGAAGARGGTTTTCGERATCGTAARRCTCTGTTGT TAGAGARGARCARGGA TEAGAGTAACTGTTCATCCCTTGRCEGTATCTARCCAGRAAGCCACGGCTRARCTACGTGCCAGCAGCLG

5 530 Gl 550 S 570 G 540 0] (5 [0} B2 630 Gl [3:01]

I 1

Cepa CGGTARTRACGTAGGTGGLARGCGTTGTCCRGATTTATTGGGCGTARMGLGAGE GCAGGCGETTTCTTRAGTCTGATGTGRAAAGCCCCCGGLTCARCCEGEGAGGE TCAT TGLAARC TEGEAGACTTGAGT
E.faeciun LGGTARTACGTAGGTGGEARAGLGTTETCCGGAT TTRT TGGGCG TARMGLGAGL GEAGGLGETTTCTTAAGTETEATHTGRAARAGLCCCCGEE TE AR CEGGRGAGGE TEAT THGAARE TEGHAGALC TTGAGT
Consensus  CGETARTACGTAGE TGGCARGCGT TGTOCGERATTTAT TGGGCE TARRGCGAGE GUAGEUGETT TCTTRAGTCTGRTGTGRARGCCCTCGEL T ARCC GGG GG TOA T TGGRRRC TEGGEAGACTTGAGT

B51 GED B0 GBO B30 Foi 0 Fan 730 Fan 750 760 e 780
1

I
Cepa  GLAGARGAGGAGRG TGGAAT TCOATGTGTAGCGGETEARATGCGTAGHTATATGGRGGARCA CORG T GECGARG GUGGCTCTCTGETC TG TARC TEACGLT GAGHL TOGARRG G TGGEEGEAGLRARCAGER
E.faeciun GCAGARGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGETGARATGCGTAGATATATGEAGGARCACCAGTHGCGARGGOGGCTCTCTGGTC TG TARC TRACGL TGAGGE TOGARRGE GTGGEGRGCARACAGGA
Conzensuz  GCAGARGAGGAGRGTGGAATTCCATGTGTAGCGETGARATGCGTAGATATATGEAGGARCACCAGTEGECGARG GLGGCTCTCTGETCTGTARC TEBACELTGAGGE TCGARRGL GTGEEGAGCARRCAGEA

P a0 e #o B2 B30 i #50 HE a7 L B90 b 910
I 1

Cepa TTAGATACCCTGETAGTCCACGCCGTARACGATGAGTGCTRAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTARCGCAT TARGCACTCCGCCTGEGGAGTACGACCECARGETTGAARCTCARAG
E.faeciun  TTHGATACCCTGE TAGTCCACGECG THRACGATGRG TG TRAG TR T TRGAGGE TT TECGLCET TEAGTGETREAGETHRCGEAT THRGLAL TECGECTRGGGRGTACGACEGEARGG T THARRLTCRAAG
Consensus  TTAGATACCCTGETAGETCCRCGOCGTRRACGATGAGTGCTAAGTGT THGAGGETT TCCGCCCT TCAGTGLE THRCARC TARCGCAT TARGCAC TCCHCC THGGEAGTACGACDGEARGET TGARACTCRARG

a1 520 930 B0 9540 S60 70 S0 950 1000 104 1020 1030 1040

I 1

Cepa  GAATTGACGGEGECCCGCACAAGCGE TGGAGCATGTGET TTART TCGEARGCARCGLGARGRACCT TRCCAGETCT TGACATCCT TTERATCACTCTAGRGATAGAGCT TCODCT TOGGEGGCARAG TGACH
E.faecium GRAATTGACGGEGGECCOGCACAAGCGGTHGAGCATGTGGETTTAAT TCGAAGCARCGCGARGRACC TTACCAGGTCTTGACATCCT TTGACCACTCTAGAGATAGAGC T TCCCCT TOGGEGGCARAG TGACA
Conzensus  GRAATTGACGGEGGCCCGCACAAGCGGETRGAGCATGTGETTTAAT TCGAAGCARCGCGARGRACC TTACCAGGTCT TGACATCCT TTRACCACTCTAGAGATAGAGCT TCCCCT TCGGEGGCARAGTGACA

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
I 1

Cepa GGTGGTGLATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT TGGET TARGTCCCGCARCGAGC GOARCCCTTATTGT TAGT TGCCATCATTCAGT TEGGCAC TCTAGCARGAC TECOGGTGACARACCGGAG
E.faeciun  GLETGGTGEATGEGTTRTCGTEAGE TEGTRTCETRAGATGT TRGHET TARG TLCEGCAACGAGCGCARCEC TTATTGT TAGT TGECATCAT TEAGT TRGGEALC TETAGCRAGAL TELCGG THACARACCGGAG
Consensus  GGTGGTGOATGETTETCGTORGL TCGTETCETGAGATGT TGGET TARGTCCCGCARCGAGE GOARCCCTTATTGT TAGT TGCCATCAT TCAGT THGGCRC TCTAGCRRGAC TGLOGEGETGACARAC DEGAG

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

I 1

Cepa  GAAGGTGGEGATGACGETCARATCATCATGCOCC TTATGACE TEGGEC TACACACGTGC TRCAATGEGRRGTACARCGAGT TGCGARGTCGCGAGGE TARGE TRRTC TCTTARRGC T TCTCTCAGT TCGRGAT
E.faeciun GAAGGTGGGGATGACGTCARRTCATCATGCCCC TTATGACC TERGGCTRCACACGTGC TACARTGGEARGTACAACGAGT TECGARGTCGCGRAGGEL TARGE TARTCTCTTARRGCTTCTCTCAGT TCGGAT
Conzensus GRAAGGTGGGGATGACGTCARATCATCATGCCCC TTATGACC TRGGE TACACACGTGE TACAATGGEARGTACAACGAGT TECGARGTCGLGRAGEC TRAGC TRARTC TCTTARRGC TTCTCTCAGT TCGGAT

130 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1360 1330 Ly 1410 1420 1430
I 1

Cepa TGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGARGLCGGARTCGCTAGTAATCGLGGATCAGCACGCLGCGGTGARTACGTTCCCGGLCCTTGTACACACC GLCCGTCACACCACGAGAGTTTGTARCACCCGARGTC
E.faeciun  TGRLAGGLTHCARC TEGLCTRCATGARGEC GEARTCGE TARTARTCGLGGATCAGEACGCLG LR TERRTACGT TECCEGRGEET TR TRCACACC GECCETCACACCACGAGAGT TTGTARCACCCGARGTT
Conzensus  TGOAGGETGCARC TOGCCTECATGARGDC GEARTOGC TAGTARTCGOGGATCAGCACECDGCEETERRTACGET TOCCEGGCCTTGTRCACACCGOCCETCACACC ACGAGAGT TTGTARCACCCGARGTC
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Alineamiento de la secuencia consenso de la cepa X contra Lactobacillus brevis
KB290
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